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RESUMEN 

La levadura S. cerevisiae, contiene aproxima­

damente 60 copias de u, ADN circular de alrededor de 6,300 -

pares de bases. Este ADN se comporta como un gene nuclear (se 

gregación meiótica 2:2) o bien, como una reminiscencia de los 

plásmidos bacterianos (pérdida por multiplicación vegetativa) 

El círculo de 2 rnicras, presenta una organización nucleos6mi­

ca típica y se replica durante la fase S del ciclo celular; -

es activamente transcrito y susceptible de ser clonado en cé­

lulas procarióticas. Debido a éstas propiedades se emplea pa­

ra estudios de replicación, recombinación y como vector de -­

clonación de genes eucarióticos. Al igual que se ha aislado y 

utilizado el genoma del virus SV40, como modelo de genes euc~ 

rióticos transcripcionalmente activos, el círculo de 2 micras 

puede ser un buen modelo para el estudio de los mecanismos de 

transcripción con la ventaja de ser un componente natural de 

la levadura. 

En este trabajo, se reportan algunas propiedades bioquí­

micas y fisicoquímicas del 2 micras: tiene una densidad en -­

CsCl-EtBr de 1.652 g/ml.; encontramos el patrón de restricción 

reportado al cortarlo con: EcoR1, Pst1 y BamH1; además se pr~ 

senta la evidencia reportada por la Microscopía Electrónica. 
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION 

DEL PLASMIDO 2 MICRAS DE LA LEVADURA 

1.- INTRODUCCION 

1.1.- PROCARIOTES Y EUCARIOTES 

1.1.1.- Generalidades 

Existen en la naturaleza pequeños organismos c~ 

yos ancestros aparecieron en la tierra hace tres mil millones 

de años, cuando surgieron los primeros sistemas vivientes (51) 

Estos organismos se caracterizan por la ausencia de estructu­

ras membranosas intracelulares, es decir, llevan a cabo todas 

sus funciones metabólicas en el citoplasma, ya que en éste se 

encuentran: el material genético, las enzimas y toda la maqu~ 

naria de síntesis protéica los cuales funcionando en conjun­

to, permiten la reproducción y subsistencia de estos seres 

que se denominan procariotes. Estos microorganismos están r~ 

presentados por las bacterias y las cianobacterias (las cian~ 

bacterias se conocían con el nombre de algas azul-verdes) (17 

33, 51). 

Los estudios realizados en procariotes, han co~ 

<lucido a grandes avances en el conocimiento cient1f ico. Por -

ejemplo, los experimentos con la bacteria Escherichia coli, -

dieron la pauta para la comprensión inicial de los mecanismos 

de regulación de la expresión genética, que culminan al post~ 

larse los modelos tipo Operón, para las rutas metabólicas de 

degradación de azúcares (operón de lactosa) y de biosíntesis 

de aminoácidos (operón de triptofano) (22). 

También , estudios con estos sistemas, han di­

rigido el desarrollo de la Ingeniería Genética, consistente -

en la manipulación de segmentos de ADN con una codificación -

específica (4), la cual ha llevado a una comprensi6n mayor de 

la estructura, organización y función del genoma. Además, es­

~as técnicas tienen la potencialidad de obtener, por procesos 

análogos a la fermentación, grandes cantidades de moléculas -

de importancia biológica. Estos adelantos abren nuevos ca-
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minos para abordar y resolver problemas de varios tipos, tales 

como: 

a) Biomédicos.- por ejemplo, la producción de insul! 

na por técnicas de Ingeniería Genética, será menos costosa y -

laboriosa que la obtención de la hormona a partir de animales(4) 

b) Nutricionales.- Se vislumbra la posibilidad de i~ 

traducir genes de alto valor nutricional a plantas dicotiledó­

neas, tales como el frijol, y aumentar su valor nutritivo (He­

rrera Estrella L., comunicación personal). 

c) Ecológicos.- Ya que existen en la naturaleza org~ 

nismos capaces de degradar substancias que contaminan los ma-­

res, los ríos, y las tierras de producción. La manipulación de 

los genes de estos organismos, introducidos en otros de inte-­

rés, o bien, la modificaci6n de los organismos que presentan -

esas propiedades, puede abrir el camino que representa la des­

contaminación de ambientes productivos. 

Los organismos eucariotes, caracterizados princi­

palmente por presentar estructuras membranosas intracelulares­

que llevan a cabo una función especializada (organelos), sur-­

gieron, según los datos paleontológicos, hace aproximadamente­

mil quinientos millones de años (17,51). Su diversidad es mu-­

cho mayor, ya que están representados por los grupos unicelul~ 

res nucleados ó multinucleados (Protoctistas), y todos los or­

ganismos multicelulares (Hongos, Vegetales y Animales)(45). 

1.1.2-Tamaño del Genoma. 

Los estudios del material genético procarióte y -

eucariote, muestran diferencias significativas con respecto a­

la cantidad de ADN en ambos sistemas (Tabla 1). Es evidente, -

que la cantidad de ADN en general, aumenta de virus o plásmi-­

dos a procaribtes y de éstos a eucariótes. 

En los sistemas eucarióticos existe un exceso de­

ADN, es decir, haciendo un promedio, los vertebrados tenemos -

alrededor de cuatro mil millones de pares de bases (p.b.); po­

tencialmente, esta cantidad de ADN sería suficiente para codi-
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ORGANISMO 

PROCARIOTE(P) 

EUCARIOTE(E) 

Bacteriófago (P) 

Bacteriófago T2 (P) 

Escherichia coli (P) 

SV40 (virus de riñ~n 

de mono) (E) 

Levadura (E) 

Plásmido 2 u (prese~ 

te en Levadura) (E) 

Mosca de la Fruta 

(D. melanogaster) (E) 

Gimnosperma (E.fragilis) (E) 

Anfibio 

(Necturus. maculosa) (E) 

Reptiles (en general) (E) 

Aves (en general) (E) 

Mamíferos (en general) (E) 

CANTIDAD APROXIMADA 

DE ADN EN PARES DE 

BASES p.b. 

4 
4.5 X 10 p.b. 

2.2 X 10 5 p.b. 

6 
3.5 X 10 p.b. 

3 
5.2 X 10 p.b. 

7 
1.2 X 10 p.b. 

6.3 X 10 3 p.b. 

8 
1.7 X 10 p.b. 

4 8.4 X 10 p.b. 

11 
1.0 X 10 p.b. 

9 
4.5 X 10 p.b. 

9 2.3 X 10 p.b .. 

9 
5.7 X 10 p.b. 

Tabla 1.-Cantidad de ADN en sistemas procariotes y euca-

riotes. (Segfin Chambon,P. Hinegardner,R. y Lohr, G.) 
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ficar de tres a cuatro millones de polipéptidos (11), Sin em-­

bargo, se estima que s5lo se producen entre tre:irt:a y cientoci~ 

cuenta mil proteínas. Entonces podríamos preguntarnos ¿para -­

qué tanto ADN? 

Los estudiosos de la Evolución a nivel molecular, 

reportan la existencia de secuencias de ADN que se repiten 

constantemente, es decir, que sólo unas cuantas secuencias del 

ADN eucariótico son originales y del 10 al 80% del ADN restan­

te, está representado por copias de las secuencias originales. 

Las secuencias de ADN repetitivo, parecen hallarse distribui-­

das en todo el genoma, intercaladas entre las·secuencias úni-­

cas, sugiriéndose que puec'83.n hallarse implicadas en la regula­

ción génica (5,17). 

Por otra parte, una hipótesis apoyada por la exi~ 

tencia de familias prot~icas -proteínas similares en conforma­

ción y función, presentes en variaciones polimórficas de algu­

nas especies y aún en especies diferentes-, es que los genes 

sufren duplicaciones, repetición de un segmento cromosómico, -

las cuales han evolucionado independientemente originando gru­

pos de productos génicos (proteínas), relacionados entre si y, 

o, con funciones divergentes; es decir, las familias proteicas 

pueden ser el resultado de la Evolución divergente de genes du 

plicados (11,15). 

1.1.3-Estructura de la Cromatina. 

Una característica de las células eucarióticas es 

contener el material genético en el núcleo. En este organelo,­

el ADN se encuentra asociado a proteínas y forma una substan-­

cia con afinidad a colorantes básicos que recibe el nombre de­

cromatina (19). 

Los estudios acerca de la cromatina y de la com-­

plej idad del genoma, reflejaban que el ADN se plegaba y se co~ 

densaba fuertemente. Por ejemplo, si se extendiera el ADN de -

una célula humana, este mediría alrededor de un metro y medio 

(11); este ADN se encuentra condensado en el núcleo , que es -
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una estructura de ocho a quince micras de diámetro. Una de las 

razones por las que el ADN se condensa, es porque presenta una 

estructura de alfa-hélice, la cual reduce su longitud; la otra 

causa del plegamiento, son las proteínas que se asocian al ADN 

fundamentalmente, las histonas presentes en la cromatina,(22). 

Hasta el momento del descubrimiento de las histo 

nas, lo que se había estudiado de la cromatina, era unicamente 

su naturaleza Química. La microscopía, tanto de luz como elec­

trónica, no había ayudado a entender a un nivel mayor que el -

de la mitosis y meiosis en las cuales, los únicos sucesos ob­

servables son: 1) La condensación de la cromatina en cromoso-­

mas y 2) El intercambio de segmentos cromosómicos en pares ho­

mólogos. La única evidencia existente de la estructura de la 

cromatina, era la aportada por las técnicas de difracción de -

rayos "X", la cual, indicaba que la cromatina presentaba un P!::_ 

trón d~ estructuras repetitivas con un diámetro aproximado de­

cien angstroms (37). 

La digestión enzimática de la cromatina con nu-­

cleasa de hígado de rata y nucleasa micrococal (endonucleasas­

que hidrolizan el ADN), seguida de electroforesis en gel (téc­

nica utilizada para separar fragmentos de diferente peso mole­

cular), reveló que los fragmentos de ADN generados por la nu--

cleasa migraban a través del gel de tal manera que los frag--

mentas más pequeños migraban más de prisa, en_!anto que los 

fragmentos mayores lo hacían lentamente. Al establecer los pe­

sos moleculares de los fragmentos de cromatina se obtuvieron -

dos evidencias: 

1) Que existía un tamaño mínimo de los fragmentos 

generado por cualesquiera de las nucleasas. 

2) Que los fragmentos mayores eran múltiplos de­

los de menor tamaño (Fig. 1) (37). 

