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I) INTRODUCCION

ASPECTOS BIOLOGICOS DE LA ASIMILACION DE AMONIO EN EL HONGO Newhiospora crassa

El nitrdgeno es un elemento esencial para todos los orga--
nismos.ya que es encontrado en muchos compuestos simples y macro
moléculas complejas tales como las proteinas y los dcidos nucléi
cos, que son especialmente ricas en nitrdgeno. Por ello no es de -
sorprender que exista una magquinaria metabdlica que comprende --
vias catabdlicas y anabdlicas de compuestos nitrogenados para su
plir de &€ste elemento.a la célula. Numerosos estudios sobre meta
bolismo nitrogenado y su control se han llevado a cabo en Neunog
pora asf como en Saccharomyces cerevisiae y en Aspergillus nidu-
Lans. En especial, el hongo Neurospora crassa ha sido un organis
mo muy Gtil en experimentacidn para el estudio de estos sistemas
regulatorios en eucariotes.

Amonio, glutamina y glutamato son las mejores fuentes de -
nitrdgeno, aunque estos organismos son capaces de utilizar diver
sas fuentes secundarias de nitr8geno, que incluyen nitrito, ni--
trato, purinas, proteinas, aminodcidos, acetamida y afin acrilami
da. E1 uso de estas fuentes secundarias requiere de la sintesis-
de enzimas catabdlicas especificas o de la activacidn de enzimas
preexistentes (1).

La regulacidn de vias catabdlicas comunmente involucra tan
to induccidn especifica, por el sustrato de la via o un derivado

de éste, como represidn ejercida directa o indirectamente por un



producto del catabolismo. Generalmente este es un metabolito tal
como amonio, glucosa (& un producto de glicolisis) & fosfato. Un
objetivo primordial de estos estudios es tratar de entender las-
sefiales genéticas y metabdlicas que son responsables de la regu-
lacién (2).

La mayoria de los genes regulatorios de los hongos no es--
tdn ligados a Bus genes estructurales. Numerosos genes no liga--
do; que codifican para enzimas del metabolismo nitrogenado estén
como grupo reguladas negativamente por la denominada represién -
catabdlica nitrogenada y son controlados positivamente por nit-2
un gene regulatorio general para nitrdgeno. El metabolismo del -
f6sforo, del azufre y la sintesis de cadenas de aminofcidos rami
ficados estfn sujetos a sistemas de control similares (3).

Posiblemente, el mejor ejemplo de regulacidn general co- -
rresponde a aquellas enzimas y sistemas de transporte cuya fun--
cién es dar amonio a la c&lula. La incorporacién de amonio a com
puestos orgdnicos para la biosintesis de compuestos nitrogenados
celulares es llevada a cabo primariamente vfa la accidén secuen--
cial de la glutamato deshidrogenasa (GDH) dependiente de NADP y-

la glutamino sintetasa (GS); de la siguiente forma:

+
2-oxoglutarato + NH4 + NADPH + HY GDH-NADP glutamato + NADP
Glutamato + NH: + ATP GS Glutamina + ADP + Pi

Otra enzima involucrada, la glutamato sintasa (GOGAT) pue-
de catalizar la formacién de glutamato a partir de glutamina y -
oxoglutarato por medio de la reaccidn:

+
Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH GOGAT 2 glutamato + NAD



La GOGAT acoplada con la GS funciona en la asimilacidn de
amonio bajo condiciones de limitaicdén & en ausencia & deficien-
cia de la GDH-NADP:

Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH + H GOGAT 2 glutamato + NAD
Glutamato + NH, + ATP GS  glutamina + ADP + Pi .

Hasta ahora los numerosos estudios de asimilacidn de ni--
trdgeno en N. crassa han indicado la existencia de dos vias di-
ferentes que operan bajo concentraciones de alto o bajo amonio.
En exceso de amonio, la GDH-NADP y la GS octamérica, formada --
por mondémeros B,participan en la asimilacién de amonio. Cuando-
el nitrdgeno es limitante, la GS tetramérica, formada por mond-
meros & y una GOGAT dependiente de NADH son responsables de la-
asimilacién de amonio (8,9,10,12,19,20).

La glutamino sintetasa (GS) juega un papel central en el-
metabolismo nitrogenado. La glutamina puede ser considerada un-
producto final del catabolismo de compuestos nitrogenados y - -
como iniciador en la biosintesis de muchos metabolitos qué par-
ticipan en la formacidn de importantes macromolé&culas en la cé-
lula, tales como proteinas, &cidos nucléicos y polisaclridos.

La GS de N.‘cnaaaa ha sido ampliamente estudiada por los;
grupos de investigacidén del Dr. Rafael Palacios y del Dr. Jaime
Mora. Pasos claves en estos estudios fueron su purificacién por
cromatografia de afinidad en una columna de sefarosa-antranfli-
co (5), la obtencién de anticuerpos especfificos dirigidos con--

tra la enzima purificada y la traduccidén de su mRNA en un siste

ma libre de células derivado de reticulocitos de conejo (6). La



GS purificada por este método es una enzima octamérica compuesta
de mondmeros idénticos con peso molecular de 48,000 daltones (5).
La fuente de nitrdgeno regula la concentracidn y la sinte-
sis de novo de la GS en Neurospora ajustando los niveles de mRNA
especificos de la en;ima. En glutamato como fuente de nitrdgeno,
la actividad de la glutamino sintetasa es diez veces mayor que -
la encontrada cuando el hongo esta creciendo en glutamina, y los
niveles de mRNA especifico presentan diferencias similares. (7).
En Neurospora crassa los dos polipéptidos que participan -
en la actividad de la glutamino sintetasa, pueden ser separados-
por electroforesis en geles de acrilamida en SDS-urea, donde a =-
corre mas lentamento que B (8). El estado olegomérico menor de -
la GS también se encuentra en cepas mutantes de Neurospora con -

auxotroffa parcial para glutamina, glni-a y glni-b (11).

Al igual que la fuente de nitrdgeno, aunque a diferentes -
niveles, la fuente de carbono regula a la GS de Neurospora. E1l -
micelio del hongo degrada GS cuando es deprivado de la fuente de
carbono, ya que en cultivos limitados de carbono la actividad de
la enzima es baja (12). Al igual que la deprivacidn de nitrdge--
no, el ayuno de carbono dispara un cambio de la GS octamérica a-
la enzima tetramérica. Al deprivar el micelio de nitrdgeno y car
bono, la proteina es degradada, y el amonio formado es excretado
al medio; esta degradacién especifica de GS parece ser un meca--
nismo regulatorio para prevenir la sintesis de glutamina y libe-
rar esqueletos de carbono para dar energia (13).

La restauracidn de la fuente de carbono, después de una de

privacidn, no ocasiona que el micelio regrese a su condicién me-



tabdlica original. E1 hecho de que al incubar el micelio con glu
tamina ocurra una disminucién en la poza de glutamina, un aumen-
to en 2-oxoglutarato a concentraciones similares a las anterio--
res a la deprivacidn, y un aumento en glutamato a concentracio--
nes similares a las encontradas cuando giutamato es la fuente de
nitr8geno, sugiere que la fuente de carbono es necesaria para la
conversidén de glutamina a glutamato (13).

La existencia de auxétrofos parciales de glutamina que tie
nen B deficientes o que han perdido este polipéptido; el hecho -
de que no exista una relacidn precursor-producto entre los poli-
péptidos @ y B en un sistema de traduccién {n v{itno(8); y que --
puede haber algo de separacidén de los mRNA especificos (10); in-
dica que, al menos, dos mRNA son responsables de la sintesis de-
la glutamino sintetasa en Neurospora crassa y sugieren la exis--
tencia de dos genes estructurales.

El aislamiento de cepas mutantes deficientes en el polipép
tido a de GS y la clonacidn molecular de las secuencias responsa
bles para la sintesis de la glutamino sintetasa, darian una evi-
dencia inequivoca de la existencia de dos genes para dos glutami
no sintetasa en Neurospora crassa.

La glutamato deshidrogenasa (GDH) ocupa una posicidn estra
tégica en el metabolismo nitrogenado. Diferentes especies de le-
vaduras y hongos filamentosos tales como Neurospora crassa po- -
seen dos glutamato deshidrogenasas: una dependiente de NADP, con
un papel biosintético, y otra que depende de NAD y que cataboli-

za glutamato. La GDH biosintética cataliza la aminacidén reducti-



va de a-cefoglutarato para dar glutamato y la catabdlica la dea
minacidn oxidativa de glutamato para dar a-cetoglutarato y amo-
nio (1).

Para entender la asimilacidn de amonio es necesario esta-
blecer los niveles en los que los controles tégulatorios operan
en las vias de dicha asimilacidn.

Se ha reportado que la regulacidén de GDH-NADP por la fuen
te de nitr8geno es ejercida a nivel de sintesis especifica de =
la enzima (14). Al crecer la cepa silvestre de N. crassa (74-32)
en medio minimo con sacarosa, en presencia de diferentes fuen--
tes de nitrdgeno, los tiempos de duplicacién son 4, 3, 3.25 y -
2 horas al usar nitrato, amonio, glutamato y glutamina respecti
vamente. La actividad enzim8tica especifica alcanza sus niveles
mds altos cuando el hongo crece en una fuente de nitrdgeno inor
gdnica, especialmente después de doce horas de crecimiento.
Cuando el amonio es la fuente de nitrdgeno, tanto la actividad-
enzimitica especifica como la incorporacidén de aminodcidos ra--
diactivos en la GDH-NADP son tres veces mas elevados que cuando
el glutamato es la fuente de nitrégeno, indicando que la regula
cién de la enzima por la fuente de nitrdgeno es ejercida a ni--
vel de sintesis enzimdtica especfifica (14).

También se han llevado a cabo estudios genéticos y estruc
turales que han establecido la estructura oligomérica y la se--
cuencia de aminodcidos de la enzima. El gene estructural para -
la GDH-NADP ha sido identificado en Neurospora, asi como en As-

pengillus y levaduras. En Neurospora crassa el gene am, locali-



zado en el grupo de ligamiento V (15), codifica para un hexdmero
compuesto de seis subunidades id&nticas de 452 residuos de amino
8cidos de longitud, con un peso molecular de 48,000 (1,16,17,18)

La otra enzima que participa en la asimilacién de amonio -
en N. crassa es la glutamato sintasa (GOGAT). La presencia de --
esta enzima en Neurospora fué demostrada en cultivos limitados -
de amonio de una cepa que carece de GDH biosintética (19). La =--
existencia @e GOGAT le da a la célula otra alternativa para la -
sfintesis de glutamato a partir de glutamina y oxoglutarato (4).
Entonces, la GOGAT junto con la glutamino sintetasa juegan un pa
pel en la asimilacifn de amonio en limitacién.

Bajo condiciones de limitacidn se encuentra una elevada ac
tividad de GOGAT en la cepa silvestre de Neurospora; y una acti-
vidad cuatro veces menor en exceso de amonio. Una mutante defi-
ciente en GDH-NADP, crecida en exceso de amonio, crece pobremen-
te con una elevada actividad de GOGAT, lo cual sugiere gque la --
slntesi§ de glutamato por estas enzimas estd coordinadamente re-
gulada (20).

La enzima purificada esté& coméuécta de un solo tipo de mo-
némero con peso molecular de cerca de 200,000 (20).

La actividad de GOGAT desaparece en la cepa en(am)-2 por -
lo cual se propone que en(am)-2 sea el locus para el gene estruc

tural de la GOGAT (4).

ORGANIZACION DEL GENOMA DE Neurospora crassa.

El genoma de los organismos eucariotes estd compuesto de -



dos clases generales de secuencias de DNA, las secuencias repeti
das y las secuencias inicas. La cantidad de cada tipo varfa en -
un rango extremadamente amplio pero resﬁonden a un patrdn alta--
mente ordenado de organizacifén. Tipicamente se encuentran secuen
cias cortas repetidas de 200 a 400 nucledtidos, di:éezsas entre-
secuencias finicas a intervalos de 1000 a 2000 nucledtidos (21).

