e

<

3 ﬁ/-/
Universidad Nacional Auténoma de México

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALES Y ox

POSGRADO DEL COLXGIO DX GIENCIAS Y HUMANIDADES
INSTITUTG DE INVESTIGACIONUS BIOMEDICAS
CENTRO Dk INVESTIGACION SOBRE FIJACION
DE NITROGENO

. W&.‘ﬁ‘i‘:%

23 ,Ev rf‘,\;;’i
T IETTE O ot |
'y X fﬁ‘)
|

i

IDENTIFICACION DE SECUENC'/AS ESPECIFICAS DE
ADN MEDIANTE UN METODO DE HIBRIDACICN-

TRADUCCION.

! i Y [ )

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

LICENCIADO EN INVESTIGACION
BIOMEDICA BASICA

P R E S E N T A

MARIA ESPERANZA MARTINEZ ROMERO

MEXICO, D F, 1981




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Phg.
Introduceién 1
Ob jetivo 9
Métodos y Técnicas 12
Resultados I7
Discusién. 21
Apéndice 1 26
Esquemas y Figuras 30

Bibliografia 40




INTRODUCCION

Recientemente el lenguaje del genoma se ha vuelto ase
quible al conocimiento humano. En 1944 Avery reconocié que
la informacién genética reaside en la moléculas de ADN. En -
1953 watson y Crick postularon un modelo tridemensional ra
ra la estructura del ADN y un meoanismo mediante el cual -
la informacién genética puede ser replicada. En 1965 los -
datos combinados obtenidos por loe grupos de Niremberg, —-

Khorana y Ochoe permitieron establecer el Cédigo Gémetico
¥y la universalidad de éste en los geres vivos.

En cuanto al cédigo regulatorio, Pribnow, 10 afics més
tarde, reporta la semejanza que existe en la secuencia de
los promotores de algunos fagos y procariotes, a partir de
entonces se describieron las cajas de Goldberg-Hogness (pro

motores de eucariotes) y la secuencis de Shine-Dalgarno (pa
ra el reconocimiento ribosomal).

Con la poaibilidmd de aislar genes especificos se a-
brié el camino para escudrifiar el genoma, as{ se descubrié
un hecho sorprendente e inesperado: en la regién estructu-
ral dc algunos genes de eucariotes 7 de alguncs genes de -
virus de animales se¢ encuentran secuencias interruptoras -
(intrones) cuya informacién no se expresa ni en la protef-
na ni en el mensajero procesado. La primera indicacién de
la existencia de una eatructura génica en mosaico se obtu-
vo de los genes 28S ribosomal de Drosophila melanogaster
(Clover y Hoggnesa, 1977; Wellauer y Dawid, 1977).

Se han reportado intrones en lon genes de asdenovirus




(Berget et al, 1977 y Chow et &l, 1977), de las inmunoglo
bulinas de ratén (Brack y Tonegawn, 1977; Tonegawa et al,
1978), de las globinasg (Jeffreys y Plavell, 1977 Tilgha-
man, 1978), de la ovalbumina (Breathnach, 19773 Doek e%
al, 1977), de lo8 ARN de transferoncie de levadura (Good-
man, 19773 Valenzuela et al, 1978) y en otros més.

Haste el momento el significado funcional de las se-
cuencias interruptoras parece ser diferente para cada ca-
so, el ejemplo més sobresaliente es el de las inmunoglobu
linas en el cual la existencia de un penoma separado en -
viezas V, J y ' C permite proponer un fascinante mecanismo

para la generacién de la variabilidad en estas moléculas
(Brack et al, 1978).

La exploracién del genoma y la nosibilidad de manipu-
larlo han atrafdo el interés de un nidmeroc considerable de
grupos de investigacién, no sélo desde el nunto de visgta

bésico sinc también aplicado (Boliver, 1979).

Lo metodologi{a para abordar ¢l estudio directo del ge
noma consiste de una seric de nrocedimientos generales que
podemos clasificar en las siguiente forma:

1) Clonacién

2) Seleccién

3) Caracterizacién
Clonncidén

1,6 obtencidén de una secuencin de ADN en centidad ade-~

cupda wnara caracterizarla y secuonciarla se lorra mediante

1la recombinacidén in vitro de la moléculas en cuestidédn con



algdn vehiculo molecular gque convenga, el cual después se
introduce en una célula huésped para gque se replique y am-
plifique el gene clonado hasta llegar a obtener en algunos
casos hasta 2 000 copias de &1 por célula.

La generacién de toda esta metodologia tuvo como bmse
el descubrimiento de una enzima (enzims de restriccién) que
hidroliza el ADN en una secuencia especifica (Smith y wil-
cox, I970) y la utiligacién de enzimas que permiten unir -
covalentemente frugmentos de ADN de diferente origen (Co-
hen, 1973; Sgaramella, 1970, 1977).

Actuslmente se cuenta con una enorme cantidad de en-

zimas de restriccién que reconocen diferentes secuencian
entre 4 y 6 pares de bases.

A partir de los vehiculos naturnles se han ido cona-

truyendo vehiculos més adecusdos para ls ¢lonacién, los més
utilizados somrs

- Los plédsmidos ColEl, pMBY9, pBR3I22, etc.

~ Los derivados del bacteriofmgos A : carontes y losm

det.

Los césmidos (pldsmidos gue llevan los sitios cohesi
vos de A ).

Los diferentes vehiculos poseen diferentes caracte-
risticas con respecto as:

a) tamafio

b) cantidad de materiel extrafio que puede ser clona-
do.



¢) 1los sitios de restriccién gue pueden ser utiliza—
dos para introducir los segmentos de ADN pasajero.

d) los marcadores que permiten la peleccién de célu-
las que hayan adquirido el vehiculo.

e) el nimero de copias de vehiculo que se obtienenm:
por oélula infectada.

Por otro lado, se utilizan células huésped que permi
tan la replicacién adecuada de los vehiculos, v. g., E.

coli recombinacién menos, restriceidén menos.