Al analizar la naturaleza química de los fragme~ 
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c::::i Pozo - 5n 

- 4n 

- 3n 

MIGRACION 

1 - 2n 

- 1n 

Figura 1.- Esquema que representa la migración ele~ 

troforética de los fragmentos de cromatina digeridos por nu-­

cleasas; 1n representa el peso molecular mínimo de los frag-­

mentos (banda inferior), las otras bandas son múltiplos de la 

primera y por eso se anotan como 2n, 3n, 4n y 5n. El pozo es 

el sitio,en el que se coloca la muestra. 
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tos cromatínicos se encontró que existía una cantidad equimol~ 

cular de ADN y proteínas, reportándose, que el contenido de -­

ADN, correspondía a una cadena cuya longitud era de aproximad~ 

mente doscientos pares de bases para los fragmentos más peque­

ños y múltipos de cuatrocientos, seiscientos, etc.,pares deba 

ses para los fragmentos mayores (37). 

También se realizaron experimentos de digestión­

de la cromatina, seguidos de centrifugación en gradientes de -

sacarosa, cuyos resultados fueron similares. 

Los especialistas en microscopía electrónica de~ 

pues de mejorar las técnicas para observar las fibras de crom~ 

tina, encontraron que las fibras aparecían como estructuras de 

partículas esféricas de unos cien a·ng.s:troms de diámetro, que -

semejaba un collar de cuentas. Al observar los fragmentos dig~ 

ridos por la nucleasa y sedimentados en gradientes de sacarosa 

notaron que los fragmentos menores se presentaban como esferas 

aisladas de cien ªngstrom¡;¡, de diámetro. En tanto que lo.s múl ti_ 

plos de estos fragmentos, aparecían como dos, tres ó cuatro es 

feras unidas por un ADN lineal (Fig. 2) .. 

Junto con los estudios de digestión de la croma­

tina y microscopía electrónica, otros investigadores se dedic~ 

ron a purificar las proteínas histónicas asociadas al ADN. Lo­

grando establecer que cuando se reunían todos los tipos de hi~ 

tonas, más una cantidad equimnlecular de ADN, se formaban las­

estructuras que por análisis de difracción de rayos ttXtt prese~ 

taba la cromatina. 

Al reunirse toda la información correspondiente­

ª la cromatina, se estableció que estaba formada por proteí-­

nas (un octámero de histonas), sobre las cuales se ttenrollabatt 

el ADN compactindose en un orden de 5 veces. A esta estructura 

se le denominó nucleosoma. La organización nucleosómica del ma 

terial genético se presenta solamente en eucariotes. 

-5-



a) b) c) 

~ • e:;:~, e ~ '=" =J . ~~ 
1 1 1 3n 1 

o m [SJ 8J ~ 
j • ... ~ ... 

d) 

Figura 2.-Esquema que muestra el tratamiento (muy sim 

plificado) y los resultados de la microscopía electrónica, al 

estudiarse la estructura de la cromatina; a)Muestra la cromati 

na incubada con nucleasa: b)Centrifugaci_:_on en gradiente de s~ 

caresa; c)Separación de los fragmentos cromatínicos en el gra-

diente; d) Campos de microscopía electrónica de cada una de -

las bandas del gradiente. 
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1.1.4-Transcripción. 

La transcripción, es el proceso mediante el cual 

un segmento de ADN (gene), es utilizado corno templado para la­

síntesis de una cadena complementaria de ARN; las especies más 

estudiadas de ARN, realizan tres funciones: 

a) Son parte constituyente de los ribosornas. 

b) Funcionan corno acarreadores de aminoácidos ha 

cía los ribosornas. 

c) Llevan mensajes al ribosorna para que sean leí 

dos por éste y traducidos a polipéptidos. 

Se ha visto que en sistemas procarióticos, que -

casi todo el ADN que presentan, es transcrito y traducido a -­

proteínas. Por ejemplo, E.coli presenta alrededor de tres rni-­

llones quinientes mil pares de bases, los cuales pueden codif~ 

car para aproximadamente tres mil proteínas, cantidad aproxirn~ 

da de polipéptidos que se sintetizan en la bacteria (4,11). 

Recientemente se ha determinado que los eucario­

tes presentan secuencias de ADN que son transcritas en molécu­

las de ARN mensajero precursor, el cual, sufre un proceso de -

maduración consistente en una serie de cortes postranscripcio­

nales. De esta manera el ARN mensajero maduro tiene, en gene-­

ral, una longitud menor que el ADN que le dió origen. Es decir, 

existen secuencias de ADN intercaladas entre los genes llamadas 

intrones, de las cuales se desconoce bien a bien su función, -

que no son traducidas a proteínas. Por otra parte, los segmen­

tos de ADN eucariótico que persisten en el ARN mensajero madu­

ro y por lo tanto son traducidas a proteínas, son denorninados­

exones. La figura No. 3, explica en forma breve el proceso de­

rnaduración del ARN desde su transcripción. 

1.2.-Virus y Plásrnidos 

1.2.1.-Virus. 

Existen partículas constituidas par p~oiefna que 

protege a un tipo de ácido nucl~ico (ADN, o bien, ARN); cuando 

el ácido nucleico de estas partículas penetra al interior de -

-6-



a) 

b) 