Los hongos, como grupo, generalmente tienen genomas peque-
flos y pequefias cantidades de DNA repetido. El genoma de Neunospg
Aa es simple y consiste de secuencias "foldback" (2%), repetidas
(8%) y Ginicas (90%). E1l tamafio del genoma es aproximadamente - -
6.3 veces mayor que el genoma de E. coL{ es decir 2.7 x 107 pa--
res de bases. La cinética de complejidad de los coméonentes Gni-
cos corresponde a una capacidad codificadora iara 18,000 genes -
estructurales de tamafio promedio. Estudios del contenido de mRNA
en células vegetativas indican que cerca del 10% de las secuen--
cias finicas del DNA de Neurospora son transcritas, representando
la expresidn de 2000 secuencias finicas (22).

Las secuencias repetidas tienen una conﬁlejidad de solo =~
15,300 pares de bases y estin reiteradas cerca de 140 veces, lo-
cual sugiere que corresponden a las secuencias rDNA. La unidad -
repetitiva mayor que contiene las secuencias codificadoras para-
los RNA ribosomales (rRNA) 17S, 5.8S y 255, estd presente 185 ve
ces en el genoma y representa aproximadamente el 7% del DNA nu--
clear total y el 90% del DNA repetido. Las secuencias repetidas-
también codifican para RNA de transferencia (tRNA) y rRNA 5S. En

tonces todo el DNA repetido en Neurospora son secuencias codifi-



cadoras para rRNA y tRNA. Las secuencias repetidas estfn organi-
zadas en unidades de al menos 10,000 nucledtidos de longitud.
Solo el 0.6% de las secuencias finicas estdn contiguas al DNA re-
petido.

La secuencias "foldback" estdn dispersas en el genoma a in
;ervalos'requlares. Representan el 2% del genoma, 700 aproximada
mente son inversas repetidas y 350 "foldback" {inicos por genoma-
(23).

Se ha sugerido que las secuencias repetidas adyacentes al-
DNA de una sola copia podrian estar involucradas en la regula- -
cién de la expresibn génica, posiblemente como sitios de recono-
cimiento para el control de la transcripcién (24). También se ha
propuesto que estas secuencias podrian controlar la expresidn g§
nica post-transcripcionalmente (25) al formar duplex intermolecu
lares RNA-RNA entre secuencias repetidas transcritas y secuen- -
cias comblementarias presentes en genes estructurales transcri--
tos. Sin embargo, el DNA repetido de Neunospora pudiera no tener
una funcidén regulatoria, ya que no se encuentra intercalado con-
secuencias finicas y no est& constituido por fragmentos de 200 a-
400 pares de bases sino que estf organizado en fregmentos mucho-

mayores y las secuencias repetidas y finicas no estdn ligadas.

GENES DE Neunoapona crassa CLONADOS MOLECULARMENTE.

De todas las secuencias codificadoras contenidas en el ge-
ne de Neurospora muy pocas han sido clonadas molecularmente. En~

tre ellas tenemos los genes ga (26-31], am (17,32,33), trp-1 - -
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(34,35), pyr-4 (36), los genes ribosomales (37) y los genes de -
las histonas H3 y H4 (38).

Dentro de las estrategias utilizadas para su cionaci&n te-
nemos transformacidn a prototrofia de cepas auxdtrofas tanto de-
E. coli como de Neurospora, e hibridizacién homb6loga y heterdlo-
ga con detectores naturales o sintéticos. La mayoria de estos ex
perimentos fueron hechos con clonas recombinantes de bancos de =
genes construidos en plasmidos o en fagos vectores.

El catabolismo del &cido quinico en N. cirassa requiere de-
la sintesis de novo de tres enzimas inducibles, la 5-dehidroqui~-
nato hidrolasa (gene ga-2);:; la quinato dehidrogenasa (gene ga-3)
y la dehidroshikimato dehidratasa (gene ga-4). Estos genes estén
controlados por una proteina regulatoria codificada por un cuar-
to gene (gene ga-1) (39).

El estudio del gene ga-2 por medio de un método de trans--
formacién para Neurospora crassa, desarrollado por el grupo de -
los Drs. M. Case y N. Giles (28,29), representa una paso signifi
cativo para facilitar los estudios de genética molecular con Neg
nospora. Hasta ahora, ga-2 era el finico sistema disponible para
estudiar detalladamente la transformacidén en este hongo.

Los primeros experimentos para el aislamiento de este gene
fueron hechos con un pldsmido recombinante que complementa una -
cepa de E. cof{ aro-D6 (5-dehidroquinato hidrolasa deficiente) -
(26,27). Posteriormente se llevaron a cabo experimentos de trans
formacién con un plismido de E. cof{, derivado del pBR322, que -

4 lleva el gene ga-2. Este pldsmido transforma una mutante ga-2 /-3
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Qa—2+ de Neunrospora. La integracidén del pldsmido hfbrido dentro
del genoma de Neurospora es en mas de un sitio y puede ocurrir-
en sitios ligados o no al locus ga-2. Ninguno de los otros dos-
genes, ga-3 y ga-4, son expresados en E. cofl ni ha sido detec-
tado ningfin producto del gene ga-1 (28).

El grupo de genes completo fué clonado al usar clonas de-

un banco de genes de Neurospora construido en un césmido (22-31)

Los genes ga-3, gqa-4 y ga-1 son expresados por retransforma- --
cién en Neurospora. Todos esto:.expezimentos han permitido exa~«
minar la organizacién génica y la regulacifn a nivel molecular-
en un eucariote simple.

En Neuro&pora crassa am codifica j:ua la enzima GDH-NADP.
Caracteristicas de esta enzima han sido mencionadas anteriormen
te. La utilizacidn de un detector sintético de 17 nuclebtidos,-
a partir del coddén de iniciacidn, permitié la clonacidn del ge-
ne am (17). La secuencia codificadora para am se encuentra den-
tro de un fragmento de 2.7 kpb flanqueado por sitios de recono-
cimiento de la endonucleasa de restriccién ggggi (17,32). Al -~
llevar a cabo experimentos de transformacidn en cepas auxStro--
fas, con clonas qu; llevan esta secuencia (33], se demostrd que
las secuencias necesarias para la transformacién de auxdtrofos-
am a protStrofos, y paré la expresidn de GDH estfn contenidas -
en este fragmento de BamHI. Las transformantes obtenidas tienen
niveles de GDH similares a los de la cepa silvestre cuando el -

~gene am se ha incorporado en su sitio normal Cligado a £5£1, -

mientras que agquellas transformantes con el gene am en un sitio
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diferente (no ligado a inl) solo producen.de un 5% a un 20% de-
los niveles normales de la cepa silvestre (33]). )

Cuatro genes estructurales no ligados, trp-1 a trp-4, co-
difican pafa los polipéptidos de la biosIntesis de triptofano.
El polipéptido producto de dos genes de Neuaaapana,'gggzl y = =
trp-2, forma un complejo enzimitico responsable de la catdlisis
de cuatro de las siete reacciones. trp-2 codifica la antranila-
to sintasa; trp-1 codifica un polipéptido trifuncional que lle-
va las actividades de glutamina amidotransferasa (GAT o trp-G):
indolglicerolfosfato sintasa (IGPS o trp-Cl: y fosforibosil an-
tranilato isomerasa (PRAI o trp-F)}. El complejo ha sido purifi-
cado y consiste de un tetr&mero que lleva dos polip&ﬁtidos idén
ticos de 84,000 daltones (producto de'gggilj y dos de 76,000 --
daltones (producto de trp-2) (40).

Para la clonacibén del gene trp-1 se lleyaron a cabo expe-
rimentos de transformacidn de cepas de E. cofi y N. crassa, au-
xdtrofas para triptofano, con plésmidos recombinantes derivados
del pBR322 que llevan DNA de Neurospora (34,35). E1l andlisis de
las transformantes de E. cof{ a prototroffa indica que solo el-
dominio del carboxilo terminal es expresado en E. cof{ (activi-
dad de PRAI) (35). La secuencia clonada contiene una fase de --
lectura abierta capaz de codificar una protefina de 85,000 dalto
nes altamente homdloga con trp-c, sugiriendo que el fragmento -
de DNA contiene el gene trp-1 de Neurospora (35]).

La ornitina 5-fosfato carboxilasa (OMP decasa) es una de~

las cinco enzimas involucradas en la sintesis de novo de uridi-
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na 5'monofosfato en Neurospora crassa.

Se utilizaron pl&smidos recombinantes con DNA de Neurospo-
fa. Se seleccionaron aquellos plidsmidos gue complementaran cepas
de E. coli y Neurospora que carecian de actividad de OMP decasa-
(36) . Estas clonas también complementan cepas de Aspergiflus ni-
dullans y Saccharomyces cerevisiae (41) que carecen de OMP deca-
sa, lo cual sugiere que la secuencia de Neurospora contenida en-
la clona que complementa lleva el gene estructural para la enzi-
ma y no un gene capaz de suprfnir la mutacidn en estas especies.
Al tratar de comprobar que la enzima presente en la cepa de E. -
coli transformada tiene las proéiedades fisicas de la enzima de-
Neurospora se encontrd que los niveles de la enzima presentes en
la cepa transformada no son suficientes para el estudio (36).

Los genes codifficadores para las histonas H3 y H4 de N, --
crassa fueron clonados utilizando como detectores de hibridiza--
cidn secuencias de DNA heterdlogas contenidas en plésmidos recom
binantes (38). Para estos experimentos se utilizaron clonas que-
contienen el gene de la histona H4 del erizo de mar, la clona --
que confiene el gene de la histona H3 y la de H4 de Xenopus, - -
aprovechando el hecho de que las histonas son altamente conserva
das a lo largo de la escala filogenética (42).

En N. crassa los genes de las histonas H3 y H4 son inicos,
adyacentes en el genoma y son transcritos en direcciones opues--
tas. Ademés, en Neurospora éstas secuencias estdn interrumpidas-
por intrones, H3 tiene un £n€r6n de 67 nuclebtidos, mientras que

dentro del gene H4 hay un intrén de 69 pares de bases y otro de-
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68 (38). Estas caracteristicas son sorpresivas, ya que, en gene-
ral, los genes de histonas en los eucariotes estudiados parecen-
estar reiterados y no interrumpidos por intrones, aiin en levadu-
ras donde existen dos copias por grupo central de histonas (43 -
49) .

Neurospora crassa contiene 190 copias de rDNA por genoma -
haplide (23). E1 rDNA en el hongo consiste de secuencias repeti-
das de 6 megadaltones, acomodados en bloque linealmente, el cual
no contiene a la secuencia codificadora para el rRNA 5S. Esta se
cuencia no est8 linealmente acomomodada en el genoma y Sus se-=-
cuencias flanqueadoras son heterogéneas (37]).

La clonacidn de estas secuencias se llevd a cabo por medio
de experimentos de hibridizacién hom8loga, donde las clonas de -
un banco de genes de Neurospora, en el plasmido vector pBR322, -
fueron hibridizadas a los rRNA 26§, 17S, 5.85 y 55 del hongo mar

cados {n v{vo con 32p (37).

DNA RECOMBINANTE.

En los filtimos afios se ha generado un excitante avance en-
diversas dreas de la biologia molecular, gracias al desarrollo -
de las técnicas de DNA recombinante. El estudio a nivel molecu--
lar, de la expresifén y regulacifn, de los mecanismos involucra--
dos en la asimilacién de amonio en Neurosponra crassa requiere de
la aplicacién de éstas metodologias que permiten el aislamiento,
manipulacidn 4{n v{{fro, insercién dentro de vehiculos de clona- -

cidn y propagacién de fragmentos de DNA de un genoma complejo.
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De esta manera genes individuales y operones pueden ser analiza-
dos fScilﬁente (50,51). A

El principio bisico de la clonacién molecular de fragmen--
tos de DNA tiene su origen conceptual en el modelo del replicdn-
de Jacob (52), donde los elementos importantes son una regidén de
DNA que constituye el origen de replicacién y que puede ser reco
nocido por una o varias protefnas; y las secuencias codificado--
ras localizadas en la misma molécula. Cualquier fragmento de DNA
insertado o recombinado en tal molécula, que no perturbe ninguna
funcidn, puede ser replicado como parte de tal molécula (53).

