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adiestrado en albrook o en okinawa.

Mario Benedetti.



Hay hombres que luchan un dia

y son buenos

hay otros que luchan un ano

Yy son mejores

hay quienes luchmnmuchos anos

Yy son rmuy buenos

pero, hay gquienes luchan toda la vida
esos son los imprescindibles.

Bertolt Brecht.

Dedico esta tesis al esfuerzo humano
y amor de toda mi familia,
por su lucha inquebrantable

por su confianza.

A mis padres, por su amor, por la
sonrisa a la vida y por su actitud

de cambio.
A mi querida "Wild Type"
A mis hermanas por su amor y alegria, (Magie) por ensenarme la

a César por su apoyo y rectitud. naturaleza de la vida.

A las familias Mergold-Love y L&pez-Valdivia

por su apoyo, critica y por aceptarme.

Al pueblo.



"Lo cue engana a los hombres no es la experiencia, madre
de todas las artes y las ciencias, sino la imaginacibén, que les-
promete lo que la experiencia no puede dar. Dicerniendo la menti
ra de la verdad, las experiencias nos ensenan a tender hacia lo-
posible, no a contar, por ignorancia, con lo inalcanzable, a fin
de que si nos enganamos con nuestras ilusiones, no nos abandone-
mos a la desesperacibn".

Leonardo de Vinci.

Quiero agradecer especialmente al Dr. Enrique Gonzé8lez,
al Dr Mario Castaneda, al Dr. Guillermo D&vila, a la Dra. Ale-
jandra Covarrubias y a los licenciados Mario Rocha y David Ro-
mero,por su gran apoyo y contribucibén en mi formaci6bn académica,
asi como por su amistad, critica y charlas filos6ficas. A mis
amigos inquebrantables, que me descubrieron el valor de la amis
tad ( Victor, Diana, Gerardo, Héctor, Francisco, Erick,Radl, Ar
turo Mora y Carlos Rosas y a los senores Gerardo, Pablo , Marce
la, Lupe, Esther y Eugenia).A mis companeros de generacién Mar-
ga, Marcela, Alma, Jaime y especialmente a Edna, Alberto, Nora
y Lorenzo (miembro honorario) por sus platicas de la vida, ale-
grfia y reventones académico-sociales compartidos. A Memo-Susani
ta y Bernardo-Susi por su hospitalidad, al "Mongol Team" (Jaime
Padilla, Jesfis Aguirre y Jorge Verduéco) por compartirme su ac-
titud a la vida asf como a Ricardo, Maria Elena y Laurita. A
Irene, Martha, Paty y la"terrible"Vichido por su carino y son-
risa. A los companeros de las casitas ( Marco, Jordi, Hiram, -

Jorge, Mario, Enrique, Alejandrita, Margarita, Irma y Brenda)

por su compania.



Al. "Central Core" (Lupita, Gloria, Gina, Jos& y agregados
culturales) por los reventones (especialmente a Alicia). Al
personal que nos ayuda en el laboratorio con el material, el
café y las instalaciones ( Mary, Don Juanito, Lino, Arturo,
Fausto y especialmente a Carmelita), a Rosy, Paty y Lupita por
su carino. A todas las personas que laboran en el CIFN y a las

sesiones de guitarra.

"Esta al fin me engulle
y mientras por su eséfaao naseo
voy pensando en que vendri
pero se destruye

cuando llego a su estbmago

Yy planteo con un verso una verdad"

S. Rodriguez.



TRANSFORMACION JENETICA DE

Neurospora crassa

CONSTRUCCION Y UTILIZACION

DE

PLASMIDOS RECOMBINANTES




ESTE TRABAJO SE REALIZO EN EL CENTRO DE INVESTIGACION

SOBRE FFIJUACION DEL NITROGENO U.N.A.M.BAJO LA DIRECCION DEL
Dr. J. GUILLERMO DAVILA RAMOS., A QUIEN AGRADEZCO SU PACIENCIA
+CRITICA, ENSEfIANZA Y AMISTAD.



INDICE

INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS
F1GURAS

TABLAS

DISCUSION Y CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA

AGRADECIMIENTOS.,

PAG,

1-11,

11-21
21-26
26-36
36-42
42-52

32~57



I4TRODYCCT DY



INTRODUCCION,

Uno de los avances mds importantes en la biologia, fu& iden
tificar el &cido desoxirribonucléico (DNA) como la molécula por-
tadora de la informacidn genética. Este descubrimiento llevd al-
planteamiento de la siguiente pregunta: ¢Como se organiza, se ex

presa y se regula esta informacién?

Esta pregunta ha sido abordada experimentalmente con dos en
foques. El primero es de tipo fisiolb6gico donde se estudian las-
sefiales de comunicacibn entre el genoma y el citoplasma, y el se
gundo, es de tipo estructural en el cufl se analiza la organiza-

cién del genoma.

Los organismos procariontes son de facil manejo en el labo-
ratorio, y tienen un contenido bajo de DNA, estas caracterIsti--
cas han facilitado el estudio de la regulacibn y la expresibn ge
nética en estos organismos. La posibilidad 'de avanzar en el cono
cimiento del genoma eucarionte depende de un modelo experimental

de manejo sencillo en el laboratorio.

Newrospora crassa (N.crassd) es un modelo experimental eucarion-
te sencillo que forma parte del grupo de hongos llamados ascomi-
cetos, es un organismo aer8bico que presenta diferentes estadios
de diferenciacién a lo largo de su ciclo de vida (Fig.l), su re-
produccién puede ser de tipo sexual o asexual y no es patbgeno -

para plantas o animales.

Este hongo se puede cultivar facilmente en el laboratorio,-
ya que sus requerimientos nutricionales esté&n bien definidos (1)
Utiliza monosacédridos como glucosa, fructosa, manosa, xilosa y -
algunos disacidridos como sacarosa, maltosa, celobiosa 6 trehalo-
sa. La fuente de nitrégeno puede ser suministrada como amonio, u
rea, nitrato, purinas o aminclcidos y también requiere algunas -
sales, ademés de la vitamina biotina. N.crassa crece en un rango-

de temperatura de 5°C hasta 42°C y en cuanto a la acidez del me-
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dio, esta puede variar entre pH 4.0 y pH 7.5 (1). Adem8s se pue-
de restringir el crecimiento del hongo a forma colonial si se --
cultiva con pequenas cantidades de glucosa y fructosa en presen-
cia de sorbosa (2). Otra posibilidad de manejo en este hongo, es
que se pueden fusionar liposomas a las hifas de una mutante que-

carece de pared (3), asi como microinyectar soluciones y organe-

los (4,5).

Estas caracteristicas han hecho a este ascomiceto un modelo
experimental atractivo para el estudio de la expresibn y de la -
regulacién genética en organismos eucariontes y ha sido objeto -

de estudio con enfoques experimentales de tipo fisiolbgico, bio-

quimico, genético y de microscopia (6-9).

En el laboratorio del Dr. Jaime Mora y en nuestro laborato-
rio, N.crassa ha sido utilizada como modelo experimental para el-
estudio del metabolismo nitrogenado y se ha abordado este estu--
dio con enfoques experimentales distintos (10-16)., Estos enfo---
ques abarcan estudios fisiolb6gicos que se han correlacionado con
actividades enziméticas involucradas en la asimilacibn de amonio
en condiciones de crecimiento de limitacién 6 de exceso de nitrd
geno en el medio ( glutamino sintetasa, glutamato sintasa y glu-
tamato deshidrogenasa). Una de las enzimas m8s estudiadas en es-
te laboratorio es la glutamino sintetasa, en la cufl se ha podi-
do relacionar los estados oligoméricos de la enzima y las subuni
dades polipeptidicas que la forman, con las distintas condicio--
nes de crecimiento del hongo. Cuando el nitr6geno es limitante -
en el medio, glutamino sintetasa se estructura .en un tetré@mero -
constituido principalmente por el polipéptido a, y cuando el ni-
tr6geno se encuentra en exceso, la enzima se estructura en un oc
t&mero formado principalmente por la subunidad B. También se ha-
estudiado la expresibn de glutamino sintetasa a nivel de la pro-
duccidn del &cido ribonucléico (RNA) mensajero especifico y se -

han aislado mutantes que afectan esta regulacidn metabblica.

Una alternativa para estudiar la organizacibn, la expresibén
y la regulacién genética, como es el caso en el metabolismo ni--

trogenado, es desarrollar un sistema de transformacibn genética.
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En particular, en nuestro laboratorio estamos interesados -
en implementar esta metodologfa en N.crassa ,ya que esta metodolo-
gia permite, desde identificar y aislar genes involucrados en u-
na funcibén, asi como la modificacién,01uL0uvdeesta:ﬂionmmﬂ&1y su
introduccién de nuevo a la célula, con la finalidad de analizar su efecto -

An vLvo.

La transformacibn genética (transformacibén) consiste en la-
introduccién de un fragmento de DNA a una célula. Fué descubier-
ta en pneumococcos (17), y se ha desarrollado en organismos que-
no son competentes naturales, este desarrollo incluye diferentes
condiciones de transformacibén, DNA de diferentes fuentes,asi co-

mo distintas cepas receptoras (Tabla I y II).

Un sistema de transformacibén depende de los siguientes pard
metros: 1) Condiciones de transformacibn y suceptibilidad de la-
cepa receptora, 2)vehiculo molecular y 3) estabilidad del frag--

mento introducido.

La combinacién de las técnicas de recombinacibn Jn vitho de—
cidos nucléicos (18) con los sistemas de transformaci6n, ha sido ampliamente
utilizadas para el aislamiento y el andlisis tanto estructural camo fisiol&~
gico de una gran cantidad de genes de organismos procariontes y-

eucariontes (9-45. ver Tablas I y II),

En N.crassa estas metodologias se han desarrollado reciente
mente, pero la eficiencia de transformacibén es muy baja compara-
da a la que se obtiene en otros organismos (Tabla I y II). Esta-
baja eficiencia dificulta el aislamiento e identificacién de ge-
nes provenientes de un banco genético, en el caso de identificar
el gene por complementacién de una funcién,en una cepa mutante -
afectada en este gene y due se le introduce por transformacién.

Condiciones de trhansformacifn y suceptibilidad de La cepa receptora,

Una de las mayores limitantes para la introducci®n de DNA -

en N,crassa, es la pared celular. Cuando se utiliza DNA total co-
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mo donador, la eficiencia de transformacién varia entre .05 vy

.02 transformantes por microgramo de DNA utilizado (46.47).

Se ha desarrollado un procedimiento mi4s reciente, basado
en la tendencia de cepas iggi— (cepas que requieren inositol-
para crecer, ya que se readulere para la sintesis de pared) y-
mutantes osméticas a formar esferoplastos (células sin pared)
a partir de tubos germinales en medios de alta osmolaridad -
(48), sin embargo, este método no ha sido realmente explorado
para el caso de pl&smidos recombinantes, pero al parecer la -

entrada del DNA depende especificamente de la cepa receptora.

Mary E. Case en la Universidad de Georgia (EUA), ha re--
portado un método de transformacién (38) (basado en el método
de transformacibén que se utiliza en levadura (26)) que no re-
quiere que la cepa receptora sea mutante en pared. Este méto-
do consiste en la formacibn de esferoplastos a partir de coni
dias germinantes (mediante la enzima glusulasa), las cuales -
se transforman en presencia de agentes permeabilizantes de --
membrana como cloruro de calcio (CaClZ) y dimetil sulfbxido -
(DMSO) . El1 DNA utilizado es previamente tratado con heparina
, que es un polianibén que inhibe la accibén tanto de ribonu---

cleasas como de desoxirribonucleasas..

Este método se utiliz6 durante el estudio de la regula-
cibn genética del grupo de genes inducibles del &cido quinico
(ga) (49) . Estos estudios impulsaron el desarrollo del sistema

de transformacibén en N.chrassa (34-40,50-55) y la mayor eficiencia re
portada es de leO3 a leO4 transformantes por microgramo (ug) de DNA.

Sin embargo, el 90% de las transformantes no son viables (abor
tivas) (39), lo cu8l reduce la eficiencia de transformacibén -

drdsticamente.
Vehicuto molLecularn.

Los vehiculos moleculares de clonacibn, son pl&smidos que-

permiten la integracién de DNA de cualcuier organismo en sitios
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localizados para enzimas de restriccibn en su propio DNA. Estas
moléculas hibridas pueden ser introducidas a cualquier cé&lula -
por experimentos de transformacibén, con la posibilidad de ser -

funcionales.
Estavilidad det gragmento intrhoducddo.

El primer caso donde se estudi6 la estabilidad del DNA in--

troducido a esferoplastos de N.crassaq, es el reportado en los ex-
+

perimentos de transformacibén realizados con el gene ga-2 de N. -

crassa. (38)

La estabilidad de un fragmento de DNA introducido a una cé-
lula se puede conseguir de dos manera, la primera es a través de-
la integracién en el genoma y la segunda, depende de si el frag--
mento contiene una secuencia que le permita su replicacién auténo

ma (ars).

En N.crassaexisten dos enzimas quinato deshidrogenasa involu
cradas en el metabolismo de los amino&cidos arom&ticos, una es --
biosintética codificada por el gene arom-9 y la otra es catabdli
ca y estd codificada por el gene ga-2. La enzima catabflica cata-
liza la conversibén del &cido deshidroquinico en &cido deshidrosi-
quinico. Una cepa doble mutante (arom-9 y ga-2)es incapaz de cre-
cer en medio minimo, ya que es auxbtrofa de aminodcidos arom&ti--
cos (S51) .

Plasmidos con DNA de N.crassa introducidos por transformacién
fueron capaces de complementar una mutante aroDé de Escherichia cold
(E.coti) cue es auxbtrofa de aminodcidos aromdticos por carecer de
la enzima quinato deshidrogenasa biosintética (56). A partir de -
estas transformantes se aislaron pl&smidos que contenian el gene-
ga-2 deN.crassa él cudl se identific6 como producto protéico en un
sistema de minicelulas. Posteriormente, se analizaron mds pl&smi-
dos que contenfian, adem&s del gene gqa-2 , los dem8s genes del gru
po ga (54) y se caracteriz6 mis esta complementacién en E.cold -
(53,55)



Con los plé&smidos identificados por este método se comple-
mentd por transformacibén diferentes cepas mutantes de N.crassa en -
la via del &cido quinico y se caracterizaron seleccionando el feno-

tipo ga-2' (38,49-52).

Ei andlisis de estabilidad de estas transformantes obteni-
das con el gene g§—2+ (38) dib6 resultados similares a los reporta
dos para la levadura Saccharomyces cerevisiae (S.cerevisdiae) (26), es-
decir, la frecuencia con la que se encontraron los distintos rea-
reglos gendmicos que resultan en la estabilidad del DNA introduci

do, fué similar.

Para el andlisis de estabilidad se utilizaron dos par&me--
tros, el primero fué el estudio de la frecuencia de segregacibén -
del fenotipo g272+ en las transformantes y el segundo, fué la lo-

calizacibn dentro del genoma de N.crassa del gene g3—2+.

En el 100% de las transformantes analizadas, el gene 33‘2+
segreg6 mendelianamente, esto sugiere que la informacibén introdu-
cida, es capaz de recombinar y segrega con alguno de los cromoso-
mas de N.crassa &6 es capaz de revlicarse autbnomamente . Al anali-
zar las transformantes, se describieron tres tipos de integracién
del gene g§—2+ en el genoma. El primero es denominado sustitutivo
, en el cufl el alelo g§—2+ reemplaza al aleleo gi—z— y est8 re--
presentado por el 32.2% de las transformantes analizadas. El tipo
denominado adyacente, se carcteriza por la integracién del gene -
33—2+ a un lado del gene g§-2— con la inactivaci6én del gene ga-4
(Fig.2). S6lo se han analizado dos transformantes con éste tipo -
de integracibén y una de ellas posee secuencias del vehiculo mole-
cular. El1 Gltimo tivo, llamado insercibdn no ligada,. se encuentra-
en alrededor del 60.7% de las transformantes analizadas, en este-
caso la insercibén se realiza fuera de la regibn ga en el genoma y
el 20% de las transformantes que integran de esta manera el gene-
gi—2+’ contienen secuencias del vehiculo molecular (40).

Este tipo de enfoque experimental se ha utilizado para el



aislamiento de otros genes de N.crassa, como es el caso del gene -
trp-1 complementando una mutante trpC de E.coli (43,44), de pyr-4 -
complementando en este caso una mutante pyrF de E.cotl (42) y del-
gene estructural de la nitrato reductasa, también por complementa
cibén en E.cofi (45). Con las clonas identificadas por este método,
se transformaron cepas mutantes para estos genes en N.crassa , lo-
grando complementarlas (42,44). El aislamiento del gene que codi-
fica para la enzima glutamato deshidrogenasa, se llev6 a cabo uti
lizando un detector sintético. El gene asi identificado se utili-
z8 para transormar una cepa mutante por delecibén de este gene en-

N.crassa y se logr6 complementarla (41).

El anélisis de las transformantes obtenidas vara los otros -
genes (41-45) no se ha caracterizado tanto, como en el caso del -
gene ga-2 , pero en el caso del gene que codifica para la glutama
to deshidrogenasa, el 50% de las transformantes, es del tipo de -

integracién no ligada (41).
Eficiencia de trhansgformacidn en Neurospora crassa.

Con el objeto de aumertar la eficiencia de transformacién en Neu-

hospora chassa, se han realizado enfoques experimentales diversos.

Desde el punto de vista fisioldgico de la cepa receptora, se-
siguen ensayando diversas condiciones (M.E. Case, comunicacidn --
personal) . Utilizando enfoques de tipo molecular, la investiga---
cién se dirige hacia la obtencibén de vehiculos moleculares de clo
nacidén que contengan un ars funcional en N.crassa , este enfoque si
gue el realizado en levadura, donde se ha obtenido un aumento en-
la eficiencia de transformacién al utilizar secuencias de replica

cibébn autbnoma (ars).

