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"... debe saber lo que es útil y nocivo a las
criaturas insensibles, a los monstruos marinos y a
los peces, lo que aman y lo que detestan los ani­
males privados de razón, lo que es bueno y perju­
dicial. Esto es lo que constituye su cultura en
relación a la naturaleza. Aún hay más. Los poderes
de las fórmulas mágicas, su origen y su
procedencia, su naturaleza: quién es Melusina.
quién es Sirena, qué es la permutación, el
transplante y la transmutación, cómoaprehenderlos
y como comprenderlos perfectamente, lo que supera
la naturaleza, la especie, la vida, la naturaleza
de lo invisible, de lo dulce y de lo amargo, lo
que tiene buen sabor, qué es la muerte, lo que
utiliza el pescador, el preparador de cuero, el
curtidor, el tintorero, el forjador, el artesano
de la madera, lo que hay en la cocina, en el sóta­
no, en el Jardín, lo que concierne al tiempo, la
ciencia del cazador y del minero, la condición del
vagabundoy del sedentario, las necesidades de los
campos y las causas de la paz, la razón del laico
y del eclesiástico, los quehaceres y la naturaleza
de los diferentes estados, su origen, la
naturaleza de Dios y de Satán, el veneno y el
antídoto, la naturaleza femenina y la naturaleza
masculina, 1a diferencia entre las mujeres y las
virgenes, entre lo que es amarillo y lo que es
gris oscuro, lo que es blanco, negro, rojo y
pálido, las causas de la multiplicidad de colores,
de la brevedad y de la longitud, del éxito, del
fracaso y de cómoobtener estos resultados."

Paracelso

Voyez-vous cet oeuf? C'est avec cela qu'on
renverse toutes les écoles de théologie et tous
les temples de la terre.

Diderot
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Resumen

El agregado de bajas concentraciones de cicloheximida a
cultivos de flguxgspgra_grassa, capaces de inhibir parcial­
mente la sintesis de proteinas, promueve la inducción de
varios genes cuya transcripción aumenta considerablemente.
Cuatro de estos genes inducibles por cicloheximida fueron
clonados a partir de una library genómica de flg_g1assa
mediante sondas enriquecidas de cDNA.Los transcriptos de
los genes clonados se acumulan durante un amplio lapso
posterior a la inducción, en forma coincidente con la
aparición de nuevos polipéptidos en los micelios tratados
con cicloheximida. Se han identificado los productos de
traducción de dos de los genes clonados. Este fenómeno de
transcripción diferencial no se debe a selección de mutantes
con múltiples copias de los genes inducibles durante la in­
cubación en presencia del antibiótico. Se demostró que el
transcripto de uno de los genes inducibles (CT-1) se acumula
en polisomas y es un mensajero mayoritario 48 hs después de
su inducción. La proteina codificada por dicho gen es una de
las más activamente sintetizadas en los cultivos tratados
con el antibiótico. El gen 07-1 no se induce cuando el
micelio es sometido a ayuno o shock térmico. y no se observa
durante la inducción con cicloheximida ningún cambio sig­
nificativo en su estado de metilación. Se detectó en los
genomas humanoy de levadura la presencia de secuencias que
presentan homologia con el gen CI-1 de H¿_gzassa. Los genes
clonados estarian involucrados en la instalación de una
respuesta adaptativa del hongo ante una disminución abrupta
de la actividad del aparato traduccional.
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Abreviaturas empleadas

En este trabajo han sido empleadas las siguientes
abreviaturas:

ATP adenosina trifosfato
b bases
bisacrilamida N,N'-metilen—bis-acrilamida
bp pares de bases
BPB azul de bromofenol
CA cloroformo-alcohol isoamílico 24:1
cDNA DNA copia

Ci Curies (1 Ci z 2.2 x 1012 dpm)
cpm cuentas por minuto
dATP deoxiadenosina trifosfato
dCTP deoxicitosina trifosfato
dGTP deoxiguanosina trifosfato
DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ácido deoxirribonucleico

DNasa I deoxirribonucleasa I (de páncreas bovino)
DOPA 3-(3,4-hidroxifenil)—D.L-alanina
dTTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. deoxitimidina trifosfato
EDTA . . . . . . . . . . . . . . . . .. etilendiamino tetraacetato de sodio
EtdBr bromuro de etidio
GTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. guanosina trifosfato
HEPES ácido N-2-hidroxietilpiperazin-N-Z-etansulfonico
kb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. miles de bases

kbp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. miles de pares de bases