Dado el gran tamafio del genoma, el primer paso para
la clonacién es la generacién de fragmentos de tamafio ade
cuado que se obtienen mediante rompimiento mecénico a por
digestiones con ensimas de restriceién, los cuales se unen

después al vehiculo con la enzima ligasa o con la transfe-
rasa terminal.

La introduccién y estabilizecién del vehiculo dentro
de las oélulas as{ como la seleccidédn de las células com ~

ADN recombinante depende del simtema que se haya elegido:

a) Xos plésmidos se introducen a las bacterias recep-
toras de E. coli en presencia de 08012 (Cohen, 1972) y asi
se transforman las bacterias en resistentes de acuerdo a

la resistencia conferida por el pldsmido.

b) el ADN de los fagos o de los cdemidos se ensambla
in vitro en un proceso en el que se afiaden "“colas" y "ca~-
bezan™ de la cdpside del fago en pregencia de una protef-
na, la proteina A que funciona durante el empacamiento del
ADN de A en la procdpside (Becker y Gold, 1975, 1978), de

esta forma se obtienen particulas que infectan eficientemen



te & 1la bacteria (sélo los fagos recombinantes son infec-

tivos). Las células gue contienen a los césmidos son pelec
cionadas nor la resistencia codificade por la parte plas-

midice del vector.

Pare tener representado tcdo el genoma se requiere un
némero variable de clonas dependiendo del tamafic tanto del
genoma como de los fragmentos clonados. Por ejemplo, si se
tienen fragmentos de 14.1 kilopares de bases se necesitan
1437 colonias recombinantes para clonar el genoma de E.
coli (Clarke y Carbon, 1976) y 10 000 para el de Neurospo-

ra (Krumlauf y Marzluf, 1980) con una probabilidad de 0.99
de encontrer cualguier genee.

Seleccién

Desde un principio es vreferible construir bancos se-
lectivos, esto ha sido posible con aquollos genes cuyo pro
ducto es muy abundante (los ribosomales, el de ovalbumina,
inmunoglobulines, globinas, insulina, etc.). A partir de -
ARN muy enriguecido en el mensajero del gene buscado se sin
tetiza el ADN complementario con la transcriptasa reversa.
Los segmentos de ADi asi obtenidos se utilizan para la cons
truccién de bancos como se describiéd anteriormente. También
estas molécules se pueden utilizar como detectores vara la

seleccién de clonas a nartir de bancoo de genes' nativos.
Algunas de las estrategias que ge han segulco para le
identificacidén de lan secuenciczs clonndanr gont
a) comnlementacién
b) inmunodeteccién

¢) hibridacién heterélopa
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d) hibridacién-treduccién

Complementacién

Si el ADN clonado en un vehfculo puede expresarmse y
producir un producto activo dentro de la célula recepto-
ra entonces se puede identifiocar 1a clona del gene bunca-
do usando células receptoras Con las auxotrofias apropia-
das y seleccionando aguellas células que hayan recuperado
la funcién. Esta estrategia es muy recurrida en la selec-

¢ién de clonas recombinantes de procariotes (Carbon y ——-
Clarke, 1979).

No se puede predecir si un gene eucariote clonado se
expresard en E. coli ya que no se puede tener ninguna in-
dicacién sobre el funcionamiento de su promotor o de sus
sefinles regulatorias. Ademds, posiblemente no exista el
procesamiento de mensajercs en E. coli que requerirfan _
muchos mensajeros de eucariotes para ser traducidos. A re
sar de loos malos auguriom se ha tenido éxito en la expre-
sién de nlgunos genes clonados en E. colis genes de leva-
dura que participan en la biosintesin de triptofano, de
arginina, de leucina, de histidina (Clarke y Carbom, 1978;
Struhl et al, 1976, 1977), el gene de la 5-deshidroquinato
hidrolasa de N. crassa (Vapnek, 1977). Un método m&s pro-—
misorio para obtener la expresién de estas secuencias clo-
nadas es transformar células de eucariotes, esto se ha lo-

grado complementando auxotrofias de levadura (Hinnen ot al,

1978; Hsimo y Carbon, 1979) y de Nourospora (Case et al,
1979).




Inmunodeteccidn

In esta estrategia no se pide que 1la protefna del ge
ne clonado sea funcional o que esté completa, el reconoci
miento es a nivel estructural. El ensayo puede ser tan —-

sensgible que permite detectar hasta una molécula de anti-
geno por célula utilizando anticuerpos

yodados (Broome
y Gilbert, 1978 y Clarke et al, 1979).

Hibridacién con detectores heterélogos

Cuando el gene buscado ya se ha aislado de otra es-
pecie se le puede utilizar como detector en la seleccidén
de clonas. Esto serd exitoso siempre y cuando exista su-

ficiente homologia entre los genes de ambas especies. Asi,

con el gene de las actinas de Dictyostolium se aiglé me~

dionte hibridacién el gene de Drosophila (Tobin et al,
1980). Se espera que este método funcione cuando se tra-

te de genes conservados o de especies oercanas.

Hibridacién-traduceidén

Este método es ol méds seguro pues no requiere la ex-
presién del gene clonado ni la funcionalidad de su produc

to. Existen dos modalidades: la hibridacién_traduccién ne-
gativa y la positiva.

ILa modalidad negativa consiste en hacer hifbridos en-
tre la secuencia problema y el mensajoro y as{ impedir
que epte se traduzca ocasionando 1a depaparicién de una

banda de los productos totales de la traduceidén (Paterson
et al, 1977 Hastie y Hold, 1978).