c) 

~~~=~=ttt~~ . ADN 7 x 10
7
p.b. 

TRANSCRIPC ION 

lo~' 1 , t, , i1, ,~, u.21 , , ,e, 1 , (, , 1 ~, a1;, ,J ~, d;, J, f, 11
6
\t 11 ?'I ARN 7 

7 X 10 p.b. 

l MADURACION 
(corte de intrones) 

1 2 3 4 5 6 7 
\\\\\ll t l\J 1 l ,, ) \)l ARN mensajero 2 x 10 3p.b. 

Figura 3 .- a)Muestra la cadena de ADN la cual será 

transcrita, los cuadros claros con letras representan los intr~ 

nes; los rect:_angulos obscuros numerados del 1 al 7, son los -

exones(ver texto). b) Después de la transcripci_:on se observa 

la copia de una cadena de ARN precursor cuya longitud es igual 

a la del ADN que lo originó . C) Durante el proceso de madura-

ci6n son cortados los segmentos de ARN precursor que represen-

tan los intrones, originando una cadena de ARN mensajero madu-

ro de menor longitud que la del ADN que le di6 origen. 
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una célula, es capaz de utilizar toda la maquinaria metab6lica 

del hospedero para sintetizar todos los componentes molecula-­

res necesarios, para ensamblarlos y originar una gran cantidad 

de particulas nuevas con capacidad infectiva; estos elementos­

que s6lo son observables a microscopia electr6nica, reciben el 

nombre de virus. 

Dos caracteristicas sobresalientes de los virus: 

1) Presentan un comportamiento de parasitismo obli­

gado, debido a que carecen de metabolismo propio y 

2) Son especificos, en cuanto al tipo de célula que 

infectan. 

El estudio de los virus con respecto a la forma­

en que alteran la maquinaria metab6lica celular para que ésta, 

sintetize particulas virales, indica que algunos codifican un­

factor protéico que modifica la ARN polimerasa del hospedero;­

otros, inhiben la traducci6n de los ARN mensajeros celulares,­

de tal manera s6lo se traducen los ARN mensajeros virales. Ta~ 

bién hay virus que codifican para una ARN polimerasa diferente 

la cual s6lo sintetiza mensajeros virales (22). Como podemos -

ver, no existe regla general con respecto a los mecanismos de­

acci6n de los virus. 

Los efectos citopáticos de los virus son muy va­

riados. En ocasiones, después del ensamblaje,c. los nuevos vi­

riones lisan a la célula liberando particulas infectivas; o-­

tras veces, la célula muestra en su interior inclusiones cito~ 

plásmicas que corresponden a material viral. También el genoma 

virico puede integrarse al material genético del hospedero mo­

dificando su expresi6n. 

Por último, se ha observado que en algunos virus 

la organizaci6n del material genético es muy similar a la del­

genoma de la célula que parasitan (20,23); en base a esto, los 

virus se han utilizado como· modelo para estudiar la organiza-­

ci6n y los mecanismos de regulaci6n de la expresi6n del genoma 

(20,23,43). 
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1.2.2.-Plásmidos. 

En 1958, Jacob y Wollman, al estudiar la sexuali 

dad en bacterias, describieron un elemento genético fisicamen­

te separado del cromosoma bacteriano, capaz de perpetuarse en­

esa condici6n. A estos elementos extracromos6micos se les deno 

min5 plásmidos (34). 

Los plásmidos presentan tres formas (Fig. ~): 1) 

superenrollado o superhelicoidal, 2) circular y 3)lineal; estas 

tres formas se diferencian al migrar en un campo elctroforét~ 

ca. Los plásmidos no son escenciales para el crecimiento y me­

tabolismo normal de las células portadoras. Están asociados -­

funcionalmente a aspectos de sexualidad celular (la célula que 

porta el plásmido es donadora de material genético), o bien, -

con la resistencia a drogas, ya que en muchas ocasiones los -­

plásmidos codifican para enzimas o productos que pueden degr~ 

dar o modificar metales pesados como el mercurio o inhibidores 

del metabolismo como el arsénico y algunos antibióticos. Den-­

tro de las propiedades de los plásmidos se pueden comentar: 

Integraci6n.- Aunque no todos los plásmidos se : 

integran, muchos de ellos tienen un sitio específico en el cr~ 

mosoma. En el estado integrado los plásmidos reciben el nombre 

de episomas, en la figura No. 5 se representa la forma en que 

se integra un plásmido quedando en forma de episoma. 

Incompatibilidad.- Se ha demostrado que dos plá~ 

midos isogénicos (que contienen los mismos genes), no pueden -

mantenerse en forma estable en una misma bacteria. Cuando dos­

plásmidos isogénicos se introducen en una misma célula bacteria 

na, uno de ellos se pierde por ser incompatible (14). 

Eliminaci6n.- La pérdida de un plásmido se puede 

presentar espontaneamente; también es posible inducir esta eli 

minaci6n por medio de tratamientos (curación del plásmido), -­

por ejemplo, creciendo a las células en presencia de Bromuro -

de Etidio. 
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A) B) 

C) 

Figura 4 .- Muestra las tres formas (esquemáticas) en 

que se presentan los plásmidos. A) Forma I o superhelicoidal; 

B) Forma II o Circular e) Forma III o Lineal. 
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MODELO DE INTEGRACION 

CROMOSOMA 

o 
a) PLASMIDO 

Sitio de integración 

,) 

b) ~-
,, 

" -~,~~· 

Epi soma 

Figura No. 5.- a)Célula bacteriana que presenta el ADN crom~ 

sómico (Claro) y del plásmido (oscuro), en forma independie~ 

te. b) El plásmido se encuentra integrado en el cromosoma y 

de esta forma recibe el nombre de episoma. 
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Una propiedad más de los plásmidos es la replica 

ción; se ha demostrado que en general, este ADN presenta dos -

loci que actúan en forma consecutiva; el primero origina un -­

producto génico difundible (inductor), el cual se une a un se­

gundo locus y estimula la unión de la ADN polimerasa, para que 

desde este sitio se inicie la replicación (replicador). Tam--­

bién se ha postulado la existencia de un sitio de fijación a -

la membrana, al cual se une el plásmido para ser replicado. Se 

ha visto que la replicación del plásmido, cuando no está en 

forma de episoma, es idependiente a la del cromosoma (14). 

Estos elementos extracromosómicos, pueden tener­

diferentes pesos moleculares y presentarse desde una o dos co­

pias por célula, hasta cien o más copias intracelulares. Ade-­

más, los plásmidos son muy utilizados para estudios sobre es-­

tructura y replicación del ADN, debido a que su manipulación -

es relativamente más sencilla que la del genoma celular. 

1.3.- El modelo SV40 

Uno de los modelos más utilizado para el estudio 

de la cromatina eucariótica, es el virus de simio No.40 (SV40) 

que infecta a células de riñ5n de mono. La regulación de la -­

transcripción del ADN de SV40, también es de gran interés, --­

puesto que en.ciertas condiciones, este pequeño virus es onco­

génico (55). SV40 tiene un pequeño genoma de solamente cinco -

genes, se replica y transcribe en el núcleo utilizando las en­

zimas y las polimerasas de la célula huésped; además, al estar 

en el interior del núcleo contiene histonas y su genoma forma­

estructuras circulares con veiticuatro nucleosomas, conocidas­

como minicromosomas (20,23) 

Cuando SV40 infecta células de riñtn, se obtie-­

nen alrededor de quinientas mil copias de su genoma por célula. 

Con este tipo de infecciones (infección productiva), se han re 
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alizado estudios de transcripci6n, los cuales demuestran que -

los genes transcripcionalmente activos, presentan nucleosomas 

(20). También,se demostr6 que solamente cinco mil copias (el -

1%), del ADN de SV40 es activo en transcripci6n. 

La purificaci6n de complejos transcripcionalmen­

te activos, a pesar de presentar hasta el momento algunos pro­

blemas, será de gran utilidad para los estudios de regulaci6n­

de la expresei6n de los genes eucariotes. 

1.4.- La Levadura Saccharomyces cerevisiae. 

1.4.1.- Generalidades. 

Otro organismo usado activamente para estudios -

bioquímicos en general, y también para estudiar la cromatina -

eucari6tica, es la levadura S. cerevisiae. Este microorganismo 

es un hongo del grupo de los Ascomycetes, cuyas característi-­

cas le han favorecido con respecto al trabajo experimental. En 

un medio de cultivo líquido, su ciclo de vida es relativamente 

corto, siendo la fase de adaptaci6n al ambiente,de alrededor -

de diez a doce horas; se puede llegar a una densidad poblacio­

nal de veinte millones de células por mililitro, en la cual el 

tiempo de generaci6n es de 135 a 150 minutos (fase logarítmica) 

En estas condiciones, las células tienen un estado metab6lico -

6ptimo para el trabajo en el laboratorio (60). 

Por otra parte, las levaduras presentan ciclos -

diploides y haploides que en medios s6lidos son fáciles de di­

ferenciar. Las generaciones diploides producen, por meiosis, -

ascosporas que son células diferenciadas que contienen en su­

interior cuatro esporas. Las esporas pueden separarse por mi-­

cromanipulaci6n, de tal manera que al germinar y duplicarse en 

ciclos heterotálicos, originan colonias haploides que permiten 

seguir la segregaci6n mendeliana de marcadores genéticos intra 

nucleares o citoplásmicos respectivamente. 
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Otra de las ventajas que nos ofrecen estos micro 

organismos, es que son s~ceptibles de transformación -proceso­

rnediante el cual las levaduras y otros microorganismos, incor­

poran genes completos del medio, de tal manera que modifican -

su genotipo- (1), Esto proporciona una herramienta para el em­

pleo de todas las técnicas genéticas modernas que se utilizan­

en bacterias. 

1.4.2.- Cromatina. 

En las levaduras, el ADN presenta una estructura 

nucleosórnica; el peso molecular total de su genoma es de nueve 

millones de kilodaltones (44,46); solamente tres veces mayor -

que el genoma de E.coli y 85% menor que un cromosoma humano en 

promedio; es decir, la levadura presenta un genoma relativarnen 

te pequeño para un eucariote. 

Otra de las ventajas del genoma de la levadura, 

la cual es el objeto de nuestro estudio, es que algunas cepas 

presentan un segmento de ADN rninicircular, con una longitud de 

contorno de aproximadamente dos micras (seis mil pares de ba-­

ses)(6,26,42) y al cual se le ha llamado plásrnido dos micras,­

rninicírculo dos micras o ADN circular dos micras (12,24,30). 

Las primeras observaciones de la existencia del­

rninicírculo, sólo mostraban que la levadura contenía,adernás 

del ADN nuclear y rnitocondrial, una especie molecular de ADN, 

con una densidad similar a la del ADN nuclear y muy diferente­

de la del ADN rnitacondrial (24,30,54). 

El descubrimiento de una nueva especie de ADN en 

levadura, motivó los estudios con respecto a su función. Se de 

mostró que la presencia del plásrnido dos micras, guardaba rel~ 

ción con la resistencia a algunos antibióticos, tales corno la­

oligornicina y la venturicidina (2,25); sin embargo, otros est~ 

dios indican que la resistencia génica a antibiótico~ puede r~ 