MOPS . . . . . . . . . . . . . . . .. ácido 3-(N-morfolino)propansulfónico
mRNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ácido ribonucleico mensajero
oligo dT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ácido oligodeoxitimidilico
PAGE-SDS electroforesis en gel de acrilamida con SDS
PCA fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 25:24 1
pfu unidades formadoras de placas
Pipes ácido piperazin-N,N'—bis(2-etan-sulfónico)
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Introducción

3.1--WMMMMQ
fleuxgspgxa_gxassa es un organismo eucariótico, un hongo

de la clase Asggmxgetesque se encuentra en áreas tropicales
o subtropicales y que crece sobre árboles o restos vegetales
(Shear y Dodge, 1927). Ha sido en el pasado un serio con­
taminante de las panaderías, de donde deriva su nombre vul­
gar de “mohorosado del pan". Posteriormente, ha sido tomado
como organismo de laboratorio a causa de su facilidad de
cultivo (Ryan et a1., 1943) y el buen conocimiento bioquí­
mico y genético de su metabolismo (Beadle y Tatum, 1945).
Actualmente, el principal valor de fl¿_gxassa en la investi­
gación consiste en que es un modelo interesante para
estudios de biologia molecular, por ser al mismotiempo un
eucarionte y un organismo tan fácil de manejar en el
laboratorio comouna bacteria.

fl¿__gzassa puede crecer a la máximavelocidad usando
como única fuente de carbono acetato, succinato, glicerol,
glucosa, otros monosacáridos (manosa, fructosa, xilosa), o
una variedad de oligosacáridos (sacarosa, maltosa,
celobiosa, trehalosa) y polisacáridos. Puede asimilar
eficientemente nitrógeno como nitrato, nitrito, amonioo
aminoácidos. Requiere además unos pocos oligoelementos y
sales simples, y necesita una sola vitamina (biotina). El
crecimiento vegetativo es óptimo entre 28 y 34°C, aunque
puede también crecer tanto a 5°C como a 42°C.

fl. grassa está bien caracterizada genéticamente y exis­
te una colección de aproximadamente 2.000 cepas mutantes
disponibles en el Fungal Genetic Stock Center (Kansas City,
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Kansas). Se han desarrollado métodos que permiten trans­
formar H¿__grassa con DNAexógeno, usando como marcadores
genéticos seleccionables la resistencia a benomyl(Orbach et
31., 1986) o 1a reversión a prototrofia de mutantes
deficientes en la sintesis de aminoácidos aromáticos (Hughes
et 81., 1983).

El micelio vegetativo contiene hifas ramificadas,
divididas por septos con poros de 0,5 pmde diámetro en sus
centros, que permiten el flujo del citoplasma, las
mitocondrias, los núcleos y las demás inclusiones de una
"célula" multinucleada a otra. Estas poseen una pared
celular compuestade dextranos, quitina y poligalactosamina
(Mahadevan y Tatum, 1965). El crecimiento ocurre por ex­
tensión del extremo de las hifas y por ramificación de las
mismas. Es frecuente que se fusionen entre si hifas
provenientes de distintas cepas, dando lugar a micelios
heterocarióticos.

Caracteristicas de H¿_Qrassa;fl
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u. grassa puede crecer indefinidamente en forma
vegetativa y posee dos tipos de esporas asexuales: micro­
conidias y macroconidias. Las macroconidias se desarrollan
en hifas especializadas de crecimiento aéreo. Los extremos
de estas hifas aéreas. los conidióforos, producen por
gemación grandes masas de macroconidias de color naranja,
ricas en carotenoides. que son desprendidas con facilidad
por corrientes de aire suaves. Las macroconidias poseen
paredes celulares gruesas, sin poros, y son esporas
durmientes multinucleadas (Huebscman, 1952) que pueden
resistir desecación (Ogata, 1962), calor. congelamiento
(Strauss. 1958) y acidez (Graham, 1967). Cuando las macro­
conidias se encuentran en un medio adecuado, germinan en 2 a
5 hs, restaurando el modode crecimiento vegetativo. Las
macroconidias son utilizadas para inocular cultivos y sirven
como"célula" fertilizante (masculina) en los cruzamientos.