En levadura se han aislado ars al clonar al azar fragmentos-
de DNA de genoma, en un vehiculo molecular conteniendo el gene -
+ -
leu-2 y transformando una cepa leu-2 . Las clonas que contienen-

un ars, se identificaron por el nGmero de transformantes obteni--



das (leO4 transformantes por ug de DNA) y por su alta inesta-

bilidad mit6tica en ausencia de presibn selectiva (57). Similar
mente se clondé DNA de N.crassa al azar en el vehiculo molecular-
que contiene el gene lgg—2+ y se transformd con este a S.cerevd-
siae (53). Las secuencias ars identificadas en levadura, no in--
crementan la eficiencia de transformacidn en N.crassa (M.E. Case,-

comunicacifn personal)

En - S.cerevisdiae se encontr® un pldsmido mitocondrial cuyo -
origen de replicacién funcionaba en pldsmidos que contenian el ge
ne lEEf2+ aumentando la eficiencia de transformacién hasta leO4—

transformantes por microgramo de DNA (58). Estas transformantes-

también son muy inestables mit6ticamente.

Con el descubrimiento de pl&smidos mitocondriales en Neuwtos-
pora chassa (59,60), se realizaron experimentos similares a los de
levadura, utilizando el gene 33—2+como marcador de seleccibébn (61)
In este experimento se logr6 mantener extracromosomalmente el ge
ne 33—2+ debido al origen de replicacibn del pldsmido mitocon---

drial, aunque no se ha analizado su estabilidad mit6tica.

Otro enfocue experimental que se est8 intentando en N.crassa
para aislar un ars, es a través de la clonacibén de centr&meros,los
cufles al estar clonados en pl&smidos, permitan la estabilizacibn-
de estos. Estos experimentos tambi&n est&n basados en experimentos

realizados en levadura (62).

Por otra parte, en la levadura Schizosaccharomyces pombe, se des
cribi6 el aislamiento de un ars proveniente de la regién que codifica
para el RNA ribosomal, el cudl pnromueve replicacibén autb6noma del
pl&smido que lo contiene(21). En S.cerevis{ae , con el objetivo de
introducir el gene lgg—2+en la regibn genbmica que codifica para
genes ribosomales, se construyeron plédsmidos conteniendo este ge
ne y los genes ribosomales, dichos pl&smidos alteraron la fre---

cuencia de transformacidén (63).

Los genes ribosomales en levadura se encuentran en {tandem en



unidades de 9 kilobases (Kb). Esta unidad contiene el precursor
para el RNA ribosomal 5S y los precursores para el RNA riboso-
mal 35S (25,18 y 5.8S) ademds de una regién de 2 Kb de funcibn-
desconocida. Los vehiculos moleculares gue contenfan ademds del
gene £93—2+, la regibdn de los precursores del RNA 35S ribosomal
, transformaban a una eficiencia de 100 a 200 transformantes -
por ug de DNA, estas transformantes son muy estables y el gene-
£23-2+ estd contenido en la regifén del genoma que codifica para
los genes ribosomales. Cuando el gene ;gg—2+ se encontraba clo
nado en un vehfculo molecular que contenfa la regibn de 2 Kb, -
el nimero de transformantes es de 10 000 por ug de DNA, siendo-
transformantes muy inestables. La regidén de 2 Xb estd muy cerca
na el gene 5S ribosomal. Estas transformantes tienen un fenoti-
po muy similar al observado en transformaciones realizadas con-
un vehiculo molecular que contiene un ars. Como control de los-
experimentos se utilizé un vehiculo cue s6lo contiene el gene -

+
leu-2 vy su eficiencia es de 1 transformante por ug de DNA.

La utilizacién de los genes ribosomales en levadura ha da-
do buenos resultados para aumentar la eficiencia de transforma-

cibn. Este enfoque no ha sido reportado para N.crassa.

N.crassa tiene un genoma haploide de 2.7XlO7 pares de baées—
de las cuales el 90% es DNA de secuencia Unica, el 2% es secuen-
cia invertida repetida y el 8% restante lo constituye DNA que co
difica para RNA ribosomal (64). Dentro de los genes ribosomales,
se encuentra el gene 5S (65), del cudl existen varias familias

(a,B,B,¥,8) que comparten una alta homologia entre si y una ca-
racteristica de esos genes en N.crassa es su localizacibn reitera-
da y dispersa en el genoma (100 copias aproximadamente por geno
ma) (66).

El andlisis de las transformantes obtenidas en N.cuwsa, -
sugiere que la limitante principal en la eficiencia de transfor
macién, es la capacidad de integrar la informacibén genética en-

el genoma de la célula receptora, los datos que apoyan esta li-
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mitante son los siguientes: el primero es cque todas las trans-
formantes estables no segregan mit6ticamente el fenotipo g3—2+
y gue el gene 33—2+ estd localizado en el genoma, el segundo -
dato, es que de todas las transformantes obtenidas el 90% son-
abortivas, las cudles presentan una morfologia defectuosa y una
incapacidad para crecer en el mismo medio selectivo al resca--
tarse la colonia. Estas transformantes se han explicado como -
células que logran aceptar el DNA , pero que no lo pueden esta

bilizar.

Nuestra hipb6tesis es que si se logra estabilizar la infor
macibn introducida, entonces la eficiencia de transformacibén -
aumenta. Este incremento en la estabilidad se puede lograr me-
diante la recombinacién homéloga de una secuencia portada en -
el vehiculo molecular o por la existencia de un ars funcional
que permita la replicacibn extracromosomal del vehiculo. Si se
incluye un gene 5S ribosomal de N.crassaen un vehiculo molecu-
lar, tiene la ventaja de ser un gene altamente hom6logo con -
los demds genes 5S ribosomales dispersos en el genoma, con lo-
que se aumenta el nfimero de sitios posibles de recombinacién.
Por otra parte, los datos reportados en levadura, sugieren la
posibilidad de que exista una secuencia ars cercana al gene 5S
ribosomal de N.crassa (este gene tiene 80% de homologia con el de levadu
ra (66)) y pueda ser utilizado por el vehiculo que lo contiene.

+ :
El gene ga-2 se puede utilizar como marcador de seleccidn.

El objetivo de este trabajo consiste en aumentar la efi---
ciencia de transformacién genética en Neuwrospora crassa, a través-
de la construccién de pldsmidos recombinantes, los cuales puedan

ser utilizados como vehiculos moleculares de clonacién.

Para la realizaci6én de estos experimentos, se siguib la si-
guiente estrategia:
1) Se utilizd como cepa receptora la doble mutante 33—2—, y -

arom-9 aux6trofa de amino&cidos arom&ticos.

2) El método de transformacién se ensayd en las condiciones de-
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nuestro laboratorio y utilizando como control , un pl&smido que
contiene el gene g3—2+ (PRC57) cuya eficiencia es de 8 transfor
mantes estables por microgramo de DNA (61).

3) Se construy6 un vehificulo molecular que contiene el gene g3—2+
y un gene 5S ribosomal de N.crassa, clonados en el pladsmido pBR322.
4) Se transform6 y se compar6 la eficiencia de transformacién-
de ambos pléasmidos, evaluando por el nfimero de transformantes-
estables que se obtienen por microgramo de DNA.

5) Se analiz6 la frecuencia de segregacibn mit6tica del fenoti
po g3-2+ de las transformantes obtenidas.

6) Se analizd6 la localizacibn del gene g§-2+ en las transfor--

mantes.

La metodologfa utilizada para realizar estos experimentos
se encuentra desarrollada en la parte de MATERIALES Y METODOS-
Comentarios necesarios en eldesarrollo de los experimentos se
encuentra en la seccibén de KRESULTADOS Y finalmente, se discute
la posibilidad de utilizar el obl&smido construido aqui, como -
vehiculo molecular de clonacibn.en N.crassa y su posible estabi -

lidad extracromosomal.



MATERIALES Y HETODOS
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MATERIALES Y METODOS

Todas las técnicas utilizadas para la realizacidn de éste trabajo se -
encuentran reportadas en el Manual de Cold Spring Harbor (18) y en Genetic -

and Microbiological Research for Newrospnora crassa (67) .

Mccnoorganismos utilizados.

CEPAS DE E.col{ K-12.

CEPA GENOTIPO SEXO PLASMIDO REFERENCIA

RR1 rec A galkK2, lacYl, leuB6, proA2 F - (68)
thl1, hsdS, recAl,rpsL20

MC1061 leuB6, proaAz2, strr r -

SK2881 leuC, aroD6, hsdR4, recAl F - (50)

endAl, sbcB15

AB1360 argkE3, his4, proA2, aroD6 F PRC57 (55)
ECX-1 leuB6, proA2, strr. F PDR1 éste trabajo
ECX-2 leuC, aroD6, hsdR4, recAl F pDR3 éste trabajo

endAl1, sbcB15.

ECX-4 galK2, lacyYl, leuB6, proA2, F pVK88 en el labora-
thl-1, hsdS, recAl, rpsL20 torio.
SK2886 leuC, aroD6, hsdR4, recAl F PMSK332 - (50)

endAl1, sbcB15.

* Donada por la Dra. Alejandra Covarrubias.



CEPAS DE N.crassa DERIVADAS DE LA CEPA SILVESTRE 74 A.

CEPA

M246-89601-2A

NCX-11, 13, 23, 62
y 105.

NCX-131, 132, 141,
150, 161 y 169.

PLasmidos

PLASMIDO

PRC57

nados en el plasmido pBR3222, ademds confiere re

sistencia a ampicilina en cepas de E.coll (Fig.6).

PBR322

tencia a tetraciclina y ampicilina en cepas de -
(Fig.3).

3 + +
Contiene los genes ga-2 , ga-4 vy un fragmento -

t.coll.
pVK88

GENOTIPO

ga-2

inos

qa-2

inos

Vehiculo molecular de clonacidén.

246, arom-9 M6-11,
89601.

246, arom-9 Mo-11,
89601

246, arom-9 Me6-11,
89601.

CRACTERISTICAS RELEVANTES.

PLASMIDO

pDR3

pRC57

+
Contiene los genes ga-2 vy ga-4 de N.chassa clo-

Confiere resis-

de ga-3 de N.chassa, clonados en el plasmido

PBR322 y confiere resistencia a tetraciclina en-

cepas de E.coli.

pTBO51

nado en el pBR322 y confiere resistencia a ampi-

(Fig.5)

cilina en cepas de E.cold. (Fig.3)

PDR1 Subclonacidn del gene 5S ribosomal de pTB0O51 en-
el pBR322, confiere resistencia a ampicilina en-
cepas de E.cotd.

_ +

PDR3 Subclonacidn del gene ga-2 y ga-4 de pVK88 en -

pDR1, confiere resistencia a ampicilina en cepas

de E.cole.

(Fig.3) .

(Fig.5) .

* Donado por el Dr. Robert L. Metzenberg.

Contiene un gene 5S ribosomal de N.crassa clona-
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éste trabajo
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éste trabajo
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Ancibiétich.

AMPICILINA.- Se utilizd a una concentracidén de 50 Hg/ml.
CLORANFENICOL.- Se utilizd a una concentracidn de 140 ug/ml.

TETRACICLINA.- Se utilizé a una concentracidn de 20 pg/ml.

Medios de crecimiento
MEDIOS DE CRECIMIENTO DE E.col(.

MEDIO COMPLETO.- Se utilizd medio Luria, que contiene en g/1
10g de Peptona de casina.
5g de Extracto de levadura.
10g de NaCl.
1.5 ml de NaOH 1N.
Para el caso de medio sélido se utilizd Bacto-agar al 2%. Todos los creci-

mientos se realizaron a 37°C y cuando fueron en liquido, los cultivos se a

gitaron a 250 rpmn.

MEDIO MINIMO.- Este medio contiene por litro:
10 ml CaCl2 10 mM.
10 ml MgSO, 100 mM

100 ml Salgs M9 10X.

0.2 ml B1 al 0.01%.

10 ml del aminodcido necesario preparado al 2%. Cuando se requirid medio -
s6lido se agrego 2% de Bacto-agar. Estos crecimientos se incubaron durante

48 horas a 37°C.

Las sales M9 10X contienen por litro:

70 N P
g a2H O4

30 g KH2PO4
5 g NaCl

1
0 g NH C1

MEDIOS DE CRECIMIENTO DE N.crasia
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Los medios de crecimiento, estan reportados en Genetic Microbiological
Research Techniques for N.chrassa (67). E1l medio utilizado contiene por litro:
250 ml de Fries 4X

15 g Sacarosa.
Si se requiere medio sdlido se agrega Bacto-agar al 2%. En este trabajo los-
crecimientos se realizaron durante 7 o 13 dias a 25°C, 80% de humedad y luz-
continua.
El Fries 4X contiene por litro:
20 g Tartrato de amonio.

4 KH_PO

g "5
4 g NH,NO,
2 g Mgso,.7H,0.
0.4 g cacl,
0.4 g NaCl

0.4 ml Biotina (.05 mg/ml)
0.4 ml Elementos traza.

Los elementos traza, contienen por cada 100 ml:

5 g Acido citrico.

5 g 2ZnSO,.7H,0.

1 g Fe(NH,),(SO,),.6H.0.
0.25 - g CusO,.H,0
0.05 g MnSO,.H,O.
0.05 g H,BO,.
0.05 g Na2M004.2H20.

Todos los crecimientos se realizaron agregando 50 HUg/ml de mio-inositol y con
80 Ug/ml de cada uno de los siguientes aminodcidos L-fenilalanina, L-triptofa-
no y L-tirosina y con 2.5 Hug/ml de &acido para—aminobenzoico, cuando fué necesa

rio.

Endonucteasas de nestrhicedldn.

SECUENCIA SOLUCION AMORTIGUADORA
ENZIMA RECONOCIDA ALMACENAMIENTO REACCION
BamH1 ctcarcec 20 mM KH,PO,, pH 7.5 20 mM Tris-HCl, pH 8.

cCCTA GfG 0.5 mM EDTA (Nd2) 7 mM MgC12
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1 mM DTT 100 mM NaCl
50% glicerol
500 Hg/ml BSA

Bgl11 A‘G ATCT 50 mM Tris-HCl, pH 7. 50 mM Tris-HCl, pH 7.5
TCTA GTA 150 mM KC1l 10 mM MgCl,.
1 mM EDTA (Na,) 50 mM NaCl
50% glicerol 1 mM DTT
500 ug/ml BSA
EcoRl G‘A ATTC 10 mM KH,PO,, pH 7.2. 100 mM Tris-HCl, pH 7.4
cCTTRA A’G 0.5 mM EDTA (Na,) 5 mM MgCl,
300 mM NaCl 2 mM B-mercaptoetanol
0.2% Tritdn X-100 50% glicerol.

5 mM B-mercaptoetanol 500 ug/ml BSA
500 pg/ml BSA.

HindT 11 A‘A GCETT 1 mM EGTA + 20 mM Tris-HCl, pH7.4
T T CGAA 200 mM NacCl 7 mM MgCl,.
10 mM Tris-HCl, pH 7.4 600 mM NaCl
0.5 mM EDTA(Naz)
50% glicerol

500 Hg/ml BSA

Pstl TG ¢ AtG 10 mM Tris-HCl, pH 7.4 20 mM Tris-HCl. pH 7.5
G*A CGTC 50 mM NaCl 10 mM MgCl,
0,2 mM EDTA(Na,) 100 uUg,/ml BSA
1 mM DTT

50% glicerol
0.15% Tritdn X-100

4 Sitio de corte de la enzima, dentro de la secuencia ade seis pares de ba-
ses de reconocimiento. Todas las enzimas se almacenan a -20°C y todas las -

reacciones se realizan a 37°C.



Purigicacion de DNA de plasmido.

Estos métodos de purificacién estdn basados en que los pladsmidos utili-
zados pertenecen al tipo llamados relajados, por lo cudl su replicacién no -
estd acoplada a la replicacidn del cromosoma bacteriano y existen en varias-
copias por célula. Estos pldsmidos pueden ser amplificados hasta cientos de
veces, si se inhibe la sintesis de proteinas. Los métodos de purificacidén -
aqui utilizados, pueden llevarse a cabo en pldsmidos de menos de 25 Kb.

PURIFICACION DE DNA DE UN LITRO DE CULTIVO.

Con éste métodc se obtiene DNA en el Orden de miligramos y consiste en:

1) Crecimiento de la cepa portadora a 37°C, con agitacidén de 250 rpm hasta-
fase exponencial en medio completo mds el antibidtico.

2) La amplificacidn del plasmido se realizd con 140 mg de cloranfenicol in-
cubdndose 16 horas m3s en las condiciones antes mencionadas.

3) Las células se concentraron por centrifugacidn y se resuspendieron en sa-
carosa 25% en Tris-HCl1l 200 mM, pH 8, donde furon lisadas con mezcla litica-
15 minutos en hielo y 180 mg de lisozima, seguidas de un tratamiento con -
RNasa ( 10 mg).

4) Los desechos celulares son retirados por centrifugacién y las proteinas -
se extrajeron con la mezcla fenol:cloroformo:iso-amilico (49:49:2). La sepa-
racidén del DNA de pldsmido del cromosomal y RNA se realizd sometiendo la mez
cla a un gradiente isopicnico al equilibrio de cloruro de cesio/bromuro de e
tidio (CsCl/BrEt).

5) E1 DNA se cuantifica , leyendo su absorbancia a.-260 nm y se usd la rela--
cién 1 D.0O.= 50 ug de DNA. E1 DNA se almacend en el amortiguador Tris-HCl 10
mM, EDTA (Na2) 1 mM, pH 8 a 4°C. Oymovhquodov de almacemammiemto),

MEZCLA LITICA / 100 ml: GRADIENTE CsCl/BrEt
0.3 ml Tritdn X-100 (10%) Se sometid a centrifugacidn durante 36
7.5 ml EDTA(Na,) 250 mM, pH 8 horas a 36 000 rpm, 20°C-25°C.
1.5 ml Tris-HCI 1M ,pH 8. ROTOR: SW 55

BrEt: 30 Ul de una solucidén 10 mg/ml.
CsCl: 4.4 g
DNA: 4.2 ml en amortiguador de almacena-
miento (Hasta 500 microgramos por gradien
te) .

PURIFICACION DE DNA DE 50 ml DE CULTIVO.

