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INTRODUCCION

Neurospora crassa es un hongo de la clase Ascomycetos.
Aunque su complejidad genética y metabolismo son poco compli
cados en relacibn a cé&lulas de organismos superiores, posee
mnenbrana nuclear, organelos bien definidos y mas de un cromo
soma. Estas caracteristicas hacen que esté& considerado como
un eucariote. Ademds, existen en N. crassa un proceso de re
produccibn asexual y otro de reproduccibn sexual a través de
la participacién de dos cepas de diferente tipo sexual (a y A),
de manera que se pueden efectuar cruzas entre cepas con dife
rentes caracteristicas genéticas. Debido a las propiedades
anteriormente deascritas, N. crassa es en la actualidad el eu
cariote mejor estudiado desde el punto de vista genético y
bioquimico.

El descubrimiento y perfeccionamiento de una serie de mé
todos que permiten estudiar los eventos moleculares de la cé
lula, ha ocasionado que los estudios a este nivel estén avan
zando muy r&pidamente. Entre las técnicas mas importantes,
estd la de renaturalizacidén e hibridizacidén de &cidos nuclei
¢nvsg (1,2,3).

Con lleurospora crassa como modelo de eucariote y la gran
variedad de recursos que nos proporcionan las técnicas antes
mencionadas, sc tienen buenas posibilidades de llegar a una
m2jor comprensibén de los mecanismos que hacen posible la re-

gulacibn genética y diferenciacibn celular.



E1l ADN de N. crassa presenta una serie de dificultades
especiales para su purificacibén y manipulacibn (6), con res-
pecto al de otros organismos (4,5). Para obtener un ADN de
Neurospora crassa de pureza ¢ integridad aceptables, es con
veniente utilizar el método de purificacidén desarrollado por
Britten (6) o ligeras variaciones (7). Este método se basa
en la separacibn del ADN de los dem8s componentes celulares
al pasar un lisado celular a través de una columna de hidroxia
patita.

En este trabajo se presenta una modificacibn de este mé&to-
do. En esta modificacibn, la columna de hidroxiapatita se ha
cambiado por su modalidad en "lote". Esto se hizo, principal-
mente, pensando en las ventajas que esta modalidad puede traer
consigo en este caso y que son: rapidez y facilidad en el mon-
taje del método, poder utilizar grandes volGmenes de hidroxia-
patita, adem&s de poder procesar varias muestras a un mismo -
tiempo.

Para complementar lo anterior se da una descripcibn deta -
llada de como, bas&ndose en el método de Dutta (8), se llevd a
cabo la técnica para separar las secuencias de ADN repetitivas
de las finicas. Tanto la purificacibén como el fraccionamiento
del ADN son procesos bdsicos para efectuar trabajos relaciona-
dos con este campo.

Ademds de la parte experimental, se incluye una parte bi -
bliogré&fica, en la cual se hace una revisidn sobre renaturali-

zacién e hibridizacibdn de &cidos nucleicos y sobre secuencias



repetitivas de ADN. Tambi&n se dan algunos anteccdentes so
bre purificacibén del ADN de N. crassa y se comentan los tra
bajos mas relevantes en el campo de investigacibn sobre ADN
de Neurospora crassa relacionados con secuencias repetitivas,

hibridizacifn y renaturalizacién de &cidos nucleicos.



GENERALIDADES

RENATURALIZACION E HIBRIDIZACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las cadenas complementarias del ADH se separan al exponer
las al calor, &lcali o agentes quimicos desnaturalizanteé.
Cuando el ADN es calentado en solucibn, ocurre un marcado au-
mento en su coeficiente de extincibn a 260 @/(al llegar a la
tenperatura a la cual se lleva a cabo la transicibn del ADN -
de doble hé&lice a h&lices sencillas.

La temperatura correspondiente a la mitad del incremento
de absorbancia, llamada temperatura media de fusibén oTm, esté
relacionada linealmente a la composicidn bésica promedio de e
se ADN (9). Un contenido mayor de G -C ( guanina - citosina)
confiere al ADN una mayor estabilidad térmica.

Debido a la reproducibilidad de los resultados, el perfil
de transicibn térmica o curva de fusibn se utiliza para deter
minar la composicién del ADN en moles % de G -C. Otras propie
dades, como la heterogeneidad de un ADN con respecto a su com-
posicibn bésica, asf como la presencia de regiones desnaturali
zadas, tambi&n pueden ser detectadas y cuantificadas.

La estructura complementaria del ADN, hace posible que sus
cadenas separadas se reasocien, bajo condiciones adecuadas, re
cuperando sus propiedades fisicas y actividad biolb6gica. Este
fenbmeno ha aportado una herramienta muy Gtil para explorar la
naturaleza de los eventos moleculares de la célula y otros pro
blemas bioldgicos como la cercania o lejanfa de las especies -

en la escala filogenética.



Al estudiar la cinética de reasociacibn del AD!l de un or
ganismo, se obtienen datos de gran importancia. Lntre otros
se puede evaluar su complejidad genética, es decir, calcular
el nimero de pares de bases que forman el ADN no repetitivo
por cé&lula o virus. También se puede saber si ese ADN esté
formado exclusivamente por secuencias finicas, o hay secuen -
cias que se repiten. Se puede averiguar también si la pobla
cibn de secuencias repetitivas es homogenea o heterogenea,

o sea ver si el ADN repetitivo est8 constituido por especies
del mismo grado de repeticibén o por especies con grados de -
repeticibn muy diferentes.

En cuanto a la hibridizacibén de ADNs de especies biol&gi
cas diferentes, &sta nos proporciona datos sobre su cercania
o lejanifa en la escala filogenética (7,10). Una tercera po-
sibilidad es hibridizar ADN con ARN, ofreciéndonos &sto un -
método muy versatil, cuyas aplicaciones van desde la estima-
cibén de la transcripcibn (8) hasta aislamiento y cuantifica-
cibn de ciertos genes (11).

Los experimentos de renaturalizacibn o hibridizacibn de
&cidos nucléicos pueden efectuarse en solucibn o midiendo la
unibn de fragmentos de ADN de hélice sencilla (marcado con -
radioisbtopos) a largas cadenas de ADN inmovilizadas en una
sustancia soporte, la cual puede ser: agar, celulosa, o fil-
tros de nitrocelulosa (13). Al efectuarse el experimento de
ésta iltima manera, la velocidad de la reaccibn disminuye no

tablemente en relacibn a su velocidad en solucidn.



Condiciones para la reasociaci®bn.

Las condiciones que se deben controlar para tener una rea
sociacibén adecuada, son las siguientes:

1) La concentracibn de cationes afecta grandemente la ve

locidad de reasociacibén (14,15).

Se ha encontrado que la velocidad de renaturalizacidn

estd en funcibn de la concentracibn de sales en el me

dio. Esta dependencia s6lo es v8lida en un rango que

va de 0.01 M de Na a 0.4 M de Na, por debajo del cual

se bloquea la reaccibn y por arriba del cual, la veclo

cidad se vuelve casi independiente de la concentracibn
de sales (1,2). Este efecto refleja los cambios en -

las interacciones electrost&ticas entre las dos cade-

nas de ADN.

2) La temperatura debe ser suficientemente elevada para e

vitar la formacibén de estructura secundaria en la mis-
ma cadena o apareamiento con una cadena que no sea la
complementaria. Se ha encontrado que la temperatura
6ptima de renaturalizacibn es de 25° a 30° C abajo de
su Tm (temperatura media de fusibn) (1,14).

3) E1 tiempo y la concentracidn del ADN. La reasociacién

de un par de secuencias complementarias es el resultado
de su colisibn y por lo tanto, la velocidad depende de
la concentracibén de ADN. L1l producto de la concentra -
cibén del ADN por el tiempo de incubacibn es el paréme -

tro que mide el nfimero de choques entre las cadenas o el



grado de avance que tiene la reaccifn en un momento
dado. A este par@metro se le ha llamado "Cot", el
cual es expresado en moles de nuclebtidos por litro

por segundo (ver seccibn de cinética de reasociacibn).

Cot = moles de nuclebtidos

X tiempo (segundos)
litro
E1 ADN de cada organismo puede ser caracterizado por el
valor del Cot, en el cual la mitad de la reasociacibn se ha
llevado a cabo (Cect 1/2). También, el Cot 1/2 es proporcio-
nal a la complejidad gené&tica de un organismo.

4) E1 tamafio de los fragmentos de ADN también afecta la

velocidad de reasociacibén (16). Esto concuerda con

la hipbtesis de la nucleacibén (ver Cinética de Reaso
ciacibn), pues es 16gico que para ADNs de pesos mole
culares mayores, se necesitan menos sitios de nuclea

cidn para renaturalizar una cierta cantidad de ADN.

Medicidén de la reasociacibn.

Existen muchas maneras de medir la reasociacibn, todas e
llas basadas en diferencias fisicas, biolbgicas y quimicas,
entre el ADN de doble hé&lice y el de hélice sencilla (16), -
que puedan detectarse facilmente.

