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INTRODUCCION 

Recientemente el lenguaje del genoma se ha vuelto ase 

quible al conocimiento humano. En 1944 Avery reconoció que 

la información genética reside en la molécula de ADN. En —

1953 Watson y Crick postularon un modelo tridemennional pa 

ra la estructura del ADN y un mecanismo mediante el cual —

la información genética puede ser replicada. En 1965 los —

datos combinados obtenidos por loe grupos de Nirenberg, -- 

Enorme y Ochoa permitieron establecer el Código Génetico 

y la universalidad de éste en los seres vivos. 

En cuanto al código regulatorio, Pribnow, 10 anos más 

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—Rogness (pro 

motores de eucariotes) y la secuencia de Shine—Dalgarno (pa 

ra el reconocimiento ribosomal). 

Con la posibilidad de aislar genes específicos se a—

brió el camino para escudriñar el genoma, así se descubrió 

un hecho sorprendente e inesperado: en la región estructu—

ral do algunos genes de eucariotes y de algunos genes de —

virus de animales se encuentran secuencias interruptores — 

(intrones) cuya información no se expresa ni en la proteí—

na ni en el mensajero procesado. La primera indicación de 

la existencia de una estructura génica en mosaico se obtu—

vo de loa genes 28S ribosomal de Drosophila melanogaster 

(Glover y Hoggness, 1977; Wellauer y Dawid, 1977). 

Se han reportado intronee en Ion genes de adenovirus 
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(Berget et al, 1977 y Chow et al, 1977), de las inmunoglo 

bulinas de ratón (Brack TTonegawa, 1977; Tonegawa et al, 

1978), de las globinas (Jeffreys y novel', 1977; Tilgha-

man, 1978), de la ovalbumina (Breathnach, 1977; Doel et 

al, 1977), de los ARN de transferencia de levadura (Good-

man, 1977; Valenzuela et al, 1978) y en otros más. 

Hasta el momento el significado funcional de las se-

cuencias interruptoras parece ser diferente para cada ca-

so, el ejemplo más sobresaliente ea el de las inmunoglobu 

liras en el cual la existencia de un genoma separado en - 

piezas. V, J y C permite proponer un fascinante mecanismo 

para la generación de la variabilidad en estas moléculas 

(Brack et al, 1978). 

La exploración del genoma y la nosibilidad de maninu-

larlo han- atraído el interés de un número considerable de 

grupos de investigación, no sólo desde el nunto de vista 

básico sino también aplicado (Bolivar, 1979). 

La metodología para abordar el estudio directo del ere 

noma consiste de una serie do procedimientos generales Que 

podemos clasificar en las siguiente forma: 

1) Clonación 

2) Selección 

3) Caracterización 

C)Jonación 

La obtención de una secuenc£4 de ADN en cantidad ade-

cunda mara caracterizarla y secuoneiarla se loara mediante 

la rocombinación in vitro de la molécula en cuestión con 



algdn vehículo molecular que convenga, el cual después se 

introduce en una célula huésped para que se replique y am-

plifique el gene clonado hasta llegar a obtener en algunos 

casos hasta 2 000 copias de él por célula. 

La generación de toda esta metodología tuvo como base 

el descubrimiento de una enzima (enzima de restricción) que 

hidroliza el ADN en una secuencia específica (Smith y !fl-

aca, 1970) y la utilización de enzimas que permiten unir - 

covalentemente fragmentos de ADN de diferente origen (Co-

hen, 1973; Sgaramella, 1970, 1977). 

Actualmente se cuenta con una enorme cantidad de en-

zimas de restricción que reconocen diferentes secuencias 

entre 4 y 6 pares de bases. 

A partir de los vehículos naturales se han ido cons-

truyendo vehículos más adecuados para la clonación, los más 

utilizados son: 

- Los plásmidos ColE1, 0189, pBR322, etc. 

- Los derivados del bacterioragos 	carontes y los 

gt 

LOB cósmidos (plásmidos que llevan loa sitios cohesi 
vos de Á). 

Los diferentes vehículos poseen diferentes caracte-

rísticas con respecto a: 

a) teman° 

b) cantidad de material extrano que puede ser clona- 

do. 



e) los sitios de restricción que pueden ser utiliza-

dos para introducir los segmentos de ADN pasajero. 

d) los marcadores que permiten la selección de célu-

las que hayan adquirido el vehículo. 

e) el :Amero de copias de vehículo que Be obtienen. 

por célula infectada. 

Por otro lado, se utilizan células huésped que permi 

tan la replicación adecuada de los vehículos, v. g., E. 

coli recombinación menos, restricción menos. 

Dado el gran tamaño del genoma, el primer paso para 

la clonación es la generación de fragmentos de tamafto ade 

cuado que se obtienen mediante rompimiento mecánico o por 

digestiones con enzimas de restricción, los cuales se unen 

después al vehículo con la enzima ligaoa o con la transfe-

rasa terminal. 

La introducción y estabilización del vehículo dentro 

de las células así como la selección de las células con -

ADN recombinante depende del sistema que se haya elegido: 

a) los plásmidos se introducen a las bacterias recep-

toras de E. coli en presencia de CaC12  (Cohen, 1972) y así 

so transforman las bacterias en resistentes de acuerdo a 

la resistencia conferida por el pláemido. 

b) el ADN de los faltos o de los cdsmidos se ensambla 

in vitro en un proceso en el que se aftaden "colas" y "ca-

bezas"' de la cápnidt del fugo en presencia de una proteí-

na, la proteína A que funciona durante el empacamiento del 

ADN de Á en la procdpside (Becker y Gold, 1975, 1978), de 

esta forma se obtienen partículas quo infectan eficientemen 



te a la bacteria (sólo los faltos recombinantes son infec-

tivos). Las células que contienen a los cósmidos son nelec 

cionadan nor la resistencia codificada por la parte pies-

mídica del vector. 