Una ventaja de esta metodologfa es que la purificacidn de-
genes es llevada a cabo en el proceso de clonacidn, ya que la in
sercidén de fragmentos de DNA al vehifculo de clonacién es al azar.
La utilidad de este método depende de la habilidad de construir-
una coleccidn de secuencias de DNA clonadas representativa del. -
genoma de interés en su totalidad, y en la capacidad para identi
ficar y aislar una sola de estas secuencias (54).

En un recombinante, la molécula de DNA que es capiz de au-
toreplicarse en un huésped es llamada vehficulo de clonacidn, y -
la molécula que es ligada a &l y que ahora es replicada junto -~
con el vehiculo es llamada pasajero (51).

En la tecnologia de DNA recombinante existen diversos com-
ponentes técnicos importantes tales como:

1. La diseccibn sistemdtica de las moléculas de DNA de in-

» terés con enzimas de restriccidn,
2. la reunién de los fragmentos de DNA a un vehficulo de --

+ clonacién apropiado,
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3. la seleccidén de moléculas recombinantes, y

4. la identificacidn y caracterizacidén de los fragmentos -
de DNA clonados.

Algunas de las enzimas claves para el conocimiento actual-
de la biologfa son la fosfatasa alcalina de E. cof{, la nucleasa
S1, la exonucleasa de lambda, las endonucleasas de restriccidn,-
la DNA ligasa, la DNA polimerasa I, la nucleotidiltransferasa --
terminal, y la transcriptasa reversa (55, 56). Las endonucleasas
de restriccidén (57,58) y la DNA ligasa (59,60) son escenciales -
en el proceso de generacidn de moléculas recombinantes.

Los dos vehiculos procariotes mas comiinmente usados en ex-
perimentos de DNA recombinante, son los pladsmidos de E. coldi y -
los derivados del colifago lambda. Ambos sistemas tienen inheren
tes ventajas y desventajas para un experimento dado, pero en ge-
neral, ambos pueden ser usados indistintamente para experimentcs
de clonacidn.

Clark y Carbon, en 1976 (61), fueron los primeros en utili
zar los métodos de clonacidn para producir una coleccidn de frag
mentos del genoma de E. cof{ en el pldsmido pSC101. Este genoma-
bacteriano contiene 5 x 106 pares de bases y puede estar repre--
sentando en pocos cientos de clonas de 10 kilopares de bases. Un

genoma de mamffero contiene cerce de 2 x 109 pares de bases por-

equivalente haploide, y se requieren cerca de 106 a 107 fragmen-
tos de DNA de 20 kilopares de bases para tener completamente re-

presentado este genoma, lo que significa que al utilizar un plés

mido como vector de clonacién se requeriridn muchos gramos de DNA
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. pasajeros y varios litros de bacterias para transformar. El uso-
de derivados del bacteriofago lambda y el desarrollo de las téc-
nicas de encapsulacidn {n v{fro incrementaron la eficiencia de -
clonacidn, permitiendo la construccidn de bibliotecas de genes -
usando pequeiias cantidades de DNA (microgramos) y de cultivos --
bacterianos (50,54,62). Esto permitid la construccidén del primer
banco de genes de DNA gendmico de mamifero a Blattner (63) y a -

Maniatis (64).

LAMBDA COMO VECTOR DE CLONACION.

El colifago A maduro contiene una molécula de DNA de doble
cadena de 48,000 pares de bases que puede ser dividida en tres -
regiones (Figura 1). La regidn del extremo ezquierdo incluye a -

todos aquellos genes ( A

J) cuyos productos son necesarios
para encapsular el DNA del fago y producir un virién infectivo.
Aproximadamente 20 genes est@n involucrados en morfogénesis (65,
68) . La regidn central entre los genes J y N contiene genes cu--
yos productos no son necesarios para el crecimiento productivo -
del fago. La porcidn restante del genoma, a la derecha del gene-
N, incluye los principales elementos de control, los genes nece-
sarios para la replicacidn del fago ( O y P ) y los genes S y R-
que codifican para las protefinas requeridas para la lisis de la-
membrana y pared celular de la célula huésped, respectivamente -
(66,68) .

En cada extremo del genoma de X hay proyecciones de una so

la cadena de secuencias complementarias a través de las cuales -
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la molécula se circulariza al ser inyectada por el fago a su cé-
lula huésped, la fusidén de estos extremos cohesivos permiten la-
formacidn del sitio cos (m.m) (Figura 1) (65,66). De las aproxima
damente 50 proteinas que codifica A, seis son regulatorias (cI -
cII, cIII, cro, N y Q)y su expresidn da lugar a un circuito de -
expresién génica con el fin de dar una respuesta lftica o lisogé
nica (66,67).

El uso del colifago lambda como vector de clonacidn de DNA
gendmico es un método atractivo, ya que un gran niimero de placas
de lisis de fagos recombinantes pueden ser r8pidamente generadas
utilizando pequefias cantidades de DNA pasajero (69). Su uso como
vector de clonacifn se basa en el hecho de que mds del 40% (20 --
kpb) de su genoma, el cual forma un bloque contfnuo en la regidn
central, contiene genes que son totalemtne dispensables para el-
crecimiento 1lftico (63,68,70). Los derivados del lambda adapta--
dos especfficamente para la clonacién de DNA estdn construfdos -
de tal manera que las endonucleasas de restriccibn sflo tengan -
sitios de reconocimiento en la regidn dispensable, de modo que -
permitan la adicifn o reemplazamiento de un segmento heterdlogo-
de DNA. Mutaciones puntuales, deleciones y sustituciones son in-
troducidas al tipo silvestre para alterar la distribucidn de los
sitios de restriccidn o eliminarlos de la regién esencial del ge
noma del fago (63,68,70).

Todo esto ha permitido el desarrollo de un gran nfimero de-
vectores que pueden aceptar y propagar DNA heterdlogo insertado-

en una variedad de sitios de restriccidn (71). Aquellos deriva--
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dos que tienen un solo sitio blanco, en el que el DNA heterdlogo
es insertado, se conocen como vectores de insercién; y aquellos-
que tienen sitios pares, que permiten remover un segmento y reem
plazarlo con DNA heterdlogo,son conocidos como vectores de reem-
plazamiento en los que para su uso es critico el corte eficiente
en los sitios blanco de las enzimas de restriccién en el DNA vec
tor.

La delecidn de la regibn dispensable del genoma produce fa
gos no infectivos. La infectividad se pierde ya que la encapsula
cidn del viridn requiere de un tamafio minimo y de uno miximo (68
72) . Al reemplazar la regidn deletada con una secuencia de DNA -
heterdloga, de tamaiio apropiado, la infectividad es mantenida.
La encapsulacidn no s8lo requiere de moléculas de tamafio apropia
do, sino también de la secuencia cos que incluye los exttemés --
cohesivos (73).

El empacamiento de moléculas de tamaiio aprop;ado es funda-
mental en el disefio de vectores de clonacidn derivados de 1A y el
uso de la técnica como medio eficiente de tecuyeraci5n de recom-
binantes. En cuanto al requerimiento del tamaiio del DNA que pue-
de ser encapsula{o, las moléculas en un rango de entre el 80 - -
100% (y aun 105%) del tamafio normal de lambda son preferentemen-
te encapsuladas. En general, los fagos con mis del 25% de su ge-
noma deletado no son infectivos. Aquellos con el 22-25% de geno-
ma deletado crecen pobremente y son ficilmente sobrecrecidos por
aquellos fagos con un contenido de DNA mayor, y fagos con mas =--

DNA que el normal también son desplazados (68). En términos gene
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rales, podemos decir que la longitud del DNA en los fagos no de-
be ser mayor al 105% ni menor que el 78% del genoma silvestre --
(72). Por lo tanto, el tamafio del DNA pasajero estd restringido-
a que el tamafio de las moléculas recombinantes esten dentro de -
los limites mencionados.

Stenberg (74) descubrid un sistema donde el DNA recombinan
te es adicionado a extractos celulares, hechos de lisbgenos de -
lambda, que proporcionan precabezas, colas y otros componentes -
necesarios para el ensamblaje de fagos 4n v{i{ro. El DNA es incor
porado (o empacado) dentro de cabezas y después se ensambla la -
cola para producir particulas infecciosas. Esta técnica es diez-
veces mas eficiente que la transfeccidn. Tambi&n se ha visto que
tiene una marcada preferencia para empacar moléculas de DNA de -
tamafio miximo.

La clonacidn con fagos vectores involucra, en términos ge-
nerales, diferentes pasos (72).

1. E1 DNA del vector es digerido totalmente con la enzima-
de restriccidn apropiada, y en el caso de vectores de reemplaza-
miento sin seleccidn positiva para recombinantes, que los brazos
del fago sean fisicamente separados de la regidn central dispen-
sable.

2. Los brazos son ligados a fragmentos de DNA heterdlogo -
con los mismos extremos cohesivos.

3. Las moléculas de DNA recombinante resultantes, son en--
capsuladas {n v{tro para producir particulas fdgicas viables que

formen placas de lisis en huéspedes apropiados.
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4. Identificaic6n de secuencias de DNA pasajero, comunmen
te por procedimientos que involucran hibridizacidn de &cidos nu
cléicos.

Para la seleccién del bacteriofago lambda vector que se -
va a utilizar hay que considerar la enzima o enzimas de restric
cién que se van a utilizar y el tamafio de los fragmentos de DNA
a clonar. En la actualidad se han desarrollado una gran varie--
dad de fagos A adaptados para clonacidn. Algunos tienen selec--
cidén positiva para recombinantes; otros con secuencias inserta-
das que permiten el reconocimiento del fenotipo del fago; y - -

otros conocidos como fagos vectores de expresién (63,75 - 78).

EL FAGO A 1059: UN VECTOR DE CLONACION CON SELECCION POSITIVA -

PARA RECOMBINANTES.

La mayoria de los fagos vectores son vehiculos de clona--
cidn por sustitucién que requieren que la regidn dispensable --
sea fisicamente separada de los brazos del fago antes de que --
sea reemplazada por DNA heterdlogo (62,64), pero la eficiencia-
del método no es tan buena como la deseada y puede haber conta-
minacién con uno o mas de estos fragmentos.

En 1980 se reportd la construccién del fago vector A 1059
que tiene un sistema de seleccién positiva para los fagos recom
binantes (76). Ello permite la construccidén de recombinantes =--
sin la separacidén fisica de los brazos del fago. El fago A 1059
esti formado de tres fragmentos generados por corte con BamHI:
uno de 19.6 kpb, que corresponde al brazo izquierdo, lleva to--

dos los genes para las proteinas de la cabeza y la cola; un =--
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fragmento central de 17 kpb, que corresponde a la regién dispen
sable para el crecimiento litico del fago; y uno de 9.4 kpb, el
brazo derecho, que lleva los genes de replicacidn y lisis. Las-
secuencias contenidas en los dos brazos representan el 58.2% de
la longitud total del fago silvestre. La produccidn de fagos --
viables es llevada a cabo al reemplazar el fragmento centrai -
con secuencias de DNA de 6.3 a 24.4 kpb (secuencias que repre--
sentan el 12.8% al 49.8% de la longitud total del fago silves--
tre). La estructura del genoma del A 1059 se encuentra esquema-
tizada en la parte superior de la figura 2.

En la construccién de este fago vector se deletaron dos -
sitios de reconocimiento para la enzima BanHI en la regidn co--
rregspondiente al brazo izquierdo, uno en la regidn central y en
el brazo derecho se removid el DNA entre dos sitios de BamHI.
La regidn central del fago lleva secuencias de un plésmido - ==~
ColE1, el pACL29, que introduce el gene de la f lactamasa - - -
(Ampr) y el gené de inmunidad a colicina (colicinat), ademds en
esta regidn estdn presenteslos genes red (exo y f) y el gene --
gamma dandole al fago el fenotipo §é£+. Este fago ademids de ser
un vector por sustitucidn puede serlo por recombinacidn ya que-
lleva duplicados los sitios att de A y miiltiples origenes de re
plicacidén ColE1. Entonces puede crecer liticamente como fago o-
no liticamente como pldsmido en presencia del represor de 1A, =--
por tanto, A 1059 pertenece a la familia de los fagos vectores-
"fismidos".