1) Entre las diferencias fisicas m&s utilizadas se en -

cuentran las siguientes:
a) E1 ADN disociado absorbe mds luz ultravioleta que

el ADN de doble hélice.



b) L1 ADN reasociado tiene un mayor grado de activi
dad 6ptica que el disociado.

c) En el método de reasociacibén en el que se utili-
za ADN inmovilizado, se defecta la renaturaliza-
cidn midiendo la unibn de fragmentos radiocacti -
vos de ADN de hélice sencilla a largas hebras de
ADN inmovilizado, esta técnica, aunque no se bhasa
en una diferencia fisica propiamente dicha, se -
menciona aqui por conveniencia.

d) Una técnica que es particularmente fitil se basa -
en el hecho de que el ADN de doble hélice puede -
ser separado del ADN de hé&lice sencilla en una co
lumna de fosfato de calcio (hidroxiapatita). Debi
do a su diferente afinidad por la hidroxiapatita.
Las reacciones de reasociacidn pueden seguirse pa
sando muestras por hidroxiapatita y determinando
la cantidad de ADN reasociado que se pegd a la co-
lumna. La importancia que tiene este método, resi
de en que el ADN puede ser fraccionado, en una es-
cala preparativa, en base a su habilidad para rea-
sociar a un Cot determinado (ver sicnificario ‘e Cot
en Seccibdn Condiciones para la Reasociaci®n).

2) A continuacidn se describen las diferencias kiolbcgicas
que se han utilizado para medir la reasociacidn, sienco
en la actualidad el tratamiento con enzimas la mas in -

portante.



a) Tratamiento con enzimas. Aunque los métodos fi
sicos son altamente deseables en algunos casos,
sufren de una desventaja general y es que secuen.
cias de hélice sencilla unidas covalentemente a
regiones apareadas de ADN siempre aparecerin o se
tomar&n en cuenta la fraccibn reasociada.

Existen enzinas como la fosfodiesterasa de E. coli (exonu
cleasa) que hidrolisan el ADH desnaturalizado, respetando el
ADN de hélice doble. Este fenfmeno provee un método para eli
minar todo el ADN de hé&lice sencilla y cuantificar unicamente
el ADN de doble hélice. La desventaja de esta nucleasa y en
general de las exonucleasas, es que deja gazas (lazos) o colas
5' o 3' unidas al ADN reasociado.

Enzimas sin esta desventaja han sido extraidas de cerebros
de ternera, rindn de oveja, levaduras, conidias de Neurospora

crassa y la nucleasa S, de Aspergillus oryzae. En contraste -

1
con las demés, cuya preparacidn es relativamente dificil, la -
nucleasa S1 puede prepararse facilmente a partir de polvo de -
Takadiastasa o Amilasa de Sigma (22).

En técnicas de hibridizacidén de ADN con ARN, es usual qui-
tar secuencias no apareadas con ribonucleasa especifica para
ARN de hélice sencilla (25) o utilizar ribonucleasas que libe-
ren las secuencias de ADN digiriendo la cadena de ARN (19).

b) Transformacibn bacteriana. Se ha utilizado la ca-

pacidad del ADN de doble hé&lice para llevar a cabo

transformacién en bacterias (24).
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c) Método inmunolbgico. Se ha aprovechado tarl iln la
mayor efectividad del ADMN de hé&lice scncilla para
reaccionar en la fijacibn de complenento con anti-
cuerpos anti-ADN (25).

3) Los métodos quimicos més utilizados son las reacciones
del ADN con naranja de acridina o con formaldehido, -
los cuales dan coloraciones diferentes con ADN de doble

hélice y ADN de h&lice sencilla (26).

Cinética de reasociacibn.

La velocidad de una reaccibén es directamente proporcional a

la concentracibén de los reactantes.

s A P donde V es proporcional a Ca
" n n
2. 2A \ P v a Ca2
n n "
A+B P v a Ca Y
n " Ll lal 2
3. A+2B P v a c, >4
" n n =
2A+B P A% a Ca2 CL

Donde V es la velocidad de la :eaccibn;

c la concentracién de A;
a

C, la concentracibn de B; y

b
P el producto de la reaccibdn.
Las proporcionalidades anteriores indican que se tienen di

ferentes tipos de dependencia de la velocidad de la concentra-



cidén para diferentes tipos de reacciones. Para distinguir en

tre estos tipos se utiliz6 el término: "drden de reaccibn".
Orden de reaccibén. Es la suma de todos los exponentes a

los que las concentraciones de los reactantes son elevados,

en la ecuacibébn de equilibrio de la reaccién.

n n

(Ecuacibn de equilibrio) —gg =KCy 7y Cy 2 r--
(Orden de reaccibn) n = n,+ n,+ »» «

a i 2

Cinética de reasociacifn del ADN. La renaturalizacibn de
dos secuencias complementarias se lleva a cabo en los siguien
tes pasos:

1) Colisibén de las secuencias.

2) Si las secuencias son complementarias sucede una nu -
cleacibn, es decir, la formacién de uno o unos aparea
nientos corrcctos de bases en algGn punto (punto de -
nucleacibn) a lo largo de las dos cadenas.

3) El subsiguiente apareamiento del resto de las bases,
en una reaccidén llamada de "zipper", dando por resulta
do la formacibn de la doble hélice.

Bajo las condiciones en las que se acostumbra llevar a ca
bo, la renaturalizacibén del ADN sigue una cinética de segundo
6rden. Lsto indica que el evento limitante de la velocidad es
una nucleacibn y que la subsiqguiente reaccibdn de zipper debe -
ser r8pida, de otra manera la velocidad total de formacibn de

pares de bases serfa de primer &6rden (2).



An8lisis de la gr&fica.- Las velocidades de reasociacibn
de los diferentes ADNs abarcan un rango mas de ocho 6rdenes
de magnitud. Debido a &sto, fue necesario utilizar un método
logaritmico para la presentacibn de medidas de reasociacibn.
La gr&fica que se presenta en la figura 1, muestra el curso -
ae una reaccibn ideal de segundo 6rden en funcibn del produc-
to de la concentracibn de ADN por el tiempo de reaccibn, (Cot)
en una escala logarfitmica.

Los dos tercios centrales de la curva siguen una lfnea -
recta, cuya pendiente puede ser evaluada dividiendo los valo
res de Cot de sus extremos. El valor de esta relacidn es de
100 para una reaccibn ideal, si es mucho mayor, la reaccibn es
seguramente heterogénea. (Ver significado de reaccibdn hetero-
génea en Pag. 5).

En una gréfica de este tipo, se pueden comparar reacciones
llevadas a cabo a diferentes concentraciones y combinar los da

tos para dar un panorama completo del curso de la reaccibn.

Secuencias repetitivas.

Cuando se inicib el estudio de las cinéticas de reasocia -
cibn de organismos superiores, surgid la hipbtesis de que cier
tas secuencias nucleotfdicas estaban repetidas en el ADI de al
gunos vertebrados. Esta suposicibn estaba basada en la obser-
vacibn de que 10% del ADN de ratbdn reasociaba extremadamente -
répido en relacibn al resto del ADN y ADNs de otros organismos

como bacterias y virus. Después se demostrd que esta fraccibn,
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identificada como ADN satélite de ratén, consistia en un mi-
116n de copias de una pequefia secuencia (28).

Trabajos posteriores llegaron a la conclusibén de que todos
los eucariotes contienen ADN repetitivo, mientras que los pro-
cariotes no (1). El hecho de que todos los eucariotes tienen
secuencias repetitivas, aunado a la complejidad creciente de -
estas secuencias en organismos superiores, indican que debe ju

gar un papel importante en la evolucibn.

Precisibn de la reasociacibn.

Cuando se reasocian cadenas de ADN que no son perfectamente
complementarias, los pares resultantes tienen una estabilidad -
térmica reducida. Este efecto provee un buen método para medir
el grado de diferencia entre las dos cadenas. La medicibn de -
la estabilidad térmica se acostumbra hacer llevando a cabo una
curva de fusibén (Tm) o un fraccionamiento té&rmico con hidroxia-
patita (1). Esta técnica esti basada en la absorcibén del ADN -
renaturalizado en una columna de hidroxiapatita. Después se va
aumentando la temperatura de la columna gradualmente, de tal ma
nera que el ADN se va desnaturalizando y eluyendo de la columna.

Se ha calculado que una temperatura media de fusifn (Tm) dis
minufida en un grado centigrado indica 1% de las bases apareadas
incorrectamente (27). También, un rango amplio de transicibén -
térnica indica un apareamiento impreciso.