Esta técnica se realiza como el caso anterior, pero se realizd la amplifica
cién durantel2 horas en presencia de 15 mg de espectinomicina y antes de ha
cer la extraccién de proteinas, las células lisadas se trataron con 100 pl
de una solucién de pronasa (5mg/ml) .

MICROENSAYO DE PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO.

Estos métodos se utilizaron para la identificacidn de clionas:

PURIFICACION DE DNA DE 3 ml DE CULTIVO.- Esta técnica se realizd como en el
caso de 1 litro, pero omitiendo la amplificacidén y el gradiente.
PURIFICACION DE DNA DE 1 ml DE CULTIVO. En este procedimiento, las células-
se resuspendieron en sacarosa 8% en Tris-HC1l 50 mM, EDTA(Na,.) 50 mM, Tritdn
X-100 al 5%, pH 8 y se agregd 20 microlitros de una solucidn de lisozima de

10 mg/ml.

Cuando los plasmidos se utilizaron para transformar N.crassa, se sometieron
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a tres gradientes de CsCl/BrEt purificando exclusivamente la forma super-enro
llada del plasmido.

Trans formaclon genética

TRANSFORMACION GENETICA DE E.cof{ CON PLASMIDOS.

Esta tégnica consiste en crecer las células receptoras hasta una concentracidn
de 5X10 células/ml, se concentraron por centrifugacién y después se pusieron -
en contacto con el DNA transformante en presencia de CaCl, 30 mM en hielo,du-
rante una hora, seguidas de un choque de calor de 70 segundos a 42°C. Las cé-
lulas sometidas a este tratamiento son cultivadas en medio completo durante -
2 horas y luego se inoculan los medios selectivos, incubandose a 37°C por 24-
horas si el medio es completo y hasta mds de 48 si el medio es minimo.

TRANSFORMACION GENETICA DE N.C/has4dCON PLASMIDOS.

El método es el reportado poe M. E. Case (39) y se desarrolld como sigue:

1) Se inocularon 5 matraces con medio sélido de crecimiento mds aminodcidos-
aromidticos y mio-inosit@l durante 13 dias a 25°C, 80% de hupedad y luz conti
nua. Se inocularon 2X10 esporas a una concentracidn de 5X10 esporas/ml en -
medio de germinacién, incubdndose a 25°C, durante 4 horas , con agitacidn de
150 rpm.

2) Las células se concentraron por centrifugacién, se lavaron con agua y se-
resuspendieron en 1M sorbitol, seguidas de una incubacidn de 1 hora con glu-
sulasa al 3% a 30°C y con agitacidén de 100 rpm.

3) Después de este tratamiento se resuspendieron y se lavaron con 1M de sor
bitol y se conservaron en hielo en 1M sorbitol, 10 mM MOPS , 50 mM CaClz,pH-
(ST :

4) E1 DNA que se utilizd para transformar se resuspendié en 50 microlitros de
heparina (5 mg/ml en 10 mM MOPS, 50 mM CaClz, pH 6.3) incubdndose 20 minutos
en hielo.

5) A las células ya tratadas, se les anadid 5 microlitros de DMSO y 50 micro
litros de PEG 4000 al 40% en MOPS 10 mM, CaCl, 50 mM, pH 6.3.

6) E1 DNA ya tratado se puso en céntacto con Ias células durante 30 minutos-
en hielo y se agregd 2.5 ml de la mezcla anterior de PEG, incubandose 20 mi-
nutos a temperatura ambiente. Finalmente se sgregd 4 ml de sorbitol 1M y se
inoculd con 1 ml de esta mezcla a 50 ml de medio de regeneracidn, el cudl se
vacibé en 4 cajas de Petri con medio selectivo sélido y se incubd 3 dias a 30
B

7) Para cuantificar la formacidén de esferoplastos se tomd también 1 ml de la
mezcla de transformacidn y se hicieron diluciones convenientes para inocular
medios de regeneracidn con y sin sorbitol, vacidndose en medio sélido comple
to e incubadndose 3 dias a 30 °C, al cabo de los cuales,se contd el nimero de
colonias que aparecen tanto en celulas que estuvieron en presencia de sorbi-
tol como en ausencia.

MEDIO DE GERMINACION

Fries 0.5X

Sacarosa 1.5%

inositol 50 microgramos por mililitro.

PABA 2 2 5 n n " "
Fen 80 " " n n
Tir " " " " "

Trp " " " " "
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MEDIOS DE TRANSFORMACION

REGENERACION SOLIDO
Sorbitol 1M
Fries 1X Fries 1X
Fructosa 0.05% Fructosa 0.05%
Glucosa 0.05% Glucosa 0.05%
Sorbosa 1% Sorbosa 1%
inositol 50 ug/ml Inositol 50 Hg/ml
Agar 2.8% Agar 2.8%
MEDIOS/FORMACION DE ESFEROPLASTOS
Sorbitol 1M
Fries 1X Fries 1X Fries 1X
Fructosa 0.05% Fructosa 0.05% Fructosa 0.05%
Glucosa 0.05% Glucosa 0.05% Glucosa 0.05%
Sorbosa 1% Sorbosa 1% Sorbosa 1%
Inositol 50 Hdg/ml Inositol 50 L g/ml Inositol 50 Hg/ml
PABA 2:5 " PABA 2:5 " PABA 2:5 i
Fen 80 " Fen 80 ki Fen 80 "
Tix e W Tir " " Tir o "
Trp N o Trp " & Trp o o
Agar 2.8% Agar 1.5% Agar 1.:..5%

ELectrogoresis de DNA en geles de agarosa

Esta se realizd en Tris-Acetatos 1X, pH8.1, en geles de 3 mm de grosor
con agarosa al 0.8% durante 1 hora a voltaje constante de 150 v. Se utilizd
como minimo de DNA 0.2 g y como maximo 10 Mg. La tincidn se realizd en bro
muro de etidio 5 pg/ml durante 5 minutos. Como marcador de la electrofore--
sis se utilizd los colorantes azul de bromofenol y xilencianoly como marca-
dor de peso molecular interno se utilizd el DNA del fago A fragmentado con-
la enzima HAndIII.

La solucidn amortiguadora Tris-Acetatos 10X, contiene por litro:
48.4 g Trizma-base.
16.4 g Acetato de sodio anhidro
7.4 g EDTA(Na.)
El pH se ajusta a 8.1 con acido acético glacial.

Puwiigicaciin de gragmentos de DNA de geles de agarosa.

Después de identificar por electroforesis en un gel de agarosa la zona
en la cudl se encuentra el fragmento deseado de DNA, este se obtiene cortan
do del gel con un bisturi la zona del gel en la cudl migrd y se colocd den-
tro de un tubo ependorff. Se congeld y descongeld varias veces, seguido de-
una filtracidn por fibra de plastico. La solucién filtrada se extrae con la
mezcla fenol:cloroformo:isO-amilico y se precipitd con acetato de sodio en-
etanol. E1 DNA se guardd en el amortiguador de almacenamiento. La agarosa -
que se utilizd en este tipo de experimentos es de bajo punto de fusidn y la
electroforesis se realizd a 4°C, a voltaje constante de 75 v, durante 2 h.
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Ligado de fragmentos de DNA.

Este método se realizd, utilizando la relacién 1 de vehiculo molecular
por cada 10 de pasajero y se llevd a cabo como sigue:
1) E1 DNA del vehiculo y del pasajero en la relacidn anterior se resuspendie
ron en 23 ®ul de agua y se agregd 3 M1l de solucidn amortiguadora de sales de
ligasa 10X. Incubdndose a 65°C durante 5 minutos y después 5 minutos en hielo
2) Se agregd 3 Ml de la solucidn amortiguadora de adiciones de ligasa 10X y-
1 Yl de ligasa T4 (1.5 unidades), incubdndose a 14°C durante 12 horas.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE SALES DE LIGASA 10X
Para 2.5 ml:

60 Yl de KC1 2.5 M

125 pl Tris-HC1 2M, pH 7.5.

250 pl MgCl, 1™

250 ul DTT %OO mM.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE ADICIONES DE LIGASA 10X.
Para 2.5 ml :

333 yl ATP 75 mM

0.4 g DTT

250 pl de espermidina 100 mM

Purdificacidn de DNA de micelio.

1) Cultivos de células de 26 horas a 28°C, con agitacidén de 250 rpm, se fil
traron a través de papel Whatman 41 y se lavaron con agua y acetonadespués -
se maceraron en hielo seco y se resuspendieron en Tris-HC1l 10 mM, EDTA(Na,)-
1 mM, SDS 4%, pH 8 por cada 125 mg. Agitdndose suavemente por 10 minutos.

2) El lisado es tratado con la mezcla fenol:cloroformo:iso-amilico e incuba-
do 1 hora con proteinasa K a 30°C a una concentracidn de 0.5 mg/ml.

3) Los desechos celulares se separaron por centrifugacidn y el sobrenadante-
se sometid a una segunda extraccidn de proteina. E1 RNA se digiere con RNasa
y el DNA se almacend en amortiguador de almacenamiento.

Para la purificacidén de DNA de micelio de las cepas transformantes se rea
1izd como se menciond anteriormente y simplemente se escald la técnica para-
iniciar con 50 ml de cultivo y la lisis se realizd en 500 microlitros.

3

Marcaje det DNA de pRC 57 con {a >2P} CTP.

g 8 32 5 o P
El marcaje interno con P en las moléculas del plasmido se efectué -

con el juego Nick translation de New England y se realizd como sigue:

1) Se hace_una mezcla del DNA de plasmido con nucledtidos no marcados y se le
agrega {a”“P}CTP, incubandose con DNA PolI a 14°C, durante 2 horas y la reac-
cidn se para con con EDTA(Naz) 50 mM incubando 5 minutos a 65°C.

2) La marca radioactiva no incorporada al plasmido ae q(lf1'n med i ant e ey oma
tografia en columna de Sephadex G-/5.
3

z& cuanrifica la marca

r S

~3

Z pean

un vial con PPO/Tolueno en el contaucr

P e = £ mE 351 e
2L 22 Zl s d YOS
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Trhans jenencia de DNA de geles de agarosa a membranas de nitrocelulosa.

Los geles de agarosa conteniendo el DNA fragmentado con enzimas de res-
triccidn, se incubaron durante 10 minutos a 150 rpm en HCl 0.25 N, seguidos-
de un lavado con agua y neutralizados con NaOH 0.5 N, NaCl 1 M, los geles -
asi tratados se embeben en Tris-HCl 0.5 M, NaCl 1.5M, ph 7.4 incubandose 30-
minutos con agitacidn de 150 rpm. La transferencia a las membranas de nitro-
celulosa se realizd durante 12 horas en NaCl 0.9 M, citrato de sodio 0.09 M.
Finalmente se secan las membranas a 80 °C durante 2 horas.

Hibridizacion de membranas de nitrocelulosa con pRC57{d’2P} CTP,

1) PREHIBRIDIZACION.- Se realizd en bolsas de hibridizacidn conteniendo las-
membranas de nitrocelulosa y se agregd una mezcla conteniendo 0.5 ml de solu
cidn Denhart 100X, 0.5 ml de Fosfatos 1M, 1.25 ml NaCl 3M, 0.3 M citrato de-
sodio, DNA de timo de ternera (50 Ug/ml) prehervido 10 minutos y se incubd -
toda la mezcla durante 2 horas a 65 °C

Denhart 100X contiene: 2% polivinilpirrolidona, 2% ficol y 2% BSA.

2) HIBRIDIZACION.: Se realizd como en el caso anterior, pero en este caso se
agregd pRC57 Ta P} CTP , incubandose por 12 horas a 65°C.

3) LAVADO.- Este se realizd con 0.1 % SDS, 0.3M NaCl, 0.03 M citrato de sodio
y con 37.5 mM NaCl, 3.75 mM citrato de sodio, 1% SDS a 50°C. Finalmente se -
lavaron con 37.5 mM NaCl, 3.75 mM citrato de sodio a 50°C.

Autornadiogragia. 32

Las membranas de nitrocelulosa hibridizadas con pRC57 {a” "P} CTP, se -
expusieron a placas de radiografia a -70°C, durante un dia o mas, dependien-
do de la marca hibridizada. ( Se pusieron un milldén de cpm. por cada carril).

Segnregacidn mitética de células thansgornmadas.

Las células transformadas provenientes del medio selectivo (medio mini-
mo + inositol), se sembraron en tubos con medio selectivo y se cultivaron -
a 25°C, 80% de humedad y luz continua durante 7 dias. Las esporas provenien-
tes de este crecimiento se inocularon en diluciones convenientes en medio se
lectivo con sorbosa, con el fin de obtener colonias provenientes de una espo
ra. -

Con cada colonia aislada se volvid a obtener esporas al crecer en medio
selectivo. Con estas esporas se inocularon medio selectivo y medio completo-
(medio minimo + inositol + PABA + aminodcidos aromdticos) en tubos y cultiva
dos como ya se menciond.Con las esporas obtenidas por este procedimiento se-
inocularon en diluciones convenientes en medios tanto selectivo como comple-
to, ambos suplementados con sorbosa y se incubaron durante 3 dias a 30°C. Fi
nalmente, se contd el nimero de colonias que crecid en cada condicién por ce
pa aislada.
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RESULTADOS

Construcelén de pDR1 y pDR3.

El plasmido pBR322 (69) se utilizd como vehiculo molecular de

clonacién en la construccidén de los pldsmidos pDR1 y pDR3.

La construccidén de pDR1l, consistid en una subclonacién de un-
gene 5S ribosomal proveniente del pldsmido pTBO051 en el vehiculo-
molecular pBR322. El pladsmido pTB051 tiene 6.9 Kb y contiene en -
un fYgmento de 2.6 Kb de DNA de N.crassa clonado en el sitio de -
Pstl,un gene 5S ribosomal,el cudl estd flanqueado por sitios para-
las enzimas H«ndII1 y BgfIl (Fig.3). Con el objetivo de hacer un ve-
hiculo molecular mds pequeno y con menos sitios mfiltiples para en
zimas de restriccidn, se fragmentd el DNA de pTB051 con las enzi-
mas HindIT1ly BglII. Después de fragmentar especificamente pTB051, se ais
16 el fragmento de 0.55 Kb, identificado por electroforesis en ge
les de agarosa. Po otra parte, el pldsmido pBR322 se corté especi
ficamente con las enzimas BamHly HindII1 y se aisldé el fragmento
de 4.06 Kb. Los fragmentos de 4.06 Kb y 0.55 Kb se ligaron con la

enzima ligasa T4 y con esta mezcla se transformé la cepa MC1061.

La seleccidn de la clona, se realizd en base a los siguien--
tes parémetros:
1) La enzima HindIIl genera extremos cohesivos en los fragmentos, -
por lo que se pueden aparear y ligar manteniendo este sitio de re
conocimiento en el nuevo vehiculo. BamHl y Bgfll aunque reconocen -
distintas secuencias, generan extremos cohesivos del mismo tipo,-
que pueden ser ligados, aunque el sitio de reconocimiento para --
cualquiera de las dos enzimas se pierde en el nuevo vehiculo.
2) Por esta razdn la orientacidn del fragmento insertado en el ve
hiculo es @nica (HindITI —Hind111 y BamH1 -BglIT) .
3) El1 pl&smido pDR1l conserva el gene que confiere resistencia a -
ampicilina y el de tetraciclina resulta inactivado al estar inte-

rrumpido por el fragmento insertado.
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La cepa receptora MC1l061 es hipertransformable y sensible a am-
picilina, ademds de ser auxbtrofa de leucina.

4)La seleccidn de la cepa portadora de pDR1l se realiz6 en medio-
minimo m&s ampicilina y leucina (Fig.4).

5)Las colonias que crecieron en este medio de seleccibn, fueron-
sometidas a una purificacién de DNA de plédsmido, y se caracteri-
z6 este, por su patrdn electroforético de peso molecular en ge--
les de agarosa al ser fragmentado con las enzimas BamHl, BgLII, --
EcoRl, HindI1l y Pstl. Como marcador de peso molecular se utilizb el
DNA del fago A, cortado con la enzima H{ndIII. E1 pDRL contiene -
4.61 Kb. (Fig.4). *

La construccidén del vehiculo molecular pDR3, consiste en la
subclonaci6én del gene g§-2+ proveniente del plasmido pVK88 (56) -
en el pldsmido pDR1l. La estrategia de construccidn estd esquema-
tizada en la Fig. 5. El pldasmido pVK88 (11.3 Kb) contiene un ---
fragmento de DNA de N.crassa de 7 Kb clonado en el sitio de Patl del-
plasmido pBR322.En este fragmento estédn contenidos los genes g372+,

gg—4+ y ga-3 . ( Ver Fig. 2).

El aislamiento del gene g§—2+ de pVKB8 se realizd cortando-
con la enzima H«ndlIl y recuperando el fragmento de 3.06 Kb, el --
cudl contiene un fragmento del gene ga-4. Las 3.06 Kb aisladas,-
fueron ligadas al pl&smido pDR1 previamente cortado con la enzi-
ma HindIII. Con esta mezcla se transformdé la cepa SK2881. Para i-
dentificar la clona portadora del pléasmido pDR3, se siguieron --
los siguientes criterios:

1) La cepa receptora es auxbétrofa de leucina y aminodcidos aromd
ticos. Las transformantes se seleccionaron por su capacidad de -
crecer en medio minimo mds ampicilina y leucina, ya que pDR3 con
serva el gene de resistencia a ampicilina (Fig.5%).

2)Las transformantes se sometieron a purificaciép del plé&smido -
portado y se analizaron como en el caso de pDRl(Fig.GY .

3) La orientacidén del fragmento de 3.06 Kb dentro de pDR3 se ob-
tuvo al analizar el patrén electroforético de peso molecular en-

geles de agarosa del DNA fragmentado (Fig.6) .
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Experimentos preliminares de trhansformacién en La cepa M246-89601-2A.

El objetivo de estos experimentos, fué montar las condicio-
nes de transformacidn en nuestro laboratorio por el método repor
tado ( Ver MATERIALES Y METODOS)'. Estos experimentos fueron rea-
lizados en la cepa M246-89601-2A con el pléémido pRC57 (Fig.7).
El objetivo particular, fué igualar la eficiencia de transforma-

cibn reportada para pRC57 (8 transformantes por pg de DNA) (61).