BEn la positiva se selecciona con 6l plésmido el men




sajero cbmplementario y se traduce, Se identifica asf{ una

olona con su producto. Para logrer vsto existen dos pogi—
bilidades:

-~ Bn determinadas condiciones do temmneratura Yy concen
traciones de formemida se puede propiciar la formecién de
*R-loops™ (estructuras en las que ¢l ARN se encuentra umi-
do al ADN de doble cadena desplazando una porcién de hebra
de ADN idéntica =zl mensajero) 1los cunles se pueden separar
de los mensajeros no comnlementarios por comatografia en -
columnas de agarosa A-I50 m (T00~200 mesh) o en columnas -
de urea-hidroxiapatita. Después el ARN se desnaturaliza del
R-loop y se traduce (Weinand et al, 1979; Woolford et al,

1979; Thomas et al, 197635 Woolford y Rosbash, 1979 y Lewis
et al, 1975).

— Otra forma es unir el ADN problema a diazobenzylo-
ximetil celulosa (covalentemente) o a nitrocelulosa, el
mensajero complementario se unird al ADN del filtro 1o —-
que permitiréd separarlo de los demés. Fl mensajero especi
fico se eluye y posteriormente se trnduce (Noyes y Stark,
1975; Goldberg et al, 1979; Ricciardi et al, 1979; Harpold
et al, 1978; Pyrberg et al, 1980 y 'fobin et al, 1980).

Caracterizacién

La caracterizacidén de la secuencia de interés inclu-
ye la delimlitacién del gena estructural, la secuenciacién
de las repgiones criticas del gene, lu microscopis electrd
nica de loam hibridos mensajero ( o ADN complementario) —

— gene nativo, la hibridacién in situ para su localizacién




en el cromosoma (en los casos en los crue se tienen cromosg
mas woliténicos) y 1la evaluacién de In funcionzlided del -
segmento (en este punto se vpuede introducir la mutacidén in
vitro como un instrumento), sobre lz funcionalidad de les
secuencias clonades un ejemplo muy merticular es o) del -
vldsmido PLC544 cue ue comporte como un minicromosoma nor

llevar clonado un centrémero de levadure (Clarke y Cerbon,
1980).

CBJETIVO

Los estudios gue se han realizado en los grupos del
Dr. J. Mora, del Dr. R. Palacios y del IrWHannberg sobre
el metabolismo nitrcgenado de un eucrnriote sencillo Neuros-
bora crassa se hen enfocado desde varios puntos de vistas
fisiolégico, genético y bioguimico.

Algunas de las contribuciones gue se han realizado
son:

-~ Definir la regulacién de las enzimas involucradas
en la asimilacién de emonio dependiendo de la fuente nitrg
fFenada v de la fuente de carbono Y estnblecer el nivel al
que se ajustan lrs diferentes actividndes de 1as enzimas
(concentra¢ién de nroteina, sintesis, degradacién o con-

centracién de mensajero (Nora ot al, 19805 Palzcios et al,
1980).

— Aislar y caracterizar diferentes muteantes en las -
vias do asimilncién (Mora et al, 19€0; Palacios et al, 1980),

-~ Describir la existencin de 12 enzima Glutamato gsin-

tetasn (GCGAT) en N. crassa (Hummelet v Mora 1960) y el fun




cionamiento de dos vias enzimdticas dependientes de la con
centracién de amonio asi como establecer la participacién

de las diferentes formas oligoméricas de la Glutamino min-
tetasa (GS) en las distintas vias.

La via en altas concentraciones de amonio es:

GDR* cS
o¢- cetoglutdrico ———» glutdmico —> glutamina
mx; s 3
4

TLa via en concentracién limitante de amonio es:

GS GOGAT
glutdmico glutaming ———-32 glutémico
Nnﬁ X-cetoglutérico

*GDH = glutamato deshidropenasa

- Determinar que la enzima glutamino sintetasa estéd
constituida por dos nolipéptidos diferentes y@ ambos
con actividad enzim&tica (Sé4nchez et al, 1980).

- Eatablecer que los tetrdmeros y octédmeros de GS3

estén constituf{dos principalmente por polipéptidos OCyp
respectivamente (DAvilae et al, 1980).

-~ Determinar las constantes de afinidad del tetré-
mero y del octédmero de GS y establecer que la afinidad
del tetrdmoro por sus sustratos (glutdmico y amonio) es

mayor (Guzmdn y Mora, comunicacién personal).
En este contexto surgen alpunas nreguntas:

- sexioten secuencias regulatories comunes pars aqug



llos genes que se exnresan concertadamente en una via?

- ¢culntos genes codifican para la GS, cuil es 1ln re—

lacién entre ellos (comperten alguna secuencia los posibles
distintos genes)?

- &cudles son las caracteristicas de estos genes, -~

existen secuencias interruptoras, hay arreglos gémicos au
rante la diferenciacién del hongo?

El camino para contestar estas pregzuntas sefialeba ha
cia el genoma por lo gue se disefié un plan general (ver
esquema 1) y se unieron los esfuerzoc de un grupo de per-
sonas para abordar las diferentes partes del problema. Se
establecié como base el aislar los gones de la glutamino
sintetasa y de la deshidrogenasa glutfémica.

El presente trabajo se sitlia en ¢l plan general esbo
zado y su objetivo es establecer lapg condiciones para la
seleccidén de clonas mediante hibridacién y treduccién que
conpiste en identificar una secuencis especifica por el -

producto gue sintetice el mensajero gque le sea complemen-
tario, de acuerdo al esguema No. 2.

Para establecer las condicioneu se trabajé en un sig
tema modelo de ovalbumina utilisando: el plédsmido pOV230
(pMBES conn un inserto de 1950 pares de bases conteniendo el
ADNc de ovalbumina, McReynolds, 1977)% el mensajero polia
denilndo de oviducto de gallina, ovalbumina y los anti~

cuerpos entiovalbumine (generosamente proporcionados por
M. A. Campomanes).




METODOS Y TECONICAS
Obtencién de los plésmidos

Se utilizaron los siguientes plédsmidos: poOV230.y
PBR322.