Para tener representado todo el genoma se requiere un 

número variable de clonas dependiendo del tamaño tanto del 

genoma como de los fragmentos clonados. Por ejemplo, si se 

tienen fragmentos de 14.1 kil'opares dt bases se necesita= 

1437 colonias recombinantes para clonar el genoma de E. 

coll (Clarke y Carbon, 1976) y 10 000 para el de Neurospq-
ra (Erumlauf y Marzluf, 1980) con una probabilidad de 0.99 

de encontrar cualquier gene. 

Selección 

Desde un principio es preferible construir bancos se-

lectivos, esto ha sido posible con aquollos genes cuyo pro 

dueto es muy abundante (los ribosomales, el de ovalbumina, 

inmunoglobulinas, globinas, insulina, etc.). A partir de - 

ARN muy enriquecido en el mensajero del gene buscado se sin 

tetiza el ADN complementario con la transcriptasa reversa. 

Los segmentos de ADN así obtenidos so utilizan para la cona 

trucción de bancos como se describió anteriormente. También 

estas moléculas se pueden utilizar como detectores mara la 

selección de clonas a partir de bancos de genes nativos. 

Algunas de las estrategias que se han seguiso para la 

identificación de las secuencias clonadas sont 

a) complementación 

b) inmunodetección 

c) hibridación heteróloga 



d) hibridación-traducción 

Complementacién 

Si el ADN clonado en un vehículo puede expresarme y 

producir un producto activo dentro de la célula recepto-

ra entonces se puede identifioar la clones del gene busca-

do usando células receptoras con,  las auxotroflas apropia-

das y seleccionando aquellas células que hayan recuperado 

la función. Esta estrategia es muy recurrida en la selec-

ción de clonas recombinantes de procariotes (Carbon .y ---

Clarke, 1979). 

No se puede predecir si un gene eucariote clonado se 

expresará en E. coli ya que no Be puede tener ninguna in-

dicación sobre el funcionamiento de su promotor o de sus 

seriales regulatorias. Además, posiblemente no exista el 

procesamiento de mensajeros en E. coli que requerirían. - 

muchos mensajeros de eucariotes para ser traducidos. A pe 

Bar de loo malos augurios se ha tenido éxito en la expre-

sión de algunos genes clonados en E. coli: genes de leva-

dura que participan en la bioeintesin de triptofano, de 

arginina, de leucina, de histidina (Clarke y Carbon, 1978; 

Struhl et al, 1976, 1977), el gene de la 5-deahidroquinato 

hidrolasa de N. craesa (Tapnek, 1977). Un método más pro-

misorio para obtener la expresión de estas secuencias no-

nadas es transformar células de eucariotes, esto se ha lo-

grado complementando auxotrofías de levadura (Hinnen ot al, 

1978; Hateo y Carbon, 1979) y de Neuroapora (Case et al, 

1979). 



Inmunodetección 

En esta estrategia no se pide que la proteína del ge 

ne clonado sea funcional o que esté completa, el reconocí 

miento es a nivel estructural. El ensayo puede ser tan --

sensible que permite detectar hasta una molécula de antí-

geno por célula utilizando anticuerpos yodados (Broome 

y Gilbert, 1978 y Clarke et al, 1979). 

Hibridación con detectores heterólogoa 

Cuando el gene buscado ya se ha aislado de otra es-

pecie se le puede utilizar como detector en la selección 

de clonas. Esto será exitoso siempre y cuando exista su-

ficiente homología entre los genes de ambas especies. Así, 

con el gene de las actinas de Dictyostolium se aisló me-

diante hibridación el gene de Drosophila (Tobin et al, 

1980). Se espera que este método funciono cuando se tra-

te de genes conservados o de especies cercanas. 

Hibridación-traducción 

Este método es el más seguro pues• no requiere la ex-

presión del gene clonado ni la funcionalidad de su produc 

to. Existen dos modalidades: la hibridación-traducción ne-

gativa y la positiva. 

La modalidad negativa consiste en hacer híbridos en-

tre la secuencia problema y- el mensajero y así impedir 

que ente se traduzca ocasionando la desaparición de una 

banda de loe productos totales de la traducción (Paterson 

et al, 1977; Hastie y Bold, 1978). 

En la positiva se selecciona con el plásmido el men 



cajero complementario y se traduce. Se identifica así una 

alma con su producto. Para lograr esto existen dos posi-

bilidades: 

- En determinadas condiciones do temneratura y comen 

traciones de formamida se puede propiciar la formación de 

MR-loops* (estructuras en las que el ARN se encuentra uni-

do al ADN de doble cadena desplazando una porción de hebra 

de ADN idéntica al mensajero) los cuales se pueden separar 

de los mensajeros no complementario:: por comatografía en -

columnas de agarosa A-150. ar (100-200 mesh) o en columnaa -
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, 1976; WoolTord y Roshaah, 1979 y Lewis 

et ál, 1975). 

- Otra forma es unir el ADN problema a diazobenzyI0-

ximetiI celulosa (covalentemente) o a nitrocelulosa, el 

mensajero complementario se unirá al ADN del filtro lo --

que permitirá separarlo de los demás. El mensajero especí 

fico se eluye y posteriormente se trriduce (boyes y Stark, 

1975; Goldberg et al, 1979; Ricciardl et al, 1979; Harpold 

et al, 1978; Fyrberg et al, 1980 y Tobin et al, 1980). 