Todos los experimentos se realizaron utilizando 1 microgra-
mo de DNA por cada 1X108células receptoras (donde el 85% de la -
poblacidn, son esferoplastos) a partir de esporas germinadas en-
medio Fries. Los resultados se reportan en la Tabla III. Unica--
mente se reporta el nGmero de transformantes estables, ya que --
las transformantes abortivas, son colonias de morfologia defec--
tuosa que crecen como pequenas"nubes" agregadas o dispersas de -
tamano variable,por lo que es dificil distinguir una de otra. A-
demds son incapacez de crecer en medio selectivo, cuando se res-

cata la colonia.

Los experimentos reportados en A y B, Tabla III, se realizg
ron simulténeamente, con el objetivo de facilitar la obtencifn -
de esporas de la cepa receptora. El medio Vogel y el medio Fries
, se utilizan indistintamente para la obtencién de esporas (67).
El experimento realizado en D, Tabla III, se llev6 a cabo bajo -
las condiciones de crecimiento utilizadas en el laboratorio de -
M. E. Case ( comunicacidn personal). El experimento reportado en
C, TablaIII, fué una exploracidn pra analizar la importancia del
estado molecular del pldsmido, al wutilizarse en la transforma--
cibn, ya que se conoce que pldsmidos en estado relajado disminu-
yen la eficiencia de transformacidn en E.cofi{. En el dato repor-
tado en el renglbén E, se explord el efecto de la edad de las es-

poras en la eficiencia de transformacidn.
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Trhans gormacién de La cepa M246-89601-2A, con Los pldsmidos pDR3 y pRCS7.

El método de transformacidn se realizd como se describe en
MATERIALES Y METODOS. Como control de la eficiencia de transfor
macién se utilizd el plasmido pRC57, portador del gene 93—2+pr9
veniente del plésmido pVK88, clonado en el sitio para H<ndIIT de
el plasmido pBR322. La estrategia de construccién de pRC57 estd esquema
tizada en la Fig. 7.

La cepa receptora M246-89601-2A, es auxb6trofa de aminéci--
dos aromédticos y de inositol. Fué transformada con los plésmidos
PRC57 y pDR3, seleccionando las transformantes en medio minimo-
mis inositol. La transformacidn se inicié con 2X108células re~-
ceptoras y se realizd con 1X108, donde el 85% de la poblacidn ,
son esferoplastos. El nlimero de transformantes estables obteni-

das para cada caso se encuentra reportado en la Tabla IV.

“““ Seioq Al semeCopny g £ o dan OWkay g boste {3

De las transformantes obtenidas tanto con pRC57 como con -
pDR3 se sometieron a este experimento como se describe en MATE-
RIALES Y METODOS. La frecuencia de segregacibn a 33—2— de estas
transformantes en presencia y ausencia de presibn selectiva, se
encuentra reportado en la Tabla V, donde se observa una alta -
frcuencia del fenotipo qa—2+ a ga-2 de ambas transformantes, -
independientemente de si las transformantes provienen de creci

miento en presencia o ausencia de presibn selectiva.

Localizacibn del gene qa-2" en ot genoma de Las Thansgormantes.

De las transformantes obtenldas con pDR3 y pRC57 utlllza——

das en el experimento de seqegacibén mitdtica del fenotipo ga- 2

, se purificé DNA a partir de la condicién de crecimiento de

presidn selectiva, como se describe en MATERIALES Y METODOS.
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Este DNA se fragmentd con la enzima Pstl y fué sometido a
electroforesis en geles de agarosa y transferido a membranas de
nitrocelulosa. Posteriormente fueron hibridizados con el plasmi
do pRC57 {a 32P} CTP y expuestos a autorradiografia (Ver MATERIA
LES Y METODOS). Como control de la localizacibn del gene g372+—
se utilizd el DNA de la cepa silvestre 74 A. Como marcador de pe
so molecular se utilizd el DNA del fago A cortado con la enzima

BamHl.Los patrones de localizacidén se encuentran en la Figura 8.

En la Fig. 9 (transformantes provenientes de pRC57) y en la
Fig. 10 (transformantes provenientes de pDR3) se encuentran los-
patrones de localizacibdn del gene g§—2+, en un experimento reali
zado como el anterior, pero en este caso los DNAs se fragmenta--

ron con la enzima BamH].
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FiG 2.- MAPA DE LOCALIZACION DE LOS GENES ga-2, ga-4 y ga-3 EN EL GENOMA DE Newwospord crassad.
(Obtenido de la referencia 50). Y LOCALIZACION DE LOS SITIOS DE RESTRICCION PARA -

LAS ENZIMAS BamHl Y  Pstl.
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F16. 3,- CONSTRUCCION DE pDRL1.
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Fic.4,- CARACTERIZACION DE pDRI1.
Kb
A) Fago A /HindIII LEEA
MM
B) pDR1/ BamH1 4.61
C) pDR1/ Bglll - MC1061 -
D) pDR1/ EcoRl 4.61 ECX-1 -
E) pDR1/ HindIII 4.61
F) pDR1/ Pstl 4.61
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CRECIMIENTO
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F16.5.,- CONSTRUCCION DE pDR3. 31

Pst| EcoRl  Hindlll Hindlll Bglli
| | BamHI

Digerir con Hindlll " Digerir con Hindlll

aislar el fragmento de
3.06 Kb

ligado con Ligasa T4
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F16,0,- CARACTERIZACION DE pDR3.

Kb CEPA CRECIMIENTO
A? PDR3/ BamH1 5.525 y 2.145 MM MM-leu MM-leu- MM-arom MM-leu
B) pDR3/ Bglll 7.67 Arom. S
C) pDR3/ EcoRl 6.19 y 1.48 SK2881 - _ + - -
D) pDR3/ HindI1I 4.61 y 3.06 SK2886 - + + -
E) pDR3/ Pstl 7.67 s s . + -
F) Fago A / HindIII

MAPA DE RESTRICCION DE pDR3
A B C D E B Kb




F1G.7.- CONSTRUCCION DE pRC57.
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Fic 8,- LOCALIZACION DEL GENE g3-2+ EN LAS TRANSFORMANTES
OBTENIDAS CON pDR3 y pRC57.

Todos los DNAs estén cortados con la enzima Pstl. y el detector

utilizado es {a 32P} CTP pRC57.
A) 74A

B) NCX-11

C) NCX-13

D) NCX-23 Provienen de pDR3.
E) NCX-105

F) NCX-131

G) NCX-132

H) NCX-141

I) NCX-150 Provienen de pRC57.
J) NCX-161

K) NCX-169

L) Fago A/ BamHl , revelado por BrEt.
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F16.,9,- LOCALIZACION DEL GENE g3—2+ EN LAS TRANSFORMANTES
OBTENIDAS CON pRC57.

Todos los DNAs est&n fragmentados con la enzima BamHl y el detec

tor utilizado es {o 32P}CTP PRC57 -

A) 74A

B) NCX-131
C) NCX-132
D) NCX-141
E) NCX-150
F) NCX-161
G) NCX-169

H) Fago A/ BamHl y revelado por BrEt

T
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Fic 10,- LOCALIZACION DEL GENE g§-2+ EN LAS TRANSFORMANTES
OBTENIDAS CON pDR3.

Todos los DNAs estdn cortados con la enzima BamHl y el detec-
tor utilizado es {a 32P}CTP PRC57.

A) 74A

B) NCX-11
C) NCX-13
D) NCX-23
E) NCX-62
F) NCX-105

G) Fago A/ BamHl y revelado por BrEt.




TABLAS
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TABLA [.- TRANSFORMACION CON DNA NATIVO (50 Kb en promedio) Y
CON DNA DE VIRUS DE DIFERENTES FUENTES EN DIFERENTES
TIPOS DE CELULAS RECEPTORAS.

(Informacibn obtenida de las referencias 9-45).

En este tipo de transformacién, el DNA introducido se

estabiliza por integracibén al genoma.

* La eficiencia estd reportada como el nlmero de -

transformantes que se obtienen por ug de DNA utiliza

do.
TIPO DE DNA FUENTE TIPO DE CELULA RECEPTORA EFICIENCIA*
Nativo de Bacteria Bacteria 5-50
50 Kb en N.crassa N.crassa -1
promedio. Mami fero Mami fero 5-50

Bacteria Bacteria 500-5000
Virus

M amifero Mamifero 500-5000
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TABLA II.“ TRANSFORMACION CON DNA DE PLASMIDOS DE DISTINTAS FUEN
TES, EN DIFERENTES CELULAS RECEPTORAS.
(Informacién obtenida de las referencias 9-45).

En este tipo de transformacidén, el DNA se estabiliza de las si--
guientes maneras: Cuando la cé&lula receptora es bacteria, se man
tiene extracromosomal, cuando es levadura, lo hace en forma ex--
tracromosomal y por integracién al genoma. El caso de N.crassa es
similar al de levadura, sin embargo sb6lo se conoce un ejemplo de
estabilidad extracromosomal (61). Para el caso de células de ma-

mifero, la estabilidad se logra por integracién al genoma.

*La eficiencia estd reportada por el nGmero de transformantes -

que se obtienen por microgramo de DNA utilizado.

FUENTE TIPO DE CELULAS RECEPTORA EFICIENCIA*
Bacteria 500-5000
Bacteria Levadura 5-50
Mamiferos 5-50
Bacteria 500-5000
Levadura Levadura 500-5000
N.crassa 5-50
Bacteria 500-5000
e o Levadura 5-50
N.crassa 50-500
Bacterias 500-5000
Mamifero
Mamifero 50-500
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TABLA I]].- EFICIENCIA DE TRANSFORMACION EN N.crassa. ( Experimentos

preliminares).

* La eficiencia de transformacidn estd reportada por el nlimero -
de transformantes obtenidas por microgramo de DNA.

+.~- 3 dias a 29°C en oscuridad y 7 dias a 25°C, 80% humedad y -
luz continua.

#.- 10 dias a 25°C, 80% humedad y luz continua.

i.-— 13 a 15 dias a 25°C, 80% humedad y luz continua.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO ESTADO MOLECULAR EFICIENCIA DE
PARA LA OBTENCION DE ESPO- DE pRC57. TRANSFORMACION
RAS DE LA CEPA M246-89601-
2A. - *
A)MM Vogel-inl-arom. Super-enrollado y I a 3.
+ relajado.
B)MM Fries-inl-arom Super-enrollado y 3 a 5.
+ relajado.
C)MM Fries-inl-arom Relajado 0
+
D)MM Fries-inl-arom. Relajado. 10.
#

E)MM Fries-inl-arom Relajado. , 60.
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TABLA IV,= EFICIENCIA DE TRANSFORMACION EN N.crassa COMPARANDO LOS
PLASMIDOS pDR3 Y pRC57.

* Las transformantes estén reportadas por microgramo de DNA.

+.- Crecimiento.

-.— No crecimiento.

PLASMIDO CEPA MM-inl TRANSFORMANTES *
M246-89601-2A = &=

pRC57 M246-89601-2A + 66

pDR3 M246-89601-2A 3 154.
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TABLA V.- SEGREGACION MITOTICA DEL FENOTIPO ga-2' DE LAS TRANS
FORMANTES OBTENIDAS CON pDR3 y pRC57.

Las cepas NCX-11] a la NCX-105 provienen de la transformacién con

PDR3 y las cepas NCX-131 a la NCX-169 provienen de pRC57.

CEPA PROVENIENTES DE MM-inl PROVENIENTES DE MM-inl-arom
(3 de segregacién a ga-2 ) (% de seqregacién a ga-2 )
NCX-11 65 65
NCX-13 92 98
NCX-23 78 92
NCX-62 51 84
NCX-105 88 95
NCX-131 88 | 100
NCX-132 23 89
NCX-141 84 97
NCX-150 97 98
NCX-161 76 85

NCX-169 99 100
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TABLA VI],- EFICIENCIA DE TRANSFORMACION EN N.crassa. COMPARACION
DE LA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION

* .- Reportadas por microgramo de DNA.

#.- Este dato fué& calculado a partir de la estabilidad de 10% de
las transformantes totales.

+.- pHC79, es un cbésmido.

ND.- No determinado.

La cepa receptora es M246-89601-2A vara todos los casos y todas

. +
las clonas contienen el gene ga-2 .

TRANSFORMANTES™*
PLASMIDO (Kb) VEHICULO INSERTO (Kb) FENOTIPO TOTALES REFERENCIA
SILVESTRE.
PMSK332 19.43 pHC79 13 734 726 (41)
pVK88 11.3 pBR322 7 104 100 (39)
pVK57 6.6 pBR322 2.3 5# 45 (39)
pRC57 7:36 pBR322 3.06 10 ND (61)
pRC57 7.36 nBR322 3.06 66 ND éste trabajo

pDR3 7.67 pBR322 3.06 154 ND éste trabajo
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DISCUSION- Y CONCLUSIONES.,

Trhans gormacién en N.crassa.
EXPERIMENTOS PRELIMINARES.

La eficiencia de transformacibén reportada para el pldsmido
PRC57, evaluada por el nGmero de transformantes estables que se

obtienen por pg de DNA, es alrededor de 10 (61).

En los experimentos reportados en la Tabla III de este tra
bajo, realizados con el objetivo de montar las condiciones de -
transformacidn en nuestro laboratorio, la eficiencia de trans--
formacién para pRC57 fué de 60 transformantes por ug de DNA uti
lizado. Este aumento en la eficiencia de transformacidn depende
directamente de las condiciones de crecimiento de la cepa recep
tora y del estado molecular del pl&smido. La hip&tesis para ex-
plicar este efecto es la siguiente: Las esporas provenientes de
crecimientos a 25°C son una poblacién de edad heterogénea en la
cuil existe una poblacién de esporas suceptibles a ser transfor
madas, determinada por el tiempo de cultivo y el estado molecu-
lar super-enrollado del pldsmido que lo hace més resistente a -
la degradacidn por nucleasas. Esta hip6tesis estd basada en los

siguientes datos:

En el experimento reportado en A, Tabla III, se utilizaron
esporas provenientes de crecimientos en Vogel, pero la germina-
cidén y la transformacibén se realizd en Fries. La diferencia en-
la eficiencia de transformacidn entre el experimento reportado-
en A vs B, Tabla III, no es significativa, ya que en experimentos don
de se utiliza Vogel en lugar de Fries, tanto en el crecimiento
como durante la transformacidn, la eficiencia de transformacidn

no es afectada (M.E. Case, comunicacibn personal).

E1l DNA utilizado en todos los experimentos provienen de --
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centrifugéciones por 3 gradientes de CsCl/BrEt. La razén de és—
ta purificacibén es quitar el RNA contaminante, ya que puede ba-
jar la eficiencia de transformacién hasta 100 veces (39). Sin -
embargo, la baja eficiencia reportada en A y B, Tabla III, nos-
planted la posibilidad de que se tratara de un efecto causado -
por el estado molecular del plésmido, ya que se utilizd en estos
experimentos una mezcla del estado relajado y super-enrollado -
de pRC57. Para analizar esta posibilidad, se llevé a cabo el ex
perimento descrito en C, Tabla III, donde se observa una ausen-
cia de transformantes al utilizarse exclusivamente el estado re
lajado. La interpretacién de este dato es la siguiente: Un pléas
mido en estado relajado es mds suceptible a ser degradado por -
enzimas nucleasas que un plédsmido en estado super-enrollado. Un
dato que apoya esta hipbtesis, es la baja eficiencia de trans--
formacidén que se obtiene cuando se utilizan fragmentos de DNA-

total para transformar (46,47).

El experimento reportado en D, Tabla III, tiene una eficien
cia de transformacidén similar a la reportada para pRC57. La dife
rencia en el crecimiento de la cepa receptora es la causa de -
este efecto (comparar con los datos reportados en B, Tabla III).
La explicacién a este efecto estd basada en observaciones reali
zadas, en experimentos donde se modifica la relacién entre el -
DNA y el nimero de células receptoras, donde no se aumenta la e
ficiencia de transformacidn pero si se disminuye hasta 100 ve-
ces (39). Por esta observacién M.E. Case postula la existencia-
de una poblacibén suceptible de esporas para la transformacidn,

sin embargo, esta hipdtesis no ha sido corroborada.

Si suponemos la existencia de esta poblacidén suceptible, se
puede explicar los datos obtenidos en los experimentos D y E de
la Tabla III, a través de proponer que la poblacién suceptible-
a la transformacién es funcién de un estado fisiolbgico de las-
esporas y por lo tanto del tipo de crecimiento.El experimento -
realizado en E, Tabla III, se hizo como el reportado en D, pero

con un mayor tiempo de incubacién a 25°C, con la finalidad de a
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nalizar un efecto en la eficiencia de transformacidn dependiendo
del tiempo de‘crecimiento de las esporas. El incremento en la e-
ficiencia de transformacidn bajo estas condiciones lo explicamos
postulando que en estas condiciones, el crecimiento de mayor --
tiempo genera esporas (mayor cantidad) en estado de suceptibili-

dad para la transformacidn.

Los datos presentados en la Tabla III, de este trabajo, su-
gieren la posibilidad de mejorar el método de transformacidén. En
N.crassa se conoce poco acerca de la fisiologia de la cepa recepto
ra en cuanto a los mecanismos involucrados en la entrada del DNA,

asi como de los estados fisioldgicos involucrados en la transfor-
macidn. Es pues nécesario disenar estrategias experimentales con-
el objeto de encontrar los pardmetros de los que depende la sucep
tibilidad a la transformacidén. El responder a estas preguntas, a-

yudaria a encontrar la mejor condicidn para la transformacidén.

TRANSFORMACION DE M246-89601-2A CON pDR3 Y pRC57.