Se emplear01 las cepas de E. coli: GM3l/pBR322 (leu,.
nis, BLAE, ampt )y anl/pov23o- (pro, leu, thi, lae¥, —-
erald, galD2, xyl5/t%, Amp")**

Las bacterias se crecieron en medio de Luria y duran
te 1a fase Ylogaritmica se amplificaron los plésmidos uti-
lizando cloramfenicol. Las células se trataron con lisozi
pa, con fcido etilendiaminotetracético (EDTA), con ribonu
cleasa y con itritén. El sobrenadsnte ™lisado claro” (Be-—
tlach, 1976) se extrajo com flenol-cloroformo, una o dos -
veces y posteriormente se cromatografié en agarosa (Bio-

gel) 100-200 mesh, para separar el plédsmido del ADN cro-
mosomal.

Fl plésmido se purificé a través de un gradiente de
cloruro do cesio con yoduro de propidio. Para eliminar el
yoduro de propidio el ADN se cromatografié en Dowex AG-
50w X8. ha solucién con el plésmido se dializé, se preci-
pité, se resuspendibé en Tris-EDTA y se guardé s -20°c.

‘xn = resistente a X Xs = gengible a X
Tc = tetraciclina

Amp= ampicilina

w¥sSe recuperé la cepa conteniendo el pOV230 mediante trans
formacién (Cohen, 1972).
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Flectroforesis del ADN en geles do agarosa

Las muestras de ADN en urea, con xylen cyanol y azul
de bromofenol como marcadores, se corrieron en geles de -
agarosa (Bio-Rad) al 0.8% en Tris (hidroximetil) aminometa
no, EDTA y 4cido bérico pH 8.2, a 150 V. Los geles se ti-

fieron con bromuro de etidio durante unos minutos y el ADW
se observé oon luz ultraviocleta.

Aislamiento del Mensajero Poliadenilado

Ta cepa silvestre de Neurospora crassa 74A se crecid
en medio 1liquido Vogel (Medio Minimo = M) o en Vogel sin
nitrégeno con glutédmico-SmN (glut-sSN) durante 12 horas.

£ micelio se colecté por filtracién y se lavé con-HéO es
téril.

Para sislar polisomas se siguié con algunas modifi-
caciones la técnica reportada por Sénchexr et al (1980) a
cual fue descrita originalmente para aisler polisomas de
hojas de planta (Gray y Cashmore, 1976Y. El micelio se ho=-
mogeneizé y al sobrenadante se le afindié una mezcla de de-
tergentea (Nonidet P-4 ¥y denmoxicolato). Lios polisomas se
precipitaron ultracentrifugando a 27 000 rpm =n el rotor
Sw27 durante 90 minutos. La preparacién polisomal se extra
jo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, se precipité
con NaCl-etanol y el precipitado se lavé con clorurc de -—
litio.

F1 ARN se cromatografié en una columna de oligodeso—
xitimidilato (oligo dT), el ARN poliadenilado se eluyé -~

con una nolucién de baja fuerza iénicu, se precipité, se

13



resuppendié en agua y se guardé a -70%.

Preparacién del ADN

Todos los pldsmidos se linearizaron incubando entre
una y tres horas con la enzime Hind III (BRL) a 37°% (Bo
livar et al, 1977). Después se trataron con proteinasa K
(Merck) a 1 mg/mnl en Tris 0.5 M pH 7.5, SDS 1% y EDTA

10: mM3 me extrajeron con fenol-cloroformo,. se precipita-
ron y se resuspendieron en Tris-EDTA.

El ADKN de los plésmidos se desnaturalizé hirviendo
en aceite a 100°C o afiadiéndole NaOH IN en SSC 6X (WaCl
0.9 ¥ y citrato de sodio 0.09 M).

Preparacién de los filtros

Distintes concentraciones de ADN desnaturaligado se
pipetearon sobre filtros Schleicher y- Schuell BA-85-R597°
de 0.55 de difmetro (Kafatos et al, 1979). Cuando se uti-
lizaron soluciones con NaOH, loe filtros se neutralisaron
lavéndolon con SSC 6X. Los filtros se hornearon el vacie
a 80°C durante 4 horas. Posteriormente, se lavaron a 65°¢
durante 30 min. on una solucién igual a la que se utili-
zara después para eluir el ARN, posteriormente se enjua-

garon en una solucién do composicién idéntica a la emplea
da en la hibridacién peroc sin ARN.

En la Fige 1 la flecha sefinla un filtro conteniendo
6.6 pg de pOv230 y tefiido con bromuro de etidio.

Hibridacién

Se utilizé formamidn (Fustman) conservada a -70°
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después de desionizarla durante una hora agitando con la
resina AG-501-X9 (20-50 mesh) de Bio-Rad. Los filtros se
incubaron con la mezcla de hibridacién en tubos Eppendorf ~—

de 1.5 ml durante diferentes tiempos y distintas tempera-
turas.

1oo‘p1 de mezcla se prepararon con: 10 ul de Pines
1 M pH 7.2, 10 pl de NaCl 5M, 4 ul de EDTA 0.25 M, 30-50
Ml de formamida, 5-15 pg de ARN poliadenilado de diferen-
tes origenes y H,0 (todo estéril y filtrado en Millex
GS.22 ). Para eliminar la estructura secundaria del ARN,

éate se calentd a 80°¢c durante 45 seg antes de la hibrida
cién.

Después de la hibridacién los filtros se pasaron a
otros tubos y se lavaron diez veces con la mezcla de hi-
bridacién sin ARN agitendo cada vez. Dospués de ésto, los
filtros so cambiaron a tubos conteniendo 200 nl de forma-—
mida, 2 pl de Tris 1 N PH 7.8 y 10 ug de tRNA de levadura
y se calontaron o 65°C durante 5 min para disociar los
hf{bridos ARN-ADN. EL filtro se retiré del tubo, el eluido

ge centrifugé 3 minutos en la microfuga y se precivnité afia

diendo 200 ul de “20’ 20 x1 de acetato de sodio 2 M pH 5.5

vy 2.5 volimenes de etenol. Después do¢ 12 hrs a -20% 6

2 hrs a -20%¢ y 15 min a —7000, se centrifugaron 7 min a
4°c en 1la microfuga y se lavaron los precipitados 3 a 5
voces con ctanol al 70%. EL ARN se oocé al vacfo, se re-—

sugpendié on 1.66 y1 de H0 y se tradujo.