sidir en el ADN nuclear o en el ADN rnitocondrial (21). Por lo­

que los datos a este respecto, no han sido concluyentes. 
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Otra observación interesant~kon respecto al mini 

círculo de dos micras, es que presenta dos tipos de comporta-­

miento genético: 

1) Como gene nuclear, ya que presenta una segre­

gación meiótica 2:2 en ascosporas(25); utiliza las enzimas nu­

cleares para su replicación (41); se replica una sola vez du-­

rante el primer tercio de la fase S del ciclo celular de leva­

dura (58) y las mutaciones que afectan la replicación del ADN 

nuclear, también afectan la replicación del plásmido (7,48). 

2) Como plásmido extracromosomal, ya que se pue­

de perder espontaneamente o por tratamientos de curación (25); 

se mantiene estable independientemente de que las células se -

multipliquen por mitosis o meiosis (40); se presenta en más de 

dos copias intracelulares (a diferencia de los genes alélicos) 

(13); para ser más precisos, se presentan de 50 a 100 copias -

intracelulares del plásmido dos micras, representando del uno 

al 5% del genoma total de levadura (13,24). 

Es interesante señalar que cuando segmentos de -

ADN utilizados para transformación de la levadura, llevan se-­

cuencias del minicírculo dos micras, se aumenta de 15 a 150 ve 

ces la eficiencia de la transformación, con respecto al índice 

de mutación espontánea (2,28). 

El análisis realizado con enzimas de restricción 

muestra que el plásmido dos micras presenta dos formas equimo­

lares; A y B, (Fig. 6) cuya diferencia es causada por la recom 

binación intramolecular recíproca de una secuencia de repeti-­

ción invertida -estas secuencias tienen en sus extremos la ca­

racterística de ser palindrómicas, es decir se leen de la mis­

ma forma en ambas direcciones-, cuya longitud es de aproximad~ 

mente 600 pares de bases (26,28,49). Se piensa que ésta, puede 

estar asociada al mecanismo de resistencia a antibióticos (25), 

como una reminiscencia de la translocación de resistencia a 

drogas, presente en cromosomas y plásmidos bacterianos. 
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A 

B 

Figura ~--Esquema que representa las formas equimol~ 

res A y B del minicírculo 2 u. SR, representa la secuencia 

de repetición, la cual por recombinación intrarnolecu l ar pro-

voca un giro en el asa del lado derecho del plásrnido o~igi-

nando así las dos formas del plásrnido. 
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1.4.3.- Replicación. 

Los eventos de replicación del plásmido dos mi-­

eras, muestran que éste, como otros ADNs circulares, presenta­

intermediarios replicativos en forma de bandas dobles hacia a~ 

bos lados (replicación bidireccional), de la misma forma como­

se observan en SV40 (47). Otros estudios indican que un segme~ 

to de la secuencia de repetición, cuya longitud es de 350 pa-­

res de bases, tiene dos funciones: 

a) Es el sitio de unión de un polipéptido urunction 

Linkage Protein"(FLP), codificado por el genoma del plásmido,­

inductor de la recombinación intramolecular especializada que­

origina las dos formas intracelulares del plásmido (7,10). En­

la figura No.7 se muestra un esquema del probable mecanismo de 

interconversión, en el cual FLP se une a la secuencia de repe­

tición y al girar, genera la otra forma del plásmido .. 

También se sugiere que este sistema, contiene en 

zimas y sitios de recombinación legítima y eficiente similar a 

sistemas procarióticos, tales como las asas G del fago mu y el 

locus H
2 

de Salmonella. Es posible que en este plásmido se pr~ 

sente el único mecanismo de regulación de la expresión genéti­

ca eucariótica por rearreglo del ADN (7). 

b) Es un sitio de origen de replicación. Lo cual se 

demostró por medio de experimentos de inhibición de la elonga­

ción, en los que se observó una fuerte marca radioactiva en -­

los sitios de origen replicativo (10) 

Evidencias recientes apoyan estas dos funciones, 

ya que se reporta la existencia de secuencias homólogas entre­

el minicírculo de dos micras y los cromosomas de la levadura,­

las cuales pueden presentar enlaces cruzados unidos covalente­

mente (8,18); en otras palabras, se sugiere que el plásmido 

dos micras se puede integrar a diferentes sitios del genoma nu 

clear de la levadura, afect'ando los genes cromosómicos cerca-­

nos al origen de replicación del genoma del plásmido dos mi-­

eras que se encuentra covalentemente unido. Los experimentos -

de inhibición de la elongación, demuestran la fuerte marca ra­

dioactiva de los genes cercanos al origen replicativo. En la -

figura No. 8 se muestra un esquema en el cual las secuencias 
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para FLP 

1) Forma A 

2) Complejo de Unión 

3) Forma B 

Figura ~-Esquema que muestra el mecanismo de recombi 

nación especializada que origina las formas A y B del plásmi­

so 2 u. 1)Forma A del plásmido señalándose el sitio de unión 

a FLP y el producto FLP. 2) Complejo de unión entre el mini­

círculo y la proteína (FLP), en el sitio donde se verifica la 

recombinación. 3) Liberación de FLP originando la forma B del 

plásmido. 
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del minicírculo y del cromosoma de la levadura comparten los -

genes O,P,Q,R, y S. Después de la unión covalente de estos ge­

nes y la incubación con nucle~tidos y enzimas de replicación. 

Se observa que los genes cromosómicos cercanos al origen repli 

cativo presente en el p1ásmido no son replicados. (10). 

También estudios recientes, demuestran que el 

ADN minicircular dos micras codifica para dos polipéptidos "R~ 

plicador 1 y Replicador 2 (REP 1 yREP 2), los cuales son utili 

zados para mantener el número de copias del plásmido en forma 

alta (50 o más). Además, bajo ciertas condiciones, fomentan la 

replicación del plásmido en forma autórioma (8). 

De los estudios realizados por lisis osmótica de 

esferoplastos, segudios de centrifigación en gradientes de sa­

carosa. Se observó que los minicírculos sedimentan a una velo­

cidad de 75s, es decir, tres veces más que cuando se tratan 

los plásmidos con el detergente Sarkosyl (este detergente dis~ 

cia las proteínas que se unen al ADN)(20); por analogía con el 

coeficiente de sedimentación del minicromosoma del virus SV40, 

el valor de 75s, corresponde al de un minicromosoma cuya longi 

tud es de dos micras (42). 

Las preparaciones del minicírculo observadas en­

el microscopio electrónico, muestran que estos minicromosomas­

presentan de 28 a 34 nucleosomas, cada uno con 165 pares de b~ 

ses. Otro aspecto interesante del minicírculo, es el hecho de­

que no es exclusivo de Saccharomyces cerevisiae; también se ha 

aislado de Schizosaccharomyces pombe y del ascomyceto Podospo­

ra anserina (21).El plásmido presenta un sitio de corte con la 

restrictasa Hpa 1, el cual puede ser deletado sin afectar su -

mantenimiento intracelular (9). 

Estos últimos dos hechos, aunados al anteriorme~ 

te descrito de la transformación, aumentan considerablemente -

el valor del minicírculo como modelo para la introducción de -
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a) 
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Unión covalente entre 
secuencias homólogas 
del plásmido 2 u y 
del cromosoma de le 
vadura. 

o p 

L r [ [ b) 1 1 
O' P' Q' R' s 1 T r u V w X 

Nucle6tidos 
marcados. 

Vuelta de replicación 
con inhibici6n de elongaci6n 

c) 

Op·~-P...-~Q+-~R-r-~~S.----.T 

1 ~I 1 1 1 
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Figura 8.- Esquematicamente se muestra en:a) Secuencia 

homóloga entre el plásmido (P) y el cromosoma(C), también se 

muestran algunos genes cercanos presentes en el cromosoma (T, 

U,V,W,X). b) Unión covalente entre las secuencias homólogas. 

c)Después de la replicación , se marcan las secuencias cova-

lentemente unidas, al estar inhibida la elongación, no son co 

piados los genes cercanos a la uni6n covalente. 
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segmentos de ADN de otros organismos en levaduras, para el de­

sarrollo de técnicas de Ingeniería Genética eucariótica. 

1.4.4.- Transcripción. 

Realizando pruebas en donde se sinteiza ADN a 

partir de ARN mensajero, usando la enzima transcriptasa rever­

sa, se ha demostrado que el 40% del genoma de la levadura se -

transcribe activamente (44). Mucho más que otras células euca­

rióticas en las que el nivel de transcripción, oscila entre el 

5 y el 15% del genoma (44). Otros experimentos sugieren que p~ 

tencialmente, todos los genes de la levadura son activos en 

transcripción, debido a que todo el genoma de la levadura es -

degradado uniformemente por la ADNasa I (44). Bajo el criterio 

de que genes transcripcionalmente activos son más sensibles a­

la digestión por la ADNasa I (56). 

Por otra parte, el genoma del minicírculo se 

transcribe a partir de dos promotores, originando varias espe­

cies de ARN complementarias a ambas cadenas del plásmido. A -­

excepción de una pequeña región que no se transcribe y en la -

cual se localiza la secuencia de repetición invertida (6,26). 

Usando técnicas de ADN recombinante, se han sin­

tetizado plásmidos quiméricos, entre un plásmido bacteriano y­

el minicírculo de dos micras, si éstos se introducen en minicé 

lulas de E.coli, originan productos transcripcionales y traduc 

cionales (6). 

1.5.- Justificación y Objetivos. 

De la descripción anterior se infiere que, el -­

plásmido de dos micras es un buen modelo para estudiar la com­

plejidad del genoma de organismos superiores, sus mecanismos -

de recombinación, replicación y la transcripción de genes euc~ 

riotes. En base a sus propiedades, el plásmido, o algún deriv~ 

do de éste, podría utilizarse como un vector de clonación de -

genes eucarióticos (27), lo cual evitaría el problema que re-­

presenta, la clonación de genes eucarióticos en células proca-
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rióticas, las cuales por tener diferentes mecanismos de regul~ 

ción y expresión, no siempre proporcionan los logros esperados 

Podemos comentar que el ADN minicircular dos miM 

eras, representa una de las alternativas de investigación que­

podrá ayudar, substancialmente, a la comprensión de los meca-­

nismos de regulación genética eucariótica; también, por su 

gran potencialidad de aplicación, colaborará con el avance de­

la Ingeniería <?enética en organismos superiores. 

Por lo expuesto anteriormente, los objetivos de­

este trabajo son: 

El desarrollo de la metodología apropiada para -

la obtención del plásmido dos micras y la determinación de pr~ 

piedades físicas tales como su densidad. 

La caracterización bioquímica por medio de cor-­

tes con enzimas de restricción y la visualización directa de -

1 minicírculo a Microscopía Electrónica. 

Estos objetivos, representan el primer paso ha-­