Una vez montado el método de transformacidn, se procedid a -
comparar la eficiencia de transformacidén entre el pl&dsmido pRC57-
v el pl&smido pDR3. El resultado de este experimento (Tabla IV),-
muestra que pDR3 tuvo alrededor de 3 veces més transformantes es-
tables fenotipicamente que pPRC57 (154 vs 66). Ya gque pDR3 (7.67 Kb) v -
PRC57 (7.36 Kb) son pldsmidos muy similares en tamano, que poseen la misma re
gién de gg—2+ en un fragmento de 3.06 Kb ( H«ndIII-H{ndIIT ) y Qque
los dos fragmentos estdn clonados en el pBR322, se propone que la
mayor eficiencia de transformacién de pDR3 se debe a la presencia
del gene 5S ribosomal, lo cuédl es similar a los datos reportados

en levadura (63).

En la Tabla VI, se compara la eficiencia de transformacibén -
en N.crassa entre pDR3 y datos reportados con otros vehiculos mo-
leculares que complementan a la mutante M246-89601-2A, por conte-
ner el gene g5—2+. De estos datos se concluye que el gene 5S ribo

somal incrementa la eficiencia de transformacidn en N.chrassa, cuan-
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do se transforma con pldsmidos que lo contienen.

La eficiencia de transformacién evaluada Gnicamente por el-
nmero de transformantes estables que se obtienen por microgramo
de DNA de pDR3, comparada con la que se obtiene en otros vehicu-
los es alta y similar a la del cbésmido pMSK332, sin embargo , pa
ra que este dato sea conclusivo se propone hacer transformacio--
nes con este cbsmido, utilizando el método de transformacién re-

portado en este trabajo.

El nGmero de transformantes obtenidas con pDR3 es similar -
al reportado en S.cerevdisiae (63), cuando se utiliza la regién de DNA que
codifica para los precursores del RNA 35S ribosomal (100 a 200 -
transformantes por ug de DNA), Este dato y la morfologia silves-
tre de las colonias obtenidas en N.crassa con pDR3, nos llevd a -
proponer que la estabilidad de la informacibén introducida era lo
grada por la insercién en el genoma. Sin embargo, si la insercidn
se logra por la recombinacién homéloga con las secuencias 58 ri- o
bosomales en el genoma, se espera un incremento de 100 veces y -
no de 3 veces, comparando pDR3 con pRC57 (ya que hay alrededor -
de 100 copias de 5S ribosomal por genoma).Las posibles explica--
ciones a este incremento menor son las siguientes:

1) En S.cerevisdae (63) las clonas que contienen la regidén 5S ri
bosomal poseen un ars, el cudl logra estabilizar la informacidén-
introducida independientemente del nfimero de sitios posibles de-
integracién. pDR3 puede contener un ars, pero no incrementar la-
eficiencia de transformacién como en el caso de levadura.

2) Dado que pRC57 puede integrarse en mis de un sitio en el geno
ma y no conocemos el nimero de sitios secundarios de integra---
cibn (integracidn de tipo adyacente y de tipo no ligada), el au-
mento en la eficiencia de transformacidén de pDR3 puede ser menor,
debido a que la relacidn no es lineal ( 100 para 5Svs 1 pamiggfiﬂ
3) Pudiera ser que no todos los sitios de 5S en el genoma estdn ex
puestos para recombinar con pDR3.

4) La integracidn de pDR3 en sitios de 55 puede interrumpir se--
cuencias, que la consecuencia resulte letal para la célula y por

lo tanto no se recuperan. pDR3 puede integrarse en forma adyacen
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te, dado que la clonacidén del gene 5S ribosomal en pDR3, abarca
secuencias exdgenas al gene.

Para explorar estas posibilidades, se procedid a realizar dos ex
perimentos simultdneos. El primero fué analizar la segregacibén -
del fenotipo qa—2+ en las transformantes y el segundo, fué bus--
car la localizacidén del gene gg—2+ en el genoma de las mismas --

transformantes.

Segregacibn mitética del fenotipo qa-2+ en Las thansformantes obtendidas con
Los pldsmidos pDR3 y pRC57.

El experimento se realizd como esta descrito en MATERIALES-

Y METODOS y el resultado se encuentra en la Tabla V.

M. E. Case, reportd que las transformantes obtenidas con el
plédsmido pVK88 (38) son estables mitdticamente y que todas pose-
en integrado el gene gg—2+ en su genoma. Las frecuencias de se--
gregacibn a qa—2— fenotipicamente para las transformantes obteni
das con pDR3 y pRC57 son muy altas en presencia y en ausencia de
presidn selectiva. Este dato sugiere fuertemente, que la comple-
mentacién conferida por pDR3 & pRC57 no es a través de una inser
cidén estable en el genoma. Una explicacidn diferente para este -
fenotipo de alta segregacidn mitdtica de qa—2+ a qa-2—, es que -
la poblacidén de nficleos no sea homogénea. Dado que la transforma
cibn se realiza en esporas, las cudles tienen de 1 a 3 nficleos -
es posible que no todos los niicleos sean transformados y que bas
ten solo algunos transformados para complementar fenotipicamente
la cepa. Después de la transformacibén, las células receptoras se
fusionan y estas forman hifas durante su crecimiento.Las hifas -
son un sincicio, que permite que haya difusibén de todo el cito--
plasma y entonces todos los nficleos no transformados pueden ser
acarreados en la colonia vy formar parte de las nuevas esporas.
Si esta hipdtesis es cierta, las transformantes aqui presentadas
pueden tener una alta frecuencia de segregacifén mitbtica a qa-2"~
y mantener el fenotipo qa—2+ por insercién en algunos nficleos.
Ademds de la complementacidn extracromosomal, otra posibilidad--

es que la complementacidn de gng_ en la cepa receptora por los-
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plésmidos'qa—Z+ no sea nuclear sino citopl&smica.

Para explorar estas posibilidades, se propone hacer cruzas
con las transformantes, utilizdndolas como donadoras y recepto-
ras para el fenotipo qa-2+. Ademés, seleccionar algunas esporas
de una transformante y analizar la frecuencia de segregacibn -

mitdtica para cada espora.

Los experimentos de localizacidn del gene g§f2+en estas --
mismas transformantes se discuten a continuacién. E1 dato m&s -
interesante hasta este momento, es que la alta frecuencia de se
gregacién mitbtica, también se encuentra en las cepas transfor-
madas con pRC57,que es una subclonacidén de pVK88. Una de las hi
pbtesis que postula M.E. Case para explicar las transformantes-
abortivas (90% de la poblacién de transformantes con pVK88) es-
la existencia de un ars inestable en la regidn clonada de ga -
(comunicacidn personal). En los experimentos realizados con pDR3

y PRC57 ambos presentaron transformantes abortivas.

Localizacidn del gene ggf2+ en Las thansformantes obtenidas con pDR3 y pRC57.

El primer experimento que se realizd para investigar la loca
lizacidén del gene g§—2+ en las transformantes de pDR3 y pRC57, -
fué la purificacidn del DNA de las transformantes, cortado con -
Pstl sometido a electroforesis en geles de agarosa y transferido-
a membranas de nitrocelulosa. Posteriormente se hibridizd con el
PRC57 {a32P} CTP, utilizandolo como detector del gene gg—2+.Las
transformantes obtenidas con pDR3 y pRC57 sometidas a este expe-
rimento mostraron dos bandas de hibridizacién, una de 7 Kb y la-
otra de alrededor de 17 Kb. (Fig.8). En el genoma de N.crasssa se
encuentran los genes ga-2, ga-4 y un fragmento de ga-3 en una re
gién de 7 Kb flanqueada por los sitios de reconocimiento.para la
enzima Pstl, hacia cada lado de esta regidn, se encuentra a una-
distancia de alrededor de 7 Kb para cada caso el sitio préximo -
de Pstl. (50) (Fig.2). El pldsmido pRC57 contiene el gene gg—2+ y un
fragmento de ga-4, cuando pRC57 {a32P} CTP se hibridiza con el -
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genoma de la cepa silvestre 74 A cortado con Psfl y se expone a
autorradiografia, el resultado que se observa es sb6lo una banda
de hibridizacién en la zona de 7 Kb de peso molecular. La banda
de alrededor de 17 Kb en la Fig.8, se interpreta como un corte-

parcial de la enzima en el genoma.

El hecho de observar s6lo una banda de hibridizacidén de al
rededor de 7 Kb en todas las transformantes analizadas, se inter
preta de la siguiente manera: Tanto pDR3 (7.6 Kb) como pRC57 (7-
.36 Kb) sdlo contienen un sitio para Pstl (Fig. 5,6), de tal manera-
que las transformantes que los contengan presentarian una sola -
banda de hibridizacidn en el caso de que se encuentren en forma-

extracromosomal.

La intensidad de la banda de 7 Kb del genoma gg—ZT puede en
mascarar la banda de hibridizacibén de estos pldsmidos debido a -
la similitud de peso molecular y por lo tanto, sblo se observa u
na banda de alrededor de 7 Kb (Fig.8). Si el pléasmido se encon--
trara integrado al genoma, se debe observar una migracidén dife--
rente de 7 Kb y la banda de hibridizacién del genoma gg—Z“. Sin-
embargo, no se observd ningfin patrén de hibridizacién con estas-
caracteristicas. Con la finalidad de analizar mejor la localiza-
'cibén del gene g§—2+ en las transformantes, se realizd el experi-
mento descrito en la parte de RESULTADOS y el resultado se mues-
tra en las figuras 9 y 10. En estos experimentos, los DNAs se --
fragmentaron con la enzima BamH! en lugar de Pstl. La hibridiza--
cidn se realizd utilizando como detector pRC57. En el genoma de-
la cepa silvestre 74A (carril A, Fig.9y10) pRC57 hibridiza en un
fragmento de 3.2 Kb que contiene casi completo el gene ga-2 y un
fragmento de 1.4 Kb, que contiene parte del gene ga-2 y ga-4 (-
los tamanos de los fragmentos fueron inferidos a partir del mapa
de sitios de restriccibn en la regidén de ga de N.crassa, que ha-

sido reportada (50) (Fig.2) ).

El pléasmido pRC57 esta constituido por un fragmento de 5.9
Kb y uno de 1.3 Kb cuando se corta con Bamf{l (Fig.7). En la Fig.9

carriles C y F, se observa un patrén de hibridizacidén que presen
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ta los fragmentos de 5.9 y 1.3 Kb del pldsmido y 3.2 y 1.4 del ge
noma. Estas bandas de hibridizacién son las esperadas para las --
transformantes obtenidas con pRC57 que mantuvieran su fenotipo --
g§-2+ extracromosomalmente. La otra posibilidad de generar este -
patrdén de hibridizacidn, es mediante la recombinacidn homéloga en
tre gE—Z— del genoma de la cepa receptora con g§—2+ del plésmi-
do, esta posibilidad quedd descartada debido a los siguientes da-
tos: .

1) Si estuviera integrado el plésmido seria estable mitdticamente
y la frecuencia de segregacidn de estas transformantes al fenoti-
po 35-2— es muy alta. v

2) La intensidad de las bandas de hibridizacidén entre los fragmen
tos de 3.2 y 1.4 Kb comparadas a las de los fragmentos 5.9 y 1.3
Kb es diferente. Las bandas del genoma de la cepa receptora son -
mads intensas y ademds 3) El patrdn de hibridizacidén con Pst]l (Fig.
8) sblo generd una banda de hibridizacién de alrededor de 7 Kb.

Estos datos sugieren, que pRC57 puede existir como pl&smido extra-

cromosomal en las transformantes.

En la cepa NCX-131 (carril B, Fig.9) no se detectan los frag
mentos de 1.3 y 5.9 Kb correspondientes al pladsmido pRC57. La al-
ta frecuencia de segregacidn mitdtica en esta transformante, su--
giere que el fenotipo qa-2+ estdconferido extracromosomalmente. -
Quizad un pldsmido con alta segregacidn, no puede recuperarse en-
buena cantidad y por lo tanto no se observa su patrdn en estas --
condiciones. También se observd una sola banda de hibridizacidn -

en el caso del DNA fragmentado con Psatl (Fig8).

En los carriles D, E y G de la Fig.9, no se observa el pa---
trén de hibridizacidn esperado para pRC57. E1 hecho de que solo -
se encuentre el fragmento de 1.3 Kb y otras bandas en otras posi-
ciones, sugiere que parte del pldsmido se integrd al genoma por -
insercidén de tipo no ligada, pero que no contiene el gené g3—2+ .
Esta posibilidad se basa en la intensidad de las bandas de hibri-
dizacibén del genoma, que es mayor a las causadas por esta integra
cidén, si alguna fuera responsable del carécter g§—2+ deberia ser-

igualmente intensa. Nuestra hipbtesis para este caso, es que se -
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trata de transformantes en las cudles se insertd parte del pl&s-
mido y que el fenotipo qa—2+ estéd conferido extracromosomalmente
Esta estabilidad es muy baja, lo que se refleja en su alta segre
gacidn y por lo tanto dificulta la obtencidén del DNA del plésmi-

do en las transformantes.

Las transformantes obtenidas con pDR3, fueron sometidas al-
experimento anterior y los patrones moleculares de hibridizacibn
, Se encuentran reportados en la Fig. 10. Como en el caso ante--
rior, el genoma de la cepa silvestre 74A presenta dos bandas de-
hibridizacidén, una de 3.2 Kb y la otra de 1.4 Kb, pDR3 esta for-
mado por un fragmento de 5.5 Kb y otro de 2.1 Kb cuando se corta
con la enzima BamHl (Fig.6). Los carriles C, E y F, en la Fig.1l0-
presentaron un patrdén de hibridizacidn en los que se encuentran-
los fragmentos de 5.9, 3.2, 2.1 y 1.4 Kb, donde los fragmentos -
correspondientes a pDR3 son menos intensos comparados a los del-
genoma,este dato sugiere que también pDR3 se encuentra extracro-
mosomalmente. El mismo patrén de hibridizacibén se puede obtener-
si pDR3 recombina homdlogamente con la regidn 33—2— de la cepa -
receptora. Sin embargo, esta posibilidad es muy poco probable,ya
que si fuera el caso, entonces la intensidad de las bandas de hi
bridizacidén entre las del plasmido y las del genoma serian igua-
les, ademids de presentar mis de una banda de hibridizacién cuan-
do los DNAs se analizaron con la enzima Pstl! (Fig.8) y serian --

transformantes muy estables mitdticamente.

En la Fig.1l0, carriles B y D, no se presenta el patrdén de -
hibridizacidn esperado. Estas cepas s6lo presentaron una banda -
de hibridizacidn cuando sus DNAs fueron cortados con la enzima--
Pstl e hibridizados con pRC57 (Fig.8). Esta variacidén en el pa---
trén de hibridizacidén en estas transformantes se interpretan, co
mo inserciones de tipo no ligadas de parte del vehiculo pDR3, pe
ro que no son responsables del fenotipo qa—2+,debido a su alta -
frecuencia de segregacidén y a la menor intensidad de las bandas-
que hibridizan, comparadas con las del genoma gg—Z_. Por lo tan-
to, la interpretacibén a estos datos es que se tratan de trans--

formantes con parte de pDR3 integrado a sus genomas, pero el fe-
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+ ]
notipo ga-2 estd conferido en forma extracromosomal.

Los datos presentados aqui sugieren fuertemente que tanto -
pDR3 como pRC57 tienen la capacidad de mantenerse en forma extra
cromosomal en N.crassa posiblemente debido a la existencia de un-

ars en la regidn de g§—2+ clonada.

Este razonamiento apoya la hipdtesis, en la cudl se explica
a las transformantes abortivas como cepas con un ars inestable.
La regidn ars debe estar cercana a la regidn g§—2+ clonada, ya -
que es la secuencia conservada en pDR3 y pRC57. Sin embargo, la-
participacién del gene 5S no es muy clara en cuanto a este efec-
to, aunque debe contribuir en alguna forma, dado el nlimero de --
transformantes que se obtienen al utilizarse. En N.crassa se ha-
reportado recientemente la existencia de un plésmido que se man-
tiene extracromosomalmente debido a la existencia de un origen -
de replicacibén de mitocondria, y porta la regidn gg~2+. El nfime-
ro de transformantes que se obtiene en promedio es de 130, pero-
no se ha sometido a un estudio similar al que se realizd en este
trabajo, por lo que es dificil tratar de relacionar los pl&smi--

dos utilizados aqui con este pléasmido.

Para el caso de pDR3 y pRC57 se proponen los siguientes ex
perimentos con el objeto de encontrar mds evidencia para propone
rlos como pldsmidos de estabilidad extracromosomal en N.crassa‘
1) Utilizar las transformantes como donadoras y receptoras del -
fenotipo qa—2+ en cruzas.

2) Cruzar las transformantes obtenidas con la cepa M246-89601-2a
y repetir el experimento de segregacibdn mitdtica y de hibridiza-
cidn.

3) Repetir las hibridizacines pero utilizando por separado los -
detectores g§—2+ Yy PBR322.

4) Con el DNA obtenido de las transformantes, transfofmar la ce-
pa de E.cof{ SK2881 auxbtofa de amino&cidos aromdticos, seleccio
nando en medio minimo. De estas transformantes purificar plésmi-
do y caracterizarlo por medio de enzimas de restriccidn que tie-

nen sitio caracterizado en pRC57 y pDR3.
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Conclusiones.

Las conclusiones generales obtenidas de este trabajo son las
siguientes:
1) Se ha montado las condiciones experimentales para la transfor
macidn genética de Newwspora crassa en nuestro laboratorio.
2) La eficiencia de transformacidén ha sido aumentada, al evaluar
la como el nGmero de transformantes con fenotipo silvestre que -
se obtienen por microgramo de DNA utilizado.
3) E1 aumento en la eficiencia de transformacidn se ha logrado,
aparentemente a través de la incorporacidn de un fragmento de --
DNA de N.crassa conteniendo un gene 58 ribosomal y posiblemente -
un ars.
4) Las transformantes obtenidas tanto para pDR3 como para pRC57-
segregan a una frecuencia muy alta mit6ticamente.
5) La localizacidén del gene g§—2+ en las transformantes, sdgiere
fuertemente que el fenotipo qa—.2+ estd conferido extraxromosomal
mente y que posiblemente se deba a la existencia de un ars cerca

no al gene ga-2.
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Introduccibn

La fijacibn biolb6gica de nitrfgeno es el proceso
mediante el cual algunas bacterias convierten el nitr6geno
molecular en amonio; dentro del ciclo del nitr6geno esta -
reaccidbn es la limitante para el incremento de la biomasa-
del planeta. Existen algunos casos en los que las bacterias

- fijadoras de nitrb6geno se asocian con otros organismbs,
entre estas asociaciones la mejor estudiada es la que se -

establece entre Rhizobium y algunas leguminosas.