Los datos obtenidos por las mediciones de la estabilidad -

térmica pueden ser complementados con la medicibén de la hiper -



cromicidad a la luz ultravioleta (Ver curva de fusibn en
Pag. 4), la cual nos da una medida de la fraccidén de la longi
tud total que est& apareada formando una doble hélice.
Utilizando las técnicas anteriormente descritas, se ha vis
to que el ADN de bacteria tiene una renaturalizacidn precisa.
La fraccidén finica del ADN de organismos superiores tiene una
hipercromicidad de aproximadamente 75% de la del ADN nativo y
una transicidén térmica homogénea. Sin embargo, las secuencias
repetitivas muestran un apareamiento impreciso, detectado por
una reduccibén en el Tm, asi como por un amplio rango de transi
cibén térmica. Adem&s una parte importante de los nuclebtidos
no estén apareados, pudiéndose ejemplificar &sto con el ADN re
petitivo de salmbn, donde se encontrd que las regiones aparea-
das inclufan s6lamente la mitad de los nuclebtidos de los frag
mentos (1).
Funcibén de las secuencias repetitivas.
Se dice que el potencial de informacién del ADN repetitivo

es mayor de lo que podfa parecer, argumentindose los siguientes

puntos:
1. Las secuencias de nuclebtidos miembros de una "familia"
tipica son similares, pero no idénticas (1).
2, Las secuencias repetitivas o fragmentos de ellas, han

sido traslocadas a varias partes del genoma (27), lo -
cual reviste gran importancia, pues tanto su localiza-
cidn como su relacibén con secuencias vecinas puede es-

tar relacionada con su funcibn.
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La funcibén del ADN repetitivo ha sido objeto de gran inte
rés recientemente (1,17). E1l hecho de que todos los genomas
de eucariotes tienen ADN repetitivo y la complejidad crecien-
te de estas secuencias en organismos superiores, indican que
estas secuencias desempenan un papel importante en la evolu -
cibn. E1 papel de los genes redundantes en la diferenciacibn
celular, ha sido tema de particular importancia filtimamente.
(18). Se ha demostrado que, al menos parte del ADN repetitivo
se transcribe y que diferentes familias se expresan en diferen
tes fases de la diferenciacibn celular (42).

Es ahora un asunto de gran importancia investigar cbmo es-
té&n arreglados los genes redundantes en el cromosoma (37) y si
controlan la regulacibn genética como han sugerido fuertemente
.las investigaciones de Lodish y colaboradores en el eucariote
Dictyostelium discoideum (19).

Adenmds de las funciones regulatorias arriba mencionadas, -
las cuales tienen un razonable apoyo experimental, se han su -
gerido las siguientes funciones:

1. Muchas copias casi iguales de un gene, harian posible
una mayor velocidad de sintesis. Esto seria consisten
te en el caso de los genes que codifican para ARN ri -
bosomal, de los cuales hay cientos o miles en el ADN -
repetitivo (20,11).

2. Una gran cantidad de copias parecidas, proveerian una
clase de cadenas protéicas similares, como parece ocu-

rrir en la produccibén de anticuerpos (21). De cual -
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quier manera, su funcibn no podrfa estar limitada al
sistema inmunolbgico, pues las secuencias repetiti -
vas existen en plantas y organismos en los que no se
han observado anticuerpos.
3. F. Crick ha propuesto que los segmentos repetitivos
de ADN llevan a cabo su papel estructuralmente, a tra
vés de su interaccibn con las proteinas del cromosoma.
4. Otra posibilidad seria que la existencia de los genes
redundantes eleve hasta un nivel Gtil la posibilidad
de que suceda un evento raro, quiz8s algo como la tras

locacibn de ciertos fragmentos de secuencias de ADN (1).

Origen de las secuencias repetitivas.

Parece probable que las familias de secuencias repetitivas
se hayan originado en ciertos momentos de la evolucibn, por du
plicacién en gran escala de determinadas secuencias. Las diver
gencias se deberfan a subsiguientes mutaciones y finalmente se
traslocarian segmentos de algunas secuencias miembros de la fa-
milia.

Por la evidencia que se tiene, se piensa que el fenbmeno -
descrito arriba (formacién de secuencias repetitivas) es un e-
vento repentino al que se le ha llamado "Replicacidén Saltatoria"
(Saltatory Replication) (1). Una pregunta que surge aqui es:
¢ Cuales son las condiciones que seleccionan a la secuencia y
desencadenan el evento?

Para finalizar con las secuencias repetitivas, en la tabla
No. 1 se dan las caracteristicas de reasociacibn de los ADNs G

nico y repetitivo.



NO REPETITIVO REPETITIVO
Fuente
Bacterias Vertebrados
Virus Invertebrados
Plantas superiores
Euglena
Dinoflagelados

Velocidad de reasociacibn.

Una velocidad inversamente Muchas diferentes velocida
proporcional al contenido des. La mds lenta, inver-
de ADN por célula o parti- samente proporcional al con
cula. tenido de ADN por cé&lula -

haploide y la mis répida has
ta un millén de veces mayor.

Extensibn de la reasociacidn.

Excelente, hasta un 90% de Bueno, si el ADN se corta en
doble hélice reformada. (Ho hay fragmentos pequenos. Pobre
un efecto acentuado debido al si el ADN tiene un alto peso
tamafio de los fragmentos. molecular.

Estabilidad térmica del ADN reasociado.

Temperatura a la cual las cade Algunos con un Tm cercano al
nas se separan (Tm), casi igual del ADN nativo y muchos con
a la del ADN nativo. mis bajos grados de estabili

dad. -

Tamafio de particula del ADN
reasociado.

Varias veces el tamano del frag Enorme, si los fragmentos son
mento, debido al apareamiento - grandes, debido a mGltiples -
de extremos de hé&lice sencillas conexiones (formacidn de re -
libres (concatenacibn). des) .

Tabla # 1. Caracteristicas de reasociacibén del ADN (Tomada
del articulo de Britten y Kohne (1) ).
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PURIFICACION DEL ADN DE NEUROSPORA CRASSA.

Métodos convencionales para purificacién del ADN, no fun
cionaban bié&n en Neurospora crassa. En 1966 se publicd un -
método que parecia dar buenos resultados (29,10). En este -
método, se incuba a 60°C el polvo de micelio liofilizado en
una solucidn que contiené S.D.S. y E.D.T.A. Esto se hace -
con objeto de romper las membranas celular y nuclear, asi co
mo para separar las proteinas del ADN con el detergente. La
accidn de las nucleasas es inhibida por el E.D.T.A. Depués
se desproteiniza por una extraccién con fenol, se precipita
con etanol y se trata con ribonucleasa. Finalmente, se pre-
cipita en isopropanol y se enrolla en una varilla de vidrio;
se solubiliza y se le quita la enzima por medio de otra ex -
traccién con fenol.

En 1970, Britten y colaboradores (6) encontraron que al
pasar un lisado celular a través de una columna de hidroxia-
patita, en presencia de 8 M urea y 0.24 M buffer de fosfatos,
el ADN permanece adsorbido mientras que los otros constituyen
tes celulares pasan a través de la columna. El ADN se recupe
ra eluyé&ndolo de la columna con buffer de fosfatos 0.4 M. La
taSIa No. 2 muestra el procedimiento que se sigue en este mé-

todo.
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Lisis Suspender el tejido en 8 M urea, 0.24 M P.B.,
1% 8.D.8; ¥ 0.0l ¥ E.D:T.As

Rompimiento Con una mezcladora o licuadora a 10-20 000 r.p.
m. En un recipiente sellado y lleno de buffer
para evitar la produccibn de burbujas.

Adsorcibn Pasar por la columna de hidroxiapatita.
Lavado Varios volfimenes de: 8 M urea y 0.24 M P.B.
Lavado Varios voltGmenes de: 0.014 M P.B.

Elucibn Utilizando 0.4 M P.B.

Tabla # 2. Procedimiento para purificacién de ADN, segfin el

método desarrollado por Britten y colaboradores (6).

Accibn de las substancias.

Urea: Reduce la afinidad del ARN por la hidroxiapatita, au-
menta la del ADN y desnaturaliza las protefnas, reduciendo ast
el peligro de actividad enzim&tica.

Puede también ayudar a romper las cé&lulas y la cromatina.

S.D.S.: Rompe las membranas celular y nuclear, ademis de se
parar las proteinas unidas al ADN.

E.D.T.A.: Actfia quelando iones divalentes, inhibiendo asi -

la accibén de las nucleasas.
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Pureza del ADN extraido.

Se encontrd que una pequefia cantidad de proteina y otras
macromoléculas se adsorbian también a la hidroxiapatita, pe-
ro no eran eluidas en las condiciones del mé&todo.

14C-valina,

Utilizando cé&lulas "L" de ratén, marcadas con
se encontrbd que menos de 1/1000 de la proteina celular estaba
presente en la fraccién del ADN. Al llevar a cabo las curvas
de fusibn, se obtuvieron hipercromicidades de 25-28% de la den
sidad 6ptica original. Para obtener ADNs de pureza comparable,

por métodos convencionales, se requeririan etapas sucesivas de

tratamientos enzim&ticos, desproteinizacibn y precipitacibn.

Limitaciones del método.

1. La hidroxiapatita tiene una capacidad que varia con la
marca y el lote, pero un promedio seria 1.67 D.O./ml.
de hidroxiapatita empacada.

2. En las condiciones del método, cadenas muy largas de
ADN no pueden ser eluidas eficientemente de la columna,
por lo que uno de los pasos de la técnica es el rompi -

miento del ADN.

Aparicidn de una fraccibdn nueva en el ADN de neurospora crassa.

El desarrollo del nuevo método, fué importante por la nove
dad de su fundamento y por su rapidez en relacibn a otras téc-
nicas. Sin embargo, su trascendencia fué& mayor en el canpo de

la investigacibn con ADN de N. crassa.



Los autores pensaron cus al tener un método que no depen
dia de la precipitacibn, podrfan recuperar nuevas fracciones
nenores e ADN, las cuales difirieran en peso molecular o en
estado, de la parte principal del ADN. pAl efectuar investi-
gaciones a este respecto, los autores encontraron que un com
ponente mayor del ADN de Neurospora crassa habfa sido discri
minado. La Fig. 2 muestra la curva de fusidén del ADN de N.
crassa extraido por este método, (6). La fraccibn de bajo -
punto de fusibn corresponde a un 25% del total, Esta frac -
cidn estd ausente en los ADNs extraidos por los métodos ante
riores. Tampoco aparece como componente de baja densidad en
ninguno de los gradientes de cloruro de cesio, publicados pa
ra ADN de Neurospora.