El esquema de seleccién para recombinantes estd basado en
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el fenotipo spi de lambda (sensibilidad a 1nh££ici6n por P2 (67)
Los derivados ggif de lambda son f;gos que forman placas sébre -
cepas de E. col{ lisogénicas para el fago temperado P2. Zissler-
(79), fué€ el primero en describir este fendmeno, al demostrar --
que el loci red y gamma eran requeridos para una expresidn total
del fenotipo. Al tener los genes red y gamma en la procidn cen--
tral del vector, bajo en control de 2&, los recombinantes que =--
han sustitufdo este fragmento serén ggify se distinguirdn de los
fagos 1 1059 silvestres al crecer sobre un césped de cé&lulas de-
E. coli que contiene P2. Los recombinantes son incapaces de cre-
cer sobre cepas recA (76,77). En la figura 3 se muestra la estra
tegia de construccifn de recombinantes usando el vector A 1059,
>El hecho de que el fago A 1059 lleve en la regidn central-
secuencias de un plismido ColE1, representa cierta desventaja ex
perimental en los casos donde se utilizan plasmidos ColE1, tales
como el pBR322 (111), como detectores en experimentos de hibridi
zacidn. Estas secuencias podrfan ser detectadas en el proceso de
seleccidn y seleccionar aquellos fagos padres que han escapado a
la seleccidn spi. Esto puede deberse a que se ha perdido el feno
tipo por algfin rearreglo & delecidn en la zona red, sin que haya
habido un reemplazamiento de DNA en la regidn central (80). Algu
nos derivados del 1 1059 han sido construfdos (76) de tal manera
que el fragmento del DNA del pldsmido ha sido sustitufdo. Los ma
pas de restriccidn de estos fagos derivados del A 1059 se mues--

tran en la figura 4.
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II OBJETIVO

El aislamiento y purificacidn de los genes que codifican -
para las enzimas relacionadas con el metabolismo nitrogenado en-
el hongo Neurospora crassa, ayudaria a comprender su or?gnizn- -
cidn y regulacidn, lo que nos darfa la oportunidad de estudiar -
los mecanismos moleculares de su expresidn.

Considerando el interés que existe en este centro de inves
tigacidn por estudiar, tanto a nivel fisioldgico como molecular-
las vias metab8licas :olacionadas con el metabolismo del nitrégg
no, el objetivo del presente trabajo fué el de establecer en - -
nuestro medio la metodologia de DNA recombinante, como herramien
ta para la clonacidn molecular de esta informacidn. Se utilizd -
como modelo'experimental el hongo Neurospora crassa, aunque tam-
bién se contribuyd al estudio de los genes de fijacidén de nitrd-
geno en la bacteria simbidtica Rhizobium phaseol<.

Se construyeron bancos de genes del genoma Neunospoaa en -
fagos vectores y se montaron las matodologfias necesarias para el
andlisis, localizacidn y purificacidn de clonas especificas de -
interés. |

Como estrategia posible de clonacidn del gene de la gluta-
mino sintetasa se aprovechd la expresidén diferencial presentada-
por el polipeptido B de la enzima, entre las cepas silvestre - -
(74-3) y un aux8trofo parcial de glutamina (glni-a), crecidas en

glutamico y glutamina respectivamente.



IITI MATERIAL Y METODOS

CONSTRUCCION DE BANCOS DE GENES DE Neuaospoaa crassa. Se crecid
la cepa "slime" de N@unosbona en Vogel, medio minimo suplemen--
tando con 1.5% sacarosa, a 25°C por 12 horas (81). Se purificé-
DNA de alto peso molecular (28). Alicuotas de DNA fueron digeri
das parcialmente con Eﬂﬁﬂi o con Sau3A (75); el buffer de reac-
cién utilizado en las reacciones de digestidn con BamHI fue - -
20mM TrisHC1 pH 8;5, 100mM NaCt1 y 10mM MgC1 (82). Por electro--
foresis en agarosa se seleccioﬁaron aquellas digestiones que ge
neraran una mayor cantidad de fragmentos de 10 a 20 kpb, y se -
limpiaron prectéitando dos veces con dos volﬁhenes de etanol y-
lavando con 70% etanol (a - 20°C), esto para bajar la concentra
cidn de sales provenientes de la digestidn con endonucleasas de
restriccidn y llevar a cabo las reacciones de ligamiento al DNA
vector con mayor eficiencia.
Se crecid el fago vector A 1059 y se purificd DNA (75).

El DNA del fago se circularizd por sus extremos cohesivos y fue
digerido totalmente con BamHI, el DNA restringido con BamHI se-
1impid de igual manera que la descrita para el DNA de Neurospo-
na, y fue ligado a fragmentos de DNA de 10 a 20kpb de N. crassa
en una proporcidn molar 1:1 (64,83). Los fagos recombinantes se
generaron por encapsulacidn {n v{{ro del DNA ligado (84), utili

zando las cepas lisogénicas NS433 y NS428 (74).

SINTESIS DE cDNA DE CADENA SENCILLA MARCADO RADIACTIVAMENTE CON

2
P, se purificd mRNA polia+ (7) de las cepas 74-A, crecida en-
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10mM glutdmico a 25°C por 12 horas (11). E1l RNA fué limpiado --
precipitando dos veces con 2 vollimenes de etanol y se lavd des-
pués de cada precipitacidn con 70% etanol. La reaccidn de sinte
sis de DNA complementarip (85) fué llevada a cabo a 42°C por 60
minutos en un volumen final de 50 microlitros conteniendo 5 mi-
crogramos de mRNA poliA+, en presencia de hidrbxido de metil --
mercurio (86). 5 microlitros de mRNA poliA+ fueron incubados en

presencia de CH, Hg OH a una concentracidn final de 2mM durante

3
diez minutos a temperatura ambiente, se adiciond B-mercaptoeta-
nol a 28mM final y 0.8 U/microlitro de RNAsin (Promega-Biotec)
se incubd a temperatura ambiente por § minutos. Esta mezcla fué
llevada a 50 microlitros con 0.1M Tris HC1 pH8.3 (a 42°C), - =--
0.1mM de cada uno de los deoxinucleotidos; 100n Ci de 400Ci/

mmole de d4CTP 32P, 140mM KC1, 10mM MgCl, 200 g/ml oligo 4T y 28
unidades de transcriptasa reversa. El1 cDNA, sintetizado es sepa
rado de la marca no incorporada por filtracidn en columna de se

fadex poro G-75. Este cDNA tiene una actividad especifica de --

108 cpm/ug.

HIBRIDIZACION DE ACIDOS NUCLEICOS. Los fagos recombinantes fue-
ron plagueados sobre la cepa Q359 (75) en cajas conteniendo - =
10g/1 de tripticasa (BBL); 59}1 NaC1 y 10g/1 de agar. Para el -
agar de superficie se utilizaron 7g/1 de agarosa. El1 DNA de las
placas de lisis es adsorbido y fijado a filtros de nitrocelulo-

sa (87) e hibridicados con 107 cpm de cDNA 32? (88) .



27

La hibridizacidn de fragmentos de DNA separados por elec-
troforesis y transferidos a filtros de nitrocelulosa se hizo de
acuerdo a la té&cnica de Southern (89,90).

Los experimentos tipo "Northern" se hicieron en geles de-
agarosa conteniendo CH3 Hg OH transfiriendo a papel diazobenzi-
loximetil (DBM) (91,93).

El marcaje radiactivo de los DNAs, con 32?, que se usaron
como detectores de hibridizacién se hizo de acuerdo a la técni-
ca de "Nick Translation"™ (94).

Los experimentos de hibridizacidn-traduccidn positiva de-
mRNAs (95,96) se hicieron hibridizando Sﬁg de RNA poliA+ de la-
cepa 74-A, en 100 ul de 50% formamida, 20mM PIPES pH6.4, 0.2% -
SDS, 0.4M NaC1 y 100 npg/ml de RNA de E. cof{, a 10 pg de DNA de
fagos recombinantes inmobilizados en filtros de nitrocelulosa,-
por 12-14 horas a 37°C. Los filtros fueron lavados siete veces-
con 10mM Tris-HC1 pH 7.6, 0.15M NaC1, 1mM EDTA y 0.5% SDS a - -
37°C, y dos veces con el mismo buffer a 37°C sin SDS. E1 RNA --
unido a los filtros fué eluido colocando los filtros en un bafio
con agua hirviendo por un minuto y congelando las muestras inme
diatamente después en un bafio de hielo seco-etanol. E1 RNA es -
extraido con fenol-cloroformo y precipitado con etanol. Se tra-
duce en un sistema de traduccidn £n vifro (Promega-Biotec) y --
los productos de traduccién son inmunbpfecipitados con anticuer
pos anti GS de Neurospora crassa (7) y separados en geles de --

.acrilamida SDS-urea.
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ANALISIS DE PROTEINAS EN MINICELULAS DE E. col4{. Se hicieron mi
nicélulas (97) de la cepa productora P678-54, transformandola -

con plasmidos recombinantes de Neurospora, derivados del pUC8 -
(102).
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IV RESULTADOS

El manejo de las técnicas de DNA recombinante nos ha permi
tido llevar a cabo la clonacidn molecular del genoma del hongo -
Neurospora crassa, en el fago vector A 1059, un vehiculo de clo-
nacidén con un sistema de seleccién para recombinantes (75).

Se construyeron dos genotecas de Neurospora de acuerdo a -
la estretegia de clonacidn esquematizada en la figura 3. El geno
ma del hongo fué digerido parcialmente con la enzima de restric-
cién BamHI, para uno de los bancos, y con Sau3A para el otro.
Los fragmentos de 10 a 20kpb se seleccionaron de acuerdo al gra-
do de digestidn del DNA por las enzimas utilizadas. Alficuotas de
éste DNA fueron separadas en geles de agarosa para escoger ague-
lla condicidn de ensayo que generara una mayor poblacidn de es--
tos fragmentos. Un ejemplo de esto se muestra en la figura 5; =--
donde se pueden apreciar las digestiones de DNA de Neurospora --
con la enzima‘BémHI: El grado de digestidén es diferente en cada-
una de las muestras de acuerdo a las unidades de enzima por mi--
crogramo de DNA presentes en la reaccidn llevada a cabo a 37°C -
por 60 minutos. E1 DNA del fago A 1059 fué circularizado por sus-
extremos cohesivos.y digeridec totalmente con BamHI, lo cual gene
ra dos fragmentos de DNA, uno de aproximadamente 27kpb correspon
diente a los dos brazos del fago, y otro de 17kpb que correspon-
de al segmento interno (figura 2, parte inferior).

Los fagos recombinant;s se formaron al encapsular £{n viiro

(84) las moléculas de DNA recombinante generadas al ligar los --
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brazos del A 1059 con el DNA de Neurospora, ambos DNAs contenien
do extremos cohesivos de BamHI. Los fagos recombinantes se selec
cionaron en la cepa Q359 (rk-, mk-, Bor, P2), con una eficiencia
de clonacidn de 4 x 104 unidades formadoras de placa (ufp) por -
microgramo (ﬁg) de fragmentos de DNA de Neurospora de 10 a - - -
20kpb. La eficiencia de clonacidn obtenida al generar fagos A -~
1059, después de digerir con BamHI y religar su DNA, es de - - -
4 x 106 ufp/ﬁg de DNA de fago al plaquear en una cepa no restric
tiva (Q358, r; v m; ’ ao’). En la cepa Q359 menos de 2 x 102 ufp
son detectadas. De estos experimentos se generaron cerca de == =
18,000 fagos recombinantes que representan clonas independientes
de DNA de Neurospora crassa entre 10 y 20kpb.