cia la caracterización de moléculas del plásmido activas en -­

transcripción y hacia el empleo de plásmidos análogos, con el­

fin de clonar genes eucarióticos de importancia en la medicina, 

la industria y la agricultura. 
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2.- MATERIAL Y METODOS. 

2.1.- Reactivos y Químicos. 

De J.T.Baker, se obtuvieron: Etanol, Glicerol, -

Cloruro de Sodio (NaCl), Hidróxido de Sodio (NaOH), ácido Tri­

cloroacético (TCA), ácido Acético ; ácido Clorhídrico (HCl) y 

Perclorato (HCl04). Algunos componentes de los medios de culti 

vo, se obtuvieron de Difco y fueron: Bacto-Agar, Bacto-Peptona 

y extracto de levadura. El ácido Succ!nico, Tolueno, Fenol, E­

tilen-diaminotetra-acético (EDTA), Hidroxi-Metil-Amino-Metano 

(Tr~zma Base), Sulfato de Amonio, Acetato de Amonio, Acetalde: 

hido y Difenil-Amina se obtuvieron de Merck. De Sigma se obtu­

vieron: Adenina, Uracilo, Histidina, Lisina, Tirosina, Sorbi-­

tol y Bromuro de Etidio (Et.Br). De los laboratorios BDH, el -

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) y la agarosa. Las enzimas EcoR1, 

Pst1 y BamH1, así como el fenol se obtuvieron de los laborato­

rios BRL. El Cloruro de Cesio se obtuvo de KBL. De los labora­

torios NEN el Omnifluor y el 3HUMP de Gamersham Scientific. 

2.2.- Materiales Biol6gicos. 

Utilizamos las cepas isogénicas S288c (MAT-alfa­

Ade~Ura-Lis-Tir-Hist-), con minicírculo (circ+) y sin p1ásmido 

(circ-). Generosamente donadas por la Dra. Judith Campbell del 

Instituto Tecnológico de California. 

2.3.-Soluciones ' 

2.3.1.-Solución Base Nitrogenada de Levadura libre de 

aminoácidos (YNB) (Difco). 

2.3.2.-Solución Tampón TES: 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 50-

mM NaCl de pH 7.8, ajustado con HCl. 

2.3.3.-Solución Tamp6n TE: 10mM Tris, 1mM EDTA de pH -

7.1 

2.3.4.-Solución Tamp6n de Diálisis (D): 10mM Tris, 1mM 

EDTA, 0.3M NaCl de pH 7.4. 
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2.3.5.-Solución de lavado para muestras en CsCl-Et.Br: 

10.5 gr.de CsCl, 12.3 ml. de TES y 150 ml. de Isopropanol. 

2.3.6.-Mezcla Lítica: 50mM Tris, 10mM EDTA, 7.5mM NaCl 

0.75 mM Citrato de Sodio(NaCit) 2% SarKosyl de pH 7.4 

2.3.7.-Reactivo de Difenilamina (DFA): 5 gr de difenil 

amina destilada, 1.5 gr de ácido Sulfúrico (H
2

so
4

) 100 ml de á 

cido Acético. Al usar la DFA, se activa agregando 0.5% de Ace­

taldehidó 2,3.8.-Solución Tampón E (para electroforesis): 40mM -

Tris, 20mM Acetato de Sodio(NaAc) 1.5mM EDTA de pH 7.8. 

2.3.9.-Solución de Ensayo para EcoR1: 10mM Tris, 0.5mM 

MgC1 2 , 0.2mM 2-Mercaptoetanol, 5mM NaCl de pH 7.2. 

2.3.10-Solución je Ensayo para Pst1: 2mM Tris, 1mM 

MgC1 2 , 5mM (NH 4 ) 2 So 4 , 10mM BSA de pH 7.5. 

2.3.11-Solución de Ensayo para BamH1: 4mM Tris, 1.5mM 

MgC1
2

, 50mM NaCl, 1mM 2-Mercaptoetanol de pH 7.2. 

2.3.12.-Solución hipofase para Microscopia Electrónica: 

0.25M de Acetato de Sodio. 

2.3.13.-Solución hiperfase para Microscopia Electrónica: 

1M de Acetato de Sodio, 1mM EDTA, 200 ug/ml de citocromo "c". 

2.3.14.-0mnifluor Tolueno: 4% de omnifluor disuelto en 

Tolueno 

2.4.-Medios de Cultivo. 

Medios Sólidos: 

2.4.1.T YEPG: 1% de Extracto de Levadura, 2% de Peptona, 

40 ug/rnl de treonina, 40 ug/ml de Adenina, 40 ug/ml de uracilo, 

2% de Glicerol y 2% de agar; esterilizado en el autoclave a --

120ºC y 20 lbs. durante 15 minutos. 

2.4.2.- YEPG oli: Se prepara igual al YEPG, después de 

sacar del autoclave, agregar 3 ug/ml de oligornicina. 

2.4.3.- YEPD: 1% de Extracto de Levadura, 2% de peptona, 

2% de agar esterilizado en autoclave a 120ºC y 20 lbs durante 

15 minutos. Después de enf~Jar se agrega 2% de glucosa esteri­

lizada por filtración. 
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Médios Lquidos. 

2.4.4.-iM-1: 0.5% de Extracto de Levadura, 1% de Peptona 

1% de ácido Succínico, 0.6% de NaOH, esterilizado en el autoclave 

a 120°C y 20 lbs. durante 15 minutos. Agregar ya frío, 1% de glu­

cosa y 10% de YNB esterilizados por filtración. 

2.4.5.-SC: 1% de ácido Succínico, 0.6% de NaOH, 20 ug/ml 

de Adenina, 20 ug/ml de Uracilo, 62 ug/ml de Lisina, 50 ug/ml de 

Histidina, 50 ug/ml de Tirosina, esterilizado en el autoclave a -

120°C y 20 lbs durante 15 minutos. Después de enfriar, agregar 1% 

de glucosa y 10 % de YNB esterilizados por filtración. 

2.4.6.-SCS: Los ingredientes del SC más 1M de Sorbitol. 

2.4.7.-S'foadioactivo: Agregar los ingredientes del SC m~ 

dificándose de la siguiente manera; 10 ug/ml de Uracilo, y 1,5% -

de 3 H UMP 1mCi/ml. 

2.5.- Métodos. 

2.5.1.- Crecimiento de la Cepa. 

2.5.1.1.- Selección. 

Se estriaron colonias de S. cerevisiae S2BB + 
c ' -

en cajas de Petri que contenían de 10 a 15 ml de medio sólido 

YEPG oligomicina 3 ug/ml (ver medios 2.4.2), selectivo para resis 

·tencia a oligomicina; las cajas fueron incubadas durante 5 días­

ª 30ºC. Se tomaron 2 colonias resistentes al antibiótico y se co 

locaron en 10 ml de médio líquido YM-i (ver medios 2.4.4), conte­

nidos en un matraz Erlenmeyer, incubándose con agitación a 23°C -

durante 3 días, para obtener soluciones stock de la cepa resisten 

te. 

2.5.1.2.- Obtención de abasto celular. 

Se creció una dilución 1/200 (5X10 6células) del -

stock de la cepa resistente a oligomicina en medios líquidos, ya 

sea se, ó ' se radioáctivo (ver medios 2.4.6 y 2.4.7 respectiva-­

mente), incubándose con agitación a 23ºC durante 15 hrs. El culti 

vo alcanzó una densidad de 8X10 7 células /ml, las cuales fueron -

colectadas,en tubos o botellas de centrífuga dependiendo del volu 

men de medio, por centrifugación a 5000 rpm durante 10 minutos -­

(min) a 4ºC, usando los rotores Sorvall SS34 ó GSA. 
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2.5.2.- Fraccionamiento Celular. 

2.5.2.1.- Obtención de Esferoplastos. 

Los paquetes celulares (provenientes de 4 L.de -

cultivo en SC) contenidos en botellas Sorvall, fueron lavados 2 

veces con 50 ml. de agua bidestilada estéril. Se centrifugaron -

nuevamente a 5000 rpm. Posteriormente las células fueron resus-­

pendidas en 200 ml de Sorbitol 1M estéril, agregándosele 2 ml.de 

glusulasa e incubando 30 min. a temperatura ambiente,(la glusul~ 

sa digiere parcialmente la pared celular de las levaduras). Los 

esferoplastos -levaduras a las cuales se les digirió la pared c~ 

lular- fueron recuperados metabolicamente por incubación en 1.8-

L. de SCS (ver medios 2.4.6); con agitación suave durante 2 hrs. 

Posteriormente los esferoplastos fueron colectados por centrifu­

gación a 5000 rpm durante 5 min. (Sorvall GSA). 

2.5.2.2.- Lisis de los Esferoplastos. 

Los esferoplastos fueron resuspendidos en 60 rol. 

de mezcla lítica (ver Soluciones 2.3.6); se incubaron durante 10 

min. a 4ºC para lograr así la lisis osmótica. Las muestras así -

tratadas fueron centrifugadas por 30 min. a 10000 rpm (Sorvall -

SS34) para desechar los restos celulares. 

2.5.2.3.- Lisis Mecánica de las Levaduras. 

Los paquetes de levaduras obtenidos a partir de­

un cultivo con 100 ml. de SC radioactivo (ver medios 2.4.7), fue 

ron lavados con 20 ml. de agua bidestilada estéril y nuevamente­

centrifugados a 5000 rpm durante 5 min (Sorvall SS34). Las célu­

las fueron resuspendidas en 20 ml. de mezcla lítica(4 tubos con-

5 ml. cada uno), agregándoseles un volumen igual de perlas de v~ 

drio. Posteriormente, las muestras se agitaron en Vortex durante 

2 min., colocándose 2 min. en hielo; este procedimiento se repi­

tió hasta que el 80% de las células estuvieran rotas. Se extrajo 

el sobrenadante conteniendo la mezcla de células lisadas, las -­

perlas fueron lavadas con 2 ml de TES (ver soluciones 2.3.2) y -

el líquido de lavado se juntó con la mezcla de lisis. Con el fin 

de eliminar los restos celulares, las muestras se centrifugaron-

30 min. a 10000 rpm (Sorvall SS34). 
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2.5.3.- Extracción del ADN. 

Después del lisado y la separación de los restos 

celulares, los sobrenadantes se incubaron con 1 volumen (vol.) -

de fenol y 0.5 vols. de cloroformo, invirtiéndose el tubo que 

contenía la mezcla durante 20 min. Posteriormente, las muestras­

se centrifugaron 10 min. a 5000 rpm (Sorvall SS34), recuperándo­

se la fase acuosa (superior)en la cual se encuentran los ácidos­

nucléicos evitando que se mezclara la interfase orgánica (en la 

cual se reparten las proteínas). Las muestras acuosas se mezcla­

ron con 1 vol. de éter etílico saturado en TES, invirtiendo con­

tinuamente el tubo que contenía la mezcla por 1 O 2 min. y cen-­

trifugando 5 min. a 5000 rpm (Sorvall SS34). Este último paso se 

repitió hasta que la fase acuosa se observó transparente. (La fa 

se orgánica de este lavado, permanece en la parte superior y es­

desechada en cada ocasión'. El éter,que aún permanecía en la mues 

tra, se evaporó por aereación. Después de evaporar el éter, la 

muestra fue llevada a una concentración final de 0.3M de NaCl. 

Luego se agregó 0.1 vol. de acetato de Sodio 3M de pH 6 y el ADN 

se precipitó después de agregar 2 vol. de etanol a -20ºC e incu­

barlo por lo menos cuatro hrs en esta temperatura. La solución, 

fue centrifugada a -10ºC durante 30 min a 10000 rpm(Sorvall SS34) 

formándose así una pastilla de ADN. El sobrenadante se decantó y 

el ADN se secó por aereación. La pastilla fue resuspendida en 12 

ml de TE (ver soluciones2.3.3), agregándosele 10 ug/ml de RNAsaA 

10 U/ml de RNAsa T
1

, 1 U/ml de RNAsa T2 - las RNAsas fueron incu 

badas 15 min. a 80ºC para inactivar ADNasas presentes~, e incu-­

bándose 2 hrs. a 37ºC, ya que la pastilla contenía una alta con­

centración de ARN celular. 

2.5.3.1.- Separación del ADN en CsCl. 

Las muestras de ADN (3.5 ml) se colocaron en tu­

bos Beckman de polialómero previamente hervidos 5 min. en TES, ~ 

gregándoseles 3.1 gr de CsCl y 0.3 ml de Et.Br(5 mg/ml). Se mez­

cló suaveménte pd~ inversión hasta 'ue se disolvió el CsCl. Los­

tubos se llenaron con aceite de nujol y se taparon. 
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Las muestras se centrifugaron durante 40 hrs. a 

45000 rpm 18°C, en una ultracentrífuga Beckman H, utilizando el 

rotor SW 50.1. 

El procedimiento anterior también se realizó co­

locando 7.6 ml de solución de ADN, 7.1 gr de CsCl y 0.6 ml de Et. 

Br; centrifugándose en el rotor 50 Ti. 

En ambos casos se agregó el Et.Br, ya que este -

compuesto se intercala en el ADN y cuando se transilumina, con -

luz ultravioleta, se observa fluorescencia en las regiones donde 

hay ADN. 

2.5.3.2.- Recolección del Gradiente de CsCl. 

Después de la centrifugación isopícnica, el gra­

diente se colectó de 2 maneras: 

1) Para las muestras de ADN radioactivo, se picó el 

fondo del tubo con una aguja caliente, colectando fracciones de 

aproximadamente 150 ul por pozo, en una caja de microtítulo. (Se 

colectaron alrededor de 50 fracciones). 

2) Para las muestras de ADN no radioactivo, se picó 