Caracterización 

La caracterización de la secuencia de interés inclu-

ye la delimitación del geno estructural, la secuenciación 

de las regiones críticas del gene, la microscopin electr6 

nica de loe híbridos mensajero ( o ADN complementario) -

- gene nativo, la hibridación in situ para su localización 



en el cromosoma (en los casos en lon rue se tienen cromoso 

mas noliténicos) y la evaluación de In funcionalidad del —

segmento (en este punto se puede introducir la mutación in 

vitro como un instrumento), sobre la funcionalidad de las 

secuencias clonadas un ejemplo muy »articular es ol del --

plásmido PLC544 ove ee comporta como un minicromoeoma por 

llevar clonado un centrómero do levadura (Clarke y Carbon, 

1980). 

OBJETIVO 

Los estudios que se han realizado en los grupos del 

Dr. J. Mora, del Dr. R. Palacios y del Dr.WMannberg sobre 
el metabolismo nitrogenado de un euceríote sencillo Neuroa— 

nora crassa se han enfocado desde varios puntos de vista: 

fisiológico, genético y bioquímico. 

Algunas de las contribuciones que se han realizado 
son: 

— Definir la regulación do las enzimas involucradas 

en la asimilación de amonio dependiendo de la fuente nitro 

penada y de la fuente de carbono y establecer el nivel al 

que se ajustan las diferentes actividades de les enzimas 

(concentratión de proteína, síntesis, degradación o con—

centración de mensajero (Mora ot al, 1980; Palacios et al, 

1980). 

— Aislar y caracterizar diferentes mutantes en laa —

vías de asimilación (Mora et al, 1980; Palacios et al, 1980). 

— Describir le existencia de la enzima Glutamato sin—

tetasa (GCGAT) en N. crassa (Hummelet y Mora 1980) y el fun 



oionamiento de dos vías enzimáticas dependientes de la con 

centración de amonio así como establecer la participación 

de las diferentes formas oligoméricas de la Glutamine sin-

tetasa (GS) en las distintas vías. 

La vía en altas concentraciones de amonio 

GDH° 	GS 
o<- cetoglutárico-y glutámiccIa ->glutamina 

NH+ 	NH
4 

/**-- 
4 

La vía en concentración limitante de amonio es: 

GS 
	

GOGAT 
glutámico 	> glutamina--+2 glutámico 

NR
4 
	 0:-cetoglutárico 

GDH = glutamato deshidrogenasa 

- Determinar que la enzima glutamino sintetasa está 

constituida por dos polipéptidos diferentes uye ambos 

con actividad enzimática (Sánchez et al, 1980). 

- Establecer que los tetrámeros y octámeros de GS 

están constituidos principalmente por polipéptidos oCy(41 

respectivamente (Dávila et al, 1980). 

- Determinar las constantes de afinidad del tetrá-

mero y del octámero de GS y establecer que la afinidad 

del tetrámoro por sus sustratos (glutámico y amonio) es 

mayor (Guzmán y Mora, comunicación personal). 

En este contexto surgen algunas nrepuntas: 

- ¿existen secuencias regulatories comunes para aqué 

10 



llos genes que se expresan concertadamente en una vía? 

— ¿cuántos genes codifican para la GS, cuál es la re—

lación entre ellos (comparten alguna secuencia los posibles 

distintos genes)? 

— ¿cuáles son las características de estos genes, — 

existen secuencias interruptorao, hay arreglos génicos du 

rante la diferenciación del hongo? 

El camino para contestar estas preguntas sellalaba ha 

cia el genoma por lo que se diselló un plan general (Ver-

esquema 1) y se unieron los esfuerzos de un grupo de per—

sonas para abordar las diferentes partes del problema. Se 

estableció como base el aislar los genes de la glutamino 

sintetasa y de la deshidrogenasa glutámica. 

El presente trabajo se sitúa en el plan general esbo 

nado y su objetivo es establecer las condiciones para la 

selección de clonas mediante hibridación y traducción que 

consiste en identificar una secuencia específica por el —

producto que sintetice el mensajero que le sea complemen—

tario, de acuerdo al esquema N'o. 2. 

Para establecer las condicionen se trabajó en un sis 

tema modelo de ovalbumina utilizando: el plásmido p0V230 

(ph1199 con un inserto de 1950 pares de bases conteniendo el 

ADNa de ovalbumina,,McReynolds, 1977): el mensajero polla 

denilado de oviducto de gallina, ovalbumina y los anti—

cuerpos antiovalbumina (generosamente proporcionados por 

M. A. Campomenes). 

11 



MODOS Y TECNICAS 

Obtención de los plásmidos 

Se utilizaron los siguientes plásmidos: pCV230.y 

p139322. 

Se emplearon las cepas de E. coli: GM31/0R322 

hin, 111/4, AmPl ) y RE1/0120V230,  (pro, leu, thi, leer, -- 

aral4, galD2, xy15/TY, AmpS)". 

Las bacterias se crecieron en medio de Iuria y duran 

te la fase logarítmica se amplificaron los plásmidos uti-

lizando cloraafenicol. Las células se trataron con lisozi 

ma, con ácido etilendiaminotetracético (EDTA), con rrbonu 

cleasa y con tritón. El sobrenadante "Usado clarow  (la-

tlach, 1976) se extrajo conl fenol-cloroformo, una o dos -

veces y posteriormente se cromatografi6 en agarosa (Dio-

gel) 100-200 mesh, para separar ei plásmido del ADN cro-

mosoma'. 

El plásmido se purificó a través de un gradiente de 

cloruro de cesio con yoduro de propidio. Para eliminar el 

yoduro de propidio el ADN se cromatografi6 en Dower AG-

50W X8. La solución con ol plásmido se dializó, se preci-

pitó, se resuspendi6 en Tris-EDTA y se guardó a -20°C. 

itk_R x = resistente a X' 	7C = sensible a X 

Tc = tetraciclina 

Amp= ampicilina 
OpirSe recuperó la cepa conteniendo el pON230 mediante trans 

formación (Cohen, 1972). 