Las microconidias son producidas directamente por
células no especializadas del micelio en la fase
estacionaria del cultivo. Estas esporas asexuales son uninu­
oleadas y pueden funcionar como gametas masculinas. Como
tienen escasa viabilidad, raramente son empleadas en la in­
vestigación.

Cuando fl+_gzassa crece en un medio que contiene nitrato
como única fuente de nitrógeno, se desarrollan estructuras
femeninas, los protoperitecios (Westergaard y Mitchell,
1947), compuestas por una hifa especializada, la ascogonia,
y una capa protectora de hifas estériles (Fig. 1). E] ex­
tremo de la ascogonia, se proyecta hacia el exterior del
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ascosporas eyectadas
paredUdel peritecio
asco maduro_con ascospdrasasco inmaduro

x ’ FUSION NUCLEAR

\\\EORMACION DE ESPORAS

,//
í 'GERMINACION

DE LA ASCOSPORA , /7'—:4/ '“"<

// ijí IJ%MI j " hifas////"¿/fi*\\\\ _ 'ascógenas
9 ¿N g: Ciclo .. ¡797; y A\:sexual .

Ciclo ON NUCLEAR
asexualv I. TO

\ ..oni_dia.@
\\ A // , , r;

\ J con1d1asAA “INI f ‘ /núcleo a//húc1eo de 1a ( 3 ."ú01eo A
\\\ ,//conidia Itricógino

protoperitecio(

\
Céluiá ascogpnial a /-*¿—*<“

núcleo de la
29%9%°nla FERTILIZACION1a

'­esteriles
‘ hlfas vegetativas

Figura 1: C1919 de vida de fl. grafisg. ‘
Las diferentes escalas de tamaño usadas en la

figura se indican groseramente por el tamaño de las as­
cosporas (30 um de longitud) y las macroconidias (20 um de
diámetro), así comopor las barras de los tres dibujos de la
derecha. Tomado de Davis y de Serres, 1970.

Ciclo de vida-10
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protoperitecio, diferenciándose en un filamento espe­
cializado en captar las "gametas" masculinas, el tricógino.

fl¿__crassa es haploide (la única célula diploide en su
ciclo de vida es el cigoto) y hermafrodita: Una cepa normal
puede producir tanto "gametas" masculinas (microconidias,
macroconidias o aún hifas no diferenciadas) comogametas
femeninas (ascogonias). Sin embargo, fl¿__crassa es un
organismo heterotálico: Existen dos "tipos de cruzamiento“,
denominados A y a, determinados por un solo par de alelos y
fenotipicamente indistinguibles, pero las “gametas”mas­
culinas de un tipo de cruzamiento sólo son capaces de fe­
cundar a las ascogonias del otro tipo de cruzamiento.

La fusión gamética ocurre cuando una “gameta” masculina
entra en contacto con un tricógino y, comoresultado, un
núcleo masculino es conducido hasta el interior del as­
cogonio, donde se encuentra-el núcleo femenino. Antes de la
fusión nuclear, ambos núcleos se dividen cOncertadamente
varias veces, formandohifas ascógenas dentro del peritecio
en crecimiento. En los extremos de estas hifas se fusionan
los núcleos de los dos tipos de cruzamiento y el núcleo
diploide formado sufre inmediatamente dos divisiones meió­
ticas y una división mitótica, originando 4 pares de as­
cosporas, o esporas sexuales, de color negro, ricas en
melanina, dentro de una bolsa rígida denominada asco. Cuando
los ascos maduran, las ascosporas son eyectadas al exterior,
donde pueden permanecer durmientes durante años sin perder
su viabilidad, aún a temperatura ambiente y en condiciones
de elevada humedad, resistiendo perfectamente la desecación,
el congelamiento, el calor y una variedad de tratamientos
quimicos agresivos.
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Las ascosporas pueden germinar en un medio adecuado
sólo si son sometidas previamente a un shock térmico de
60°C. Esto determina el nicho ecológico de fl¿_gxnssa, que
generalmente se vuelve dominante en los ambientes naturales
Justo después de incendios forestales y erupciones
volcánicas (Perkins et 81.. 1976).
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A pesar del éxito espectacular de la biologia molecular
de Sagghaxgmxggfi__gexexisiae, éste es un organismo muy par­
ticular en muchos aspectos y puede resultar preferible en
consecuencia comenzar a emplear otros hongos como modelo
general de eucariontes (Finchman, 1986).