En este punto es importante hacer notar que si la fraccibn
de bajo G-C se encontrara en forma de pequenas secuencias re -
partidas en el genoma, podria ser que esta fraccibdn no se esté
perdiendo al purificar por otros métodos, sino que la fraccidn
se pone de manifiesto en la curva de fusidn, debido al menor -
tamano de los fragmentos de ADN purificado por el método de -
Britten.

Para desechar esta posibilidad se buscé informacibdn sobre
los rendimientos obtenidos por ambos mé&todos (el método ante -
rior vy el de Britten). Un 25% de ADY que no se pierde debe, 16gi
canente, aumentar el rendimiento de ADN.

Lxiste poca informacifén sobre &sto en la literatura, sin em
bargo, si hav un aumento en el rendiniento (10,7), aunque no lo

dicen exactamente, ni de un modo directo.
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Otro factor que habla a favor de que efectivamente sc e:
taba perdiendo esta fraccibn, es el hecho de que el porcenta
je de G-C del NDN purificado por otros métodos es de 52% (5€)
(calculado por su densidad boyante), el cual es igual al de
la fraccibn de alto G-C del ADN purificado por el método de -
Britten.

Aunque todo lo anterior indica que se trata efectivamente
de una nueva fraccibn, la posibilidad planteada inicialmente
queda abierta, debido a que no se habla de &sto en la litera-
tura y es dificil encontrar datos que lo aclaren sin lugar a

dudas.



LSTUDIOS COMN ADN DE NEUROSPORA CRASSA.

Estimaciones sobre la transcripcién de la informacibén gené
tica en eucariotes es necesaria para una mejor comprensibn del
control y la diferenciacibn de los tejidos, en condiciones nor
males y anormales. En 1973, Dutta y colaboradores calcularon
el porcentaje del ADN no repetitivo que se transcribfa en fase
logaritmica, por medio de la hibridizacibén de ADN Gnico con -
ARN total (8).

Por la importancia de este trabajo y por su relacibn con
los trabajos siguientes, se describen a continuacifn algunos
detalles .de su metodologia.

La razbén por la cual se utiliz6 Ginicamente ADN no repetiti
vo es la siguiente: Si un miembro de una familia de varios mi
les de genes similares, pero no idénticos, es expresado, el -~
ARN resultante reaccionarfa con ADN de otros miembros de la fa
milia. Esto implica que un ex&men de la transcripcibén de se -
cuencias repetitivas, podrfan no definir adecuadamente el pa -
trén de transcripcibn.

Para purificar las secuencias repetitivas, el ADN marcado,
roto y desnaturalizado se incub® hasta un Cot de dos. En este
Cot (se sabe por medio de las curvas de renaturalizacibn de ADN
total) todas las secuencias repetitivas han renaturalizado, mien
tras que las secuencias finicas se encuentran como hélices senci-
llas. En este momento, se pas® la solucidn a través de una co -
lumna de hidroxiapatita, quedando las secuencias repetitivas ad-

sorbidas a ella.
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Para cuantificar la transcripcibn, se incubaron las secuen
cias finicas de ADN (32P) con una concentracibén muy alta de ARN
total, de manera que ocurriera la mfinima reasociacibn posible
de ADN - ADN. Después de la incubacibh, la solucibén se pasd -
por hidroxiapatita y se eluybd el material que habia permaneci-
do adsorbido, es decir hfbridos ADN - ARN y quiz&s un poco de
ADN - ADN. Para cuantificar finicamente el ADN unido a ARN, es
ta mezcla se tratd con ribonucleasa y fue pasada por hidroxia-
patita, quedando adsorbido el ADN - ADN y saliendo el ADN (32P),
que habfa hibridizado con el ARN, ahora en forma de hélice sen-
cilla.

Se encontr6 que el 35% del ADN finico habifa hibridizado con
el ARN total, es decir, era transcrito en esa fase de crecimien
to (logarftmica). Por medio de curvas de saturacibén, se compro
b6 que la reaccibn estaba completa en las condiciones en que se
llev6 a cabo la hibridizacibén. Esta informacibn se complementd
con el hecho de que el ADN que no reaccion8, tampoco lo hizo al
volver a incubarse con el ADN total hasta el mismo Cot.

Para comprobar que el ADN que no reaccionb6 no estaba danado,
se le puso a renaturalizar con ADN frfo, logrédndose casi un 100%
de renaturalizacibn. Por filtimo, la elevada estabilidad térmica
de los hibridos ADN - ARN indicé un alto grado de complementari-
dad.

Estimaciones de la transcripcién de la informacidén genética
con ADN no repetitivo de otros eucariotes han sido llevados a -

cabo por Gelderman y colaboradores (30). Ellos muestran que 6%
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de las secuencias finicas del ADN estén representadas como ARN
en el ratén recién nacido. Hahn y Laird (31) reportaron esti-
maciones de la transcripcién del ADN fnico en diferentes teji
dos de ratén, obteniendo los siguientes resultados: cerebro
10.8-12.4%, higado 3-5.2% y rinén 2.7-4.8% en células proca -
rioticas, Mc. Carthy y Bolton (32) reportaron 50% de hibridi-
zacibn ADN - ARN utlizando un método de ADN - agar. E1 35% -
de N. crassa, representa uno de los mayores niveles de trans-
cripcibn encontrado en un organismo eucariote. Las fases de
desarrollo de N. crassa, proveen una oportunidad muy buena pa
ra estudiar el control de la transcripcibn y la expresibn di-
ferencial de los genes.

En 1975 Dutta y Chaudhuri (33), utilizando la metodologia
descrita al principio de este tema (medicibén de la hidridiza-
cién ADN - ARN, ntilizando cromatograffia de hidroxiapatita), =
midieron el porcentaje de transcripcibn de secuencias finicas -
de ADN provenientes de cuatro tipos celulares, representantes
de cuatro estadios de desarrollo de Neurospora crassa. La =
transcripcidén del ADN fue del 34% (68% del genoma) en la fase
de micelio ramificado y 15% en la fase de conidia, la cual es
considerada como una fase inerte o de latencia. Las fases de
conidia germinada y micelio no ramificado mostraron un marcado
incremento en la transcripcibn, siendo 25 y 27%, respectivamen
te. Esto quiere decir que, como era de esperarse, la diversi-
dad transcripcional del genoma va aumentando para llenar los -

requerinientos de crecimiento y diferenciacidn celular. Siendo



una opinibn general que algunos tipos de moléculas de AR se
sintetizan siempre, mientras que otros solamente en ciertas

fases de desarrollo, los autores calculan que aproximadamen-
te un 30% del genoma de N. crassa (5000 a 8000 genes) se ven
envueltos en la produccibn de nuevas molé&culas de ARN en di-

ferentes etapas de desarrollo.

ADN repetitivo en N. crassa.

Como se vié en un capitulo anterior, el ADN de N. crassa
est8 formado por una fraccibn de bajo contenido de G-C (32 mo
les %)y otra de alto contenido de G-C (52 moles %), corres -
pondiendo la primera a un 25%, aproximadamente, del ADN total.
Se ha encontrado que la fraccidén de alto G-C estd constituida
principalmente por secuencias finicas y parte de la de bajo G-C
por secuencias repetitivas (34). Algunos datos interesantes so
bre esta fraccifén de bajo G-C son su marcada variacibn (en cuan
to a cantidad) obtenida en diferentes cepas y especies (Chakra
Bartty y Dutta, no publicado). Se ha visto tambi&n, que la mu-
tante "slime" de N. crassa contiene un 44% de esta fraccibn -
(0Ojha y Colaboradores, en preparacibn).

En cuanto a las secuencias repetitivas, experimentos de rea
sociacibn han mostrado que representan 10-12% del ADN total (8).
En este 10-12% est&n inclufdas las secuencias mitocondriales (34)
y las secuencias que codifican para ARN ribosomal y de transfe-
rencia (11), (35). Recientemente se encontré que el ADIl repe -
titivo de N. crassa mostraba una cinética de reasociacidn tipi-
ca de segundo 6rden, lo cual indica una naturaleza homogénea de

estas secuencias (36).
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La informacibn sobre transcripcidn de ADN repetitivo es
escasa en relacibén a la de ADN Gnico. Hough y Davidson -
(17) revcrtaron 6-8% de transcripcién del ADN repetitivo en
oocitos de Xenopus. Sugieren que por lo menos 2-5% del ARN
de oocito puede proceder de secuencias repetitivas no riboso
males y que la mayor parte de estos ARNs est8 presente en po
blaciones de pequenos ARN heterogéneos En Dictyostelium se ha
encontrado que 90% del ARN mensajero proviene de secuencias
inicas y sin embargo 25% del ARN nuclear que contiene poli-A
ha sido transcrito de ADN repetitivo (19). En 1975 se cuan-
tificé el porcentaje de transcripcibdn del ADN repetitivo en
N. crassa (36). Tsto se llevd a cabo en la forma acostumbra
da (hibridizacién ADN - ARN y cromatograffa de hidroxiapati-

ta), obteniéndose los resultados mostrados en la tabla.