Un andlisis inicial de los bancos de genes construidos con
sistid en observar, por electroforesis en géles de agarosa, el -
patrdn de restriccidn generado por BamHI en clonas independien--
tes. Para ello, aislamos al azar placas de lisis, producto de =--
nuestros fagos recombinantes, eluimos los fagos, los crecimos en
liquido, y purificamos DNA (98,99). Este DNA fué digerido total-
mente con BamHI y separamos los fragmentos generados por electro
foresis en agarosa.

Como puede apreciarse en la figura 6, el patrdn de restric
cidén de las clonas analizadas es diferente, pudiéndose observar-
que los fragmentos correspondientes a los brazos del fago vector-
se conservan igual en todas las clonas recombinantes generadas -
con parciales de BamHI de DNA de Neurospora (figura 6A). Para el

caso de los fagos recombinantes generados con parciales de Sau3A
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(figura 6B) el tamafio de los brazos del fago varfa un poco, ya-
que el sitio blanco original de BamHI se pierde en el momento -
de la clonacién y la enzima cortarf en el primer sitio blanco -
existehte en el DNA basajero, que serd diferente en cada recom-
binante.

Por otra parte, comprobamos la presencia de una regidn --
inica del genoma de Neurospora en experimentos tipo Southern --
(89). Para ello amplificamos la biblioteca generada con parcia-
les de Bamﬁ1~y éurificamos DNA'(99). Este DNA fué digerido con-
la enzima de resgriccién'gggi. Separamos los fragmentos genera-
dos en la reacccibén de digestifn por electroforesis y transferi
mos a filtros de nitrocelulosa. Como detector de hibridizacidn-
utilizamos el flismido PpVK88 (27), que contiene un inserto de -
DNA de Neurospora de 7.2kpb, flanqueado por sitios de PstI, que
contiene el gene ga-2 (Ver parte inferior dé la figura 7). Como
podemos observar en la éarte superior de la figura 7, esta se--
cuencia finica de Neurospora estd contenida en nuestra bibliote-
ca analizada en las cantidades esperadas. Para hacer cuantitati
vo este experimento calculamos la fraccién de DNA de una secuen
cia de 7.2kéb contenida en el genoma total del hongo multiplica
da por el nfimero total de microgramos corridos en el gel y su -
equivalente en el banco de genes. Asumimos que un tercio del --
DNA de los fagos gecombinantes corresponde a DNA pasajero inser
tado.

Cuando no se cuenta con un detector especifico provenien-

te de otro organismo o con un detector sintético para la locali
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zacidn de genes, se puede aprovechar la expresidn diferencial --
que muestran algunos genes de acuerdo a las condiciones de creci
miento utilizadas en el laboratorio. También se observa expre- -
sidén diferencial de genes entre diferentes cepas de un organismo
(88,100).

Para tratar de seleccionar aquel o aquellos fagos recombi-
nantes que lleven insertada la secuencia codificadora para la =--
gquamino sintetasa de N. chrassa, se aprovechd la expresidn dife
rencial presentada por el polipéptido B de 1la enzim;, al crecer-
la cepa silvestre, 74-A, de Neutrospora en 10mM glutdmico a 25°C-
por 12 horas (7) y la cepa glni-a, un auxdtrofo parcial de gluta
mina (11), crecida en 10mM glutamina a 25°C por 12 horas. En es-
tas condiciones de crecimiento, el polipéptido B de la enzima se
encuentra presente en niveles de entre 5 y 10 veces mds en la ce
pa silvestre que en la mutante, estos niveles corresponden a ni-
veles similares en mRNA especifico (8).

Para realizar estos experimentos de hibridizacién diferen-
cial sintetizamos cDNA de cadena sencilla marcado radiactivamen-
te con 3ZP, a éartir de cada una de las preparaciones de mRNA --
poliA+ purificados de las cepas y condiciones de crecimiento men
cionadas. Estos cDNAs fueron utilizados como detectores de hibri
dizacidn de las impresiones en filtros de nitrocelulosa del DNA-
de las placas de lisis de aproximadamente 4 x 104 fagos recombi-
nantes (87) en experimentos independientes. La figura 8 muestra-

4

los resultados obtenidos en un experimento donde cerca de 10 fa

gos fueron probados. Se utilizaron condiciones de hibridizacidn-
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y de lavado severas (a 42°C en 50% formamida, lavando hasta con-
0.1X SSC a 50°C) y los cDNAs sintetizados a alta actividad espe-
cifica. Como podemos ver, la autoradiograffa muestra que aproxi-
madamente el 10% de las ufp hibridizan con los cDNAs, lo cual --
concuerda con el hecho de que solo un 10% de las secuencias con-
tenidas en el genoma del hongo son transcritas (2), de estas se-
seleccionaron aquellos fagos cuya sefial de hibridizacidn es mis-
intensa al usar como detector al cDNA de la cepa 74-A, tomando -
como referencia las sefiales que dan los fagos cercanos. Algunos-
ejemplos se muestran con flechas.

De estos experimentos se seleccionaron aproximadamente 50-
fagos independientes. Algunos de ellos fueron purificados hibri-
dizando mas de una vez y seleccionando agquellas clonas que repi-
ten la diferencial. Dentro de 13 fagos se localizaron regiones -
especificas de DNA que presentan hibridizacidén diferencial en --
experimentos tipo Southern (89). Para ello se hicieron prepara--
ciones crudas de DNA (98), se digirieron totalmente con BamHI y-
los fragmentos fueron separados por electroforesis en geles de -
agarosa y transferidos a filtros de nitrocelulosa. Siete regio--
nes dentro del genoma del hongo, contenidas en 13 clonas indepen
dientes, son expresadas diferencialmente.

Dos regiones que son transcritas diferentemente fueron se-
leccionadas, una estd contenida en un fragmento de BamHI de - =--
3.8kpb y la otra en uno de 5.4kpb tambi&n flanqueada por sitios-
de BamHI. Los fagos recombinantes que contienen estas regiones -

son llamados A Nc 5.4 y A Nc 3.8; fueron purificados de la geno-
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teca de N. crassa construida con parciales de Sau3A y BamHI res
pectivamente. La figura 9 muestra el patrdn de restriccidn gene
rado por la enzima BamHI de cada una de estas clonas y la expre
sién difere-cial que presentan especificamente estas regiones.

Ambos fragmentos fueron subclonados en puUC8 (102), el - -
cual permite la expresién en E. cof{ del DNA insertado, a par--
tir del promotor de lac. Los plismidos generados, pGC5.4 y - --
pGC3.8, fueron mapeados (figura 10) y su expresidn fue analiza-~-
da en minic&lulas de E. cofli. E1l fragmento de 5.4 dirige la sin
tesis, predominantemente en una orientacidn, de tres polipépti-
dos de 44, 40, y 30 x 103 daltones (figura 11) .Este experimento
nos permitid establecer la direccidn 5' y 3' de este gene.Estos
productos sintetizados en minicélulas de E. c0f{ no inmunopreci
pitaron con anticuerpos anti-GS de Neurospora crassa.

Pafa determinar el tamafio de los transcritos codificados-
por estas regiones de DNA realizamos experimentos tipo "nor- --
thern" (103), donde preparaciones de mRNA poliA+ de las cepas -
74-A y glni-a fueron corridas en geles de agarosa conteniendo =~
hidrdxido de metil mercurio (91,92), transferidas a papel DBM -
(92,93) e hibridicadas a los pldsmidos pGC5.4 pGC3.8 marcados -
radiactivamente con 32?. La clona pGC3.8 hibridiza con un mRNA-
de 1.3kb de la cepa 74-A; ni este transcrito ni ningfin otro, se
encuentra en la preparacidn de mRNA de la cepa glni-a (figura -
12). Con la clona pGC5.4 no detectamos hibridizacién, posible--
mente porque su RNA correspondiente migra en la zona de los =---

rRNA y su eficiencia de unidn al papel es muy baja (88).
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Para descartar la posibilidad de que las regiones que‘mog
_traron expresién diferencial representan nicamente sobreposi~-
ciones de una misma regién del genoma del hongo dentro de los -
fagos recombinantes, llevamos a cabo un experimento de hibridi-
zacidn tipo Southern, donde los DNAs de las 13 clonas diferen--
ciales, digeridos con BamHI y transferidos a nitrocelulosa, fue
ron hibridizados al fragmento de 5.4kpb, semipurificado por = =
electroelucidén. De las siete regiones diferenciales solo la re~
gién de 3.8kpb mostrd cierta hohologia con este fragmento (figu
ra 13). De las 13 clonas independientes que mostraron hibridiza
cidn diferencial en regiones especificas dos son A Nc5.4 . Esto
se determind al hibridizar DNA de las clonas con el DNA del fa-

go A Nc5.4 marcado radiactivamente con 329.
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V DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo muestran clara
mente las posibilidades que nos dan las técnicas de DNA recom--
binante. La construccidn de bibliotecas de genes del hongo Neu-
nospora crassa nos permitid, en este caso, montar una serie de-
metodologias indispensables para la localizacidén de secuencias-
de interés, asi como llevar a cabo una estrategia posible de -~
clonacidn del gene de la glutamino sintetasa.

Analizando nuestros datos, al llevar a cabo la clonacidn-
del genoma de Neurospora vemos que nuestra eficiencia de clona-
cidén 4 x 104 fagos por microgramo de fragmentos de DNA de 10 a-
20kpb, es de aproximadamente seis veces menor a la reportada --
por Karn et al (75). Ellos obtienen 2.4 x 105 fagos por micro--
gramo de DNA de Nematodo, seleccionados en una cepa restrictiva
(Q359), al utilizar el fago A 1059 como vehiculo de clonacidn.
Nuestra eficiencia es similar a la reportada por Maniatis (64),
3.8 x 104 recombinantes por microgramo de DNA eucariote, utili-
zando como vectores de clonacidn los carontes 4 y 4A (63). Nues
tra eficiencia de generar fagos A 1059, en una cepa no restric-
tiva (Q358), después de digerir y religar su DNA, es similar a-
la reportada (75).

Una vez montada la metodologia de construccidén de fagos =~
recombinantes, en nuestro grupo construimos otros bancos de ge-
nes, dos del genoma de la cepa silvestre del hongo y uno de la-

cepa CFN 42 de Rhizobium phaseolfi, en este caso, nuestra efi- -
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ciencia aumenta y es similar a la reportada por Karn. Posiblemen
te esta se debe a que el método de seleccidén de insertos de 10 -
a 20kpb es mas eficiente cuando los fragmentos generados por las
enzimas de restriccidén son separados por tamafio, ya sea por ul--
tracentrifugacidén (104) o por electroforesis preparativa en ge--
. les de agaro%z, que cuando finicamente son seleccionadas las con-
diciones de digestidn que generen una mayor cantidad de fragmen-
tos del tamafio deseado, ya que en este caso, los fragmentos de -
DNA mas pequefios compiten por los brazos del fago. De estos expe
rimentos se generaron aproximadamente 30 x 104 fagos recombinan-
tes que representan clonas independientes de DNA de Neurospora -
crassa entre 10 y 20kpb, con una probabilidad del 95 al 99%(112)
de tener representadas, al menos una vez, todas las secuencias -
contenidas en el genoma del hongo, considerando que su tamaifio es
de 27 x 10> kpb.

Estos datos muestran gue hemos méntado la metotodologia ne
cesaria para la construccién de bancos de genes en fagos vecto--
res y de que estamos en condiciones de clonar cualquier genoha.

En la bfisqueda del gene de la glutamino sintetasa de Neu--
fLospora llevamos a.cabo diferentes estrategias. En enterobacte--

rias se ha identificado el gene estructural de GS, glnA, asf - -

como otros genes ligados y no ligados a glnA, glnL, glnG y glnF,

cuyos productos participan en la regulacidn de la sintesis & de-
la actividad de GS (106, 108). El pldsmido pACR5 (110) fué cons-
trufdo clonando un fragmento de DNA de E. cof{, dentro del =~ =---

PBR322 (111}, contiene intacto el gene glnA clonado originalmen-
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te en el pACR1 (97,109). Al utilizar el pACR5 como detector de-
hibridizacién contra DNA del hongo o contra DNA de nuestros fa-
gos recombinantes vemos que no hay hibridizacién, ni relajando-
las condiciones de hibridizacidn (datos no mostrados). Ello nos
indica que posiblemente no exista homologia entre los genes es-
tructurales de GS en estos dos organismos. Al tratar de comple-
mentar cepas de E. c0f{ con auxotrdfia por glutamina, (MX727, -
112) con nuestros fagos recombinantes no hay complementacidn, =
esto nos indica o que nuestras clonas no llevan el gene de GS o
que el gene estructural de Gs de Neurospora no se expresa en E.
coli (113) (E. Calva, comunicacién personal). Datos similares -
se obtuvieron al tratar de complementar esta cepa de E. coli --
con el gene estructural de GS de la levadura (G. Davila, comuni
cacidn personal). .