El género Rhizobia incluye a las bacterias gram
negativas, habitantes normales del suelo, que interaccio-
nan con las raices de las leguminosas para formar n&dulos
en los que se lleva a cabo la fijacién de nitrbgeno. Para
que se forme un nbédulo es necesario cue exista un recono-
cimiento especifico entre la bacteria y la planta, y que
Rhizobium penetre por los pelos radiculares hasta la cor-
teza de la raiz, donde pasa a traves de la pared celular
y queda englobado en vesiculas membranosas dentro del ci-
toplasma (1). En la formacibn de un nédulo existe una mar
cada proliferacién de las cé&lulas de la corteza radicular
y un proceso de diferenciacibn de ambos participantes; el
Rhizobium generalmente sufre cambios morfolbébgicos, se - -
hace m4s grande y de forma irregular, esta forma se conoce
como bacteroide y es el estado en el cue es fijado el ni-
tr6geno atmosférico (1).

La enzima que cataliza la conversibén de N2 a NH3
es la nitrogenasa, su estructura es muy conservada en to-
dos los organismos fijadores de nitrégeno tanto a nivel -
de proteina (2) como al de la secuencia del DNA gue la --

codifica (3), tiene dos componentes proteicos, uno que --



contiene hierro y molibdeno (PI) que es el cue cataliza

la reduccibn de nitrb8geno a amonio, v el otro (P2) que

une ATP Mg en su forma reducida y al transferir electro
nes a PI lo hidroliza; por cada molécula de nitrégeno -
convertida a amonio se hidrolizan de 12 a 15 moléculas
de ATP y se produce una molécula de H2 a partir de 2H+
(4) (Figura I). PI esta formado por dos tipos de poli-

peptidos, una enzima tiene 2 moléculas de cada uno de ellos

y P2 es dimero de otro polipéptido.

Se ha encontrado que la nitrogenasa se inacti-
va por 02 y los distintos organismos fijadores de nitrd
geno presentan diferentes formas de protegerse de este
elemento; Rhizobium es un aerfbeo estricto por lo que -
requiere oxigeno aun cuando est& fijando nitrbégeno, la
estrategia que presenta para evitar la destruccidn de -

la actividad de la nitrogenasa es la presencia en el nd

dulo de una proteina~la leghemoglobina- que une con gran

afinidad el 02, liberandolo a una concentracién que per
mite la respiracibén y no dana la nitrogenasa (5). La le
ghemoglobina constituye un buen ejemplo del caracter --
simbibdtico de l1la relacibn planta bacteria, ya que la ==
parte proteica es codificada por la leguminosa y el gru

po heme lo sintetiza el Rhizobium. (6,7).

El nb6dulo purde ser considerado como el organo
especializado en la fijacién de nitr&geno; la planta --
transporta a traves del floema el fotosintato necesario
para su mantenimiento. y para la actividad-de la nitroge
nasa, y el nitrbégeno fijado y asimilado en aminodcidos-
o ureidos es transportado hacia las estructuras superio
res por el xilema (1) (Figura 2). Existen algunos nbédu-
los que tienen una hidrogenasa de captura por lo cue --
pueden recuperar parte de la energfa gastada por la ni-

. 4;
trogenasa en la formacién de H, a partir de 2H (8).



_ Las especies de Rhizobium han sido definidas -
seglin la especificidad que presentan para nodular cierta
leguminosa, asi la bacteria gue nodula chicharo, lenteja
o garbanjo se define como Rhizobium leguminosarum, la --
que nodula alfalfa R. meliloti, la que nodula frijol R.

phaseoli, etc. Hay evidencia de que dentro de lo que se

denomina una especie existe gran viriabilidad, tanto a

nivel de patrones de proteinas como es el caso de R. pha
seoli. (9) como a nivel de secuencia de DNA como en R. -
japonicum (10); esto sugiere que la informacibn responsa
ble del desarrollo del nb6dulo y de la fijacién de nitr6-
geno es una pequena parte de la informacidn total de Rhi
zobium y que puede estar asociada a una diversidad de in

formacibn para otros porcesos celulares.

No existe eyidencia suficiente con respecto a la
conservacibn de la informacibén responsable de la especi-
ficidad de Rhizobium y del desarrollo del nbdulo, pero -
es una idea aceptada que las bacterias vertenecientes a
una especie presentan la misma informacién para estos --

procesos. En el caso de R. phaseoli, se sabe que la secu

encia de DNA que codifica para la nitrogenasa (nif) estd
reiterada y tiene un arreglo caracteristico, diferente -
de la que presentan Rhizobia que nodulan otras legumino-
sas (11). La correlacibn que existe entre la estructura
de esta informacibn y la especificidad para la nodula--
cidén no ha sido explicada afin,pero ya que este arreglo

solo se ha encontrado en Rhizobium phaseoli es posible -

que tenga algun papel en el establecimiento de la simbio
sis con el frijol; otra posibilidad seria cue los genes
nif estuvieran ligados geneticamente con la informacibn

responsable de la formacién de los nbdulos y en Rhizobium

blecerse la simbiosis.
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En varias especies de Rhizobium se ha demostra
do que existe informacifén para la nodulacién codificada
en plédsmidos de alto peso molecular; la evidencia para
esto es de tres tipos. La primera es la demostracifn de
que la especificidad y la capacidad de nodular puede --
transferirse por coniugaci8n entre especies de Rhizobium
(12 - 15) y a Agrobacterium tumefaciens (13), este tipo

de experimentos se han realizado usando como donadoras -
cepas de R. leguminosarum (12), R, trifolii (13, 14) vy

" R. phaseoli (15). El segundo tipo de experimentos consis

te en correlacioenar la perdida de un pldsmido con la pér
dida de la capacidad de nodular, el caso mds claro lo --
constituye el de la curacifn por calor de 12 cepas de R.
trifolii de 18 tratadas (16), esta perdida se correlacio
né con la perdida total o parcial de un pl&smido.

La tercera estrategia es el aislamiento de mu--

tantes deficientes en el proceso de nodulacibén y su loca

lizacibén en plé&smidos, esto se ha realizado con algunas

cepas de R. lequminosarum (17) y R. phaseoli (14).

La presencia de los genes que codifican para --
la nitrogenasa ( nif ) en Pldsmidos ha sido demostrada -
en varias especies de Rhizobium por métodos de hibridiza
cién de DNA (18-22), y en algunos de estos casos se en--
contr6 que el pl&smido que hibridiza con los genes nif -
contiene informaci8n para nodular. A partir de esta evi-
dencia se desarrollo el concepto de pléasmido "Simbiotico"
(Sym) , se considera que un plasmido "Sym" contiene toda
la informacién necesaria para que se establezca la sim--
biosis y se lleve a cabo la fijacibn de nitr8geno; de --
este modo el que una bacteria perteneciera a una especie
de Rhizobium estaria determinado por cue presentara -

un plésmido " Sym " caracteristico de esa especie. La -



igualdad de estos plésmidos se postula s6lo en lo corres
pondiente a las caracteristicas de la simbiosis, ya que
distintos pléasmidos "Sym" de una misma especie pueden -
presentar diferente peso molecular y estar asociados a |

informacibén diversas (23, 24).

La investigacifn de la genética de la nodula-
cién de Rhizobium estd enfocada a la identificacién de
los genes involucrados en este proceso estudiando una -
cepa de una especie dada, y basandose en el concepto de
plésmido "Sym" se extrapolan los resultados a toda la -
especie; sin embargo no existe ninguna evidencia de que
distintas cepas de una misma especie tengan la misma in

formacibn estructurada“y regulada de igual manera.

Como no se conoce cual es la senal para el re

conocimiento entre la planta y la bacteria, y qué se re

quiere que haga el Rhizobium para que se forme el nddu-
lo, es posible postular cue si no es un mecanismo muy =
especializado, se hayan seleccionando mis de una manera
de llegar a formar nbédulos con cierta leguminosa por 1lo
que habria cepas con el mismo fenotipo simbidtico y dis

tinta informacién para ello.

Se sabe que otro tipo de plasmidos, por ejem-
plo los que confieren resistencia antibibticos, presen-
tan todo tipo de arreglos estructurales (25-28) y que -
aun codificando para el mismo fenotipo (resistencia a -
tetraciclina, por ejemplo) no se regulan de la misma ma
nera y son secuencias de DNA sin homologia estructural
(29). Ya que la informacibn simbibtica est& codificada
en plasmidos es posible que presente un comportamiento.
similar y que existan diferencias estructurales en pléas

midos presentes en cepas de Rhizobium de una misma - --—
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‘Existen algunas evidencias de cue los plésmidos
"Sym" de Rhizobium sufren rearreglos estructurales ( G.
Soberén datos no publicados), Sin embargo no se sabe el
mecanismo por el que se generan,

Mo existen datos en la literatura que sugieran
que la informacibn que participa en el establecimiento
de la simbiosis de Rhizobium con una leguminosa en espe
cifico, en este caso el frijol, sea la misma yesty estruc
turado de igual manera en distintas cepas. Como se men-
cionb antes, dado el caracter plasmidiano de esta infor
mgcién es posible que existan diferencias en este sen--
tido,hpor ello en este trabajo se trat6 de identificar
diferencias en la estructura de la informacibén cue par-
ticipa en el establecimiento de la simbiosis en varias
cepas capaces de nodular (Nod+) y fijar nitxbgeno (Fix+)
en §§9ciaci6n con el frijol.

La estrategia que se siguib se esquematiza en
la Fig, 3.

Se utilizaron siete éepas, cuatro de ellas re
colectadas en el mismo lugar (Celaya Gto. México) y el
resto originarias de distintos pafises, y fueron someti-
das a un proceso de curacibn de plismidos; se seleccio
naron algunos derivados que hubieran perdido la capaci
dad de nodulacién (Nod ) y las cepas asi seleccionadas
se analizaron para correlacionar la perdida del feno--
tipo Nod” con la desaparicién de un pl&smido y de los
genes estructurales de la nitrogenasa (nif). Los distin
tos tipos de cepas curadas obtenidas por este tratami-

ento podrian dar informacibén de la similitud entre los
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pldsmidos que intervienen en el establecimiento de la
simbiosis en las distintas cepas; se compar6 la fre-
cuencia con que cada cepa pierde la capacidad de nodu
lar, y si esto era causada por la perdida total o de-
leciones de un plasmido.

Algunas de las cepas curadas se utilizaron -
como receptoras en la transferencia del plésmido que
por curacidén habia sido identificado como que llevaba
‘informacibn para la formaci6én de n6dulos. La manera -
como se llevo a cabo esto fue gislando insexrciones de
Tn5 que codifica para la resistencia a Kanamicina en
la cepa original (Nod™) y seleccionando una colonia =
que transfiriera esta resistencia a una cepa curada -
(Nod™) proveniente del mismo aislamiento original; ~-
con este procedimiento se esperaba detectar las bacte
rias que tenian el Tn5 en el plasmido gue se perdif -
al curar.

Las cepas que transferfan Tn5 a las curadas
y las transconjugantes de las cruzas fueyon probadas
en plantas para demostrar que la insercién del trans
poson no prevenfa la nodulacibén y que con la transfe
rencia del plésmido se repbnia la capacidad de nodu-
lacibn y de fijacifn de nitr8geno,

Los pl8smidos marcados con Tn5 que transfe-
rian la capacidad de nodular a un derivado Nod de -
la misma cepa original fueron transferidos a cepas -~
curadas provenientes de otras bacterias para determi
nar si esta molécula complementaba la informacibn que
habia sido perdida. Con esto se buscaba determinar -
si la curacibn en varias cepas producia la perdida -~

de informacibn equivalente en todas ellas.
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Si el concepto de plésmido "Sym" se cumpliera

en las cepas de Rhizobium phaseoli estudiadas, se espe

raba que al seleccionar Nod todas perdieran un plésmi
do, y en el mismo evento se eliminaran los genes estruc
turales de la nitrogenasa, asi mismo se esnera que al
transferir de cualquier cepa el presunto pl§smido "Sym"
a derivacdas de otros aislamientos originales estas re-
cuperan la capacidad de nodular y fijar nitrbgeno.

-

Como se discutir§ mis adelante la estrategia
utilizada permiti6 detectar eventos que producen la --
pérdida de la capacidad de nodular y gque no son produc
to de la curacibn del pl&smido "Sym". La existencia de
estos fenbmenos en las cepas de Rhizobium phaseoli es-

tudiados sugiere que el arreglo y la regulacibn de la
informacién que participa en la simbiosis es m&s com--
pleja que lo que se postula en el modelo del plésmido
simbibtico.



Material y ME&todos

a) Cepas Bacterianas y Plasmidos

Las cepas bacterianas y los plédsmidos usados
en este trabajo se muestran en la Tabla I,y Tabla II

b) Medios de cultivo y condiciones de crecimi

ento

]l medio de cultivo utilizado en este trabajo
es PY (peptona de caseina Biox8n 5%, extracto de leva-
dura Biox&n 3% Ca,Cl2 7 mM) . Se uso agar Biox6n al 1.5%
para solidificar los medios. La concentracifn de anti-
bibéticos usada es Kanamicina 60 fig/ml, estreptomicina
200 pg/ml. y rifampicina 25 pg/ml. Para determinar la
produccién de pigmento se adicion8 al medio PY sflido
CuSos 20ug/ml y tirosina 100 ug/ml.

El medio utilizado para la curacifn de cepas
es YM (K2HPO4. 05%, KH2P04. 05%, MgSO4. 7H20. 02% , -
NaCl. .01s%, CaCl2 .004%, extracto de levadura Bioxbn
.1%, manitol 1%, agar 1.5%).

La temperatura de crecimiento fue 30°C, los
cultivos en licuido se agitaron 24hrs. g 20Q r.p.m. ,
y las cajas se incubaron por 3 dias para obtener colo
nias aisladas.

Las cruzas bacterianés se hicieron en PY s6~
lido por 16 hrs. y despues se platearon en el medio -

selectivo.

Para determinar la produccibén de pigmento se
crecib un inbdculo denso de bacterias en PY s6lido - -




saste . v apt e e s Bt ate it St

T

SRR B ok i ai

«d10

con CuSo, y tirosina y se dejb6 la caja a temperatura

ambiente por dos semanas aproximadamente.
c) Curacidn por calor.

Se estribé un inbculo denso de la cepa a curar
(se utilizaron mutantes esponténeos resistentes a ri-
tampicina) en medio YM y se incubd a 37°C de 5 a 7 - -
dias, posteriormente se puso la misma caja a 30°C por
tres dias y se picaron las colonias en PY s6lido con -
rifampicina. Cada colonia resistente a rifampicina fue
probada para nodulacién en frijol.

d) Mutagénesis con Tn5 y seleccifn de plésmi
dos con el transposén.

Una mutante esponténea resistente a estrepto
micina se cruzb por la cepa de E. coli 1830 (30] que
lleva el plismido pJB4JI, este plasmido es inestable -
en Rhizobium y lleva el Tn5 . Al seleccionar las cepas

R

Sm KanR producto de la cruza se seleccionaron aque-

llos Rhizobia en los que se insert6 el transpos&n.

Se purificaron las colonias sm®  Kan® prc
ducto de la cruza y se hicieron parches en medio PY s
lido, a cada uno se le adiciond 2ul de la bacteria re-
ceptora (RifR) y se incubaron por 12 o 16 hrs. a 30°C,
se replicaron en medio selectivo (PY Rif Kan) y se se-
leccionaron las colonias que después de 3 dfas produ--
cian un crecimiento en el medio selectivo. Las presun-
tas transconjugantes se probaron para sensibilidad a

estreptomicina y para nodulacibén en frijol.
e) Seleccidn de la cepa GS230.

La cepa GS2356 (CFN23 sn® con el Tn5 inserta

doc en un plésmido) fue sometida a curacidn nor calor ,



el crecimiento obtenid@ después de la incubacibn a 37°C
se diluyd en PY liquido y se dejd crecer hasta la satu
racibn, este cultivo se diluy6 en PY liquido hasta una
absorbancia de 20 unidades Klett y se puso en agitacién
por 2 hrs., se ;éiciohé ampipilina'lmg/ml,féicloserina
1 mg/ml y Kanamicina 4 ng/ml. y se puso en égitacién 6
hrs., después de este tiempo el cultivo no habia aumen
tado en densidad. Las bacterias se filtraron por un --
filtro de millipore 22um en condiciones estériles y se
pusieron en PY sblido a 30°C por dos dias, se resuspen
did el crecimiento y se plateo en PY s6lido con estrep
tomicina para obtener colonias ailsladas, de estas se -
selecciond aquella sm™ que hubiera perdido la resisten

cia a Kanamicina (1 de 384 probadas).
f) Visualizacibn de plésmidos de Rhizobium

Para conocer el patrén electroforético de los
plédsmidos de las cepas de Rhizobium estudiadas se uti-
1iz6 el método reportado por Eckhardt (31) o el repor-
tado por Hirsch et al (32).

g) Purificacién de DNA total de Rhizobium

Se cosecharon 5ml de un cultivo en la etapa -
estacionaria y se resuspendieron en 400ul de amortigua
dor Tris-HCl 50mM y EDTA 20mM oH 7.4, se adiciond 50ul
de SDS 10% y 50pl de Pronasa 5mg/ml en el mismo amorti
guador. Se lisaron las cé&lulas incubando lhr a 37°C y
se pasd el lisado dos o tres veces por una aguja de je
ringa de 1lml. Se extrajo dos veces con fenol saturado
con el mismo amortiguador y dos veces con cloroformo ,
se precipitd los nucleicos con dos volumenes de etanol

absoluto fric y NaCl 0.25 M.

h) Condiciones de Hibridizacidn.