Traducecién

Se utilizé un lisado de reticulocitos para la tradue-
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cién in vitro del ARN (Quinto et al, 1977), haciéndclo de
pendiente de mensajero exégéno mediante ¢l tratamiento con

nucleaga de micrococo en presencia de calcio (Pelham y Jack
son, 1976).

Los mensajeros se calentaron a 80°C durante 45 seg y
posteriormente se tradujeron en presonoin de etilenglicol-
bis (2-aminoetil-8ter) N-N dcido tetracético (EGTA) utili-
zando metionina 835 de New England Nuclear (400 Ci/mmol) o
de amersham (780 Ci/mmol) a una concentracién final de —-—
1.25 m Ci/ml. El volumen del ensayo de traduccién se redu-
jo tres veces con el fin de tener una més slta concentra-
cién de los mensajeros elufdos de log filtros.

Cuantificacién de la incorporacién

Alicuotas del lisado de traduccién se incubarom com
NaOH 0.3 N. La protefna se precipité com TCA al 10% y se re
cuperé f£iltrando a través de fibra de vidrio. Tos filtros
secos se oontaron en Iigquido de centelleo en el canal de
carbono. Los datos de estas cuantificaciones no se muestran
en el trabajo.

Inmunoprecipitacidén directa

A una alicuota obtenida de la traduccién se le afladid
metionina, desoxicolato, tritén y Hgo, ge centrifugd y el
sobrenadante se incubé con anticuerpon antiovalbumina obte-
nidos en cabra o con anticuerpos antiglutamino sintetasa -
obtenidon on conejo (Palacios, 1976) on pregencia del aca-

rregdor frio respectivo, ovalbumina o glutamino sintetasa.

Se separaron los inmunoprecipitados centrifugando a través
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de un gradiente discontinuo de sacaross (Palacios et al, -
1977).

Flectroforesis

El inmunoprecipitado o el lisado de la traduccibm ==
(2.5-7 pl) en dodecilsulfato de sodio (SDS) — urea-mercapto
etanol se corrieron en geles discontinuos de acrilamida

(5-10%) utilizando el sistema de Dmemmli (1970) en presen-
cia de SDS y urea TN.

lLos geles se tifieron con azul de Coomasie R-250 en me-
tanol y Acido acético ¥ se trataron para fluorografia com
dimetilsulfoxido (DMSO) y DMSO-PPO (Bonner y Laskey, 1974).

Se utilizaron placas para rayos X Kodek 7-0 MAT con tiem—
pos de exposicidén variables.

Se hicieron barridos de las placas de fluorografia mi-

diendo la absorbancia a 560 nm en un eopectrofotémetro
Gilford 290.

——

RESULTADOS
Evaluacién de la sensibilidad de la traduccién

Se tradujeron mezclas conteniendo diferentes concentra
ciones de mensajero poliadenilado de oviducto y 500 ng de
mensajero de Neurospora. Los producton totales de la tradugc
cién y los inmunoprecipitados obtenidos con anticuerpos an-
tiovalbumina se muestran en la fluorografias de la Pig. 2.

En el carril 8 se observa la ovalbumingn sintetizada a partir
de una mozcla en la gque su mensnjero ne encontraba al 1%. En

el carril 9, se observa el inmunoprecipitado obtenido con -
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anticuarpos anti-glutamino sintetasa de una traduccién con
500 ng de mensajero de Neurosvyora, comparmndo esta banda -
con las de los inmunoprecipitados de ovalbumina se podria
pensar gue el mensajero de glutamino sintetasa se encuentra
en una proporcién: alrededor del 1%, si me asume una igual -

eficiencia de traduccidén de los mensajeros y también igual
eficiencia en las inmunoprecipitaciones.

La placa de la Pig. 2 se obtuvo deapuéds de 18 hrs de
exposicién de la fluorografia, 1o que hace més favorables
estos resultados, pues se esperaria que con una concentra-—

cién ain menor de mensajero se obtuviern una banda visible,
si se aumentara el tiempo de exposicién.

Sigtema Modelo de QOvalbumina

Se utilizdé el pldsmido pOV230, Pig. 3, que contiene el
gene estructural de ovalbumina. Después de algunos intentos
se tuvo éxito en seleccionar mediante hibridacién con este
pldsmido, el mensajero de ovalbumina a partir de una mezcla
de mensajeroa de N. crassa y de ovalbumina. Estos resulta-
dos se muestran en la Fig. 4, en el carril 7 se sefiala con
una flecha el producto obtenido al traducir el mensajero -
seleccionado con el pOV230, este producto coincide com la

ovalbumina que se sintetizé con el mensajero de oviducto -

(carriles 2 y 3). En el carril 6 se observan los productos

de los mensajeros elufdos de un filtro que no fue lavado -
(ver Materinlos y Métodos) y se aprecia una banda adicio-

nal gque corrasnonde al pegado inespecifico del mensajero

més concentrado de Neurospora (ver carril 4). En el primer

carril se obsorvan los polipéptidos sintetizados por los -



mensajéros de la mezcla en la que se incubaron los filtros

¥y de la cual se selecciond el menmajero de ovalbumina que
estaba al 5.72%. En el quinto carril se observa la banda gue
ge obtiene al afiadir aélo Béo al ensayo de traduccién.

Segin la abaorbancia a 560 nm de las bandas de la fIuo
rografia que corresponden a la ovalbumina sintetizada, se -
tiene como méximo una recuperaoidn del 7% del mensajero de
ovalbumina. Para aumentar la recuperacién se probaron dife-—
rentes condiciones de hibridacién, variando la temperatura,
la concentrecién de formamida, los tiempos de incubacién, -

las concentraciones de ADN' y de ARN y hasta la forma de Pre
parar los filtros.