El uso de detectores sintéticos ha permitido la clonacién
de diversos genes (114,115), un ejemplo de ello es la clonacidn
del gene de la GDH de Neurospora (16,18). La sfntesis de oligo-
nucledtidos requiere que se conozca la secuencia de aminodcidos
de la protefna (116). Al tratar de secuenciar los polipé?tidos—
@ y B de la GS de Neurospora se encontrd blogueado el extremo -
aminoterminal en ambos polipéptidos. (E. Calva, comunicacidn «-
personal). Esto podria ser una indicacidn de que, por lo menos-
en este sitio, ambos polipéptidos son muy parecidos. Digestio--
nes de las @ y B con proteasa V8, enzima que corta después de-
aspdrtico y glutémico (117), produce un patrdn similar entre am

bos polipéptidos (E. Calva, comunicacién personal).
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Recientemente se ha purificadoc un plasmido, pGDC1, que --
contiene una secuencia de Saccharomyces cerevisiae que completa
una auxotroffa por glutamina (118). Hemos llevado a cabo experi
mentos preliminares, utilizando como detector heterdlogo de hi-
bridizacién este pldsmido, contra DNA total de Neurospora. Cuan
do el DNA de Neuirospora es digerido con BamHI, una banda de - -
17kpb y otra de 9kpb aproximadamente, hibridizan con este detec
tor. Si el DNA del hongo es digerido con EcoR1, nuevamente obte
nemos hibridizacidn, en este c;so en una banda de mas de 23kpb-
Y en otra de aproximadamente 0.8kpb. Las condiciones de hibridi
zacidén utilizadas en estos experimentos fueron las usadas para-
detectores homélogos. Al probar con este detector las 13 clonas
aisladas en este trabajo, que presentan regiones especificas --
con expresibn diferencial, no obtuvimos sefiales de hibridiza- -
cidn.

La estrategia de clonacién del gene de GS de Neurospora -
presentada en este trabajo representa una posibilidad mis de --
clonacidn. Numerosos genes han sido aislados utilizando la ex--
presidén diferencial que presentan, tanto en eucariotes senci-~ -
llos como en eucariotes mas avanzados (100,101,119,121). Al rea
lizar este proyecto se trat8 de aprovechar la expresidn diferen
cial presentada por el polipéptido B de la GS de Neurospora en-
tre las cepas 74-A y glni-a, como ha sido mencionado. En los re
sultados se ha presentado el aislamiento de dos regiones de DNA
de Neurospora que son expresadas diferencialmente. Estas regio-

nes no contienen el gene estructural para la GS de Neurospora -



40

Al probar estas clonas para transformacidn de cepas auxdtrofas-
de N. crassa a protdtrofas de glutamina, los resultados fueron-
negativos. Se llevaron a cabo experimentos de hibridizacidn-se-
leccidn positiva con el DNA de estas clonas inmovilizando en --
filtros de nitrocelulosa. E1 mRNA poliA+ usado fué el de la ce--
pa 74-A crecida en glutfmico. No obtuvimos enriquecimiento para
el mRNA de GS.

£1 polipéptido a de la cepa mutante glnl-a es indistingui
ble del de la cepa silvestre, pero esta mutante no sintetiza, -
in vivo o £n vitro, el mondmero § de la GS..Sin embargo, esta -
cepa sintetiza un polipéptido (Y) con un peso molecular menor -
¥ que cruza con los anticuerpos contra a y B8 (122), esto podria
ser explicado como una mutacién en el gene para el polipéptido-
B. Entonces, la clona que lleve el gene estructural para el po-
lipéptido B de la GS podria hibridizar, en un exberimento tipo-"

"northern”, con los mRNAS de las cepas 74-A 'y glni-a, crecidas-

en glutdmico y glutamina respectivamente, pero el tamafio y ni--
vel de los transcritos deberdn ser diferentes. Al realizar este
experimento con nuestras clonas, en un caso obtenemos hibridizg
cidén solo con el mRNA de la cepa silvestre. Si ambas cepas son-
crecidas en glutdmico los niveles de los transcritos serén simi
lares.

Las limitaciones encontradas en la estrategia de clona~- -
cidn elegida para aislar el gene & genes de la GS de Neurospora
estin dadas, principalmente, por la carencia de mutantes tota--

les de la enzima en el hongo. Esto es debido probablemente a =--
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que el posible parecido existente entre los polipéptidos a y B-
de la GS, a nivel de proteina, podria impedir una respuesta de-
hibridizacién dierencial clara, ya que posiblemente este pareci
do sea reflejo de similitud entre secuencias codificadoras. Por
otra parte el tamafio de los fragmentos de DNA de N. crassa con-
tenidos en los fagos recombinantes podria causar qﬁe la senal -
diferencial no sea apreciada, ya que en 10 a 20kpb deben exis--
tir mas de una secuencia codificadora. Si &stas no estuvieran -
relacionadas con metabolismo nitrogenado su regulacidén serad di-
ferente, por lo que sus niveles de transcripcidn se mantendrian
invariables en las cepas y condiciones de crecimiento utiliza--
das en egte proyecto, y esta hibridizacidn de fondo obscugece—-
ria la diferencial.

Creemos que la estrategia llevada a cabo representa un in
tento mds realizado para la clonacién de diﬁho»gene Yy que a pe-
sar de que los resultados no fueron los deseados la estrategia-
de hibridizacidn diferencial es una buena posibilidad ﬁa:a aque
llos casos en los Que existan mutantes totales y la induccidn -
o represidn de la sintesis sea total. Para el caso de GS de Neg
hobspora surgen preguntas tales ¢Existe realmente un gene para -
cada polipéptido? Si es asi, ¢estos genes estln sobrepuestos o-
separados? ¢Como es que s0lo existen mutantes para el polipépti
do 87

A lo largo del desarrollo del proyecto han surgido nuevas
posibilidades de clonacidn de las secuencias codificadoras de -

GS. El aislamiento del pGDC1 y el hecho de que existan secuen--
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cias dentro del genoma de Neurospora con homologia con las se-~-
cuencias de S. cerevisiae contenidas en este plésmido, nos brin
da una alternativa con posibilidades de &xito. La estrategia a-
seguir seria utilizar este plésmido como detector de hibridiza-
cién contra el DNA de grupos de 300 fagos recombinantes, trans-
ferido a filtros de nitrocelulosa, para probar todas las clonas
de los bancos de génes que hemos construido. Del grupo de fagos
que d& sefial de hibridizacibn se purificarfa el fago o fagos =--
que contengan dicha informacién y se localizarfa la regidn espe
cffica. Posteriormente se podr&n transformar ceﬁas de Neukrospo-
ra auxdtrofas de glutamina y se realizarfan experimentos de hi-
bridizacifn-seleccidn positiva para comprobar que se trata del-
gene o genes estructurales de la GS.

La clonacifn de genomas o de secuencias de DNA complemen-
tario dentro de vehiculos de expresidén de E. cof{, plasmidos o-
fagos (123,127), podrfa facilitar la identificacidn de genes de
interés. El colifago vector de expresidn Agtl11l (77), es un vec-
tor que contiene un sitio finico de EcoR1, dentro de una copia -
del gene de B-lactamasa (lacZ) a donde se insertan fragmentos -
de DNA pasajero de tamaiio pequefio (0-8kpb). El1 DNA recombinante
es encapsulado {n v{tro, y los fagos se propagan infectando una
cepa lisogénica para lambda e induciendo la lisis a 42°C. La ce
pa lisogénica contiene un represor termosensible (cI857). Cuan-
do las secuencias del DNA pasajero codifican para una proteina-
y estas secuencias estin en la fase y en la orientacidén adecua-

das con respecto al gene lacZ se produce una proteina hibrida.
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Si se cuenta con un anticuerpo contra el producto del gene de -
. interés, el antfgeno es detectado directamente sobre filtros de
nitrocelulosa (125,126). Bancos construidos en este vehiculo --
ayudarfan en la clonacifn de los genes codificadores para GS y-
GOGAT del hongo. '

Finalmente, es importante mencionar que dentro de nues- -
tros bancos de genes han sido localizadas las clonas que lleven
el gene codificador de.la.glutamato deshidrogenasa (GDH). Estos
fagos recombinantes fueron identificados por L. Blanco, §n el -
laboratorio del Dr. J. Mora, usando como detector especffico un

oligonuclebtido sintético de 20 bases.
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VI APENDICE

FIJACION DE NITROGENO EN Rhizobium phaseoli. Las bacterias del-
género Rh{zobium fijan nitrdgeno en simbiosis con las raices de
las leguminosas (128,129). R. phaseof{ nodula Phaseolus vulga--
nis. La nitrogenasa y la nitrogenasa reductasa forman un comple
jo enzimitico que estd presente en los organismos procariotes -
capaces de fijar nitrSgeno atmosférico.

Los genes codificadores para los polipéptidos de la nitro
genasa en Klebsiella pneumoniae son nifH, D y K y estdn organi-
zados en una unidad transcripcional (130). Estos genes estédn al
tamente conservados a lo largo de la evolucidn y utilizindolos-
como detectores de hibridizacidn &stos cruzan con secuencias --
equivalentes en una amplia variedad de organismos fijadores de-
nitrdgeno (131). :

Utilizando como detector de hibridizacidn el plidsmido - -
pPSA30, el cual contiene los genes estructurales para la nitroge
nasa y la nitrogenasa reductasa de K. pneumoniae (132), en el =~
laboratorio del Dr. R. Palacios, se aislaron clonas recombinan-
tes que contienen las secuencias nif de la cepa CFN-42 de R.phg
se0li (133). En esta cepa las regiones nif estdn localizadas en
un pl&smido de 250kpb, que también codifica para funciones de -
nodulacidn (133), y est@n comprendidas en fragmentos de EcoRi -
de 4.7kpb (pCQ15 o regidn nif a), 4.5kpb (pCQ23 & regidn nif -
c) y 4.1kpb (pCQ12 8 regibn nif b). Con el fin de conocer la or
ganizacidén de estos genes nif, se procedid a construir y aislar

fagos recombinantes que contuvieran segmentos mis extensos del-~
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genoma de Rhizobium phaseoldi.

Las regiones nif de R. phaseofi tambi&n fueron aisladas -
de un banco de genes en fagos de la cepa CFN-42 (131), construf
do en ;1 fago vector 2 1059 (80), con parciales de BamHI. Estas
clonas fueron utilizadas para anflisis de heteroduplex entre di
ferentes fagos. Las regiones nif a y nif b son homdlogas al me-
nos en 4.7kpb y la regién nif c es homéloga 1.3kpb tanto con --
nif a como con nif b (134]).

Experimentos de secuenciacién indican que las tres dife--
rentes regiones nif contienen completa la secuencia codificado-

ra p@ra la nitrogenasa reductasa (134).
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MAPA GENETICO Y FUNCIONAL DEL DNA DE LAMBDA. Los genes A-- 7

son esenciales para el crecimiento litico normal. Los genes no
esenciales para el crecimiento litico son c¢I, ¢II, cIII, y ciro,
los cuales participan en la regulacidén negativa; los genes {nt
y X£{4 estdn involucrados con la recombinacidn sitio especifica

y los genes nedy para la formacidén del modo tardio de repli-
cidn.
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FIGURA 5. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA DE DIGESTIONES LIMITADAS
DE DNA DE Neurospora chrassa con BamHI. DNA de ‘alto peso mo
lecular del hongo fué digerido con diferentes cantidades de
BamH1 y separado en geles de agarosa. (1)DNA de Neurodpora
sin digerir; (2-8)Alicuotas de DNA con diferentes grados de
digestidn. E1 tamafio de los fragmentos de 15 a 20kpb son in-
dicados.