12 
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Electroforesis-  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 ácido bórico pR 8.2, a 150 V. Los geles se ti-

Reron con bromuro de etidio durante unos minutos y el ADN 

se observó con luz ultravioleta. 

Aislamiento del Mensajero Poliadenilado 

La cepa silvestre de Neurospora crasas 74A se creció 

en medio liquido Vogel (Medio Mínimo = MM) o en Vogel eta 

nitrógeno con glutámico-5mM (glut-SN) durante 12 horas. 

El micelio se colectó por filtración y se lavó con.  IT20 es 

téril. 

Para aislar polisomas se siguió con algunas modifi-

caciones la técnica reportada por Sánchez et al (1980) la 

cual fue descrita originalmente para aislar polisomas de 

hojas de planta (Gray y Cashmore, 1976). El micelio se ho-

mogeneizó y al sobrenadarte se le &VIAJÓ una mezcla de de-

tergentes (Nonidet P-4 y desoxicolato). Los polisomas se 

precipitaron ultracentrifugando a 27 000 rpm en el rotor 

SW27 durante 90.  minutos. La preparación polisomal se extra 

jo con fenol-eloroformo-aloohol isoamilico, se precipitó 

con NaCl-etanol y el precipitado se lavé con cloruro de - 

litio. 

El ARN se cromatografió en una columna de oligodewo-

xitimidilato (oligo dT), el ARN poliadenilado se eluyó -

con una solución de baja fuerza Jónica, se precipité, se 



reeuspendi6 en agua y se guardó a -70°C. 

preparación del ADN 

Todos.  los plásmidos se linearizaron incubando entre 

una y tres horas con la enzima Hind III (BRL) a 37°C (Bo 

linar et al, 1977). Después se trataron con proteinasa 

(Merck).  a 1 mg/SI en Tris 0.5 M pH 7.5r  SDS 1% TEMTA 

10- ml; se extrajeron con fenol-eloroformor  se precipita-
ron y se resuspendieron en Tris-EDTA. 

El ADN de los pláamidoe se desnaturalizó hirviendo 

en aceite a 100°C o añadiéndole NaOR"Iff en SSC 61- (BUC/ 

0.9 M y citrato de sodio 0.09 M). 

preparación de los filtros 

Distintas concentraciones de ADN desnaturalizado se 

pipetearon sobre filtros Schleicher y Schuell BA-85-R597' 

de 0.55 de diámetro (Karates et al, 1979). Cuando ea uti-

lizaron soluciones con NaOH, los filtros se neutralizaron 

lavándolee con SSC 6Y. Los filtros se hornearon.  al vacio 

a 80PC durante 4 horas. Posteriormente, se lavaron a 65°C 
durante 30 min. en una solución igual a la que se utili-

zara después para eluir el ARN, nosteriormente se enjua-

garon en una solución do composición idéntica a la emplea 

da en la hibridación pero sin ARN. 

En- la Fig. 1 la flecha señala un filtro conteniendo 

6.6 pg de 1)01'230 y tedido con bromuro de otidio. 

hibridación 

Se utilizó formamida (Eastman) conservada a -700C 
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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 hibridación en tubos Eppendorf..---

de 1.5 mi durante diferentes tiempos y distintas tempera-

turas. 

100 )11 de mezcla so prepararon con: 10 pl de Pince 

1 M pH 7.2, 10 pl de RaCi 5M, 4 )11 de EDTA 0.25 M, 30-50 

pi de formamida, 5-15;pg de ARN poliadenilado de diferen-

tes orígenes.  y H20 (todo estéril y filtrado en Miilex 

GS.22A). Para eliminar la estructura secundaria del ARNr  

éste se calentó a 80°C durante 45 seg antes de la hibrida 

ci6n. 

Después de la hibridación los filtros se pasaron a 

otros tubos y se lavaron diez veces con la mezcla de hi- 

bridación sin ARN agitando cada vez. Después de ésto, los 

filtros so cambiaron a tubos conteniendo 200)a de forma-

mida, 2)11 de Tris 1 M pH'7.8 y 10pg de tRNA de levadura 

y se calentaron a 65°C durante 5 min pera disociar los 

híbridos ARN-ADN. El filtro se retiró del tubo, el eluido 

se centrifugó 3 minutos en la microfuga y se precipitó afta 

diendo 200).11 de H20, 20 ).11 de acetato de sodio 2 M pH 5.5 

y 2.5 volúmenes de etanol. Después do 12 hrs a -20°C 6 

2 hrs a -20oC y 15 min a -70
oC, se centrifugaron 7 min a 

4°C en la microfuga y so lavaron los precipitados 3 a 5 

voces con etanol al 70%'. El ARN se noc6 al vacío, se re-

suspendió on 1.66)11 de H20 y se tradujo. 

Traducción 

Se utilizó un liando de reticulocitos para la traduc- 



ción in vitro del ARN (Quinto et al, 1977) haciéndólo de 

pendiente de mensajero exógeno mediante el tratamiento con 

nucleasa de micrococo en presencia de calcio (Pelham y Jack 

son, 1976). 

Loa mensajeros se calentaron a 8000 durante 45 aeg y 

posteriormente se tradujeron en presenoia de etilenglicol-

bis (2-aminoetil-éter) W.P• ácido tetracético (EGTA) utili-

zando metionina S35 de New England Nuclear (400 Ci/mmol) o 

de Amersham (780 Ci/mmol) a una concentración final de --

1.25 m Ci/mi. El volumen del ensayo de traducción se redu-

jo tres veces con el fin de tener una más alta concentra-

ción de los mensajeros eluidos de loa filtros. 