con una jeringa 3 mm por debajo de la banda del ADN 2 micras, e~ 

trayendo la banda con mucha suavidad (aproximadamente 0.8 ml de­

muestra). 

En ambos casos se trabajó en una zona oscura, de 

bido a que el Et.Br es un compuesto sensible a la luz. 

2.5.4.- Determinación y Caracterización del ADN 2 micras. 

2.5.4.1.- Cuantificación de Radioactividad. 

De las muestras contenidas en la caja de microtí 

tulo, se tomaron al!cuotas de 20 ul, las cuales fueron ajustadas 

a pH 11 con NaOH 1N, incubándose durante 18 hrs a 37°C, con el -

fin de degradar todo el ARN que pudiera contaminar la muestra; -

las alícuotas fueron neutralizadas con HCI 1N. Posteriormente se 

agregaron 50 ul de Albúmina de Suero de Bovino (BSA) 1 mg/ml y 1 

vol. (80 ul) de TCA al 10% frío.Las muestras se colocaron en fil 

tras Whatmam 3 MM. Se lavaron 3 veces con solución de TCA 5% frío 

posteriormente, los filtros se secaron y se les agregó 3 ml de -

líquido de centelleo omnifluor tolueno. Las cuentas por minuto -
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(cpm) incorporadas a cada fracción de ADN, se cuantificaron uti 

lizando un contador de centelleo líquido Pakard Tri-Carb Spectr~ 

meter C2425. 

2.5.4.2.- Densitometría. 

Se colocaron alícuotas de 20 ul en un refractóme 

tro Baush and Lomb. La densidad de cada muestra se calculó a pa~ 

tir del indice de refracción siguiendo la relación: 

Densidad = a(indice de refracción)- b 

en donde : a = 10.8601 y b = 13.4974 , utilizados como constan-­

tes de corrección para los gradientes de CsCl. 

2.5.4.3.- Purificación 

A las bandas de ADN colectadas con jeringa, se -

les agregó 1 vol. de isopropanol saturado en TES.CsCl (ver solu­

ciones 2.3.5), se mezcló por inversión durante 2 min. y se dejó-

5 min. en hielo. Se extrajo la fase orgánica, en la cual se di-­

suelve el Et.Br (este lavado se realizó tres veces). Posterior-­

mente, las muestras se colocaron en membranas de diálisis y se -

dializaron por 24 hrs. en 2 L. de Tamp5n D (ver soluciones 2.3.4) 

-Es conveniente cambiar el Tampon D después de 1 ó 2 hrs. de di! 

lisis- La muestra se guardó a 4ºC en un tubo Eppendorf estéril. 

2.5.4.4.- Cuantificación 

La cuantificación del ADN se realizó de 2 formas 

a) Se tomó una dilución 1/4 de la muestra y se mi-­

dió la densidad óptica a 260nm en un espectrofotómetro Carl Zeiss 

partiendo de la relación: 

1 Unidad de Densidad Optica 260nm 50 ug/ml de ADN 

b) También se realizó la determinación de la canti~ 

dad de ADN por el método de la Difenilamina, el cual consistió -

en; mezclar 3 concentraciones conocidas de ADN(vol. final 200 ul) 

con un volumen de HC10 4 1M y 2 vol. de reactivo de Difenilamina­

activada (ver soluciones 2.3.7); de esta manera se elaboró una -

curva patrón de concentración de ADN en relación a la densidad -
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óptica a 600nm. El procedimiento anterior, también fue realizado 

con una dilución 1/10 de la muestra de ADN purificado (ver M.éto­

dos 2.5.4.3). El dato obtenido en este caso, fue interpolado en 

la curva patrón determinándose así la concentración de la muestra 

2.5.4.5.- Ensayos con Enzimas de Restricción. 

Las muestras del ADN minicircular 2 micras, así­

como las muestras testigo, ADN circular de SV40 y plásmido de E. 

coli pLax, se sometieron a hidrólisis con las restrictasas EcoR1, 

Pst1 y BamH1, bajo las siguientes condiciones: 

Para la enzima EcoR1: se colocaron 4 ul de mezcla 

de sales EcoR1 5X (ver soluciones 2.3.9), 2 ul de enzima 2 U/ul, 

2 y 4 ug de ADN 2 micras (vol. final 7.5 y 15 ul), ó 2 ug de ADN 

SV40 (vol. final 8 ul), ó 2 ug de ADN pLax (vol. final 6 ul). 

Para la nucleasa Pst1: se colocaron 4 ul de mez­

cla de sales Pst1 5X (ver soluciones 2.3.10), 2 ul de enzima 1U/ 

ul, 1 y 2 ug de ADN 2 micras (vol. final 4 y 8 ul), ó 2 ug de 

ADN SV40 (vol. final 8 ul), ó 2 ug de ADN de pLax (vol. final 6-

ul). 

La nucleasa BamH1 se ensayó utilizando: 4ul de -

mezcla de sales BamH1 5X(ver soluciones 2.3.11), 1 ul de enzima-

2 U/ul, 1 y 2 ug del ADN 2 micras (vol. final 4 y 8 ul), ó 2 ug­

del ADN de SV40 (vol. final 8 ul), ó 2 ug del ADN de pLax (vol. 

final 6 ul). 

En todos los casos el volumen final para las 

volumen final para las reacciones enzim~ticas se ajust~ a 20 ul. 

Las mezclas se incubaron durante 2 hrs. a 37ºC. La reacción fue 

detenida incubando las muestras 5 min a 70ºC. 

2.5.4. 5.- Electroforesis en Agarosa. 

Después de la restricción, se adicionó a las 

muestras 1 ul de colorante (azul de bromofenol 0.07% glicerol 

33% SDS 7%). Se colocaron 20 ul de cada muestra en diferentes p~ 

cillos de un gel de agarosa y se sometieron a electroforesis (u­

tilizando como soporte el gel de agarosa) durante 15 hrs. a 35 V 

a temperatura ambiente, en Tampón E (ver soluciones 2,3.8) 
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Se preparó el gel disolviendo 1.25 gr. de agaro­

sa en 125 ml. de Tampón E(llevándolo a ebullición por 2 min.). -

Se vació la solución en una cámara horizontal y se colocó el pei 

ne para la formación de los pozos, déj~ndolo enfriar durante 15-

min. Se agregaron 1,3 Ls. de Tampon E, se sac6 el peine y se pr~ 

corrió el gel 30 min. a 70 V. Posteriormente, se colocaron 20 ul 

de muestra por pozo (la concentración de ADN fue la misma que la 

indicada en los ensayos de restricción); además se colocaron 

muestras testigo: 2 ug de ADN de 2 micras, 2 ug de ADN de SV40 y 

2 ug de ADN de pLax sin restringir. Se corrió primero a 70 V. d~ 

rante 15 min. y luego a 35 V. durante el resto de la electrofore 

sis (15 hrs. ). 

Después de la migración electroforética, los 

fragmentos de ADN se observaron tiñiendo el gel por incubación , 

durante 30 min. con una solución de Et.Br 2 ug/ml y~coloclnd~lo­

directamente en un transiluminador adaptado por la Jolla Scienti 

fic. El gel fue fotografiado con una cámara polaroid MP4, usando 

película polaroid T-55. 

2.5.5.- Microscopía Electrónica. 

2.5.5.1.- Preparación de las Rejillas. 

Se colocaron segmentos de mica,de aproximadamen­

te 3 cm. x 2 cm, en un evaporador " Jeol; evaporando carbono por 

el método del arco eléctrico (57), se depositó una película de -

carbono en las micas. Las rejillas s€ lavaron con acetona y agua 

destilada y se colocaron €n un portarrejillas. El portarrejillas 

fue sumergido en un cristalizador lleno de agua destilada. En el 

mismo recipiente, se desprendieron cuidadosamente las películas­

de carbono de la mica, permitiendo que la película flotara en el 

agua del cristalizador. Se drenó el agua del cristalizador y la­

película de carbono se depositó en las rejillas.(Fig. 9). 

2.5.5.2.- Preparación de las Muestras. 

Las muestras del ADN minicircular 2 micras, fue-
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ron diluídas en una solución hiperfásica (ver soluciones 2.3.13) 

a una concentración de 0.0015 ug/ul; 10 ul de muestra diluída se 

deslizaron (sobre un portaobjetos limpio) hacia una solución hi­

pofásica (ver soluciones 2.3.12), contenida en una caja de Petri 

(sobre la solución hipofásica es conveniente poner una fina pell 

cula de talco) (Fig. 10). 

Se tomó una(rejilla previamente preparada), con 

ésta se tocó la hiperfase extendida en la caja de Petri. Se dejó 

que la muestra se adsorbiera a la rejilla por 2 min. Posterior-­

mente la rejilla fue sumergida en una solución de etanol al 90% 

(sólo unos segundos). Se eliminó el exceso de etanol con un pa-­

pel filtro. Una vez fijada la muestra, se tiñó durante 5 min. 

con una solución de acetato de uranilo al 1% (se agregó una gota 

de acetato de uranilo sobre la rejilla y se impidió al máximo el 

contacto con el aire, ya que éste descompone la solución de ura­

nilo). Nuevamente se lavó con etanol al 90% eliminando el exceso 

con papel filtro; la muestra se dejó secar 10 min. a temperatura 

ambiente. Posteriormente se colocaron las muestras sobre una ba­

se rotatoria dentro del evaporador (a un ángulo de 15º), para 

ser sombreadas por evaporación de platino-paladio. 

Las rejillas fueron observadas y fotografiadas -

en un Microscopio Electrónico Carl Zeiss Modelo Jeol 
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Figura No. 10.- a) Vista lateral de la caja de Petri que co~ 

tiene la hipofase, el portaobjetos en el que se desliza la -

muestra y la pipeta -que contiene la hiperfase con la mues-­

tra- con la que se coloca la preparación sobre el deslizador. 

b) Vista superior del deslizador y la caja de Petri con la -

hipofase, el talco -presente en la hipofase- es desplazado -

por la muestra contenida en la hiperfase. Se observa como 

una película de aceite, formada por una gota de aceite en a-

gua. 
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3.- RESULTADOS 

3.1.- Se determin6 el ciclo celular de la levadura con 

dos fines: 

a) Trabajar cuando las levaduras se reproducen acti 

vamente (fase logarítmica de crecimiento), para que estén sin­

tetizando secuencias del plásmido 2 micras, ya que está repor­

tado que el minicírculo se replica durante la fase S del ciclo 

celular (58). 

b) Evitar que las levaduras crecieran hasta la fase 

estacionaria, ya que en ésta, comienzan a acumular gluc6geno y 

otros productos que, para los fines de purificaci6n, provoca-­

rían dificultades para los procedimientos de separaci6n del --

ADN. 

Después de la incubaci6n en medio selectivo para 

resistencia a oligomicina (ver métodos2.5.1.1), se obtuvieron-

308 colonias resistentes, de las cuales se escogieron 2 de e-­

llas para hacer soluciones stock de trabajo y para conservar-­

las. 

Los stocks de la cepa s288c+ (resistentes a 3 ug 

/ml de oligomicina), se crecieron a una densidad de aproximad~ 

mente 2 X 10 8 células/ml. ; esta concentraci6n fue calculada ~­
por turbidimetría utilizando un fotocolorímetro Klett.Summer--

son (filtro rojo)r en donde 6 unidades Klett corresponden 

5 X 10 6 células/ml. Los datos del crecimiento se muestran 

la figura 11. 

a --

en -

La curva de crecimiento nos indic6 que las leva­

duras, como cualquier otro microorganismo, presentan una fase­

de adaptaci6n, otra logarítmica y también la fase estacionaria 

de crecimiento; además, se observ6 que entre las 12 a 15 hrs.­

del crecimiento, las células se encontraban en fase logarítmi­

ca, por lo que fue el momento en que se colectaron, para reali 

zar los métodos de lisis, fraccionamiento y purificaci6n del -

ADN 2 micras. Por otra parte, con el fin de determinar la velo 

cidad específica del crecimiento (W) y el tiempo de duplica~--
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Figura No. 11.- Crecimiento de S. cerevisiae en medio -

líquido a 23°C. La línea clara con puntos, indica el crecimien­

to exponencial típico de cualquier microorganismo (escala izqui 

erda). La línea oscura con cuadros, indica el logaritmo natural 

(ln) del número de células, utilizado para conocer el tiempo de 

duplicación de la cepa. 