FIGURA 6. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA DEL DNA DE FAGOS RECOMBINANTES DIGERIDO
TOTALMENTE CON BamHlI.

A) Clonas independientes aisladas del banco de genes de Neurospora crassa
construido con fragmentos de DNA generados por la enzima BamHI.
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FIGURA 7. DETECCION DEL GENE @a-2 DENTRO DEL BANCO DE GENES DE Neurospora

crassa CONSTRUIDO CON PARCIALES GENERADAS POR LA ENZIMA BamH1.
Hibridizacidn tipo Southern de digestiones con A)PsZI (1)DNA to
tal del banco, 10 ug; (2)DNA de N.crassa,3 ug; (3)pvkss, 0.002-
Hg. B)BamHI de (4)DNA de N.chrassa ,3 jug. Contra el pVK88 marca-
do radiactivamente con 32P, en presencia de 50 Ug/ml de pBR322.
En la parte inferior se muestra el mapa de restriccidn de la re
gidn del genoma de N.crassa que contiene qa-Z,y la contenida en
el detector.
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FIGURA 8. HIBRIDIZACION DIFERENCIAL, Hibridizacién en placa del DNA de aproximadamente
10* ufp transferido a filtroside nitrocelulosa contra 107 cpm de®?p-cDNA
sintetizado a partir de mRNA poliA’ de las cepas glnl-a y 74-A, crecidas en-
glutamina y glutdmico respectivamente.
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FIGURA 9. FAGOS QUE CONTIENEN FRAGMENTOS DE DNA QUE SE EXPRESAN DIFE-
RENCIALMENTE.

I) Electroforesis en geles de agarosa de digestiones tota-
les con BamHI del DNA de los fagos (A)ANc5.4;y (B)ANc3.8.



II) Hibridizacidn tipo Southern de los fagos (C,D).  ANc3.8; y (D;E))ANc5.4. Los DNAs
digeridos con BamH1 fugron hibridizados a 10°% cpm/carril de 2p-cDNA sintetizado
a partir de mRNA poliA de la cepa 74-A,crecida en glutémico (C,E); y de la ce-
pa gnl-a, crecida en glutamina (E,F).
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Genes de Neurospora crassa transcritos diferentemente
en las cepas 74A y gin |l-a.

B H H B

—iy d : —~ pGC 3.8
S S

0.2 0.1 Kb 1.8 Kb 1.0 Kb 0.7 Kb

Direccidn de
Transcripcions —s

B P H H 8
- t ! i . -+ pGC5.4
S S

0.4 K 0.6 Kb 1.6 Kb

1.2 Kb 0.6 Kb 1.0 Kb

= 2 B SIS S =

FIGURA 10. MAPAS DE RESTRICCION DE LAS REGIONES DE DNA DE Neurospora crassa 5.4 y 3.8kpb, FLAN
QUEADAS POR SITIOS DE BamHI .(B:BamHI ;H:HindI11;s:Sall ;p:Pstl ).
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FIGURA 11. PROTEINA °2S-METIONINA PRODUCIDAS EN MINICELULAS DE E. cof{. La cepa P678-54
fué transformada con los plésmidos pGC3.8 y pGC5.4. (1) Control, sin transfor
formar; (2) Transformada con el pGC3.8, en una de las dos orientaciones posi-
bles; (3) Transformada con el pGC3.8 en la otra orientacidn posible; (4)Trans-
formada con el pGC5.4, en la orientacidn "U"; y (5) Transformada con el pGC5.4,
en la orientacidén "N".
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FIGURA 12. HIBRIQIZACION TIPO "NORTHERN". Las preparaciones de mRNA

poliA” de las cepas 74-A y glnl-a, separadas en geles de
agarosa conteniendo hidrdxido de metil mercurio y trans-
feridas a papel DBM, fueron hibridizadas a 10° cpg/carril
de A) pGC3.8; B) pGC5.4. Carriles (1,3) RNA pol*A de la -
cepa 74-A crecida en glut@mico; (2,4) RNA poliA de la ce
pa g&nl-a crecida en glutamina.
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FIGURA 13. HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DE DIGESTIONES CON BamHI DEL
DNA DE LOS FAGOS (1)ANc3.8; y (2) ANc5.4, contra el frag
mento de BamHl 5.4 semipurificado por electroelucidén y -
marcado radiactivamente con 32p.
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ABSTRACT The complete coding sequence of the nitro-
genase reductase  gene (nqﬂl) ls present in three different re-
gions of a Rhizobii plasmid. Homology
between two of the regions conlalnlag nqﬂl coding sequences
extends over 5 kilobases. These in turn share 1.3 kilobases of
homology with the third region. The nucleotide sequences of
the three nhrogﬂuse reductase genes were found to be identi-
cal. Sit insertion is indicated that none of
the three genes is indispensable for nitrogen fixation during
symbiosis with Phaseolus vulgaris. This implies that at least
two of the reiterated genes can be functionally expressed.

Some prokaryotic organisms are able to fix atmospheric ni-

de México, Apartado postal 565-A. Cuernavaca, Morelos, Mexico

at 1500 rpm in Sorvall HB4 rotor at 4°C. The supernatant
was centrifuged at 9000 rpm in lhe same rotor at 4°C, and the
pellet was r di (15 mM
Tris:HCl, pH 8/0. 45 M sucruse/B mM EDTA) and incubated
at 0°C for 5 min. This bacteroid suspension was centrifuged
at 10,000 rpm in a Sorvall HB4 rotor, the pelleted cells were
lysed. and the DNA was extracted as previously reported
an.

Hybr and duplex and DNA S Analy-
sis. Probes were labelcd wuh 2p by mck-lramlalmn (14).
DNA was transferred from agarose gels to nitrocellulose fil-
ters as described by Southern (15), and hybridization to
probes was performed under stringent conditions as reported

trogen due to the p of the yme com- p y (11). Hybridization to phage plaques was done
plex This plex is posed of !wo itroge: dii lo Benton and Davis (16). Formation of heterodu-

p 1) and ni plex le and pic analysis were as
l[) C Iis d of two a and two B described previously (17). DNA sequencing was carried out
subunits encoded by the nifD and nifK genes. respectively. according to Sanger er al. (18). Phages M13mp8 and M13mp9
C I is i of two en- were used as sequcncmg veclors (19).

Site-Di 1

vectors (20) were

coded by the nifH gene. The genes coding for the nitrog
ase polypeptides were originally characterized in Klebsiella
pneumoniae (1-3). In this organism nif genes 4. D, and K
are organized in one transcriptional unit. Nitrogenase struc-
tural genes are highly conserved in evolution. Gene probes
isolated from K. pneumoniae cross-hybridize with equiva-
lent sequences from a wide variety of nitrogen-fixing orga-
nisms (4). Thls h:s famhmed the analysis of these genes in
other belonging to the genus
Rhizobi which fix nitrogen in biosis with the roots of
legumes (5-10).

constructed as shown in Fig. 3JA. Escherichia coli strains
carrying intermediate vectors were mated with HB101
(pRK2013) and with R. plm.m;h strain CE-3 [streptomycin-
resistant (Str®) CFN-42] by mixing stationary cultures of do-
nors and recipients. Cells were plated on PY medium (0.5%

peptone/0.3% yeast extract/10 mM CaCl,) and incubated
overnight at 28°C. Cells were resuspended in 10 mM MgSO,
and dilutions were plated on selective media. E. coli was
counterselected on PY plates containing nalidixic acid at 10
p;/ml bccause CFN-42 is naturally resistant to this drug.

For Rhizobium ph, li, the symbiont of Ph, lus vul-
garis, we reported the reiteration of nitrogen-fixation gene
sequences 11). ln this _paper we present a structural and

ysis of d DNA
We fud d is a
functional multigene family in R phaseoli.

METHODS

R. phaseoli Phage Library. Total DNA from CFN-42 strain
(11) was partially digested with BamHI and the 15- to 25-
lulobase (kb) fraction was cloned in uoss (12, 13).

id DNA I ! re ground with dry
ice, suspended in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5/0.5 M manm-
tol/20 mM sodium inate/0.1% 2 hanol (buff-
er A) and h ized. The h was filtered
through chee‘ecloth rinsed with buffer A, and centrifuged

for R. phaseoli were 50 ug/ml for
kanamycin and 2 ug/mi for tetracycline.

Assay for Nodulation and Nitrogen Fixation. Sterile P. vul-
garis cv. Negro Jamapa seedlings were grown in nitrogen-
free plan( nutrient agar (21). Three to four days after germi-
nation in the dark. plants were inoculated with 0.5 ml of lig-
uid bacterial culmre Nodulation and nitrogenase activity

(acety were d 17 days after inocula-
tion.
RESULTS
Extent of H Among nif Regions. We reported pre-
viously (11) the isol. uf clones ing nif gene se-
from a total library of R. plmwull strain

CFN-OZ covmmcled in the EcoRl site of pBR328. Three

were isolated: pCQ1S, pCQ23. and
pCQI2. whlch contain EcoRl inserts of 4.7, 4.5, and 4.1 kb,
. Hybridization of such plasmuds with total

The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
payment. This article must therefore be hereby marked “advertisement™
in accordunce with 18 U.S.C. §1734 solely to indicate this fact.
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genome blots from different R. phaseoli strains showed the
reiteration of nif-related DNA sequences (11). The different
reiterated nif regions were localized in a 250-kb plasmid of
strain CFN-42 (11). This strain harbors six large plasmids,
and the one ining nif gene (p42-d) also en-
codes ion functions (see Di.

The nif regions contained in p42-d were isolated as recom-
binant A phages from a CFN-42 DNA library of BamHI par-
tial digests. AGC1, AGC2, and AGC3 contain the EcoRI frag-
ments present in pCQ1S (nif region a), pCQI2 (nif region b),
and pCQ23 (nif region c). respectively. Electron mi pi

lysis of h dupl lecules formed b differ-
ent pairs of the recombinant phages (Fig. 14) revealed that
nif regions a and b are homologous over a stretch of at least
4.7 kb. Hybridization experiments with overlapping phages
(not shown) indicate that homology between regions a and b
ends near the BamHI site at the left of A\GC2. The nif region
¢ is homologous over 1.3 kb with both nif regions a and b.

The inserts of the recombinant plasmids pCQ1S, pCQ12,
and pCQ23 were mapped with icti d !

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 17”n

helerodu_lplex analysis. Whereas differences in enzyme sites
were evident outside these 7ones (Fig. 1B). The position of
theAcodmg region of the nit gene, whose presence in each
region was di ated by DNA seq analysis (see be-
low and Fig. 2),‘ was aligned on the three restriction maps
(Fig. 1B).