Cuantificación de la incorporación 

Alicuotas del lisado de traducción se incubaron con 

WáOH 0.3 N. La proteína se precipitó con TCA ál 10% y se re 

cuperó filtrando a través de fibra do vidrio. Los filtros 

secos se contaron en líquido de centelleo en el canal de 

carbone. Los datos de estas cuantificaciones no se muestran 

en el trabajo. 

Inmunoprecipitación directa 

A una alícuota obtenida de la traducción se le añadió 

metionina, desoxicolato, tritón y H20, se centrifugó y el 

sobrenadante se incubó con anticuerpos antiovalbumina obte-

nidos en cabra o con anticuerpos antiglutamino sintetasa -

obtenidos on conejo (Palacios, 1976) en presencia del aca-

rreador frío respectivo, ovalbumina o glutamino sintetasa. 

Se separaron loa inmunoprecipitados centrifugando a través 



de un gradiente discontinuo de sacarosa (Palacios et al, 

1977). 

Electroforeaia 

El inmunoprecipitado o el lisado de la traducción' 	.1••••••• 

(2.5-7 pl) en dodecilsulfato de sodio (SDS) - ureamercapto 

etanol se corrieron en geles discontinuos de acrilamida --

(5-10%). utilizando el sistema de Laemmli (1970) en presen-

cia de SDS y urea 7P!. 

Los geles se tiñeron con azul de Coomasie R-250 en me-

tanol y ácido acético y se trataron para fluorografia con 

dimetilsulfoxido (DMSO) y DMSO-PPO (Benner y Laskey, 1974). 

Se utilizaron placas para rayos X Kodak X-0 MAT con tiem-

pos de exposición‘variables. 

Se hicieron barridos de las placen de fluorografia mi-

diendo la absorbancia a 560 nm en un eopectrofotómetro ••••••••• 

Gilford 250. 

RESULTADOS 

Evaluación de la sensibilidad de la traducci&a.  

Se tradujeron mezclaa conteniendo diferentes concentra 

ciones de mensajero poliadenilado de oviducto y•500 ng de 

mensajero de Neurospora. Los productor totales de la traduc 

cidn y loo inmunoprecipitados obtenidos con anticuerpos an-

tiovalbumina se muestran en la fluorografia de la Fig. 2. 

En el carril 8 se observa la ovalbumina sintetizada a partir 
de una mezcla en la que su mensajero ne encontraba al' 1%. En 

el carril 9, se observa el inmunoprecipitado obtenido con - 



anticuerpos anti-glutamino sintetasa de una traducción con 

500 ng de mensajero de Neurospora, comparando esta banda -

con las de loo inmunoprecipitados de ovalbumina se podría 

pensar que el mensajero de glutamino sintetasa se encuentra 

en una proporción:alrededor del 1%, si se asume una igual -

eficiencia do traducción de los mensajeros y también igual 

eficiencia en las inmunoprecipitaciones. 

La placa de la Fig. 2' se obtuvo después de 18 hrs de 

exposición de la fluorografía, lo que hace más. favorables 

estos resultados, pues Be esperaría quo con una concentra-

ción aán menor de mensajero se obtuviera una banda visible, 

si se aumentara el tiempo de exposición. 

Sistema Modelo de Ovalbumina 

Se utilizó el plásmido p0V-230., Fig. 3,que contiene• el 

gene estructural de ovalbumina. Después de algunos intentos 

se tuvo éxito en seleccionar mediante hibridación con este 

plásmido, el mensajero de ovalbumina a partir de una mezcla 

de mensajeros de N. crespa y do ovalbumina. Estos resulta-

dos se muestran en la Fig. 4„ en el carril 7 se señala con 

una flecha el producto obtenido al traducir el mensajero - 

seleccionado con el p0V230, este producto coincide corr la 

ovalbumina que se sintetizó con el mensajero de oviducto -

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

de los mensajeros elu/dos de un filtro que no fue lavado -

(ver Materialee y Métodos) y se aprecia una banda adicio-

nal que corresponde al pegado inespecífico del mensajero 

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

carril se observan los polipéptidos sintetizados por los - 
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mensajeros de la mezcla en la que se incubaron los filtros 

y de la cual se seleccionó el mensajero de ovalbumina que 

estaba al 5.72%. En el quinto carril se observa la banda que 

se obtiene al añadir sólo $20 al ensayo de traducción. 

Segdn la absorbancia a 560 nm de las bandas• de la fluo 

rografia que corresponden a la ovalbumina sintetizada, se —

tiene como máximo una recuperación del 7% del mensajero de 

ovalbumina. Para aumentar la recuperación se probaron dife—

rentes condiciones de hibridación, variando la temperatura, 

la concentración de formamida, los tiempos de incubación, —

las concentraciones de ADN. y de. ARN y hasta la forma de pre 

parar Tos filtros. 

En la Fig. 5 se muestran los resultados de un'experi— 

mento en el que se cambiaron algunas de las variables. Ea 

la Fig. 6 se analizan loa resultados. obtenidos de la cuan—

tificación de las bandas que corresponden a ovalbumina en 

la flnorografia, en la parte A se comparan los diferentes 

tiempos de hibridación a 50°C y. 50% de formamida; en la par 

te Ilse observan los• resultados obtenidos variando la con.—
eentración de formamida a 50°C y con 2 horas de hibrida—

ción; en la parte C se muestran los efectos de diferentes 

concentraciones de ADN en los filtros en hibridaciones a 

50°C. con 50% de formamida durante 2 horas; en la parte D 

se compara I) la hibridación a 37°C durante 18 horas con 
II) la hibridación- a 5000 durante 2 horas, ambas a 50% de 
formamida. En.  este experimento se utilizó como control ne—

gativo un filtro con 10)ag de pBR322. Se decidid combinar 

aquellas condiciones con las que no obtuvo un aumento zote 



respecto a la condición original, así se determiné hibridar 

a 37°C con 30% de formamida durante 18 horas. 