ADN repetitivo AR total 7.3% de hibridizacidn
ADN repetitivo ARN ribosomal|4.4% de hibridizacibn
ADN repetitivo ARl de trans-|0.1% de hibridizacibn
ferencia
Tabla !o. 3 Resultados de la hibridizaci®én de ADN repetiti

vo con AR total, con AR ribosomal y con ARN

de transferencia.

De 10 a 12% del ADN de !l. crassa son secuencias repetiti-



vas y se encontrd que 7.3% se transcribe en fase logaritmica.
Parte de los ARlNs transcritos de ADN repetitivo son de origen
nuclear y se sugiere que parte pueden ser de AD mitocondrial.
La mayor parte del ADN repetitivo nuclear, sin embargo, codi-

fica para ARN ribosomal y ARN de transferencia.
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IIATERIAL Y METODOS

Citrato de Sodio ( 5 H20 )
Fosfato de Potasio mono bésico
Nitrato de Amonio
Sulfato de Magnesio ( 7 H20 )
Cloruro de Calcio ( 2 H20 )
Biotina
Acido Citrico ( H,0 )
Sulfato de Zinc ( 7 1,0 )
Sulfato Ferroso Amoniacal
Sulfato de Cobre ( 5 H,0 )
Sulfato de Magnesio ( H20 )
Acido Bbrico
Molibdato de Sodio ( 2 H,0 )
Cloroformo
Alenina HC1
Sacarosa
Agar (Bacto Agar)
Acetona
Hidroxiapatita

32

NaZHP 04

Adenina—8—c14

Urea

Glicerol

Baker analyzed
Baker analyzed
Merck

Baker analyzed
Mallinckrodt

Sigma

Baker analyzed
Baker analyzed
Baker analyzed
Baker analyzed
Baker analyzed
Baker analyzed
Mallinckrodt

Baker analyzed
Sigma

Baker analyzed
Difco

Baker analyzed
Bio-Rad H.T.P. (9404)
New England Nuclear
New England Nuclear
Merck

Merck



Fosfato de Sodio Dib&sico Baker analyzed
Fosfato de Sodio Monobésico Baker analyzed
Dodecil Sulfato de Sodio (S.D.S.) Baker analyzed

Acido Etilendiamino Tetracé&tico
(Sal dis6dica) (E.D.T.A.) Baker analyzed
a) Pronasa 50 g/ml. (autodigerida) Sigma
Se disuelve en una solucibn
amortiguadora de 0.01 M Tris a un
p.H. de 6.8 y se incuba una hora
a 37 C.
b) Solucibén de Fenol-Cloroformo Baker analyzed(Fenol)
Para preparar este reactivo es ne
cesario utilizar fenol previamen-
te destilado. Después se funde -
en un bafio de agua hirviendo y se

mide el volumen deseado. Se le a

grega. un volumen igual de cloro
formo.
NOTA: Esta solucibn debe prepararse antes de usarse.
c) Solucibn de Cloroformo-Alcohol
Isoamilico. Merck (Alcohol Isoam.)
Se mezcla veinticuatro partes de
cloroformo por una de alcohol iso

amilico.



d) Liquido de Centelleo Bray:

Jaftaleno 60.0 g. Merck

P.Pe0O. 4.0 g. Packard
Etilenglicol 20 ml. Baker analyzed
Metanol 100 ml. Baker analyzed
Dioxano c.b.p. 1000 ml. Baker analyzed

Cepas.

Meurospora crassa: 74-A (Cepa silvestre)

Neurospora crassa: Ad-8-a (Auxbtrofo de adenina)

Ambas cepas fueron obtenidas del Fungal Genetics Stock
Center en Darmouth College, Hanover, N.H., U. S. A.

Medios:

Para la obtencibén de micelio, se crecib N. crassa en e;
nedio minimo de Vogel (38) al 2%, suplementado de 1.5% de sa
carosa y con las variaciones especificadas para el crecimien
to de cada una de las cepas.

Medio de Vogel con bajos fosfatos. Para el crecimiento
de la cepa 74-A, el medio de cultivo se prepard usando medio
minimo de Vogel de bajos fosfatos, el cual tiene la misma com
posicibn que el medio minimo de Vogel, con la diferencia de -
aue se le ponen finicamente 25 g. de KH2PO4 por litro. De es-
ta nanera, al preparar el medio quedari una concentracibén fi-
nal de fosfatos equivalente a 0.05 g.%. Esta es la minima -
concentracién de fosfatos en la que puede crecer Neurospora cra

ssa (39). Gracias a &sto, el fosfato frio no cometird con el mar



cado para su incorporacibén al ADN. Medio adicionado de adeni
na. Para el crecimiento en medio liguido de la cepa Ad-8-a,
se adicioné el medio de cultivo con adenina para dar una con-
centracibn final de 2.5 mg.%. Esta es la concentracidn mini-
ma de adenina en la que puede crecer esta mutante (40). De
esta manera, la adenina frfa no competird con la marcada para

su incorporacién al ADN.

Condiciones de crecimiento.

Las esporas utilizadas como inbculo para el crecimiento
en medio liquido fueron recogidas de matraces erlenmeyer
(250 ml.) con 50 ml. de medio minimo de Vogel al 2% con saca
rosa al 1.5% y agar al 1.5% para la cepa 74-A y adicionado de
20 mg.% de adenina para la cepa Ad-8a. Estos matraces fueron
inoculados con esporas. Posteriormente se incubaron 3 dias -
en la oscuridad a 29°centigrados y dos dfas con iluminacibén -
de 25°centigrados. Se les agregd medio esteril (15-25ml.) con
objeto de suspender las esporas y la suspensidn fue filtrada
en un tubo de vidrio (15 x 1.5 cm.) con lana de vidrio. Iste
filtrado se utilizb como inbculo para el medio liquido (obten
cibén de micelio).

Para el crecimiento en medio liquido, se usaron 4 litros
de medio contenidos en un matraz de florencia de 6 litros, al
que se le colocaron 4 tubos de vidrio para burbujear aire. Es
tos tubos se sostienen con el tapbn de algoddn del matraz.

Los matraces fueron inoculados con una suspensidn de espo



ras para obtener una densidad 6ptica de 0.06 a 540 g/len un
clorimetro Bausch & Lomb.

Los matraces se incubaron en un bano de agua a 25°C y a
través de los tubos de vidrio se introdujo una corriente de

aire hidratado, que airea y agita.

Curva de crecimiento.

Se hicieron creciendo cultivos de la cepa 74-A y de la
Ad-8-a en los medios y condiciones descritos anteriormente.

Se sacaron alfcuotas (de 100 ml. al principio y de 50 -
ml. después) a diferentes tiempos. Estas alicuotas se fil-
traron, se lavaron con agua destilada y se les agregaron va
rios vollGmenes de acetona con el fin de deshidratar el mice
lio. Posteriormente las muestras fueron secadas con aire y

pesadas.

Purificacién del ADN (marcado con is6topos radioactivos)

La purificacibén del ADN fue hecha por una modificacibn
del método de Britten de la Urea-Fosfato (6). Como se men-
ciona en la introduccién, la modificacidén m&s importante con
sistid en utilizar la modalidad de "lote" en lugar de la co-
lumna de hidroxiapatita.

a) Obtencibn del micelio liofilizado.
La cepa 74-A se crecib en medio de Vogel con ba
jos fosfatos, en las condiciones ya descritas,

adicionando de 2 mCi. de Na2 H32

P 04 por litro
de medio. E1l micelio fue cosechado a las 15-16

horas de incubacibn.



La cepa Ad-8-a se crecib en medio minimo de Vogel adicio
nado de adenina, en las condiciones descritas, EN CONDICIOIILS
DE CRECIMIENTO, suplementado con ZQ/MCi./lt. de adenina—S—C14
y se incub6 durante 19-20 horas. El micelio filtrado y lava-
do con agua destilada fue liofilizado.

b) Lisis.
Un gramo de micelio liofilizado se pulverizd en un
mortero con la ayuda de hielo seco. Este polvo se
suspendib en 50-60 ml. de una solucibn de:
8 M Urea
0.24 M P.B.
1% S.D.S.
0.01 M E.D.T.A.
NOTA: P.B. significa buffer de fosfatos mono y disédico a
un p.H. = 6.8.

El lisado fue pasado por una jeringa desechable sin aguja con
objeto de homogeneizar bien la suspensibn y a continuacibn se fil
tr6 con una gasa doble (esto es con objeto de evitar que se tape
la aguja utilizada en el paso siguiente).

c) Rompimiento del ADN.
Para que el ADN pueda ser eficientemente recuperado
de la hidroxiapatita, hace falta reducir el tamano
de sus pedazos, de manera que la solucibn fuc pasada
a través de una aguja del 26.

d) Adsorcibn.
Se repartié el lisado en dos tubos de centrifuga c&

nicos de 50 ml., los cuales contenfian 10 ml. de -



hidroxiapatita (empacaca) cada uno. La hidroxia
patita habia sido equilibrada previamente y a -
temperatura ambiente con la siguiente solucidn:
0.24 M P.B.
8 Il Urea

Una vez hecho &sto se resuspendid la hidroxiapatita agitén
dola suavemente y se mantuvo en suspensidn durante 30 minutos.
NOTA: Como presenta cierta dificultad el desempacar o resuspen
der la hidroxiapatita con pura agitacibén se utilizaron pipetas
pasteur rotas de la punta y con un bulbito de hule en el otro
extreno. Después se taparon los tubos con "parafilm" y se man
tenia en suspensibén agitdndolo suavemente cada vez que fuera ne
* cesario.

Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugd la suspensidn
en una centrifuga clinica (M.S.E.) con una velocidad y un tiem-
ro suficientes para bajar toda la hidroxiapatita.

¢) Lavados.
Un lavado significa suspender la hidroxiapatita en
aproximadamente 35 ml. de buffer y mantenerla en -
suspensibén por 10 minutos aproximadamente y centri
fugar.

1. Cinco lavados con volimenes de 35 ml. cada uno de una

solucidn de:
8 M Urea

0.24 M P.B.



NOTA: Se deben tomar alificuotas de cada lavado (alrededor de
20 A\) y medirseles la radioactividad, de modo que se cambiard
al siguiente buffer Unicamente cuando ya no salgan cuentas de
la hidroxiapatita.
2. Cuatro lavados con: 0.014 M P.B.
f) Elucibn.
Se efectub el mismo proceso que en los lavados. Es
to se hizo 3 veces con: 0.48 M P.B.
En este caso el volumen empleado puede ser menor.
En las primeras 2 eluciones se encuentran, gene -
ralmente, mis del 90% de las cuentas totales.
g) Tratamiento con pronasa.
Las soluciones de ADN, después de ser eluidas en
0.48 M P.B., fueron ajustadas a 0.2 mM E.D.T.A. y
0.4% S.D.S. y tratado con pronasa autodigerida
(ver preparacién en la p&gina 1) a una concentra
cién de SO/Mg. por ml. durante una hora a 37°C.
La pronasa se quita desproteinizando por medio de una ex -
traccibén con fenol y cloroformo.
h) .Desproteinizacién por extracciones.
Se efectuaron dos extracciones con fenol-clorofor
mo y una con cloroformo-alcohol isoamilico (ver pre
paracibén en la pégina 21).
El proceso de extraccibn es el siguiente: Se pone la solu-
cibn de ADN en un recipiente con tapa y se le agrega un volumen
igual de solucibn de fenol-cloroformo o cloroformo-alcohol iso-

amilico y se agita durante 5 minutos.- Después se centrifuga 10
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minutos a 10,000 r.p.m. y se recupera la fase acuosa (fase su
perior).
i) Centrifugacibdn.
Finalmente la solucibén de ADH se centrifugd a
105,000 x g. durante 20 horas (Beckman L 5-75) y el
ADN en forma de pellet se disuelve en 0.01 M P.B.
(Es necesario centrifugar a una temperatura superior

a 15°C para evitar que precipite el S.D.S.).

Rompimiento del ADN

L1 ADN se llevd a una concentracidn de 0.14 M de fosfatos y
se rompib por sonicacibén durante 5 minutos, con pulsos de 15 se
gundos y descanso de 1 minuto aproximadamente para evitar el so
brecalentamiento de la solucibén. Todo &sto se hace manteniendo

el tubo rodeado de hielo picado.

Determinacibén de las caracteristicas espectrofotomé&tricas

y curvas de fusibn del ADN.

Los criterios de pureza del ADN que se utilizaron, se basan
en sus caracteristicas espectrofotométricas y curvas de fusibn.
Estas determinaciones se efectuaron en un espectrofotfmetro
UNICAM SP 1800 acoplado a un graficador AR-25, a un programador
de camhio automé@tico de celdas UNICAM SP 1805 (éste fGltimo sola
mente cuando se media el Tm de varias muestras al mismo tiempo)
y un programador de control de temperatura SP 876, bajo las si-

gulentes condiciones:
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a) Espectrofotbébmetro UNICAM SP 1800.
Longitud de onda fija a 260 nm.; un portaceldas
especial para el espectrofotbmetro, con regula -
cibn de temperatura y un termbmetro dentro de una
celda UNICAM SP 877, en glicefina al 20%; un carri
to del portador de celdas para cambiar la posicibn
de las mismas.
b) Programador de control de temperatura UNICAM SP 876.
Aumento de temperatura de 1°C/minuto; temperatura -
inicial de 25°C; temperatura méxima de 110°C.
c) Programador de cambio automdtico de celdas UNICAM
SP 1805.
Cambio y lectura de las celdas cada minuto.
d) Graficador UNICAM AR-25.
Velocidad del papel de 5 minutos por centimetro para
una intensidad de 10 mV.
e) Celdas UNICAM SP 877.
Se utilizaron celdas de cuarzo de un cm. de paso de
luz con tapdn de tefldn. Las muestras de ADN utiliza
das para la determinacién del Tm, fueron ajustadas a
0.12 M de P.B. Las concentraciones de AD!l empleadas,
fueron entre 10 y 70 g./ml.
NOTA: Al comparar las temperaturas registradas en el termdmetro
del aparato con las de un termémetro colocado en una de las cel
das por medio de un tapbn de corcho, se vid que no coincidian -
exactamente, por lo que hubo necesidad de hacer una tabla de e-

quivalencia de temperaturas.
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Medicibn de la concentracibn y cllculo de la actividad especi

fica.

De las lecturas de absorbancia determinadas a 260 nm (es-
pectrofotdmetro Zaiss M 4 Q III) en celdas de cuarzo de un cen
timetro de paso, se calculd la concentracibn de los ADNS en -
las soluciones, sabiendo que una unidad de densidad 6ptica co-
rresponde a una concentracidn de Sgﬂg. de ADN/ml.

Para determinar las actividades especificas se tomaron -
alicuotas de las soluciones de ADN de concentracidn conocida,
se les agregaron mezcla de centelleo Bray y se les midib las
radioactividad en un contrador de centelleo liquido Nuclear -
Chicago. A partir de estos datos se sacaron las actividades
especificas, utilizando la siguiente f6rmula:

cuentas/minuto
unidades de D.O.

Fraccionamiento de las secuencias finicas y repetitivas

(con ADN(14C)y con ADN (32P)).

Esta técnica esti basada en lo siguiente: Se desnaturali
za el ADN marcado y roto y se deja renaturalizar hasta un Cot
suficiente para que las secuencias repetitivas se encuentren
apareadas pero no las secuencias finicas (8). Después se sepa
ran ambos tipos de secuencias por cromatografia con hidroxia-
patita.

a) Desnaturalizacibn.
E1l ADN marcado y roto se desnaturalizd en un medio

con la composicién siguiente:
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0.14 M P.B.

0.4% S.D.S.

10—4 M E.D.T.A.

La desnaturalizacibén se llevd a cabo poniendo la solucidn

de ADN en un bano de aceite a 100 °C y contando 3 minutos a -

partir del momento en que la solucibn alcanzé la temperatura

de 100°cC.

Esto quiere decir que anteriormente hay que medir

un tiempo cero con un buffer de igual composicibn (exceptuan-

do el ADN) y un termbmetro dentro.

b)

c)

Incubacibén o renaturalizaci®dn.
Después de‘la desnaturalizacibén la solucibn se en
frié ripidamente a 60°C (en esta parte tambi&n hay
que medir antes el tiempo que tarda la solucidn en
énfriarse, son ayuda de hielo picado, de 100°C a
60°C y en ese momento empezar a tomar el tiempo de
incubacibn) y se incubd a la misma temperatura por
un tiempo suficiente para obtener un valor de Cot
de dos. En ese momento se pas® la muestra a través
de una columna de hidroxiapatita equilibrada a 60°C
con un buffer de la siguiente composicibn:

0.14 M P.B.

0.4% S.D.S.
y se empezb a lavar con el mismo buffer.
Lavados y elucidn.
Se fueron colectando fracciones de 1 ml. aproximada

mente, toméndose alicuotas y midiéndole la radioac-
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tividad. Cuando ya no salieron ma@s cuentas de la
columna (es decir, todo el ADN de hélice sencilla
- habia sido eluido), se lavé ésta con varios volG -
menes de 0.14 M P.B. para quitar el S.D.S. que pudo
haber quedado en la columna.

Finalmente, se eluyb con 0.48 M P.B., el ADN que habfa per-
manecido en la columna y que representa el ADN repetitivo. Se
comprob6 el final de la elucibén midiendo la radioactividad de
las fracciones.

d) Célculos para la renaturalizacibn.
El tiempo de incubacibn necesario para llegar a un
Cot de dos, se calculd con la forma siguiente (1):
Cot = moles de nuclebtidos/lt.x segun
do x 1.3288.

La Gltima cifra de esta férmula es el factor de co-
rreccibén (tomado de la tabla 4) utilizado para tomar en cuenta
el aumento de velocidad que sufre la reaccibn al llevarse a ca-
bo en una concentracién mayor de fosfatos (se ha acordado que
el factor es 1 cuando la concentracibén de fosfatos es de 0.12 M
6 0.18 M de cloruro de sodio).

En cuanto a la concentracibn de nuclebtidos &sta se
convirtid a moles/lt., tomando 327 g. como el peso molecular pro

medio de un nuclebtido.