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ción (td). Se calculó el logarítmo natural del No de células,­

cuya pendiente en relación al tiempo, nos indicó que la veloci 

dad específica de crecimiento fue de 2.6 X 10-l células / hr. 

(ecuación No. 1). El dato que encontramos para el ti-e-mpo de du 

plicación de nuestra cepa fue de 2.6 hrs (ecuación No. 2). 

w ln 2 
t 2 -

ln 2 w td 

ln 1 
t 1 

td 

0.26 ( 1) 

ln 2= 2.6 hrs. (2) 
-w-

3.2.- Para caracterizar la presencia del ADN minicircu 

lar 2 micras en los cultivos celulares, se realizó un experi-­

mento de marcaje (ver métodos 2.5.1.2, 2.5.2.3, 2.5.3.1, 

2.5.3.2 y 2.5.4). Posteriormente se graficaron las cpm (cuen-­

tas por minuto) incorporadas al ADN presente en las diferentes 

fracciones del gradiente. Además, se cuantificó la densidad de 

cada fracción, con el fin de determinar la densidad del mini-­

círculo. La figura No. 12, muestra los resultados de la incor­

poración de radioactividad y de la densitometría. 

Las gráficas de la figura No. 12, muestran que -

el plásmido 2 micras se distribuye entre las fracciones 18 y -

23, en tanto que las fracciones 30 a 36 corresponden al ADN nu 

clear y mitocondrial que también incorporaron radioactividad. 

Puede observarse también, que el ADN del minicír 

culo presentó una densidad en solución de CsCl-Et.Br de 1.651 

gr./ml., en tanto que el ADN nuclear presentó una densidad de 

1.614 gr./ml .. La densidad del ADN mitocondrial no fue calcula 

da. 

3.3.- En un experimento preparativo la cantidad de ADN 

minicircular purificado (ve~ la sección de métodos), obtenido­

ª partir de 3.2 X 1011 células (en fase logarítmica de creci-­

miento), fué de 2 D.O (D~@=unidad de Densidad Optica) a 260nm 

o sea,lOOug de ADN total cuantificado por absorción a 260 nm-­

(1 D.0 260 = 50 ug de ADN). 

Para cotejar este dato se realizó el método de -
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Figura No. 12.- Las células se crecieron en presencia -

de 
3

H UMP. El ADN celular total de la levadura, se extrajó y -

se centrifugó en presencia de CsCl-EtBr., como se describió en 

Métodos (2.5.3, 2.5.3.2, 2.5.4.1, 2.5.4.2). La flecha indica la 

densidad del ADN 2 micras. 
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difenilamina {ver métodos 2.5.4.4), los resultados de este exp~ 

rimento se muestran en la figura No. 13. Como puede observarse, 

la concentración de ADN minicircular fue de aproximadamente 94-

ug/ml (D.O. a 600 nm = 0.52). Esta concentración es similar a -

la obtenida midiendo directamente a 260 nm, la cual fue de 100-

ug de ADN. Los datos teóricos de la concentración de ADN 2 mi-­

eras que es posible obtener, se comentan en la discusión. 

3.4.- Con el fin de determinar algunos de los sitios -

de restricción presentes en la secuencia del plásmido 2 micras, 

cuantificando el número de fragmentos resultantes, se realiza-­

ron restricciones de la muestra seguidas de electroforésis. 

El resultado de la migración electroforética de­

los ADNs 2 micras, SV40 y pLax (los últimos 2 se utilizaron co­

mo testigos), tanto digeridos por nucleasas como sin digerir, -

se muestran°en la figura No. 14. 

En el primer carril migró el plásmido testigo -­

pLax, cuya longitud de contorno (perímetro) es de 1.5 micras; -

se observaron 2 bandas correspondientes a 2 formas del plásmido 

La banda superior (cuya migración fue de 41 mm.) corresponde a­

la forma III, linearizado; 1a banda inferior, corresponde a la­

forma I, superhelicoidal (migró 60 mm.). La migración de la far 

ma I fue mayor porque el ADN superenrollado opone menor resis-­

tenc ia por fricción que las formas circulares y lineales. 

El segundo carril contiene el ADN del virus SV40 

cuyo perímetro es de 1.68 micras, éste también presento la for­

ma I (cuya migración fue de 58 mm) y la forma III (que migró 38 

mm). 

El carril No. 3 muestra la migración del ADN mi­

nicircular 2 micras; la forma I presentó una migración de 51 mm 

(banda inferior). La forma II, presentó una migración de 40 mm 

y la forma III, migró 31 mm; Las 3 formas de los plásmidos se -

pueden observar en la figura No. 4. También en este carril exis 

ten otras bandas con diferente migración, que al parecer son d! 

meros o formas concatenadas de las moléculas del plásmido 2 mi-

eras. 
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Figura No.13.- La reacción se describe en la sección de 

~~todos (2.5.4.4). ADN de timo de ternera fue utilizado para la 

curva patrón. El punto marcado con una cruz (X) corresponde a -

la concentración obtenida para el ADN 2 micras. 
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En el carril No. 4, migraron los fragmentos del 

ADN 2 micras obtenidos después de digerir con la nucleasa EcoRl 

(la cual corta secuencias G'AATTC). Hay que hacer notar que la­

encuentra dos sitios de corte en la secuencia del plásmido 2 mi 
eras y genera 4 fragmentos, 2 mayores en tamaño de aproximada­

mente 3600 pares de bases (cuya migración fue de 47 y 48 mm.) y 

2 menores de alrededor de 2600 pares de bases que migraron 64 y 

66 mm. ya que el plásmido presente 2 formas intracelulares (ver 

introducción). 

Carril No. 6; se presenta una sola banda produc­

to de la digestión del ADN de SV40 por la nucleasa EcoR1. Esta­

banda indicó, que la mayor parte de este ADN fue linearizado y 

migró 38 mm. 

Carril No. 7; se observa la migración del ADN de 

pLax, digerido por la enzima EcoRl, que como en el caso anterior 

se linearizó y produjo un fragmento que migró 40 mm. 

Los carriles 8 y 9, muestran el ADN del plásmido 

2 micras obtenidos después de la digestión con la enzima Pstl -

(corta secuencias CTGCA'G), la cual linearizó el ADN 2 micras.­

Ya que se observó una sola banda cuya migración fue de 34 mm.,­

indicación de que la enzima solamente produce 1 corte en la se­

cuencia del ADN 2 micras. 

En el carril No. 10 migró el ADN de SV40, después 

de ser digerido con la nucleasa Pstl, sin embargo en este caso 

falló la restricción (ver discusión) y la migración fue similar 

a la mostrada por el ADN de SV40 sin digerir. 

Por otra parte, en el carril No. 11 se digirió -

el ADN de pLax con la enzima Pst1, como esta enzima sólo hace 1 

corte en la secuencia de pLax, lo lineariza. La migración fue -

de 40 mm. (igual que en el carril No. 7). 

La restrictasa BamH1, corta secuencias G'GATCC. 

Al ensayar esta enzima con el ADN del plásmido 2 micras (carri­

les 12 y 13), se observó que no hay sitios de corte en el plás­

mido y por lo tanto, el patrón de migración es similar al de -­

los carriles 3 y 16 •• 
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MIGRACION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN 
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Figura No. 14.- Gel de Agarosa 1% en Tampón E. La migración se realizó utilizando 

Tampon E (durante 15 hrs. a 35 V. temperatura ambiente). En los carriles se obser­

van los patrones de migración de los ADNs 2 micras, SV40 y pLax, tanto restringidos 

con las enzimas , como sin restringir (ver Métodos). En la escala de la derecha se 

muestra las formas en que migr~ el plásmido 2 micras sin restricción. En la escala 

de la izquierda se indica el número de pares de bases de algunas mol~culas lineari 

zadas. 



El carril No. 14, muestra al ADN de SV40 "di­

gerido" con BamH1, sin embargo,(como en el carril No. 10) fall6-

la restricci6n y la migraci6n fue similar a la del carril en -­

donde se encuentra el ADN de SV40 sin digerir. 

En el carril No. 15 se observa una banda que­

corresponde al plásmido pLax linearizado por la digesti6n de la­

enzima BamHl, ya que el ADN de pLax, tiene una secuencia en don­

de corta la enzima. La banda migr6 al igual que con EcoR1 y Psti 

40 mm. 

En los carriles 16, 17 y 18 se colocaron res­

pectivamente, ADN 2 micras, ADN de SV40 y ADN de pLax sin dige-­

rir (igual que en los carriles 1, 2 y 3), para obtener una mejor 

relaci6n de los fragmentos de ADN en ambos extremos del gel. 

3.5.- Por último con el fin de observar la estructu 

ra del plásmido 2 micras, se hicieron preparaciones para ~icros­

copía Electrónica (ver métodos 2.5.5). 

En la figura No. 15 puede verse una estructu­

ra circular. Con el aumento utilizado (20000 diámetros), 2 cm c~ 

rresponden a 1 micra. La longitud de contorno de la molécula que 

se muestra en dicha figura, fue de 2.15 micras. 

La figura No. 16, es una amplificación a 45000 -

diámetros del plásmido 2 micras, y como en el caso anterior, la­

medida corresponde a 2.1 micras. Sin embargo,en esta preparación 

del ADN 2 micras, la mayoría de las moléculas observadas, si --­

bien medían 2 micras, eran lineales. 

Una segunda muestra preparada para microscopía -

electrónica, en la cual se realizó un sombreado rotatorio a un -

ángulo de 15º, se observa en la figura No. 17. El aumento utili­

zado en este caso fue de 120000 diámetros; en esta preparación -

se observó que más del 50% de las moléculas de ADN eran circula-

res. 
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Figura 15 1 - Fotograf1a al microscopio electrónico de una 

mol~cula del ADN 2 micras, La preparación de la muestra se des­

cribió en la sección de Métodos (2,5.5} y la amplificación fue 

de 20000X. 

Figura 16.- Amplificación del plásmido 2 micras a 45000X 

las condiciones para la preparación de esta micrografíá, fueron 

iguales a las descritas en la figura 15. 
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Figura No. 17.- Micrografía del ADN minicircular 2 mi-­

eras, sombreado a un ángulo de 15° y utilizando una amplifica-­

ción de 120,000 X 
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4.- DISCUSION 

Podemos considerar que la prueba de resistencia 

a oligomicina, nos proporcionó un criterio adecuado para la de­

terminación de la presencia del plásmido, ya que nuestros resu~ 

tados concuerdan con lo propuesto por Guerineau (1974) y Berg -

(1975), los cuales señalan que existe una relación directa entre 

la presencia del plásmido y la resistencia a algunos antibióti­

co s . Las colonias utilizadas en nuestros experimentos de aisla­

miento y purificación, fueron resistentes a 3 ug/ml de oligomi­

cina. La cepa isogénica S288C (sin el plásmido), no presentó -

resistencia al antibiótico (resultados no presentados) y por lo 

tanto, podemos atribuir la resistencia a oligomicina a la pre-­

sencia del ADN minicircular 2 micras en la cepa S288C+. 

Se podría cuestionar la validez del uso de 
3HUMP como precurso para marcar el ADN 2 micras, ya que este me 

tabolito se incorpora específicamente al ARN y no al ADN; sin -

embargo, por conveniencia metodológica debimos emplear este mar 

caje partiendo de los siguientes hechos: 

1) Las cepas de levadura empleadas son impermeables 

a timina y timidina (precursores para ADN) por lo que no podri~ 

mos marcar ADN especificamente. 

2) El uso de cualquier otro nucleósido o nucleóti­