Se diseñé otro experimento basándose en los datos' obte 

nidos anteriormente e introduciendo algunas .recomendaciones 

hechas por F. Sánchez. Se hibridizó a 37°C con 35% de forma 

mida variando los tiempos do hibridación en unos casos. y.  en 

otros la forma de desnaturalizar el ADN o la c.oncentraci6n 

de ADN por filtro. También no ensayó la prehibridación con 

ARA' de transferencia de levadura (0.5jug/m1) durante las 6. 

horas previas a la hibridación•. 

En la Fig. 7 se muestran los resultados obtenidos:y en 

la Fig. 8 se analizan los datos del barrido de la fluorogra 

fía. En la cinética de hibridación se observa que el tiempo 

6ptimo se encuentra alrededor de las 18 horas, por debajo• -

de este 6ptimo están los valores obtenidos al variar la for 

ma de desnaturalizar el ADN y al emplear una concentración 

mayor de ARN. También se observa que no se logra aumentar -

la recuperación ni tenor más limpios los filtras al prehi-

bridar. De nuevo se vuelve a observar que la concentración 

de ADN ea limitanté en la reacción de hibridación. En ca-

tos. experimentos se encontró que la banda que corresponde 

al mensajero más concentrado do Neurospora no se eliminé al 

lavar los filtros, esto se pudiera explicar por el hecho de 

haber utilizado condiciones muy laxas de hibridación y la-

vado, ya que se combiné una baja temperatura con una baja 

concentración de formamida, esto posiblemente permitió que 

las colas de poli A de los menaajeroa se unieran y no se - 

eluyeran do las secuencias de poli T (alrededor de 100 pb) 
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que tiene el p0V230 para unir el ADFc con el vehículo. Este 

problema lo habíamos previsto desde un Principio pero se de 

cidi6 no utilizar poli A+  comercial para saturar las colas 

de poli T, pues los plásmidos y faltos recombinantes de loa 

bancos de ADN de Neurospora, que se utilizarían Posterior—

mente, no contiene colas de poli T. 

Para evaluar la posibilidad de utilizar mezclas de --

ADNs en los filtros y determinar la mínima cantidad de ADN' 

específico que se necesita, lo cual es crítico para estable 

cer las condiciones para un wscreeninr de las clones recom 

binantes, se prepararon filtros con diferentes proporciones 

de p0V230 y pBR322. También se probaron diferentes concen—

traciones de ARN. 

La fluorografía se muestra en la Fig. 9 y los datos ob 
tenidos se graficaron en la Fig. 10. Se observ6 de nuevo que 

la hibridación depende de la concentración de ADN; se encon 

tr6 un límite, situado entre 1 y 3.3 pg de ADN, abajo del 
cual, en estas condiciones, ya no se obtienen productos de 

traducción. Con 30 clug de p0V230 se obtiene una banda de in—

tensidad menor que con 15.pg. En catos experimentos también 

se volvió a tener un efecto negativo con una mayor concen—

tración de ARN. 

DISCUSION 

Casi simultáneamente no emprendieron diferentes caminos 

para resolver el Problema de la selección de les clonas re—

combinanteo de ADN oue llevaran los genes de glutamino sin—

tetasa y de la deshidrogenasa glutámicn de N. crease. Se es 
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cogió la hibridación traducción como una alternativa muy fac 

tibie dado que no se requiere la expresión de la información 

ni la existencia de homología con los ganes de otras especies. 

Además era indispensable contar con la técnica de hibri-

dacién-traduccién no sólo para seleccionar clonas de bancos 

sino también y más importantemente, para asegurarse que una 

clona tiene la información que se presume que lleva. 

Dentro de las posibilidades para hibridar y. seleccionar 

un mensajero se escogió aquélla en la que el ADN se fija a 

nitrocelulosa, está opción también había sido elegida en o-

tros laboratorios (X. Seidman, r. Sánchez y E. Calva curso 

de Cold Spring Borbor , comunicaciones 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 1 se describe en detalle toda la 

técnica tal como se estableció en este trabajo de tésis. 

Una vez que se ha tenido éxito con el sistema de aval-

bumina, so intentará probar algunas de las clonas de los ban 

cos de ADN y ADNc. de N. crassa construidos en fagos Caronte 

y en el pBR322, respectivamente, así como la hibridación he-

teróloga utilizando el plásmido pACR-34 que lleva clonado el 

gene de la glutamino sintetasa de E. coli (Covarrubias et al, 

1980) y el pRSP-5 que lleva el gene do la deshidtogenasa glu 

témica también do E. coli (Sánchez P. et al, datos no publi-

cados). 

Un problema que se presenta con los fanos recombinantes 

ea que la proporción de ADN específico con respecto al ADN 

total (vehículo y demás material pasajero) es menor que la 



proporción entre el gene de ovalbumina y el p0V230. Un pg 

de p0V230 significa 0.23 pg de gene de ovalbumina, un pg 

de pER322—ADNa de Neuroapora llevarla aproximadamente --

0.17 jig  de un gene cuya proteína fuera de 50 000 de peso 

molecular, por otro lado un pg de fago recombinante tendría 

0.022 pg de un gene cuya proteína también fuera de 50 000. 