En el estado haploide, fl¿_gzassa tiene 7 cromosomasque
contienen un total de tan sólo 27.000 kbp de DNA(Krumlauf y
Marzluf, 1980, y Perkins y Barry, 1977). Este bajo contenido
de DNA (apenas 7 veces mayor que el de Esghgzighig_ggli)
hace que fl¿_crassa sea un organismo eucariótico cuyo genoma
es relativamente fácil de manipular. Un 90 % de este DNAse
encuentra como secuencias únicas. un 2 %corresponde a
elementos palindrómicos de muy alta velocidad de
renaturalización y el 8 %restante es repetitivo (Brooks y
Huang, 1972, y Dutta, 1973).

El DNA repetitivo no está formado por secuencias dis­
persas cortas comoen los eucariontes superiores, sino por
unidades de 10 kbp dispuestas en tándem. Estas secuencias
repetidas codifican para los rRNÁsde 178; 5,88 y 268 (Free
et a1., 1979), organizados en agrupamientos equivalentes a
los que en eucariontes superiores codifican para los rRNAs
de 188; 5,88 y 288 y constituyen los organizadores v
nucleolares. Por el contrario, el 5S rRNAde fl¿_grassa no se
encuentra en esta unidad repetitiva comoen Sagghargmyggs
Qexeyisiae (Petes y Botstein, 1977) ni en unidades propias
repetidas en tándem comoen los eucariontes superiores, sino
disperso en el genoma (Selker et 81.. 1981). La cromatina de
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fl¿__gxnssn se encuentra organizada en nucleosomas de menor
tamañoque los de eucariontes superiores pero de propiedades
muysimilares en todo lo demás (Noll, 1976).

Los mRNAs de fl¿__gnanna son transcriptos por una RNA
polimerasa con propiedades semejantes a los de la RNA
polimerasa II eucariótica: sensible a actinomicina D y
a-amanitina, pero no a rifampicina ni cicloheximida (Téllez
de Iñón et 81., 1974).

Aquellos genes nucleares de N¿_cxassa que codifican
para mRNAsy que han sido caracterizados a nivel molecular
hasta la fecha, muestran un número menor de intrones de
menor longitud que lo habitual en los eucariontes supe—.
riores, y muchosgenes secuenciados revelaron no tener in­
trones en absoluto (Vollmer y Yanofsky, 1986; Flint y
Hilkening, 1986; Legerton y Yanofsky, 1985; Giles et a1.,
1985; Catcheside et a1.. 1985; Dunn-Coleman, 1984; Finchman
y Kirnnaird, 1984; Buxton y Radford, 1983; Schechtman y
Yanofsky, 1983; Kinnaird et 81., 1982; Keesey y DeMoss,
1982; Hunger et a1., 1985. y German y Lerch, 1985).

Esta tendencia es similar a la descripta para los genes
clonados de Sagghaxgmxges_gexexisiae, organismo en el cual
la carencia de intrones en los genes nucleares es más gene­
ralizada aún. Se ha descripto también que los intrones de 5+
cezeyisiae suelen agruparse en el extremo 5' de los genes:
lo cual ha sido interpretado comouna consecuencia de trans­
cripción reversa de mRNAsmaduros, seguida por recombinación
homóloga con el DNAnuclear, sobre la base de la existencia
de actividad de transcriptasa reversa en los núcleos y de la
ocurrencia de una muy alta frecuencia de recombinación
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homóloga (Fink, 1987). Algo semejante ocurre con la
localización de los intrones en los genes de fl¿_gxgssg, aun­
que menos pronunciadamente que en la levadura. Por el con­
trario, las secuencias consenso 5'-dadora y 3'-aceptora de
spljcing de flh_gngnsgson más parecidas a las de eucariontes
superiores que a las de S¿_gexe1151ge (Orbach et 81., 1986).

Organización del genoma-15



Introducción

3.4.- l 'S'

Las características de fl¿_crassa descriptas en las sec­
ciones precedentes permiten suponer que esta especie puede
resultar también útil para realizar estudios sobre la
biologia molecular de la respuesta al stress en organismos
eucarióticos.