En la Fig. 5 se muestran lios resultedos de un experi-—
mento en el que se cambiaron algunas de las variables. Pn
la Pig. 6 se analizan los resultados obtenidos de la cuan-
tificacién de las bandas que corresponden a ovalbumina en
la fluorogruff{a, en la parte A ge comparan los diferentes
tiempos de hibridacién a 50°¢C y' 50% de formamida; en la par
te P se observan los resultados obtenidos variando la con-
centracién de formamida a 50°C Yy oon 2 horas de hibrida-
cién; en la parte C se muestran loo efectos de diferentes
concentraciones de ADN en los filtros en hibridaciones @&
50°C. con 50% de formamida durante 2 Horas; en la parte D
se compara I) la hibridacién a 37°C durante 18 horas con
II) 1la hibridacién a 50°C durante 2 horas, ambas a 50% de
formamida. En este experimento se utilizé como control N~

gativo un filtro con 10 pg de pBR3I22. Se dacidié combinar
aguellas condiciones con las que oe obtuvo un auments =aon




respocto a la condicién original, asf{ se determiné hibridar
a 37°C con 30% de formamida durante 18 horas.

Se disefi§ otro experimento baséndose en los datos obte
nidos anteriormente e introduciendo alpunas recomendaciones
hechas vor F. Sdnchez. Se hibridizé a 37°C com 35% de forma
mide variando los tiempos de hibridacién en uncs casos y en
otros la forma de desnsturalizar el ADN o la concentracibm
de ADN por filtro. También se ensayé 1la prehibridaciém con

ARN de transferencia de levadura (0.5 ug/ml) durante las 6
horas previas a la hibridacién.

En la Fig. 7 se muestran los resultados obtenidos y en
la Pige. 8 se analizan los datos del barrido de la fluorogra
f{a. En la cinética de hibridacién se observa que el tiempo
éptimo se encueuntra alrededor de las 18 hores, por debajo -
de este 6ptimo estdn los valores obtenidos al variar la for
ma de desnaturalizar el ADN y al emplear unsa concentracibm
mayor de ARN. También se observa gue no se logra aumentar -
la recuperacidén ni tenor mds limpios los filtros al prehi-
bridar. Du nuevo se vuelve a observar gue la conceniracidn
de ADN ep limitante en la ronccién de hibridacién. En es-
tos. experimentos se encontré que la banda que corresponde
2l mensajero mds concentrado de Neurospora no se eliminé al
lavar los filtros, esto se pudiera explicar por el hecho de
haber utilizedo condiciones muy laxas de hibridacién y la-
vado, ya gque se combinéd una bajn temperatura con una baja
concentrucién de formamida, ento pooiblemente permitié que

las colan de poli A de los mennnjeros se unieran y no oe -

eluyeran do las secuencian de poli T (alrededor de 100 pb)
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que tiene el pOV230 para unir el ADFc con el vehiculo. Este
problema lo habfamos previsto desde un wrincipio pero ce de
¢idié no utilizar poli Af comercial vpara saturar las colas
de poli T, pues los plésmidos y fapgos recombinantes de los

bancos de ADN de Neurospora, que ge utilizarian nosterior-
mente, no contiene colas de poli T.

Para evaluar la posibilidad de utilizar mezclas de —=

ADNs en los filtros y detorminar la minima cantidad de ADN

especifico gue se necesitm, lo cual es critico para entable

cer les condiciones para un “screening® de las clonas recom
binantes, se prepararon filtros con diferenteas proporciones

de pOvV230 y pBR322. También se probaron diferentes concen-
traciones de ARN.

1,2 fluorografia se muostra en la FPig. 9 y los datos ob

tenidos se graficeron en la Pig. 10. Se observé de nuevo gue

la hibridacién depende de la concentracién de ADN; se encon
tré un limite, situado entre 1 y 3.3 ng de ADN, abajo del
cual, en estas condiciones, ya no se obtienen productos de
treduccidén. Con 30 ug de pOV230 se obtiene una banda de in-
tensidad muvnor gque con 15 ug. En cstos experimentcs también

se volvié a tener un efecto negativo con una mayor concen-—
tracién de ARN.

DISCUSION

Casi simulténeamente se emnrendieron diferentes caminos
para resolver el nroblema de la seleccién de les clonas re-
combinantes de ADN cue llovaran los genes de glutamino sin-

tetasa v de la deshidrogenesa plutémice de N. crassa. Se es

21
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cogié la hibridacién traduccién como una slternstiva muy fae
tible dado gue no se requiere la exprogién de la informacién

ni la existencia de homologia con los genes de otras oppecies.

Ademds era indispensable contar con la técnics de hibri..
dacién-traduccién no sélo para pseleccionar clonas de bancos
sino también y més importentemente, nars asegurarse gue una

clona tiene la informaciém gue se presume que llevae.

Dentro de las posibilidaden para hibridar y  seleccionar
un mensajero se escogié aquélla en la gue el ADN se fija a
nitrocelulosa, estd opcién también habvia sido elegida en o=
tros laboratorios (J. Seidman, P. Sénchez y E. Calva curso

de Cold Spring Harbor , comunicacion¢s personales).

El haber podido disponer de un sistema modelo como el
de la ovalbumina fue una enorme ventaja para establecer las
condiciones. En el Apéndice I se deamcribe en detalle toda la
técnica tal como se establecié en este trabajo de tésis.

Una voz que se ha tenido éxito con el sistema de oval-
bumina, se intentard probar alpunas de les clonas de los ban
cos de ADN y ADNec de N. crassa conmtruidos en fagos Caronte
y en el pBR322, respectivamenic, ani como la hibridacién he-
ter6loga utilizando el plésmido pACR~34 que lleva clonado el
gene de la glutamino sintetasa de E. coli (Covarrubias et al,
1980) y el pRSP-5 que 1lleva ol pgenc de la deshidrogenasa glu

témica también do E. coli (Sénchez P. ot al, datos no publi-
cadon).