Nucleotide Sequence of Reiterated nifHf Genes. Fragments

. showing hybridization with the nifH gene of the three nif re-

gipns were sequenced. The sequence strategy is shown in
Fig. 1B. About 1100 nucleotides were sequenced in each re-
pon.(ﬁg.'Z) and aligned on the restriction maps (Fig. 1B).
AnA and a termination codon d ine an open
reading frame of 296 codons. This nucleotide sequence is
identical in the three regions and has a large degree of homol-
ogy with the ni reductase that have been
found in other nitrogen-fixing organisms (22-29). The high-
=st degree of homology was found with other rhizobia (22~
24). There are two additional ATG codons at positions 22
and u) upstream I:ro!n the one assigned here as the nitrogen-
ase

The EcoRl sites that limit these inserts were localized on the
BamHI maps of the bi phages. Restriction sites

were conserved in the regions identified as homologous by

; codon. These would determine open

reading frames of 305 and 319 codons. Such alternative poly-

peptides would not have homology in the ami inal re-
. . A

P

gion with other known

8
—
—
o L (e L B 'yl
T pCQIS :
[ et !
:.—-4 -~ e '
b + S—
dual 3x3e 3| 3 e ¥ e
' = 2
————
T e
c 1 Vi
. [2] i LR X} 13 (o T %
pCa23
T A
FiG. 1. Extent of homology among nif regions of strain CFN-42. (A) Electron and sch i son of h 1

between recombinant phages AGC1. AGC2, and AGC3. Arrows indicate the positions of the regions in which there is homology between the

inserts. The schemes represent the mean values of 10 molecules measured: thin and dotted lines re|
tion endonuclease map of nif regions. BamHI sites were mapped in the recombinant phages by partial

present single-stranded DN As. (B) Restric-
digestions and analysis of overlapping

phages. Other enzyme sites were mapped by single and multiple digestions in the EcoRl inserts of pCQIS. p('Q12, and pCQ23. Endonuclease

sites are B, BamHI: E. EcoRl: G, Bg/ 11: P, Pst 1. S, Sal I; X_,,{eha I; and H Hindlll. Bars ?bove the maps show

sequenced. Hatched portion indicates nifH coding

the regions that have been

strategy is indi d by arrow above the bars.
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. the i of some p latory fea-
tures dlscusscd below would not fit with initiation at lhese
alternative positions.

The data indi that a coding se-
quence for nitrogenase reductase is present in the three dif-

290 130
o cose: 66 o

© 1.3 COAG TTGITTTCG GACAGAGE [GTCG CC TCC TCGAMMGTICE A CTAAATACETGARS T. €6

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985)

ferent nif regions. The sequence upstream of the initiation
codon was determined for about 200 base pairs in each re-
gion. The sequence is identical in the three regions up to
nucleotide 96 upstream from the presumptive initiation co-
don. At that point regnon c duvergcs, while regions a and b
remain identical. A purine-rich re is located 7 nucleo-
tides up: from the codon. This po-
sition is to that desi d as the rib binding
site in enteric bacteria (30). As shown in Fig. 2. the 17-base-

-100 -39
o MeearerTICCTITGGe Jeapear recereec
© laA caceler Laralectelt 3
I,
a5 Lew .
anscargsarcecohr ATG Teh a7 196 Cal AR AVE 6ck TIY The

s Ser TAe Tar See G1n Asa Th e
4 TCE ACc AcE Tec Cha Aat Au T Gk act m i

o GEE ABA G

It " @ val Gly Cys Ave P sp Ser Thr Arg Lew (10
€1C cel cae Ada ate crE Arc eic Gk Tec eac us AJD Sed da YO oG e e A

€1a 61y Gy Sor Vol Gl
€ ean gl EC

T6 A

Aty Low Glu Low Gla Asp Vol Lew Lys ATa Gly Tye Lys 6y Tle Lys €y ¥al Glu Ser
4 GAC CTT GAG CTC GAG GAC GTC CTC AAG GCC 6C TAC € MAG T6C 676 GAG TCC

E
11§

o u‘ bre 6l ro oy crs Al 61y 'ﬂ 6y v 1he the ter
o Gk o et Gai cee sk G Gek EE et Gl e ATE acc Te ArE Mt e
.

Izo ten der Ty due el Les 1y e
Thc GTC TCC TAT GAC BT CIC Gc QAT

C7a 6y 61y vhe A1a me
i Gl Gt 1

a1 Met Ser 61y Glu Met 4 Les Tre Ale Ale Aue Ae L1e Bl urel
o e it TG S £7E TAT Gl Gl mh AAE M¢ ced Me Gel &
.

) Aoy Lo 61y
616 €66 CTC 66k

1o dle ree 4 ln
o The ses ceo

et v 11
oo N Gt n-mu( i

Low Ays Pu
o 70 GAC Yy

Mot Low Als §le Low 61n A10 Lys Gy
AT6 €T scc cad cTa cae ace Ade cad

Ser 410 val val Ale Als Gin '}
o Th GCE E76 GTT GCG GCT CAM 1AM CTCERCTETERAC

FiG. 2. Nucleotide sequence of reiterated aifH regions. Nucleo-
tides in regions b and ¢ identical to region a are indicated by dots.
Nucleotide 1 corresponds to the first base of the presumptive initia-
tion codon. The coding region for nifH is shown as triplets with cor-
responding amino acid mslduﬂ above Amino .'mds nderm:ll with
the R. meliloti are by isk op of them.
DNA sequences referred to in the text are umkdmed The Sal 1 sites
are indicated by arrows.

pair A-T-G-G-C-A-C-G-G-G-T- ~GAA|slo-
cated 74 nucleotides upstream from the initiation codon.
is shares 13 nucleotides with the inthe
promoter region of R. meliloti mﬂl (31). It has the characler-
istic structure for K. pne nif p S as prog
by Beynon er al. (32) and the heptameric consensus se-
quence that has been proposed by Ow et al. (33) to be char-
acteristic for promoters regulated by the ginG and nifA gene
products.

Site-Directed Mutagenesis of the n{fH Genes. Intermediate
vectors that are mobilized but not maintained in the recipient
cell (20) were used to mutagenize each of the three nifHf
genes in CFN-42. The construction of the intermediate vec-
tors pJL11S and pJL123 is described in Fig. 3A. In pJL115,
gene nifH from region a was interrupted in the Bgl 11 site
located at codon 147 by an insert encoding kanamycin resist-
ance (Km®). In pJL123, a Bgl 11 fragment from nif region ¢
was replaced by the Km® insertion. thus a deletion was cre-
ated extending from about 0.5 kb upstream of the nifH initia-
tion codon down to codon 147. The intermediate vectors
were mobilized from E. coli into R. phaseoli CE-3, a Str*
derivative of CFN-42. in a triparental mating using HB101
(pRK2013) for moblllz |on (34). Doublc recombmanls were
isolated as Km® tetracycli
Jjugants. Direct evidence of the recombmauon events in iso-
lated colonies was obtained from Southern blot hybridiza-
tion experiments using nifff and TnS sequences as probes.
Transconjugants derived from pJL115 were of two types, de-
pending whether nif region a or b was involved in the recom-
bination, while those derived from pJL123 were the result of
recombination in nif ug:on . CFN 2201 and CFN-2202 car-
ried the i of the Km® i mmfreguonaorb
respectively, as evidenced by a 2.1-kb increase in the corre-
sponding BamH]I fragments. In CFN-2203 the BamHI frag-
ment increased only by 0.75 kb because it contains the dele-
tion substitution of pJL123 that removes the 5’ end and part
of the coding region of the nifH gene in region c. Hybridiza-
tion with Sal I-digested genomes showed the precise site of
mutation involving niff{ gene in each strain (see below, Fig.
3B).

The mutated strains were used to nodulate the roots of
young bean plants. None of the three mutants showed an
inability to fix nitrogen (Fig. 3C). In fact, nodulation and ni-
trogen fixation by the three mutant strains were comparable
to those in the parental strain. CE-3. Similar nodule fresh
weight and nitrogenase activity (acetylene reduction) per
plant were detected.

To ascertain that the mutants were stable in the symbiotic
state and that no wild-type bacteria were present in the nod-
ules, bacteroid DNA was isolated from a pool of nodules
induced by each strain and analyzed by hybridization with
nifH and TnS sequences. The hybndlzauon pauem of DNA

he nodules was identical to that obtained with strains
CFN-2201, CFN-2202, and CFN-2203 used as inoculants.
Fig. 3B shows the hybridization pattern of nodule DNA.
Furthermore, bacteria were isolated without kanamycin se-
lection from nodules induced by each mutant, and all of
those that were screened (80 from each mutant) proved to be
Km®.

From the symbiotic phenotype of the mutant strans we
infer that none of the three nifH genes is indispensable for

T~
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F1G. 3. Site-directed mutagenesis of reiterated nifH genes. (A) Construction of intermediale vectors. Cm. chloramphenicol: Tc. tetracy-
cline: Ap, ampicillin: mob. mobilization. The 3-kb internal Hindill (H) fragment of TnS was inserted into the Hindlll site of pSUP20S. The
resulting Km® Cm® plasmid provided the Km® determinant of Tn5 of the 2.1-kb BamHI (B) fragment. This fragment was ligated into the unique
Bgl 11 (G) site of pCQ1S. thereby interrupting the nifHf coding sequence (see Fig. 1): pCQ23 was mutated by substituting the 1.3-kb Bgl 11
fragment for the BumHI frugment carrying Km®. Both plasmids were isolated as Ap* Km® Tc* recombinants. The mutated EcoRT fragmenls
were subcloned in the mobilizable vector pSUP20S to produce pJL115 and pJL123 (Km* Tc*). (B) S blot hybridi
DNA from a pool of nodules induced by each mutant strain. DNA was digesied with BumH] or with Sal | and was hy! ‘bridized vulh P-labeled
insert from pCQ153 (H) or with pBR322 carrying TnS. The insert from pCQ153 is the Sa/ I fragment that extends from codon 119 down 10 9 base
pairs after the termination codon of nifH{. Bund numbers correlate with the maps in C. (C) Schematic representation and phenoty pe of the

mutant strains. Restnction enzyme symbols are as in Fig. 1B: open bars. Km® insertion: hatched bars. nifH coding sequem:e.' Numbers
correlate with hybridization bands in B.
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expression of nitrogenase. This implies that at least two of
the reiterated genes can be functionally expressed.
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DISCUSSION 4
Charpin, N
The present work shows the c)ustcnce of the complele cod- 4+
ing of the nif gene in three dif- s gf"‘k:: (l; 119
ferent regions of pd2-d, a ’So-kb plnsmul of R phu:wh e
slmn CFVJ" This pl can be %
i it dulation and ﬁxamm 221-228:
properties in cured strains and promotes nodulauon upon 17
transfer into Agrobacterium faciens d data).
The pattern of organization of mtrogenase genes in fast- 8.
growing rhizobia (5-8) is similar to that of K. pneumoniae. in
which nif genes -H. -D and -K are clustered as a single tran- 9
scriptional unit. In slow-growing rhizobia (9, 10) a different <
organization has been found, in which nifH is separated from 10
nifD and -K. The data presented here show that, in R. pha- 392-405.
seoli, the nifH gene in regions a and b is part of a reiterated 11
DNA stretch of approxi ly 5 kb. Hybridization with het-
erologous specific probes suggests the existence of nitrogen- 299, 724-726.
ase structural genes nifD and nifK downstream from nifH in 12
these regions (unpublished data). In nif region c is 3.
homologous only over y 5% 3 kb with regions a md b, and nifH 14
is the only | gene present
here. 15.
The high degree of homology that a portion of the nucleo- 16.
tide sequence upstream of nifH has with described nif pro- 17
moter reuons (10, 31-33) sunests that such sequences might
be involved in p { Itisi g that these 183-208.
potential nzulalory signals are located in a posmon where 18
the nucleotide sequences of the three nif regions are identi-
cal. This might imply that, unless cis-acting regulatory sig- g‘
nals are located outside the zones of identity, the three genes " 784-791
are regulated in a similar way. 2.
Recently, reiteration of mlrogen -fi nuon gene sequences 0.
has been reported in other 5723
gous to all three structural genes for m!rogemne are present 2
in several copies in the of R cap- 24.
sulata. where there is one functional nqﬂl gene and extra 2.
copies can be activated (35). More than one copy of nifH 2808-2812.
gene has also been reported for the cyanobacteria Anabaena 2.
(36) and Calothrix (37). Besides the nif-related DNA reitera- ”
tions shown in this work, we have evndence thal other DNA -
are also d in R. published 28,
data). 2483-2487.
The concept of multigene families has been well docu- 29.
mented in eukaryotic sy . In few of
stable gene duplications have been reported in prokaryotic 30.
organisms (35—39) From our data we lude that ni 3L
ase red is a functi i family in R. phaseoli.
A remarkable feature of these reiterated genes is their nucle- 32.
otide sequence identity. Since our results suggest that none 33.
of the three genes is essential, several questions arise for
further investigation. What kind of selective pressure main- 2528
tains these genes? When did these reiterations emerge and 34,
why has their nucleotide sequence not diverged? What
mechanism gives stability to these sequences? 35.
289-292.
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