(=Y
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Las condiciones para lg digestidn del DNA to-
tal, la transferencia de geles a filtros de nitrocelu-
losa, el marcaje del DNA con 32P y la hibridizacibén se
hicieron segfin lo reportado por Quinto et al (11). Para
los experimentos de nibridizacibén con DNA digerido se
usb la enzima EcoRl y se utilizé como detector el plas

mido pCQ1l5 que contiene 4.5 Kb de la cepa CFN 42 cue -
tiene homologia con los genes nif de Klebsiella pneumo

niae (11). En los experimentos de hibridizacién con --
plésmidos indigenas de Rhizobium se utilizd como detec
tor un pléasmido derivado del pBR328 con un inserto de

9Kb de la cepa CFN42 que incluye el fragmento de 4.5Kb
del pCQ15. (B9) (Figura 4).

En los experimentos de hibridizacifén con Tn5
se usb6 como detector el pBR322 con este transposdn in-

serto.
1) Prueba de nodulacibn y Fijacién de Nitrégeno

Las semillas de frijol o chicharo se esterili
zaron superficialmente con blanqueador comercial por
20 min y se lavaron tres veces con agua destilada este

ril.

Los frijoles se pregerminaron tres dias en la
obscuridad sobre un papel filtro esteril y humedo; los
chicharon se pusieron directamente en los matraces sin

pregerminar.

La solucién salina usada para el crecimiento

de las plantas fue Fahreus (33) con agar Bioxén .8%.

Los frijoles pregerminados se crecleron en -

botellas de 25ml y los chicharon en matraces Erlenmeyer
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de 250 ml forrados de papel estrasa.

Con los frijoles la inoculacién se realizb al
ponerlos en las botellas, se usé .3ml de un cultivo --
denso de bacterias o el crecimiento de un parche. En el
caso de los chicharos se uso .5ml de un cultivo denso
péra la inoculacibn y se realizb6 despué€s de una semana
de haber puesto las semillas en los matraces cuando -
se sacb el tallo del matracz.

La actividad de la nitrogenasa se midib en -
las rafces completas de una planta, se sellaron las -
botellas de 25ml y se inyect8 .5ml de acetileno, se -
incubaron por 3Q minutos a temperatura ambiente, la -
produccibén de etileno se cuantificd utilizando un cro
mat6grado de gases.
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Resultados y Discusidn

I) Curaciébn de plésmidos

Para eliminagr los plasmidos de R. phaseoli se
utilizé un tratamiento por calor que se reportd curaba
este tipo de moléculas en varias cepas de Rhizobium --
trifolii (16). El1 criterio para considerar que una ce-
pa estaba curada fue que después del tratamiento perdi
era la capacidad de nodular frijol.

La curacibén de la cepa CFN42 se hizo por el -
mismo procedimiento, pero se seleccionaron derivadas -
que, por hibridizacidn en colonias, hubieran perdido -
los genes de la nitrogenasa; esta curacidn y seleccidn
fue realizada por Margarita Hern8ndez. Los derivados -

'nif se probaron para nodulacién y se encontr® cue ya

no eran capaces de producir estas estructuras en fri--

jol.
a) Frecuencia de obtencifn de Nod

La frecuencia con que se encontraron cepas in
capaces de nodular a partir de los aislamientos estudia

dos se muestra en la Tabla 3.

Utilizando este criterio se pueden distinguir
dos grupos de cepas, uno formado por la CFN1l y la CFN3
que parecen curarse a alta frecuencia, 45% y 37% res--
pectiyvamente, y el otro en el que entrarian el resto -
de las bacterias estudiadas que dan una frecuencia me-
nor de curacién (10% a 2%). La cuantificacibn de la ~--
frecuencia de curacidén solo se realizé en un experimen

to por lo que los valores pueden variar, sin embargo -
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la tendencig de curarse a alta frecuencia de las cepas
CPFN1 y CFN23 se detectd en otros experimentos.

b) Patrbn Electroforético de los pléasmidos

de las Cepas Neod .

Para identificar el pldsmido que llevag la in-
formacién para la nodulacibn se estudif el patrfn elec
troforético de esta moléculas aisladas de yvarios deri-
vados Nod de cada cepa. Todas las cepas curadas prave
nientes de un aislamiento original dieron el mismo re-

sultadq.,.

Las cepas curadas deriyados de la CFN1l, CFN23
Y 281 muestran el mismo patrfn electroforético de plas
midos que en los aislamientos originales (Figura 5), -
nmientras que en el resto de las cepas se detectb6 la --
perdida de por lo menos un plésmido (Figura 6). Con es
tos resultados sb6lo se puede asociar la pérdida de la
nodulacibn con la desaparicidén de un plismido en el --
caso de las cepas;CFNQQ, CFN42 y 8251.

Al curar la cepa CFN7 desaparecen dos bandas
del patrén electroforé&tico original, este resultado --
fue observado en dos derivados Nod ; no se sabe si es
necesario que se pierdan ambas moléculas para que la -
cepa pierda la capacidad de nodular, o si este cambio
en el fenotipo de la bacteria es producto de la elimi-
nacién de un plasmido y el otro se pierde a una frecu-

encia muy alta.

c) Presencia de los genes estructurales de -

la Nitrogenasa.

Las secuencias hombflogas a los genes es-—-

tructurales de la nitrogenasa de K. pneumoniae se encu

entran reiterados en Rhizobium phaseoli y por 1lo menos
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parte de estas reiteraciones se localizan en plAsmidos
Y11l -

Las cepas usadas en este trabajo se hibridizaron

con un plasmido recombinante cue lleva una secuencia de
la cepa CFN42 hombSloga a los genes estructurales de la

nitrogenasa de K. pneumoniae (pCQ1l5) y los resultados -

se muestran en la Fig, 7 y Tabla 5. Por este criterio -~
se pueden distinguir dos grupos, agquellas que al volver
se Nod pierden las reiteraciones de las secuencias ho-
mdlogas con los genes de la nitrogenasa (CFN1, CPN7, ~-
CFN23, CFN42 y CFN90), y las que las siguen caonservando
(8251 y 281). Al usar como detector eh la hibrxidizacifn
otra clona derivada de la cepa CFN42 que lleva una co--
pia de los genes nif y otras regiones contiguas (B9 Fi-
gura 4) sobre el patron de pliasmidos se encontrd que «~-
las cepas que conservaban las reiteraciones mantenfan -
la hibridizacibn con estas moléculas, mientras que en -

tre los que perdian los genes nif las cepas CFN1l y CFN23

perdian la homologifia con un plésmido, pero la conserva-
ban con otro. La hibridizacifn con los pl&smidos que noQ
llevan los genes nif se puede ver desde las cepas ori-
ginales por lo que no es un rearreglo del genoma produc
to del proceso de curacibn (Figura 8). La clona usada -
para estos experimentos lleva secuencia del DNA de R. -

phaseoli no relacionadas con los genes de la nitrogenasa

de K. pneumoniae y la hibridizacifn con un segundo plés

mido pudiera estar dada por ellas.
d) Produccibén de Pigmento.

Algunas cepas de R. phaseoli producen un pig--
mento, probablemente melanina, y esta caracteristica ~-

se encuentra ligada en algunos casos al plésmidos que -
lleva 1nformacion para la nodilacibn y los genes de la

nitrogenasa (14). Se analiz6 la capacidad de producir -

.16
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pigmento de las cepas originales y de sus derivados Nod ™
y los resultados se muestran en la Tabla 4. La cepa CFN
90 no es capaz de producir pigmento en las condiciones

estudiadas, pero las otras sels cepas si lo hacen, de -
estas la CFN1l, CFN7, CFN23 y CFN42 dejan de formar pig-
mento al perder la capacidad de nodular, mientras que -

la 8251 y la 281 continuan produciendolo aun cuando ya

no forman n8dulos.

Estos resultados muestran que la produccidn de
pigmento esti ligada a los genes nif, pero no siempre a
la capacidad de nodular,

Tipos de cepas Nod

Segfin los cuatro criterios estudiados se pueden
distinguir cinco grupos dentro de las siete cepas estu-
diadas. Ya que se seleccion8 el fenotipo Nod , los re--
sultados que se obtienen con cada cepa representan el -
evento mis frecuente que produce este comportamiento, -
pero es posible que con menos frecuencia las distintas

cepas presenten los mismos fenomenos.

El primer grupo lo constituyen las cepas CFN1
y CFN23 que generan Nod a alta frecuencia y dejan de -
producir pigmento al hacerlo, pero no cambian el patr6n

electroforético de sus pl&smidos. Estas cepas pierden -
las secuencias homblogas con los genes nif, pero canser
van homologia con la clona (B9) de la cepa CFN42 usada

como detector; las secuencias homflogas cgue mantienen -
se localizan en un plésmido distinto al que lleva los -
genes nif en la cepa original. (Fig. 7 y 8). La perma--
nencia del patrén electroforético de los plAsmidos de -
estas cepas puede ser explicado por que hayan perdido -
un plasmido que comigrara con otro o que se produjera -
una delecibn de parte de un plismido que no se viera en
la electroforesis, la frecuencia con que se produce es-
] te evento pudiera favorecer la segunda posibilidad.




La pérdida de las tres reiteraciones de los
genes nif representaria una delecifn de aproximadamen
te 10Kb de DNA si estuvieran contiguas en el genoma ,
pero en la cepa CFN42 estas secuencias no estén cerca
nas (R. Palacios comunicacibén personal); si el arre--
glo de estos genes en los plé&smidos de las cepas CFN1
vy CFN23 es el mismo que en las cepas CFN42 una dele--
cibn que abarca las tres reiteraciones permitiria dis
tinguir un plismido de menor peso molecular en la ~ -
electroforesis y se tendria que postular otro tipo de
rearreglo en el genoma como una sustitucifén de DNA

para explicar los resultados obtenidos.

La cepa CFN42 y CFN90 tienen un comportamien
to similar ya qué se curan a una frecuencia baja, pi-
erden un pl&smido y los genes estructurales de la ni-
trogenasa; en la CFN42 esta perdida se correlaciona -
con la incapacidad de producir pigmento. El1 comporta-
miento de estas cépas seria el esperado para una bac-
teria que tuviera un pladsmido "Sym" que se curara por
calor.

La cepa CFN7 se cura a baja frecuencia, deja
de producir pigmento y pierde los genes nif, pero al
hacer esto se eliminan doé plédsmidos. Aunque los ge--
nes de la nitrogenasa s6lo hibridizan con un plésmido
(Figura 8) los genes que participan en la nodulacién
pudieran estar reiterados en las dos moléculas y por
esto se requerifa que se perdieran ambos para generar
una cepa incapaz de nodular, otra explicacibdn seria
que un solo plésmido llevara informacifn para la sim
biosis, pero el otro se curara muy frecuentemente.

Los derivados Nod de la cepa 281 no presen-~

tan ningun cambio en las caracteristicas analizadas

.18
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por lo que parece que este fenotipo no es producido por
un rearreglo muy estenso de sus plfsmidos, y no se sabe
si este fenfmeno esta relacionadao con el tratamiento por

calor.

La cepa 8251 pierde un pldsmido al perder su =«
capacidad de nodular frijol, pero conserva los genes es
tructurales de la nitrogenasa y su capgacidad de produ--
cir pigmento; este comportamiento muestra que por lo me
nos en esta cepa la informacifn que participa en el es~
tablecimiento de la simbiosis no est& codificada en un-
solo plismidq.

ITI Marcaje de Pldsmidos con TnS

Se aislaron inserciones del transposbén Tn5 en

las cepas CFN23 SmR , CFN42 SmR

cionaron las colonias cue transferian esta resistencia

y 8251 SmR, y se selec~

a las cepas 23-7, C3 y 8251—9>respectivamente. Se probb
la nodulacifn en frijol de las cepas que donaban la re-
sistencia a Kanamicina y las transconjugantes y se eli-
gieron aquellas que eran capaces de interaccionar con -
la planta.

La cepa GS522 es un derivado Kan®

de la cepa -

8251 que le transfiere a la cepa 8251-9 la capacidad de

nodular frijol y fijar nitrfgeno, la frecuencia de esta
. . | .

conjugacibn es de 3 x 10 y se correlaciona con la --

adquisicifn de un pldsmido (pGSl1l) por la cepa 8251-9 --

(Figura 9).

La capacidad de nodular frijol es transferida
a la cepa C3 por la GS 425, la transferencia de la resis
tencia a Kanamicina entre estas cepas se realiza a una
frecuencia de 1.5 x 10—2 . Sin embargo la capacidad de
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nodular frijol no se hereda siempre que se adquiere la -
resistencia al antibidtico. Este resultado se explica --
porque el Tn5 esta insertado en un plésmido (pGS2) que -
no transfiere la capacidad de nodular, los genes nif ni
la produccidn de pigmento, y s6lo cuando se cotransfiere
otro pladsmido presente en la GS425 se heredan estas ca--

racteristicas (Figura 10).

La cepa CE108 (Nod+ Fix ) tiene un Tn5 inserto
en el plasmido de la cepa CFN42 que contiene los genes -
nif. La resistencia a Kanamicina se transfiere de esta -

: , Y todas las

cepa a la C3 a una frecuencia de 1 X 10~
transconjugantes son capaces de nodular, pero no fijan -
nitrb6geno. Este resultado corrobora que el plasmido que

lleva los genes nif tienen informacibn para la formacibn
de ndédulos, por lo que cumple con las caracteristicas de

lo que se considera un pl&smido "Sym".

La cepa GS2356 transfiere la resistencia a Kana
micina a la 23-7 a una frecuencia de 2 X 10—5, pero solo
una transconjugante de diez probadas es capaz de nodular
frijol. Para determinar si este resultado se podia expli
car por cotransferencia de otro plésmido como en el caso
de la cepa GS425, se hibridiz6 el perfil de plé&smidos de
la cepa GS2356 con el Tn5 y con los genes nif (Fig. 11),
la hibridizacién del tranéposén se realiza con el pldsmi
do de menor peso molecular (pGS3) que no contiene los ge
nes EEE' pero si regiones que $e encuentran cercanas a
estos genes en la cepa CFN42. Al analizar la hibridiza--
cibn de los genes nif con los plésmidos de una transcon-
jugante capaz de nodular (GS2456), se encontr6 que hibri
dizan con un plésmido del tamano del pGS3, este nuevo --
plésmido se denomind pGS4; la cepa GS2456 recupera las -
tres reiteraciones de los genes nif (datos no mostrados).
El patrdn electroforético de la cepa GS2456 es idéntico
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a una transconjugante que no hereda la capacidad de nodu
lar (GS2457) (Fig. 11). Estos resultados no son compati-
bles con la cotransferencia de un plésmido sino que‘parg
cen indicar que los genes nif y la informacibén que al --
perderse en la cepa 23-7 la hace incapaz de nodular re--
combinan y se transfieren con el pGS3, constituyendo un

nuevo pl&smido denominado pGS4.

Si se aisla la cepa GS2456 de nbdulos y se sub-
cultiva tiende a perder la capacidad de nodular, al ana-
lizar el patrén electroforético de una de estas cepas --
Nod (GS2455) se identific6é un plédsmido de menor pero mo
lecular que el pGE4, (Figura 12) este nuevo plismido hi-
bridiza con Tn5, pero no con nif. (datos no mostrados).

A partir de la cepa GS2356 se aisl8 por curacibn
con calor una cepa (GS230) cque es sensible a Kanamicina,
esta cepa pierde el pGS3, es Nod vy no tiene ninguna ho-
mologia con la clona nif de la cepa CFN42 usado como de-
tector (Figura 13). Si se usa la GS230 como receptora de
una cruza con la GS2356 se transfiere la resistencia a -
Kanamicina con una frecuencia de 5 x 10—2. Una fraccibn
de las transconjugantes de esta cruza son capaces de no-
dular frijol, tienen el mismo patrén electroforético que
la cepa GS2456 e hibridizan con los genes nif en el mis-
mo plasmido gue ella (pGS4). Esto muestra que no se re -
quiere la presencia del pGS3 en la cepa receptora para -
heredar la capacidad de nodular frijol, es probable cue
el pGS4 se genere por recombinacibén en la cepa GS2356 en

tre el pGS3 y el pléasmido que contiene nif.

Una parte de las cepas derivadas de la 23-7 y -
GS230 que heredan el pGS42 vy se purifican de un nbdulo ,
recuperan la homologia con los genes nif en el pléasmido

en cue originalmente se encuentran en la cena GS2356 - ~
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J (Fig. 13), este resultado es distinto al encontrado con
la cepa GS2456 y no se determind la estabilidad de las
caracteristicas simbifticas en este tipo de transconju
gantes. La capacidad de fijar nitrégeno en los nédulos
‘pudiera ser sblo expresada por uno de los dos tipos de
transconjugantes ya que esta actividad se mide en plan
tas completas y puede haber solo una fraccibén de los -

nbdulos que la presenten.

Existe la posibilidad de que las transconjugan-
tes que recuperan los genes nif en el pldsmido en el -
que se encuentran normalmente en la cepa GS2356 se ge-
neren por cotransferencia de esta molécula y el pGS3,
sin que haya una recombinacifn entre el pGS4 y el plés
nmido residente. Esto parece poco probable si se consi-
dera que cuando se hizo el marcaje de los plésmidos de
la cepa CFN23 con el Tn5 no se detectf ninguna calonia
con el transpos8n en el plismido que contiene los genes
nif, lo que suglere que esta molécula se transfiere a
muy baja frecuencia a la cepa 23«7. Para descartar es-
ta posibilidad es necesario transferir el pGS4 a las -
cepas 23-7 y GS230 de una donadora que no contenga nin
glin otro plésmido y demostrar que se recﬁperen trancon
jugantes con los genes nif en el pldsmido en que natu-

ralmente se encuentran en la cepa GS2356,

El hecho de recuperar los genes nif en el plés
mido en el que originalmente sé encuentran suglere que
la cepa 23-7 se gener8 por un rearreglo de sus plasmi-
dos que elimina ciertas secuencias, como los genes nif,
y no por la pérdida de un pldsmido que comigra con otrg
la cepa 23-7 parece conservar el sitio en el que se in
tegra por recombinacibn las secuencias que participan
en la nodulacidn vy fijacitn de nitrédgeno,

La cavacidad del pGS3 de transferir informaci8n




para la simbiosis que no forma parte normalmente de su
estructura generando el pGS4 sugiere cque funciona en -
la naturaleza como una especie de mensajero de este ti
po de informacibén, la alta frecuencia con que se trans
fiere (5 x 10_2) favoreceria este papel, sin embargo -
dada la inestabilidad que presenta una vez que adquirid
la informacibn para la simbiosis podria reguerirse - -
que en la cepa receptora se encontrara un pl&smido con
el que pudiera recombinar. Serifa interesante detexrminar

entre distintos aislamientos de Rhizboium phaseoli 1la

generalidad de la existencia de plasmidos con la capa-
cidad de movilizar informacibn para la simbiosis y de

plédsmidos capaces de incorporar las secuencias transfe
ridas. En la figura 14 se muestra un esquema de las ce

pas derivadas de la CFN23.