Una caracteristica básica de la materia viva es su
capacidad de responder en forma adaptativa a los cambios am­
bientales. En consecuencia, los seres vivos poseen
mecanismos regulatorios de adaptación al stress, es decir a
condiciones extremas que dificultan el funcionamiento de los
procesos celulares más esenciales. Muchos de estos
mecanismos involucran la puesta en marcha de programas
genéticos complejos, consistentes en la activación trans­
cripcional de ciertos genes de stress que permiten a las
células reparar los daños sufridos y tolerar mejor
determinados ambientes desfavorables. Cuandoel organismo
vuelve a un ambiente "normal", dichos genes dejan finalmente
de expresrse. Se han descripto este tipo de respuestas ante
una variedad de tratamientos, como daños en el DNA,in­
hibición de la sintesis de proteinas, privación de
nutrientes, shock térmico, etc.

Entre todos los stress, el producido por un shock
térmico ha sido el más ampliamente estudiado, sobre todo
comoun modelo para investigar los mecanismos que regulan la
expresión de los genes. Respuestas similares se han
reportado en una enorme variedad de especies de rudos los
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reinos de seres vivos. Cuando la temperatura se eleva
aproximadamente unos 5 a 15°C por encima del óptimo para un
organismo (Lindquist, 1980; Kothary y Candido, 1982; Francis
y Lin, 1980; Giudice et a1., 1980; Lindquist et al., 1982;
Key et a1., 1981; Borbely et 81., 1985; Yamamoriet 81.,
1978, y Daniels et a1.. 1984), los mRNAsinducibles por
shock térmico se comienzan a producir en unos pocos minutos
y son inmediatamente traducidos con muyalta eficiencia. A1
mismo tiempo se reprime tanto la transcripción de los genes
previamente activos como la traducción de los mRNAs
preexistentes.

Las hsp (heat shock proteins) continúan siendo los pro­
ductos mayoritarios mientras se mantenga 1a alta temperatura
pero, cuando ésta vuelve a ser normal, se restaura gradual­
mente el patrón normal de sintesis (DiDomenicoet 31.,
1982). Por el contrario, la síntesis de las hsp puede
resultar transitoria cuando la temperatura se mantiene por
encima de la óptima para el organismo pero por debajo de la
que induce una respuesta máxima al shock térmico (Yamamori
et a1., 1978, y Gedamuet a1., 1983). Se demostró que los
distintos tejidos responden al shock térmico de modosimilar
(Tissiéres et a1., 1974, y White y Currie, 1982). En cambio,
los embriones muyjóvenes de mamíferos, insectos y plantas
suelen ser incapaces de sintetizar la mayorparte de las hsp
a temperaturas tanto altas comonormales (Roccheri et a1.,
1981 y Bienz, 1984), aunque al mismo tiempo producen otras
hsp en forma constitutiva (Zimmermanet 81., 1983).

Las dos hsp más conservadas a nivel de secuencia
nucleotídica .y aminoacidica son la hsp70 y la hsp83. La
hsp70 humana es idéntica en un 50 % a la de E¿_9911 (Hunt y
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Morimoto, 1985). La hsp70 de E¿_ggli (dnaK) es una ATPasa
que resulta esencial para la replicación del fago X (Sun­
shine et a1., 1977) y para la viabilidad de la bacteria (La
proteina es abundante en bacterias no infectadas, aún a
temperaturas normales; Saito y Uchida, 1977).

En eucariontes las hsp70 pertenecen a una familia mul­
tigénica (Wadsworth, 1982: Ingolia et a1., 1982, y Subjeck
et a1., 1985). Aunquealgunas de estas proteinas no son in­
ducibles por calor, todas pueden unir ATPy algunas lo
hidrolizan, en condiciones adecuadas (Welchy Feramisco,
1985). Se ha propuesto que las hsp70 se unirian a regiones
hidrofóbicas expuestas en‘ las proteinas celulares que
resultan parcialmente desnaturalizadas por el shock térmico,
induciendo a continuación en ellas cambios conformacionales
que favorecerian su renaturalización, utilizando para ello
la energia del ATP (Pelham, 1986). Esta actividad de la
hsp70 le permitiría además solubilizar agregados formados
por proteinas desnaturalizadas y ayudar a lograr un
plegamiento normal de las cadenas polipeptidicas nacientes,
tanto en células sometidas a shock térmico comoen las que
se encuentran a temperatura normal.