Un problema oue se presentna con loe famos recombinantes
es8 gue la proporcidn de ADN eapccifico con respecto al ADN

total (vehiculo y demds materinl pasajero) es menor que la
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proporcidén entre el gene de ovalbumina y el pOV230. Un 3Y:3
de pOv230 significa 0.23 pg de gene de ovalbumina, un ug

de pBR322-ADNc. de Neurospora llevaria aproximadamente —-
0.17‘pg de un gene cuya proteina fuera de 50 000 de neno
molecular, por otro lado un pg de fmgo recombinante tendria
0.022 pr de un gene cuya protefna también fuera de 50 000.
Por esto se propone gque se utilice una mayor concentracién
de ADN do¢ fagon recombinantes. Ademds, nara resolver este
nroblema se podrian eliminar los brazos de log Curontes que
representan un 66% del ADN total del fago. Esto serfa im-
portante para un ‘screening™ de las clonas recombinantes y
sne lograria digiriendo grupos de 10 fagon diferentes con
EcoRl (que corta entre los insertos y los brazos del fago)
¢ hibridando en condiciones en las que ndlo los brazos (que
entarfan diez veces mds concentrados gue cualquier secuen-—

cin del inmerto) se reasocien, posteriormente se gepararian
modiante hidroxiapatita.

Dentro de las metas de este grupo de investigacién el
ainlamiento de los gones de las enzimas involucradas en le
asimilacién de amonio sigue teniendo un lugar prioritario.
En este momento se replantean las entrategias y aparecen —
nuevas posibilidades: tranaformear con bancos de ADN de Neu-—

rogpora a levadura o aislar los pgenes de otros sistemas en
los que los productos sean abundantes.

Por otro ludo, parece cercano ¢l aislar el gene de lm
deshidrogenasa glutdmica de N. craassa a partir de bancos



de fagos (aronte utilizando el pRSP—ﬁ’ o el pSAE—4" como
detoctores en la hibridacién en placns de lisis. Para rea-
lizar esto, es necesario primero deégrminar si realmente -
estos vlédsmidos hibridan com los geneog de la deshidrogena-
sa glutdmica de N. ¢ragea o si la hibridacién se debe a al-
gin otro gene de E. coli del pRSP-5 y del pSAE-4. Aqui la
hibridacién~traduccién seria una herrnmienta'pues permiti~
ria verificar si el producto sintetizamdo por el mensajero
de Neurospora complementario a egtos plédsmidos corresponde

con la deshidrogenasa glutémica de N. crassa.

Finalmente es muy Gtil contar con la hibridacién-tra-
duccién para comprobar la informacién oue llovara una clo~
na auncue fuera geleccionada siguiendo algin otro camino
alternativo como la transformacién ds R. cragsa o de leva~
dure o la hibridacién heteréloga.

In Addendum, con respecto a las otras estrategias em—

prendidas para identificar clonas se han tenido los siguien
tes avancéap:

— Se oxploré la hibridacién heteréloga en experimentos

‘5 PRSP~5 lleva ademéds del gene de la deshidrogenasa glutd

24

mica, un segmento de cromosoma en el que pudieran caber otros

geneg.

**E pSAFE~4 es un derivado cdel pRSP-5 con un inserto menor

gue tambidn lleva el gene de GDH de K, coli.
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tipo Southern, en los gue el ADH totnl) de Neurosvora se hi-
bridé con los plédsmidos pRSP~H y DPACR~-34 marcados in vitro
con P32 y se encontré gque posiblemente el pRSP-5 hibride
con el ADN de Neurospora, mientras gue ¢l pACR-34 no. Para
aumentar las posibilidades de hibridacién con el pACR-34 se
ha pensado en segmentar el gene de GS de E. coli, (recortan
do la banda y digiriéndola posteriormente con enzimas de
restriccién) y marcer los diferentes megmentos con P3 s los
cugles se utilizarian separadamente en la hibridacién; esto

bajo la hipbétesis de que almma secuencia dol gene de N. cra-
asa sea semejante al de E. coli.

- Tn cuanto a2 la transformacién muy recientemente se

ha logrado tener la complementncidn de una nuxotrofia de Meu—
rospora (leu-2) con una frecucncia don veces mayor cue de re

versién de la mutante (G. Ddvila, comunicacién perscnal). Pa

ra aumentar la frecuencia de trensformnciédn se ha pensado --

construir un vehiculo gue lleve algunn secuencia de Neuroanu—

ra que estnbilice al plésmido, por ejemplo, se podriamn clo-
nar los genes 55 ribosomal de M. crassa.

R
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APENDICE 1
Linearizar plésmidos:

- Incubar el plédsmido con ume enzima de reatriccién

(que reconozca un sbélo sitio en el plésmido) a 37°¢ duran-
te un tiempo adecuado.

~ Bxtraer el ADN 2 veces con un vol de fenol-cloro-
formo y una vez con. un vol de cloroformo. Centrifugar en- '
tre cada extraceién 4 min en la microfuga y precipltar el

ADN con 1/25 NaCl 5M y 2 vols de etanol a -20°C durante
12 horas.

-~ El1 precipitado seco se resusnende en Hbo y se le

afiade un vol de una solucién para tencr finalmente:
1 mg/ml de proteinasn K
1% SDS
0.05M Tris pH T.5
10 mM EDTA

— F1 ADN se extrae con fenol igual que antes, 8e pre-
cipita y se resuspende en Tris 10 mM, EDTA 1lmM (pH 8).

~ Fl1 ADN de los fapos sc trata con proteinasa K igual
que los plAsmidos.

Preparar filtros:

-~ Coprer loa filtros con pinzag catériles y usar guan-
tes.

- Marcar circulos con un didmetro de 0.5% cm en el fil
tro Schleicher y Schuell BA-85-R597.



- Afindir a las soluciones de ADN 1/10 de NaOH IN SSC
6X.

- Pipetear estas oluciones en los filtros y dejarlos
gecare.

- Lavar los filtros con suficiente SSC 6X hasta neu-
tralizarlos.

— Hornear 4 horas a 80°C al vacfo.