Por esto se propone que se utilice una mayor concentración 

do ADN de fagoe recombinantes. Ademán, para resolver este 

problema se podrían eliminar los brazos de los Carontes que 

representan un 66% del ADN total del Pago. Esto sería im—

portante para un "screening* de las clonaa recombinantes y 

se lograría digiriendo grupos de 10 fapon diferentes con 

EcoR1 (que corta entre los insertos y los brazos del fago) 

e hibridando en condiciones en las que sólo los brazos (que 

estarían diez veces más concentrados que cualquier secuen—

cia del inserto) se reasocien, posteriormente se separarían 

mediante hidroxiapatita. 

Dentro de las metas de este grupo de investigación el 

aislamiento de los genes de las enzimas involucradas en la 

asimilación de amonio sigue tenienao un lugar prioritario. 

En este momento se replantean las estrategias y aparecen — 

nuevas posibilidades: transformar con bancos de ADN de Neu—

rospora a levadura o aislar los genes de otros sistemas en 

los qUC los productos sean abundanteu. 

Por otro lado, parece cercano el aislar el gene de la 

deshidrogenasa glutámica de N. crasoa a partir de bancos 



de faltos Carente utilizando el pRSP-5' ó el pSAE-04  como 

detectores en la hibridación en pleon@ de lisia. Pera rea-

lizar esto, es necesario primero determinar si realmente -

estos plásmidos hibridan con los genes de la deshidrogena-

sa glutámica de a. crasea o si la hibridación se debe a al-

gún otro gene de E. coli del pRSP-5 y del pSAR-4. Aquí la 

hibridación-traducción sería una herramienta'pues permiti-

ría verificar si el producto sintetizado por el mensajero 

de Neuroopora complementario a estos plásmidos corresponde 

con la deshidrogenasa glutámica de N. crassa. 

Finalmente es muy útil contar con la hibridación-tra-

ducción para comprobar la información nue llevara una clo-

na aunque fuera seleccionada siguiendo algún otro camino 

alternativo como la transformación de N. crasaa o de leva-

dura o la hibridación heteróloga. 

In Addendum, con respecto a las otras estrategias em-

prendidas para identificar alones se han tenido los siguien 

tea avancen: 

- Se exploró la hibridación heteróloga en experimentos 

-1%El pRSP-5 lleva además del gene de la deshidrogenasa glutá 

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

genes. 
**El pSAE-4 es un derivado del pRSP-5 con un inserto menor.  

que tambión lleva el gene de CDH de E. coli. 



tipo Southern, en los oue el ADN total de Neurosnora ne hi-

bridó con los pláemidos pRST,  y pACR-34 marcados in vitro 

con P32  y se encontró que posiblemente el pRSP-5 hibride 

con el ADN de Neurospora, mientras que el pACR-34 no. Para 

aumentar las posibilidades de hibridación con el pACB-34 se 

ha pensado en segmentar el gene de GS de E. coli, (recortan 

do la banda y digiriéndola posteriormente con enzimas de 

restricción) y marcar los diferentes segmentos con P32 los 

cuales se utilizarían separadamente en la hibridación; esto 

bajo la hipótesis de que alguna secuencia del gene de N. cra-

esa sea semejante al de E. coli. 

- En cuanto a la transformación muy recientemente se 

ha logrado tener la complementación de una auxotrofía de Neu-

rospora (leu-2) con una frecuencia don veces mayor oue de re 

versión de la mutante (G. Dávila, comunicación personal). Pa 

ra aumentar la frecuencia de transformación se ha pensado --

construir un vehículo que lleve alguna secuencia de Neuroaio-

ra que estabilice al plásmido, por ejemplo, se podrían clo-

nar los genes 5S rib000mel de n. creerla. 



APENDICE 1 

Linearizar plásmidos: 

- Incubar el plásmido con una enzima de restricción 

(que reconozca un sólo sitio en el plásmido) a 37°C 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 extracción 4 min en la microfuga y precipitar el 

ADN con 1/25 Van 5M y 2 vols de etanol: a -20°C durante 

12 horas. 

- El precipitado seco se resusnende en HO y se le 

añade un vol de una solución para tener finalmente: 

1 mg/ml de proteinasa K 

1% SDS 

0.05M Tris plT 7.5 

10 mM EDTA 

- El ADN se extrae con fenol igual que antes, se pre-

cipita y se resuspende en Tris 10 mM, EDTA 1mM (pH 8). 

- El ADN de los faltos se trata con proteinasa K igual 

que los plásmidos. 

Preparar filtros: 

- Coger los filtros con pinzas estériles y usar guan- 

tes. 

- Marcar círculos con un diámetro de 0.55 cm en el fil 

tro Schleicher y Schuell BA-85-R597. 



- Aftadir a las soluciones de ADN 1/10 de NaOH /N'SSC 

6x. 

- Pipetear estas oluciones en los filtros y dejarlos 

Becar. 

- Lavar los filtros con suficiente SSC 61C hasta neu-

tralizarlos. 

- Hornear 4 horas a 80°C al vacío. 

Hibridación 

— Usar soluciones estériles y filtradas a través de 

Millex GS 

- Utilizar formamida (Eastman) filtrada y conservada a 

-70
oC después de desionizarla durante una hora agitando con 

la resina AT-501-X9 (20-50 mesh) dt Bio-Rad. 

- Cortar los círculos de los filtros. 

- Lavarlos en 200)41 de formamida (desionizada y filtra 

da), 2)11 de Tris 1M pH77.8 a 65°C durante 30 min. 

- Enjuagar los filtros en una solución de formamida 35%, 

Pipes 0.1 M (pR7.2),, NaC1 0.5 M y EDTA 10 mM. 