do precursor (en el caso de ser permeable), se incorporaría 

inespecificamente al ADN o al ARN. 

3) La levadura contiene la enzima Timidilato sinte 

tasa, la cual cataliza la conversión del dUMP (desoxiuridilato) 

en dTMP (desoxitimidilato); aprovechando esta ruta metabólica,­

podemos marcar especif icamente ADN y aún cuando el isótopo se -

incorpore al ARN, degradando las moléculas de ARN con ARNasa o 

con álcali, el marcaje resultó específico para ADN. 

La reacción de conversión del dUMP a dTMP se -­

muestra en la figura No. 18. 
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Figura No. 18.- Ruta de conversión del desoxiuridilato 

en desoxitimidilato por la timidilato sintetasa. 



Los resultados de la figura No. 12 nos muestran 

la presencia de 2 picos de incorporación (
3

HADN) y un hombro en 

el segundo pico. El primer pico corresponde al del ADN 2 micras, 

ya que éste es un poco más denso y se encuentra más cercano al­

fondo del gradiente, este hecho concuerda con los resultados de 

Guerineau , Sttevens (1974) y Hollenberg (1976). Además, un da­

to interesante es que el tritio incorporado en el primer pico -

{~ X 10- 3cpm), es de 7 a 8 veces menor que la cantidad incorpo­

rada al ADN total (65 X 10- 3cpm). Se podría preguntar lpor qué, 

si el ADN del minicírculo corresponde al 3% del ADN total, no -

existe un 3% de incorporación en el primer pico con respecto a­

la incorporación total?ya que de acuerdo a nuestros resultados, 

en el primer pico existe más de un 13% de tritio incorporado. 

Esto se puede deber a diferentes causas: 

a) Al procedimiento aislado para aislar ADN, el -­

cual favorece el enriquecimiento de ADN de bajo peso molecular. 

b)A que la cantidad de timina en las secuencias -­

del minicírculo sea mayor que en las secuencias de los cromoso­

mas de la levadura; de esta manera, la incorporación de tritio­

al plásmido sería mayor. Aunque esta segunda posibilidad es me­

nos probable que la primera, un experimento de marcaje uniforme 

con 32 P (fósforo 32), o bien, un análisis de las abundancias de 

timina en el plásmido y en el nucleo podría indicar mejor cual­

es la respuesta. 

Suponemos que el hombro que se presentó en el 

segundo pico de la figura No. 12, corresponde al isótopo incor­

porado al ADN mitocondrial, ya que en nuestro gradiente, se ob­

servó que la banda de ADN nuclear y la de ADN mitocondria se se 

paraban muy poco. Sin embargo, como el ADN mitocondrial no fué­

objeto de nuestro estudio, no lo analizamos detalladamente. 

Por otra parte, también en la figura No. 12, se 

muestra la densitometría del gradiente en que obtuvimos el plá~ 

mido 2 micras. La densidad del minicirculo en solución de CsCl-
3 EtBr. fue de 1.651 g/cm , este resultado no concuerda con los -

datos de Hollenberg (1970) y Giudice (1979), quienes han repor-
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tado una densidad de 1 0 698 gr/cm 3
1 sin embargo, hay que aclarar 

que ellos determinaron la densidad en gradientes de CsCl sin -

Et.Br. Consideramos que por esta raz'5n 1 nuestro dato es discor­

dante con respecto al de otros autores. 

Los resultados mostrados en la figura No. 13, -

indican que la concentraci'5n de ADN minicircular 2 micras obte-
11 nida a partir de 3.2 X 10 c~lulas, fue de 100 ug. Considera-: 

mos que es necesario realizar un calculo teórico que nos indique 

el No. de plasmidos que obtuvimos, con el fin de calcular el No. 

de pl~smidos por célula. Para realizar este calculo, partimos -
12 del peso molecular del minic!rculo, 4.1 X10 Daltones, y lo r~ 

lacionamos con el No. de Avogadro 6.023 X 10 23 , de donde se de­

duce que: 

6.023 X 10 23 copias del plásmido pesan 4 0 1 X 1012 ug. 

por lo tanto: 

1.47 X 10
13 

copias de plasmido pesan 1.0 X 10 2 ug. 

En base al c~lculo anterior tenemos: 

si 3.2 X 1011 c~lulas presentaron 1 0 47 X 10 13 plasmidos 

entonces 1 célula presenta 46 copias de p1asmido 0 

Considerando un 100% de rendimiento nuestra cepa 

presento, de acuerdo a nuestro c~lculo teórico, 46 plasmidos pop 

c~lula. Este resultado concuerda con el dato reportado por Clark 

Walker (1972), Guerineau (1974) y Livingston (1977), el cual in­

dica la presencia de 50 copias intracelulares del p1asmido 0 Esta 

concordancia nos hace ver que el procedimiento de aislamiento y 

purificaciOn del minicfrculo fue el adecuado. 

De acuerdo al análisis realizado con las enzimas 

de restricción, se demostró la presencia de las formas A y B del 

minicirculo 2 micras, las cuales presentan una inversion en la -

secuencia de repetición invertida (broach 1979). Esta inversión, 

es la responsable de que despu~s de la restricción con EcoRl, se 

presentaran 4 fragmentos de ADN (vease la figura No. 14). En es­

ta misma figura, n.otamos que la restrictasa Pst1 cortl'i en un so­

lo sitio el minic!rculo, por lo que dio origen solo a moléculas 
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linearizadas. 

Cabe mencionar que la enzima BamH1, no encontrd 

sitios de corte en la secuencia del pl~smido 2 micras. Estos d~ 

tos concuerdan con los trabajos de Cameron(1977) y Hartley (1980) 

y el mapa de corte para el pl~smido se mostr6 en la figura No. 6 

Sin embargo, en los resultados se coment~ que en los ensayos 

del carril No 5 {ADN 2 micras EcoR1), carril No. 10 (Pstl ADN de 

SV40), y carril No. 14 {ADN de SV40 BamH1), fallaron las res-­

tricciones. Consideramos que las fallas en los ensayos tuvieron 

diferentes causas dependiendo del caso. 

Con respecto al carril No 5, se duplicd la canti 

dad de ADN 2 micras con respecto a la que se incub6 en el ensa­

yo del carril No. 4; en la seccion de métodos, se indic~ que to 

dos los ensayos fueron realizados en las mismas condiciones, y 

era probable que incubandose m~s tiempo , por haber m~s ADN, o 

bien agregando una mayor cantidad de enzima, 

do el mismo resultado que en el carril No. 4 0 

se hubiera obteni 

Con respecto a los carriles 10 y 14, esperabamos 

que las enzimas cortaran al ADN de SV40, sin embargo considera­

mos que en estos ensayos hubo algún error al colocar la canti-­

dad de muestra del ADN de SV40, ya que en ambos casos parece no 

haber una digestien por las enzimas y si las bandas correspon-­

dientes al ADN no digerido; también es posible haber cometido -

algdn error al colocar la enzima. Aunque no se presentan en es­

te trabajo (por haberse realizado para probar al testigo), los 

patrones de restriccidn del ADN de SV40 fueron probados en mini 

geles pero no fotografiados. La razOn por la que pensamos que -

no era necesario presentar los resultados de los minigeles, es 

la presencia , en nuestro gel, del testigo pLax que presentd -­

los cortes esperados. 

Por último con respecto a los ensayos de restric 

ci~n, es muy interesante r~conocer que en la secuencia del ADN 

2 micras, existe un sitio para la restrictas Hpa1 (resultado no 

mostrado), el cual no altera las propiedades genéticas del mini 
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círculo cuando se corta con esta enzima. Se ha sugerido que ge­

nes de otros tipos, pueden ser incluidos en este sitio. Para -­

despugs utilizar este ADN modificado para transformar levaduras 

y asi estudiar el gene de interés. 

Los resultados de la microscopía eléctronica (f~ 

guras 15, 16 y 17), nos permitieron corroborar que nuestro mate 

rial de trabajo fue el plasmido 2 micras. Sin embargo, es evi-­

dente que hay notables diferencias entre las figuras 16 y 17 -­

con respecto a la figura 18. Las razones de estas diferencias -

fueron: la t~cnica de sombreado y el angulo del mismo. 

En las figuras 15 y 16, el sombreado se realiz5 

sobre una base inmóvil, a un angulo de 35º; por lo cual el dep~ 

sito de la aleación sombreadora, es en una sola cara de la mol~ 

cula. En tanto que en la figura 17, el sombreado se hizo sobre 

una base rotatoria y a un angulo de 15~ de tal manera que la a­

leaciOn sombreadora se deposit5 uniformemente en toda la molécu 

la. 

Por otra parte, hay que considerar que el porce~ 

taje de mol~culas circulares en la muestra utilizada para la f~ 

gura No. 17 0 era mucho mayor y por lo tanto se pudo escoger un 

mejor campo para la fotografía. 

Consideramos adecuados nuestros métodos de aisla 

miento y purificación del pl~smido 2 micras, y pensarnos conti-~ 

nuar una segunda fase del trabajo en la cual se contempla inves 

tigar: 

a)El aislamiento del minicirculo con histonas (corno 

un minicromosorna), que nos permitirá hacer estudios sobre la es 

tructura de la cromatina eucariótica y su regulación. 

b) La caracterizaci5n de un complejo de transcrip-­

ci5n del pl~smido 2 micras. Esta proposición parte del hecho de 

que deben existir (de las 30 copias intracelulares de cada for­

ma del plasmido}, al menos una copia del minicírculo activa en 

transcripción. De donde se deduce que el porcentaje de genes ac 



tivos en transcripción seria mayor al 3%; este porcentaje es m~ 

yor que el que se presenta en el virus SV40, que es otro modelo 

utilizado para estudios de este tipo (ver introducci~n). 

Adem~s, nosotros esperamos que m~s de una copia 

del plasmido sea activa en transcripciSn, ya que: 

1) Se ha demostrado, en pruebas en las que se sinte 

tiza ADN a partir de ARN con reversotranscriptasa, que el 40% -

de los genes de levadura son transcripcionalmente activos (44). 

2) Lohr y hereford (1979), demostraron que el geno­

ma de la levadura es degradado uniformemente por ADNasaI, lo -~ 

cual sugiere, bajo el criterio de Weitraub -los genes activos -

en transcripci5n son mas sensibles a digesti6n por ADNasaI-(56), 

que todos los genes, incluyendo los del pl~smido 2 micras, de = 
la levadura son, potencialmente, transcripcionalmete activos. 

Añadiendo a lo anterior, que el plasmido 2 micras tiene la ven­

taja de ser un componente natural de la levadura, lo cual faci­

lita su obtenci6n y manipulación, ademas de disminuir los costos 

con respecto a los modelos virales. 

c) La clonaci~n de genes eucariSticos utilizando c~ 

mo vector al minic!rculo 2 micras, de hecho, un derivado quim~­

rico del plasmido ya se ha utilizado como vector, es decir, es 

una herramienta de Ingeniería Gengtica eucariotica, que nos pe~ 

mit~usar algunos procedimientos seguidos en procariotes. Los -­

cuales ayudar~n a conocer los mecanismos de clonaciSn, expresión 

y regulaci6n de genes eucari5ticos que no se presentan en proc~ 

riotes. 

Hemos mencionado previamente que el ADN minicir­

cular 2 micras, representa una alternativa de investigaci5n pa­

ra estudiar la replicaci6n y la recombinaci6n especializada de 

genes eucarioticos. 

Por a1timo, debemos aclarar que el plasmido 2 mi 

eras no es el anico ni el mejor modelo para estudios de Ingeni~ 

ria Gen~tica eucari5tica; sino solamente un sistema cuya impor­

tancia empieza a ser considerada. 
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