La segunda hsp más conservada es la llamada hsp83 en
ngsgphila y levadura, y hsp90 en vertebrados. Se sintetiza
a un nivel basal bastante alto en la mayoria de las especies
(Morange et a1., 1984). Se ha demostrado que es capaz de
asociarse transitoriamente con proteina-quinasas de tirosina
en tránsito hacia la membranacitoplasmática y con recep­
tores de hormonas esteroides, cuando no están ocupados por
la hormona (Courteidge y Bishop, 1982, y Catelli en a1.,
1986). Este comportamiento permite suponer que 1a función de
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la hsp90 podria consistir en mantener en solución proteinas
con regiones muyhidrofóbicas. Todos los organismos producen
además una o más hsp de bajo peso molecular. Las células de
mamíferos producen también una hsp100 y una hsp110.

Los mRNAs de las hsp se inducen entre 10 y 1000 veces
durante el shock térmico. Todos los genes eucarióticos de
shock térmico analizados tienen secuencias similares en sus
regiones 5'—flanqueantes, que son suficientes para promover
una transcripción inducible por calor. aún en sistemas
heterólogos (Pelham ‘y Bienz, 1982). Se ha caracterizado un
factor activador de la transcripción que se une a este
elemento consenso de los genes’de shock térmico (Wu, 1985).

La respuesta al shock térmico está también regulada a
nivel traduccional. En muchosorganismos eucarióticos, los
mRNAs normales desaparecen de los polisomas unos pocos
minutos después del aumento de temperatura, mientras comien­
za la traducción de los de shock térmico (Lindquist McKenzie
et a1.. 1975, y Roccheri et a1., 1981). Un factor débilmente
unido a los ribosomas parece ser el responsable de la dis­
criminación entre los mRNAsnormales y los de shock térmico
(Scott y Pardue, 1981). Estos últimos tienen señales en sus
regiones 5'-no codificantes que serían reconocidas por los
ribosomas modificados (McGarryy Lindquist, 1985).

Las hsp son inducibles por una variedad de
tratamientos. El etanol. el arsenito de sodio, los metales
pesados, la anaerobiosis, los reactivos con grupos
sulfhidrilos, los ionóforos de calcio, las hormonas
esteroides, los agentes quelantes, la piridoxina, el azul de
metileno, la glucosamina, la deoxiglucosa, algunos virus. 1a
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sintesis de algunas proteinas mutantes, la incorporación de
análogos de aminoácidos a las proteínas normales, la micro­
inyección de proteinas desnaturalizadas y la transformación
con genes que produzcan proteinas que no se encuentran en un
organismo determinado, se han descripto como inductores de
las hsp (Lindquist, 1986, y Anathan et a1., 1986).

El efecto más notorio de 1a respuesta es la inducción
de tolerancia al calor. Cuandouna variedad de organismos,
desde bacterias hasta plantas o mamíferos, o de células en
cultivo son incubados a una temperatura moderadamente
elevada, capaz de inducir las hsp. y luego se los expone a
una temperatura más alta, ‘se observa un número de super­
vivientes aproximadamente 100 veces mayor que cuando in­
dividuos de la mismaespecie son expuestos a la temperatura
extrema sin ningún tratamiento previo (Subjeck et a1., 1982;
Mitchell et a1., 1979, y Tobe et a1., 1984).

Varios hechos indican que las hsp serian responsables
de la termotolerancia: 1) ésta puede ser inducida por los
otros inductores de las hsp, 2) el shock térmico induce
tolerancia a los otros inductores de las hsp (Velázquez y
Lindquist. 1984). 3) su aparición y desaparición se correla­
ciona perfectamente con la acumulación y la degradación,
respectivamente, de las hsp, 4) los mutantes que poseen
termotolerancia constitutiva sintetizan algunas hsp a
temperaturas normales (Iida y Yahara, 1984) y 5) la ad­
quisición de la termotolerancia se bloquea si la sintesis de
proteinas se inhibe completamente (Plesofsky-Vig y Brambl,
1985).
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La respuesta al shock térmico ha sido caracterizada en
unas pocas especies de hongos y, aunque es similar en muchos
aspectos a la de otros organismos, difiere en algunos
detalles. La sintesis de las hsp parece ser mástransitoria,
aún cuando el hongo sea mantenido a alta temperatura en 3L
Geminis.N.._Qr_assay MW (McAlisteret
a1., 1979; Silver et a1., 1983. y Plesofsky-Vig y Brambl,
1985). Además de las hsp principales altamente conservadas
(hsp70 y hsp83), se ha encontrado en dichos hongos una
hsp96-99, que también estaria presente en las plantas
verdes, y en fl¿_gndssa se ha descripto una hsp105 (Kapoor,
1983) y tres hsp de bajo peso molecular que se acumularian
en mitocondrias (Plesofsky-Vig‘y Brambl, 1985).