Molaridad Velocidad Molaridad| Molaridad Velocidad Molaridaﬁ
de cation relativa de P.Bs de cation relativa de de D.l:.
Monovalent reasociacibn Monovalente| reasociacibn
0.115 0.0000 0.01 0.465 3.8841 0.31
0.030 0.0016 0.02 0.480 4.0085 0.32
0.045 0.0133 0.03 0.495 4.1300 0.33
0.060 0.0453 0.04 0.510 4.2487 0.34
0.075 0.1021 0.05 0.525 4.3646 0.35
0.090 0.1831 0.06 0.540 4.4778 0.36
0.105 0.2858 0.07 0.555 4.5884 0.37
0.120 0.4063 0.08 0.570 4.6964 0.38
0.135 0.5410 0.09 0.585 4.8019 0.39
0.150 0.6867 0.10 0.600 4.9049 0.40
0.165 0.8404 0.11 0.615 5.0056 0.41
0.180 1.0000 0.12 0.630 5.1040 0.42
0.195 1.1633 0.13 0.645 5.2001 0.43
0.210 1.3288 0.14 0.660 5.2941 0.44
0.225 1.4954 0.15 0.675 5.3860 0.45
0.240 1.6619 0.16 0.690 5.4758 0.46
0.255 1.8277 0.17 0.705 5.5636 0.47
0.270 1.9920 0.18 0.720 5.6495 0.48
0.285 2.1544 0.19 0.735 5.7335 0.49
0.300 2.3146 0.20 0.750 5+ 8157 0.50
0.315 2.4722 0.21 0.825 6.2009 0.55
0.330 2.6271 0.22 0.900 6.5478 0.60
0.345 2.7791 0.23 0.975 6.8613 0.65
0.360 2.9280 0.24 1.050 7.1457 0.70
0.375 3.0739 0.25 1.125 7.4047 0.75
0.390 3.2167 0.26 1.200 7.6413 0.80
0.405 3.3563 0.27 1.275 7.8582 0.85
0.420 3.4929 0.28 1.350 8.0575 0.90
0.435 3.6263 0.29 1.425 8.2412 0.95
0.450 3.7567 0.30 1.500 8.4110 1.00
Tabla No. 4. Velocidad de reasociacién del ADN, en funcibn de la

concentracibn de sales.

Britten (43).

Tomada del articulo de
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La columna de hidroxiapatita.

La mejor manera que se encontré para tener la colum
na de hidroxiapatita en las condiciones antes des -
critas, fue la siguiente: a una columna de vidrio -
con camisa (12 x 1.5 cm.) se le hizo circular agua
a 60°C con ayuda de un termomix adaptado a la cami-
sa. La columna se conectd6 a una bomba peristdltica
(Buchler, Polistaltic Pump) y ésta a un colector de
fracciones. La bomba Perist&ltica se usé a una ve-
locidad de 3 en "low", de manera que el flujo era
relativamente répido; (13 gotas por minuto), pero -
sin que se empacara o rajara.la columna. El colec
tor de fracciones se ajustd a un cambio cada 17 go-
tas (1 ml.).

El bafio de agua del termo-mix, se usd también para

incubar el ADN.



RESULTADOS

Curvas de crecimiento.

Se hicieron curvas de crecimiento de la cepa 74-A en medio
de Vogel con bajos fosfatos y de la cepa Ad-S-a en medio de Vo
gel adicionado de adenina, con el propbdsito ‘de determinar el -
perfodo adecuado de érecimiento para la extraccidén del ADN.

En la curva correspondiente a la cepa 74-A (figura 3), se
observa que el crecimiento del microorganismo tiene un periodo
lag de unas dos horas, después del cual empieza un crecimiento
logarftmico con una velocidad de duplicacibn de 3.5 horas hasta
que a las 16.5-17 horas, el crecimiento entra en su face esta -
cionaria.

En la curva correspondiente a la cepa Ad-8-a (figura 3), se
puede ver que el crecimiento del microorganismo tiene una fase
lag nucho mé&s larga (alrededor de 11 horas), después de la cual
pasa a un periodo de crecimiento logaritmico con una velocidad
de duplicacibn de 2.5 horas. Finalmente, el cultivo empieza a
entrar en su fase estacionaria a las 20 horas de incubaci®dn.

Debido a las observaciones anteriores, se fijaron los tiem-
pos de incubacibn en: 15-16 horas para la 74-A.

19-20 horas para la Ad-8-a

Los anteriores periodos de iqcuhacién se fijaron usando el

criterio de cosechar el micelio en la fase de crecimiento loga

ritnica tardia, pues estd reportado (40) que en este periodo de
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crecimiento el ADN tiene su méxima actividad especifica y es
después de este momento cuando el rendimiento de ADN por gra
mo de micelio empieza a bajar, con el consecuente aumento en

proteina.

Purificacibn del ADN.

Rendimiento del cultivo.

Se obtuvieron unos rendimientos de 0.8 g. de micelio lio
filizado por litro de medio de cultivo para la cepa Ad-8-a y
1.3 g. de micelio liofilizado por litro para la 74-A.

Rendimiento del ADN.

Las graficas de las figuras 4 y 5, representan la purifi-
cacibn del ADN (14C) y del ADN (32P). El rendimiento que se
obtuvo siempre, fue un poco mayor de 30 unidades de densidad
6ptica por gramo de micelio liofilizado.

Esta cantidad es mayor a la que reportan Dutta y Ojha (7),
quienes obtienen 20-24 D.O./q. de micelio liofilizado.

Capacidad de la hidroxiapatita.

La hidroxiapatita que se utiliz6 tiene una capacidad de
1.65 D.0./ml. de hidroxiapatita empacada. Esta cantidad esté
dentro del promedio reportado, aunque se ha escrito sobre hi-
droxiapatitas que adsorben 20 D.O./ml. (6).

Pruebas de pureza.

A todas las muestras de ADN purificadas, se les midid la

absorbancia a 260, 280 y 230 nm. y se calcularon las relaciones

A260/ A280 y A260/ A230. Debiendo obtenerse los siguientes va-

lores para tener una pureza aceptable:



D.0. 260 nm. = 1.9 + 0.1
D.0. 280 nm.

D.0. 260 nm. = 2.2 + 0.2
D.0. 230 nm.

Una vez que las muestras de ADN hablfan pasado la prueba an

terior,

se les hizo una curva de fusibén (Tm). Como todas ellas

fueron muy similares, solamente se muestra una en la figura (6).

En esta gr&fica se ve que la muestra refine las dos caracteristi-

cas m8s importantes desde el punto de vista de pureza e integri-

dad, que son las siguientes:

1.
2.

Hipercromicidad de por lo menos 25%.

No elevacibn de la absorbancia antes de llegar a 78°C.
Otras caracteristicas importantes que se observan en
esta curva son:

Tm (temperatura media de fusibn ) de 91°C (medio grado a

rriba de la temperatura reportada en la literatura).

Curva bifésica con aproximadamente 25% del ADN como frac-

cibn de bajo contenido de G+C. Esto quiere decir que se

est8 conservando, en la purificacibn, esta fraccién tan -
importante, sobre todo, para experimentos con ADN repeti-
tivo.

La transicibn térmica fue aproximadamente 80°C a 98°C.

f) Actividades especificas.

Actividad especifica del ADN (14C) = 10,000 c.p.m./D.O.

La actividad obtenida es muy buena, pues es mis de 3 ve-

ces superior a la que reportan Dutta y colaboradores (40)

de un micelio de 48 horas de crecimiento. Sin embargo e

llos aclaran que ADNs con actividades especificas de va-



rios cientos de c.p.m. por microgramo han sido obteni
dos utilizando este método de marcaje.

2. Actividad especifica del ADN (°2P) = 100,000 c.p.m./D.O.
Esta actividad especifica es la mitad de lo que obtie
nen Richman y Dutta (39) con el mismo método de marca

je.

Fraccionamiento por cromatograffa de hidroxiapatita.

(utilizando los ADNs marcados)

E1l ADN marcado y roto, se desnaturaliza y se incuba hasta
un Cot con valor de dos. En ese momento todas las secuencias
repetitivas del ADN Neurospora crassa se encuentran reasocia-
das, mientras que las secuencias finicas no (8). Las figuras
7 y 8 representan el perfil de elucibén del ADN (ADN (32P) b

14C), al pasarlo por la columna de hidroxiapatita en las

ADN (
condiciones descritas en material y métodos. El1 pico A. de am
bas gréficas, representa el ADN que permanecid como hélice sen
cilla al llegar a un Cot de dos y el cual salib6 de la columna
inmediatamente. El pico B representa la elucibdn del ADN que -
se encontraba reasociado al llegar a este Cot y que quedd adsor
bido a la columna.

En el fraccionamiento del ADN (32P) (figura 7), el ADN que
se encontraba reaéociado equivale a un 12.9 del total. En el

ADN (14C) (fig. 8), el ADN que renaturaliz6 a ese Cot represen

ta un 12.5 % del total.



DISCUSION.

Curvas de crecimiento.

Con ayuda de las curvas de crecimiento, se encontraron
los tiempos de incubacifn adecuados para obtener, en las con
diciones utilizadas para el cultivo, un micelio en una etapa
6ptima para la purificacibén del ADN (14C) y ADN (32P). Con
etapa 6ptima, me refiero a que se obtenga una buena cantidad
de micelio, y que el ADN marcado que se purifique de &1, ten
ga las siguientes caracteristicas:

a) La mayor actividad especifica posible.
b) Un alto rendimiento de ADN por gramo de mi
celio liofilizado.
c) Una cantidad relativamente baja de proteina
que facilite la purificacibn.
Todas estas caracteristicas se refinen si se cosecha el mi

celio en fase logaritmica tardia (40).