- Pasar los filtros (3-5 filtros/tubo) a tubos conte-

niendo 100)11 de una mezcla que llevrt 

35,111 de formamidu 

10y1 de Pipes 1 M pll'7.2 

10)11 de NaC1 5 T 

4)11 de EDTA 0.25 M 

6,111 do ARE (111g/)11) poliadenilado 
de diferentes orígenes 

35)11 de H20 
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- Incubar 18 horas a 37°C. 

- Después de la incubación pasar los filtroe in 

dividualmente a tubos que contengan un ml de la soIu 

ción de hibridación (descrita anteriormente) sin ARN. 

- Agitar en vortex e incubar 5 minutos a 37°C.. 

- Succionar el líquido y alladir un ml de la mis 

ma solución, agitar en vortex y volver a incubar 5 -

minutos. Repetir esta operación 9 veces más. 

- Pasar cada filtro a otro tubo con 200,111 de 

formamida y 2,111 de Tris 1111 pH 7.8 y 10)ng de tRNA -

de levadura (previamente extraído con fenol). 

- Incubar 5 min a 65°C, agitar rápidamente en - 

vortex y sacar el filtro. 

- Centrifugar el eludo 5 min en microfuga y pa 

sar el líquido a otro tubo. 

- Precipitar el eludo añadiendo: 

200 ya do H20 

20 ful de acetato de sodio 2Y pH 5.5 

2,5 vols de atanol 

- Guardar a -20°C - 12 hrs 6 

2 hrs a -20°C 

seguidas de 15 mina -70°C 

- Centrifugar 5 min a 4°C en la microfuga, lavar 

los precinitadou 3 a 5 veces con etanol al 7096. 



— Resuspender el ARN en 1.66)11 de /I
2O y tra— 

ducir a2adiendo 6.6 p1 de Usado de reticulocitos. 

Se recupera el 10% del mensajero original. 



ESQUEMA I 

CONSTRUCCION DE BANCOS 

Plásmidos y fagoo con ADN de N. crasos 

Plásmidos 	con ADNc de N. crasas  

'19  
IDENTIFICÁCION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS 

a) Transformación-complementación 

b) Hibridaci6n y traducción 

c) Hibridación con detectores heterólogos 

(genes de deshidrogenesa glutámica y 

glutamino sintetasa de E. coli) 
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ESQUEMA II 

METODO UTILIZADO PARA LA HIBRIDACION—TRADUOCION 

1. Absorber el ADN problema a un filtro de 

nitrocelulosa 

2. Incubar el ADN con una mezcla de mensa—
jeros 

3. Seleccionar mor hibridación el mensaje—

ro complementario 

4. Eliminar los mensajeros que no formen 
híbridos 

5. Eluir el RNA del filtro 

6. Traducir el RNA in vitro 

8. Hacer fluorografía 

1) , 
7. Analizar los productos en electroforesis 
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Fig. 1 Un filtro de nitrocelulosa con'bromurol'de. etidio. 

La flecha señala el círcula:fluorescente de p0V230 

(6.6>g). 

Fig. 2 Fluorografia de los productos' totales de la tra-

ducción y de loe inmunoprecipitades obtenidos con 

anticuerpos antiovalbumina y anti-glutamino sints 

tasa. Traducciones con 500 ng de ARNm de NOUTOBDO-

re y distintas concentraciones de ARNm de oviduc-

to. 1) 100 ng de ARNm de oviducto; 2') 50 ng idem; 

3) 25 ng ideen; 4) 10 ng ideal 5) inmunoprecipita-

do de avalbumina IPP-OV de 1); 6) IPP-OV de 2); -

7) IPP-OT de 3); 8) IPP-OV de 4); 9) inmunopreci-

pitado de glutaminasintetasa de una traducción. -

con 500 ng de ARNm de  Nturospora. 

Fig. 3 Gel de Agarosa con bromuro de etidio con ljug de 

p0V230 después de linearizarla con Hind III. 

Fig. 4 Fluorografía de los productos traducidos con: - 

1) 2.6.)ug de ARNm de N. orasen y 0.3jug de ARNm 

de oviducto; 2) 0.6)ug de ARNm de oviducto; 

de aquí en adelante esta cantidad se designa como ADN 1X. 

Bala hibridación se utilizó una mezcla (100)ul) contenien 

do 5.2)ug de mensajero poliadenilado de Neurospora y 0.6)ug 

de mensajero de oviducto, esta concentración se designa co-

mo ARN 1X en los experimentos siguientes. Tiempo de expo-

sici6n de la placa: 6 días. 

-- 

3) idem; 4) 1/100 de 1); 5) H2O; 6) ARNm eluido 

de un filtro (p0V230) no lavado; 7) ARNm eluido 

de un filtro (p0V230) lavado. 

Los filtros ce prepararon con 6.6jug de peV230, 
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Gráfica do las absorbancias a 560 nm de lns bnndas de 

ovalbumina de la fluoroPrafla dn ln ?in. 5. La escala 

de absorbancin en arbitraria. le comoaran 'apunan di—

ferentes condiciones de hibrldncién: 

A. horas; 	concentración de formenidn; C. concentra 

ción de ADN; D. 1) 50°C, 2 horno y 1I)37°C, 18 horas. 
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Tiempo de hihridaci6n (horas) 

FIG 8 

Gráfica d'e las absorbancias• a 560 nm de fluorografía 

de la Fig. 7 Á ADN' hervido,■ filtro piD1322,0 filtro 
prehibridado, • cinética (6, 12, 18 y 24 horas de — 

hibridaci6n) con IX ADN, 1X ARN. 
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Gráfica de absorbancias a 560 nm de la fluorografia 

de la ?ig. 9 • 1X ARN y e 2T 
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