III Complementacifn de la capacidad de nodula
cibn por transferencia de plé&smidos entre

cepas.

Las siete cepas Nod de R. phaseoli obtenidas

por curacibén con calor y la cepa 6015 de R. lequminosa

rum se usaron como receptoras de lgs plasmidos pGS1 ,
pGS2, pGS3, pGS4 y pJB5JI y se probd la capacidad de -
nodulacibén de las transconjugantes. Los resultados se

muestran en la Tabla 6.

Al heredar el pGSl s6lo dos de la ocho cepas
probadas recuperan la capacidad de nodular frijol. La
cepa 8251-9 fue utilizada para marcar con Tn5 este -
plédsmido y es en la que se prob8 que transferia infor
macidn para la nodulacidbén, y la cepa 281-9 parece te-
ner un defecto en el que no interviene gran parte de
su genoma, ademds estas cepas son las Ginicas que con-

servaron los genes estructurales de la nitrogenasa al




perder la capacidad de nodular. Este patrdén de comple
mentacidn muestra cue el pGSl1l tiene informacibn para

la simbiosis, pero que no estd completa y se requiere
que la célula tenga ademfs de este plismido otro tiéc
de informacibn que la mayoria de las cepas pierden al

volverse Nod . En la figura 16 se muestra el patzdn
electroforético de los plasmidos de algunas cepas que

heredaron el pGsl.

La frecuencia de transferencia del pGS2 a -
las cepas curadas distintas a la C3 es muy baja (10_4
a 5:x 10—7), Yy en ninguna de las tres cepas a las que
se transfierio el pl&smiao que compiementa la nodula-
cidén en la C3, esto sugiere que el pGS2 no lleva in--
formacidn para la simbiosis y que podria participar en
este proceso a traves de su capacidad de movilizar el
plasmido "Sym" de la cepa CFN42, Se transfirif el plés
mido "Sym" de la CFN42 a partir de la CE108 cque es ==
Noa*t y Fix a las cepas 23«7 y 6015, estas cepas wecu
peran la capacidad de nodular, pere no son capaces de
fijar nitrb6geno; la mutacibn que hace incapaz de filjar
nitrb6geno a la cepa.CE 108 nopuede ser complementada por
la informacibn presente en las cepas 23«7 y 6015,pudtg
ra ser que en &stas cepas no exista la informaciBn —-
afectada en la cepa CE108 0 que esta mutacibn sea domiw

nante.

El pladsmido pGS4 puede conferir lg capacidad
de nodular frijol y fijar nitfdgeno a cuaty¢ da las -
siete cepas a las que se trapsfiere, y al complementar
a las cepas curadas derivadas de otros aislamientos <«
presenta un comportamiento similar a cuando se tyans~
fiere a la cepa 23-73 s6lo una fraccibén de las trxans-—
conjugantes cque heredan el piflsmido adquieren la capa

cidad de nodular frijol.
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£l caso de la cepa 7-20 con el plédsmido pGS4
v fue analizado con mds detalley ya que las transconjugan
tes que pueden nodular y fijar nitrx6geno sflo presentan
este piLésmido, y se podria pensar que Este serfa el mo-
delo en el que se encuentra la miInima informaci8dn capaz
de producir una interaccion exitosa entre Rhizobium y

una leguminosa.

En la figura 16 se muestra el patrén electrofg_
rético de los pléasmidos de dos derxivados de lg cepa 7-20
con el pGS4 y pGS3; uno es capaz de nodular y el otro <
no puede nhacerlo, pero ambos tienen un plismido del nis
mo tamano. Si la cepa Nod+ se subcultiva en ausencia <~
del frijol se obtienen derivados Nod que presentan un
plédsmido de menor peso molecular que el pGS4 (Figura 16),
este nuevo plismido pierde la homologla con los genes <«
nif, este resultado sugiere que por lo menos parte de la
informacifn para la simbiosis se pilerde por rxecaombing--
cibn en el pGS4. El hecho de que la cepa 7-20/pGS4 ses
capaz de nodular y tijar nitrogeno en los n&dulos demu~
estra que los genes nif son funcionales dentro de este
plédsmido y no requiere que recombinen con otro como en

el caso de algunos derivados de la 23-7 & GS230,

Las cepas 1-19 y 6015 no son capaces de nodular
al heredar el pGS4; ya que esta molécula complementa la
funcidén en una cepa sin pl&smidos (7-20), la incapacidad
de nodular de estas cepas se puede explicar si la informa
cidn que tiene el pGS4 no se expresa en estas cepas, si
en el cromosoma de la 7-20 existe informacifn que parti
cipa en la simbiosis que en la 1-1Y y 6U15 esta ausente,
o si este plé&smido es tan inestable en estas cepas cue

no se puede recuperar transconjugantes Nod®.

£l pJB5JI es un tipico plasmido "Sym" de R. --

leguminosarum por lo que resulta interesante determinar
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si las cepas curadas de R. phaseoli pueden nodular chi-
charo cuando 1lo neredan..Las\cepas i=19, 23<7, 281-9 y
8251-9 no son capaces de Intervaccionar cen el chicharo
al heredar este plasmido; al analizar el patrdn electré
forético de los plasmidos de las transconjugantes se «-—
encontrd que la cepa 8251-9 / nJB5JI mostraban un patrdén

distinto al esperado (Figura 17),

La cevpa 7-20/pJB5JI es capaz de nodulary chichi
ro por lo cgue se aplican lQs mismos axgumentos que en
el caso de el pGS4 vara explicar la falta de complemen-

tacibn de otras cepas.

Al analizar los patrones de complementacidn de
la nodulacibn con los plasmidos usados en este trabajo
no es posible establecer grupos de cepas, perq los~resg;
tados parecen indicar que para cque las distintas cepas
expresen un fenotipo Nod+ Fix+ interyvienen varios factg_

res.
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Conclusiones

El objetivo original de este proyecto era deter
minar si existian diferencias en el arreglo de la infor-
macibn que participa en la simbiosis con el frijol de --
distintos aislamientos ae R. phaseoli. Los resultados ob
tenidos muestran que analizando un reducido nimero de ce
pas es posible encontrar una gran variedad de respuestas
tanto a la curacién de pléasmidos como a su transferencia.
Esta variabilidad podria deberse a que las cepas presen-
tan un arreglo diferente de la informacibn que participa
en la simbiosis, pero también es posible ocue la diferen-
cias encontradas se deban a que las cepas tengan una di-
ferente estrategia para manejar plasmidos. Algunos facto
res que podrian afectar el comportamiento de los pl&asmi-
dos en distintas cepas son: la respuesta celular al ca--
lor, la eficiencia de recombinacifn y la capacidad de ex
presar la informaciBn codificada en plésmidos.

Para descartar las posibilidades mencionadas es
necesgrio hgacer un estudio genético fino utilizando unag
s81la cepa Ccomo patrén.Ung posibilidad cue se desprende -
de este trabajo es la de regiizar un estudio genético de
la cepa 7-20/pGS4, se podrfa gislar mutantes en el plls-
mido y tratar de complementarlas con fragmentos dei DNA
de otras cepas y de esta manera llegar a determingar si
13 informacidn wara la simbﬁoéis-es\la misma en las dis
tintgs cepas. |

Asi mismo se podria aislar una mutante de la -
cepa 7-20 con una menor eficiencia de recombinacidn en-
tre secuencias homologas y determinar si la estabiiidad

del pGS4 depende de este proceso,
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Dentro de las cepas estudiadas s6lo dos presen
tan el comportamiento que predice el modelo del plasmi-
do "sym", la CFN90 y CFN42, esto no excluye que en las
cinco cepas restantes exista un plasmido con un comporta
miento similar, sin embargo, como se estudia el evento -
mds frecuente que produce la perdida de la capacidad de
nodular, no se detect8 plédsmidos con estas caracteristi-

cas,

L3 pesipbilidad de generar cepas Nod por vias -
disstintas 8 la postulada come general para Rhizobium, ia
curgcidn del plfsmido "Sym",se pudo demoestrar por lo me-
nos con dos cepas, la 8251 y la CFN23. La cepa 8251 al =
perder un plidsmido gue no lleva los genes nif va no es -
capaz de nedular, la transferencia de este plasmido =~ =«
(pGSI) xestaura el fenotipo Nod* Fix+ , pero ne lo hace
si se transfilere g una cepa gque perdi8 el vlfsmido "Sym"
(lg C3 por ejemplo). La cepa CFN 23 presenta un comporta
miento més complejo tanto pgra la pé€rdida de la capacir-
dad de nodulacidn como para su transferencia por conjuga
cidn, en ambos procesos parecen ocurxir rearreglos entre
los plédsmidos presentes en esta ceng,

Como ya se menciend lag gran'varﬁabilidad encons
trada entre los slete aislamientos de' R, phgseoli estu-~~
diados puede tener varias explicaciones, pero sin iImpor-
tar cual sea correcta, este hecho muestra que no es valil
do hacer generalizacilones de 1Qs resultados obtenidos =«
cen una cepa de Rhizobium a todg la especie, y due es ne
cesario considerar en el estudio de la informacifn que «
participa en la simbiosis qﬁe nor lo menos una fraccifn
consideragble de2 ella se encuentra codificada en plsmie—
dos por lo su comportamiento puede ser muy distinto al

de los genes cromosomales,
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Cepa R. phaseoli

CFN1*
i~ 19
CFN7*
i = 20
CFN23*
23 = 7
GS2356
GS2456
G52457
GS2455
GS230

CFN42*
3
GS425
GS525
GS526
CE 108
CFN9O*
90 - 37
CIAT281*
281 - 9
8251*
8251-9

GS522
GS622

Tabla 1

Cepas utilizadas en este trabajo

Fenotipo Simbiético

Noa®t

Nod -
Nod+

Nod ™

Nod+

Nod
Nod
Nod

Nod ™
Nod~

Nod

-+
+

Nod+
Nod~
Nod+

Nod+

Nod
Nod
Nod

Nod~

Nod+

Nod

Nod+

Nod
+

Nod+
Nod

+l

+

Fix

Fix

Fix

+

+

+

Fix+

Fix

Fix

4+
Fix

Fix

Fix

Fix

Fix

Fix

Fix
Fix

Caracterf{sticas

Aislamiento de camno
Derivados CFM1, RifR.
Aislamiento de campo, SmR.
Derivada de CFN7, RifR SmR.
Ailslamiento de campo
Derivado CFN23, RifR
Derivada de CFN23, SmR KanR
23-7/pGs4, RifR KanR
23-7/pGS3, RifR KanR
Derivado de GS2456, Rif: Kan

DerivadoRde G§2356, sin el
pGS3, Sm  Kan".

Aislamiento de campo
Derivada de CFN42, RifR
Derivada de CrnN4z, SmR KanR.
C3/pGS2, Rif Kan

C3/pGS2, Rif
Derivada CFN42 SmR KanR
Ailslamiento de campo
Derivada CPN90, Rif®
Aislamiento de Campo
Derivada de 281, RifR.

R

Aislamiento de campo
beraivada de 8251, RifR

Derivada de 8251},{SmR KﬁnR
8251-9/pGS1, Rif Kan

29

Origen

Guanajuato, México
Este trabajo
Guanajuato, México
Este trabajo
Guanajuato, México
Este trabajo
Este trabajo
kste trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Guanajuato, MExico

Aislamiento Margarita Hernéndez

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Aislamiento Dale Noel
Nitragin 127K44.

Este trabajo

Brazil

Este trabajo
Inglaterra

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
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Cepa

R. leguminosarum

ik | Nod " Fix+ Ura Trp , SmR./pJBSJI Coleccidn del Instituto
John Innes, Inglaterra
015 Nod~ phe” Rif} smt. Coleccibn del Instituto

John Innes, Inglaterra

* Se utilizaron mutantes esponté@neos resistentes a 25 uyg/ml rifampicina o a 200 pg/ml

de estreptomicina, esto se especifica en cada experimento.
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Tabla 2

Las caracteristicas de los Plasmidos utilizados en

este trabajo.

Plasmido Cepa de Origen Caracteristicas

pJB4JI E.coli 1830 GenR, Tra+, KanR, Hu inmune.
pJB5JI R. leguminosarum 248 Nod+ Fix+, KanR, Tra+.
pGS1 R. phaseoli 8251  Kan', Nod', Tra'.

pGS2 R. phaseoli CFN42 KanR, Tra®.

pGS3 R. phaseoli CFN23 KanR, "j.‘ra+

pGS4 R. phaseoli CFN23 KanR, rra’, Nodt, rif'.
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Tabla 3

Frecuencia de la obtencién de Cepas Nod por -

tratamiento con calor.

Cepa # Colonias Probadas % Nod
R
CFN1 Rif 20 45
CFN23 Rif® 16 37
8251 Rif} 10 10
CFNS0 Rif: 60 5
281 Rif® 40 5
CFN7 Rif® 60 3
CFN42* 200 2

* Se seleccionaron nif~ y despu@s se probd que fueran Nod"



rable 4

Produccién de Pigmento.

Cepa original Pigmento Derivado Nod
CFN1 RifR + 1 = 19
CFN7 RifR + 7 - 20
CFN23 RifR + 23 = 7
CFN42 RifR + c3

CFN90 RifR - 90 - 37
281 RifR} + 281 - 9

8251 RifX + 8251 = 9

33

Pigmento
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Tabla 5

Hibridizacidn con los genes estructurales de la

nitrogenasa.

Cepa Perdida de Plasmido Hibridizacifn con nif*
1 - 18 - -~

7 - 20 + -

23'= 7 - -

ok + -

g0 - 37 + -

8251-9 + +

281~9 = A +

* Las cepas que se consideran nif pierden todas las reitera

: : et
ciones y las que se consideran nif las conservan todas.
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Tabla 6

Complementacibn de la capacidad de Nodulacidn.

Cepas Nod wusadas como receptoras.

Plasmido

transferido 1-19 7-20 23~7 C3 90-37 281~-9 8§251~9 6015
pGS1 - - - - L L + -+ -
PGS 2 - N T - - N.T. N.T. N.T. -
pGS 4 = # + + N.T. . N.T. =
pJB5JI* - - - 4 - - - +
N.T. = No se transfiere.

+ = s6lo una parte de las transconjugantes se complementa

* = Las cepas gue heredan este plésmido se probaron para nodulacibén en chicharo.
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Figura 2. Esquema deun Naodulo
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FIGURA 3

Estrategia para estudiar los plésmidos indigenas de siete
cepas de Rhizobium phaseoli.

I Curacidn por calor de un derivado Rif' de cada cepa y -
seleccién de Nod .

11
TII

Iv

Curadas Nod -épierden un plasmido?
-éSen nif+ 6 nif ?

-¢Producen pigmento?

Mutagénesis son TnS5 de un derivado smr de algunas cepas.

x (por insercién de Tn5) que

Seleccibn de cepas sm® Kan
tranfieren la resistencia a Kanamicina al derivado Nod

Rifr de la misma cepa original.

; . r
Correlacidn de la transferencia de Kan™ con la recupera

cibn de la capacidad de nodular frijol.

V Transferencia de la resistencia a Kanamicina a cepas Nod ™~
por curacibébn, derivadas de otras cepvas.
VI Determinacién de la capacidad de nodulacibn y fijacibn

de nitr6geno de las transconjugantes entre cepas.
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Figura 4. Mapa de Restriccion del DMA de la cepa CFN42clonado ean A 1059( @ 1)
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Figuras - Cepas Nod- que nocambian de patrdn slactroforstico de sus
plasmidos.
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Figura ¢ - Cepas Nod- que pisrdsn

CFN
42 c3

e 1§

plasmidos

823! 82319




Figura 7 - Hibridizacion del pCQI5 con DNA total digerido con EcoRi
de las cepas Nod+ y Nod-
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Figura8- Hibridizacion de la clona B9 con los pldsmidos de las cepas Nod+ y Nod-

( patron electroforético en las Figuras 4y5).
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Figura 9 - Patron Electroforetico de los Pldsmidos de las cepas
derivadas de la GS 522
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Figural0- Patron Electrofordtico de los Pldsmidos de la cepa GS 425y

hibridizacion con el Tn 3.
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Figura Il - Patrén Electroforético ¢ hibridizacidn de las capas GS 2358 y GS 2458
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Plasmidos con Tn8 con B9
GS8 GS 38 83
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Figural2 - Patron Electroforético de los Plasmidos de las Cepas mmm&a«omm&u
¢ Hibridizacion con Tn§.
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Figura I3 - Patrdn electroforético de los plasmidos de las cepas derivadas
de la GS 2356 y su hibridizacion con la clona B9

s
2355 23-7 230 X23-Ta X23-Tb X2304a X230b
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Figura |4- Esquema de los Pldsmidos de las Cepas derivadas de la CFN 23 49
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Figura }8 - Transferencia del p6S|y pGS3 acepas Nod-

68
G3 2388 X
522 Xri9 X720 X23-7 . :

; 2,

3.7 XI49 X720




5.

Figura |16~ Transconjugantes de la cruza entre las cepas GS23538 y 7-20
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Fligura I7 - Patrdn Electroforético de los Pidsmidos de Ias cepas Nod™ con el pJB5J!
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