Pureza del ADII.

In cuanto a la calidad del ADN purificado, esta es bastan
te buena segflin los criterios de pureza expuestos en la seccibn
correspondiente de resultados, es decir:

a) Relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230.
b) En relacidén a la curva de fusibn, las caracteristi
cas més importantes desde el punto de vista de pu-

reza e integridad son:



1. Hipercromicidad de por lo menos 25%.

2. No elevacibén de la absorbancia antes de llegar a una

temperatura de 78°C.

Ademés de lo anterior, las curvas presentaron las siguien
tes caracterfisticas, las cuales son clésicas para ADM de M. -
crassa:

1. Tm (temperatura media de fusidn).

2. Curva bifésica en la cual se ve claramente que un 25%

del ADN representa la fraccibén de bajo contenido de -
G+C.

El segundo punto indica que en la purificacibn se estd -

conservando integra esta fraccibn en la cual se encuentran -

gran parte de las secuencias repetitivas (34).

Actividades especificas.

El método de marcacibn utilizado para los ADlls fue satis-
factorio, sobre todo para el 14C como ya se comenté en la sec

cidn correspondiente de resultados.

Fraccionamiento por cromatograffa de hidroxiapatita.

Al observar las graficas de las figuras 7 y 8 se puede ver
que aproximadamenté 12.5% del ADN(14C) y 12.9% de ADN (32P)
habfa renaturalizado en el momento en que se pasd la mezcla -
de incubacibdn por la columna de hidroxiapatita (es decir, cuan

do se llegd a un valor de Cot igual a dos). Estos valores son

ligeramente mayores que el que reporta Dutta (8) y cue es ol -



que en general se reconoce como el porcentaje de ADN repetiti
vo que contiene el ADIl total de llourospora crassa (que es =
10-12%).

Para estudiar la regulacibn genética y diferenciacidn ce-
lular a un nivel muy fino, se podrfa aislar un determinado ge
ne, de preferencia el de una enzima clave en la regulacidn de
una via metab6lica (de esta manera, se tendria el panorama de
la regulacidén a varios niveles), y obtener los patrones de -
transcripcidén de ese gene bajo diferentes condiciones.

La purificacibén del gene se haria aislando primero su ARN
mensajero especifico. Después, se podrian seguir dos caminos:
1) Sintetizar el gene "in vitro", utilizando una transcriptasa
reversa (19), 6, 2) Hibridizar el ARN mensajero con ADN total
y pasar por hidroxiapatita. Posteriormente, eluir, tratar con
ribonucleasa y volver a pasar por la columna de hidroxiapatita
(8). Los fragmentos de ADN de hélice sencilla que salgan de la
columna, serédn los genes que codifican para ARN. Para la cuan
tificacibén de la transcripcibén, se utilizarfa el método descri
to en la Seccibn titulada: "Estudios con ADN de lleurospora cra
ssa".

El paso limitante de este procedimiento, es la purificacidn
del ARN ménsajero (m-ARN) que se desea. Para obtener m-ARIs -
especificos existen, b8sicamente, dos tipos de técnicas: 1) fi-
sicoquimicas, de entre las cuales destaca el enmpleo de gradien-
tes de sacarosa (44) y, 2) Inmunolégicas, las cuales se basan -
en la especificidad de un anticuerpo dirigido contra la cadena

polipeptidica naciente en los polisomas (41).



Hay algunos m-ARNs que se han aislado, con relativa faci
lidad, por métodos fisicoquimicos (44,45,46,47,48,49), y o -
tros por métodos inmunolbgicos (50, 51, 41, 52, 53, 54, 55).
Sin embargc hay muchos m-ARNs que presentan todavia serias
dificultades para su aislamiento. Los métodos inmunol8gicos
son, en mi opinibén, los que presentan mayor versatilidad. Ade
mas se siguen perfeccionando, prometiendo convertirse, en un
futuro cercano, en un método general con el que se pueda puri
ficar cualquier m-ARN especifico que se desee.

Al revisar los trabajos que se han hecho sobre transcrip-
cidén del ADN repetitivo en lI. Crassa, es notoria la gran im -
portancia que tendria investigar si existen en este hongo ARN
mensajero y ARN nuclear (no ribosomal ni de transferencia), -
que provengan de secuencias repetitivas. Si los hay, seria -
interesante estudiar su metaholismo de la manera llevada a ca
ho por Lodish en otro organismo (19), y asi obtener datos sobre
la funcibén de las secuencias repetitivas. Otro aspecto intere-
sante, y del cual no se tienen datos en N. crassa (ni en ningfn
hon«zo), es el andlisis de intercalamiento de zonas repetitivas,
el cual se podria llevar a cabo utilizando la metodologia de -
Davidson y colaboradores (37).

Algo que resultaria muy interesante y de gran trascenden -
cia seria hacer estos estudios sobre genes individuales, para
lo cual seria necesario, tambi&n, el aislamiento de genes espe

cificos.
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Fig. 1. Curso de una reaccifn ideal de segundo 8rden, dada para
ilustrar la presentacién de los valores de Cot en una escala lo
garitmica. En el eje de las erdenadas aparece la fraccién de =
ADN que permanece como h8lice sencilla.

.0l

T ] ot v T
0.1 Ic % 10 100

Cot



idad

de hipercromici

%

Fig. 2. Curva de fusifn del ADN de Neurospora crassa purificado
por Dutta (1), utilizando el método de Britten.
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Fig. 3. Curva de crecimiento de la cepa 74-A (0) crecida en medio
minimo de Vogel (de bajos fosfatos) al 2% y sacarosa al 1.5%. ‘e
grafica peso seco (en 100 ml. de medio) contra tiempo de incuba -
cibn. Se presenta también, la curva de crecimiento de la cepa -
Ad-8-a crecida en medio minimo de Vogel al 2%, sacarosa al 1.5% y
adenina al 2.5%(8).
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4 Fig. 4. Radioactividad de las fracciones obtenidas en los lava-
dos ?liluciono. efectuados en el curso de la purificacifn del -
ADN

0.24 MP.B., 8 M urea, Las del 6 a 8, lavados con 0.014 M P.B.
y finalmente 7, 8 y 9 las eluciones con 0.48 M P.B.
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Fig. 5. Radioactividad de las fracciones obtenidas en los lavados

y elug%onea efectuadas en el transcurso de la purificacibén del
ADN (°“p). Las fracciones del 1 al 3, representan lavados con
0.24 M P.B., 8 M urea. Las numeradas del 4 al 6, lavados con
0+014 M P.B. y finalmente 7, 8 y 9 las eluciones utilizando 0.48
M P.B.
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Fig. 6. A todos los ADNs purificados, se les determinf la tempe-
ratura media de fusifn en un espectrofotémetro UNICAM SP 1800 en
las condiciones descritas en la parte correspondiente del capitu

dad
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%

lo de Material y Mé&todos. Como todas ellas fueron muy similares,

s6lamente se presenta una.
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Fig. 7. Perfil de elucibn del ADN (32p) de la columna de hidro -
xiapatita, (equilibrada a 60°C), seguida por la medicidn de la -
radioactividad de una alicuota de cada fraccibn colectada (1 ml.).
El pico A, representa el ADN (32p) que se encontraba como hélice
sencilla al terminar la incubacibn ?Cot = 2) y que salid inmedia
tamente. E1l pico B, representa la elucibén del ADN (34P) que se -
encontraba como hélice doble al finalizar la incubacibn, y por lo
tanto habia quedado adsorbido a la columna.
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Fig. 8. Perfil de elucibn del ADN (14c) de la colurna de hidroxia
patita (equilibrada a 60°C), sequidad por la medicidn de la radio-
actividad de una alicuota df cada fraccidn colectada (1 ml.). El1
pico A, representa el ADN (14c) que se encontraba como hélice sen
cilla al terminar la incubacibn (Cot = 2) y que salid de la colum
na inmediatamente. El pico B, representa la elucidén del ADN (1l4()
que se encontraba como hé&lice doble al finalizar la incubacibn, y
por lo tanto habfa quedado adsorbido a la columna.
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CONCLUSIONES.

Para las condiciones de crecimiento y marcacibn que
se utilizaron, el mejor momento para cosechar un mi

celio adecuado, es el siguiente:

Cepa Is6topo Tiempo de incubacibn
74-2 32p 15.5-16 horas
Ad-8-a 14C "19 - 20 horas

Se puede concluir también que el mé&todo de cultivo y
el de marcacibn son adecuados.

La adaptacibn del método de purificacibén de Britten -
presentado aqui, fue satisfactoria. Aunada a su faci
lidad de montaje y manipulacibn (ver ventajas en in -
troduccién) , se obtuvieron buenos rendimientos de ADN
cuya pureza y calidad fueron encontradas satisfacto -
rias.

Al llevar a cabo la té&cnica para separar secuencias G
ﬁicas y repetitivas se obtuvieron unos porcentajes de
ADN renaturalizado muy parecidos al que se reporta co
mo ADN repetitivo en Neurospora crassa. Por é&sto, se
sugiere, hubo separacibn de las secuencias finicas y -

repetitivas del ADN.
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