Hibridacién

- Usar soluciones estériles y filtradas a través de
Millex GS (.22 n).

-~ Utilizar formamida (Eastman) filtrada y congservada a
..7o°c después de desionizarla durante una hora agitando con
la resina AG-501-X9 (20-~50 mesh) de Bio-Rad.

~ Cortar los circulos de los filtros.

— Lavarlos en 200 ul de formamida (desionizada y filtra
da), 2)1.1 de Tris 1M pH 7.8 a 65°C durante 30 min.

-~ Enjusgar los filtros en una solucién de formamida 35%,

Pipes 0.1 ¥ (pH 7.2), NaCl 0.5 M y ELTA 10 mM.

- Pasar los filtros (3-5 filtrous/tubo) a tubos conte—
niendo 100 ul de uma mezcla que llevn:

35)11 de formamidu
10 pl de Pipes 1 K pH' 7.2
10 ul de NaCl 5 M

4 pl de EDTA 0.25 M
6 pl de ARN (1 ue/ ul) polimdenilado
dv diferenten orfipenes

35).11 de H*QO
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~ Incubar 18 horas a 37°C.

- Después de la incubacién pasar los filtros in
dividuslmente & tubos que contengan un ml de la solu

¢ién de hibriducién (descrita anteriormente) sin ARN.
- Agitar eon vortex e incubar 5 minutos a 37°C-

-~ Succionar el 1lfquido y afladir un ml de la mis
ma solucién, agitar en vortex y volver a incubar 5 -

minutos. Repetir esta operacién 9 veces més.

~ Pasar cada filtro & otro tubo con 200 ul de

formamida y 21p1 de Tris 1M pH 7.8 ¥ 10}ug de tRNA -
de levadura (previamente extrafdc¢ con fenol).

- Incubar 5 min a 65°C, agituar rédpidmmente en -
vortex y sacer el filtro.

- Centrifugar el elufdo 5 min en microfuga y P8
sar el 1iquido a otro tubo.

- Precipiter el elufdo afiadivndo:
200 p ot de H;20
20 pl de acetmto de sodio 2 pH 5.5
2,5 vols de etanol

~ Guardar a -20%C — 12 hrs 6
2 hrs a -20°C
seguidas de 19 min a -70%

~ Centrifugar 5 min a 4°¢ en 1n microfuga, lavar

loo precinitados 3 a 5 veces con otanol al 70%.

28



29

— Resuspender el ARN en 1.66/p1 de Héo y tro

-6 ul de lisado de reticulocitos.

Se recunera el 10% del mensajero original.

ducir afiadiendo 6
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ESQUEMA I

CONSTRUCCION DE BANCOS
Plédsmidos y fagon con ADN de N. crasom

Pldsmidos con ADNc de N. crassa

IDENTIPICACION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS

a) Transformacién-complementacién

b) Hibridacién y traduccién

¢) Hibridacién con detectores heterélogos

(genes de deshidrogenssa glutémica y
glutamino sintetasa de E. coli)



ESQUEMA IY

METODO UTILIZADO PARA LA HIBRIDACION-TRADUCCION
1. Absorber el ADN problema a un filtro de

nitrocelulosa

Incubar el ADN con una mezcla de menpa-
Jeros

3. Seleccionar vbor hibridacidén el mensaje-
i
ro complementario

4. Eliminar los mensajeros que no formen *
hibridos A

5. Eluir el RNA del filtro

6. Traducir ol RNA in vitro

T. Analizar los productos en electroforesis

|
1
1)

nit

8. Hacer fluorografia

31
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Pig. 1 Un filtro de nitrocelulosa Qqn‘broﬁurgzdg'etidio.

Pig.

Pig.
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La flecha sefiala el circulo}fiuorescente de poOvV230
(646 ng)e

Pluorografia de los productos totales de la tra-—
duccién y de los inmunoprecipitados obtenidos con
anticuerpos antiovalbumina y anti-glutamino sinte
tasa. Traducciones con 500 ng de ARNm de Neurospo-
ra y distintas concentraciones de ARNm de oviduc~
to. 1) 100 ng de ARNm de oviducto; 2) 50 ng idems
3) 25 ng idems 4) 10 ng idemy 5) inmunoprecinita-
do de ovalbumina IPP-OV de 1); 6) IPP-OV de 2); -
7) IPP-OV de 3); 8) IPP-OV de 4); 9) inmunopreci-
pitado de glutamino. sintetasa de una traducciénm -
con 500 ng de ARNm de Neurosporu.

Gel de Agaross con bromuro de etidio con 1 mg de
POV230 después de linearizarlo con Hind III.
Pluorografia de los productos traducidos con: -
1) 2.6 ug de ARNm de N. crassa y 0.3 jug de ARNm
de oviducto; 2) 0.6 mg de ARNm de oviducto; —
3) idem; 4) 1/100 de 1)3 5) H0% 6) ARNm eluido
de un filtro (poOv230) no lavadoj 7) ARNm eluido
de un filtro (pOV230) lavado.

Los filtros oe prepararon con 6.6 jug de pQOve3o,

equi{ en adelante esta cantidad se designa como ADN 1X.
"1a hibridaecién se utilizé una mezcla (100 ml) contenien
5.2 mz de mensajero poliadenilado de Neurosporu y 0.6 pp
mongajero de oviducto, esta concentracién se designa co-

ARN 1X en los expoerimentos siguientes. Tiempo de expo-~

sicién de la placa: 6 dfias.
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Abserbancia 560 e
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1 11
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HORAS % PORMAMIDA ADN/filtro 30°¢137%
FIG & 2h 18 h

Gréfica de las aboorbancias a 560 nm de lag brmda.s de
ovelbumina de 1la fluorosrafis deo 1n Pip. 5. Ia egcala
de absorbancia es arbitraria. Ye¢ comnaran algunan di.-
ferentes condiciones de hibridacién:

A. horast H. concentrecién de formemida: Q. concentra

cién de ADN; D. 1) 50°C, 2 horas y 11)37°C, 18 horas.
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