Las macroconidias de H¿_grassa contienen a temperaturas
normales mRNAs de las hsp de alto peso molecular que son
traducidos sólo si la temperatura se eleva, mientras que el
micelio vegetativo regularia la sintesis de las hsp.
solamente a nivel transcripcional (Plesofsky-Vig y Brambl,
1985). Por electroforesis bidimensional, la hsp70 de ug
gringa se resuelve en 6 bandas, de las cuales 4 son in­
ducibles por shock térmico. Una séptima hsp70 es inducible a
alta temperatura por tratamiento con arsenito de sodio o
peróxido de hidrógeno (Kapoor y Lewis, 1987).

Recientemente se ha encontrado que la ubiquitina es in­
ducible por shock térmico en embriones de pollo (Bond y
Schlesinger, 1985). Esta proteina pequeña que se encuentra
en una amplia variedad de células eucarióticas se sintetiza
como poliubiquitina, compuesta por varias unidades de ubi­
quitina repetidas en una disposición cabeza-cola. La ubi­
quitina madura se produce por procesamiento proteolitico de
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este precursor (Ozkaynak et a1., 1987) y puede a con­
tinuación unirse covalentemente a otras proteinas in Vivo,
desencadenando su degradación por un sistema independiente
de los lisosomas (Hershko et a1.. 1984). Esta unión a
proteinas es catalizada por un sistema multienzimático, cuya
deficiencia en células mutantes provoca la inducción de las
hsp a temperaturas normales, sugiriendo que tendrian fun­
ciones y mecanismos de regulación muy relacionados la
degradación intracelular de proteinas mediada por la ubi­
quitina, y la renaturalización y desagregación de proteinas
parcialmente desnaturalizadas mediada por otras hsp
(Ciechanover et 81., 1984).

Se ha propuesto que la inducción de las hsp en realidad
se produciría cuando el sistema de la ubiquitina se en­
cuentra sobrecargado o inactivado (Finley et al., 1984). Los
mutantes nulos del gen estructural de la poliubiquitina de
levadura resultan hipersensibles al shock térmico, a la in­
corporación de análogos de aminoácidos a las proteinas y a
la privación de nutrientes (Finley et a1., 1987).

Otro stress que ha sido bastante estudiado a nivel
molecular es el provocado por privación de glucosa. En
células de mamíferos. existen dos proteinas cuya sintesis es
inducida por privación de glucosa pero no por stress
térmico, las grp (glucosa-regulated proteins). La grp 78
pertenece a la familia de las hsp70 (Munro y Pelham, 1986) y
la grp94 es homóloga a la hsp90 de mamíferos y a la hsp83 de
ngsgnhila (Sorger y Pelham, 1987). Ambasserian proteinas
solubles del lumen del reticulo endoplasmatico. Comola
privación de glucosa inhibe la glicosilación ligada a
asparagina, dando lugar a la acumulación de agregados in"
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solubles de proteinas subglicosiladas, se ha propuesto que
las grp eJercerian en el lumendel reticulo endoplasmatico
las mismas funciones que, comose comentó, serian realizadas
en el citoplasma y en el nucleoplasma por la hsp70 y la
hsp90 (Pelham, 1986).

Las células procarióticas y eucarióticas responden a la
inhibición de la replicación o a daños en el DNAproduciendo
ciertas proteinas capaces de reducir la letalidad causada
por dicho stress. En E. 9911, se han caracterizado tres
sistemas induciblesz‘ la respuesta SOS, la respuesta a
agentes alquilantes (Samsony Cairns, 1977) y la respuesta
al daño oxidativo (Demple y Halbrook, 1983). La respuesta
SOS provoca un aumento de la reparación y la recombinación,
una mayor frecuencia de mutación, la activación de ciertos
profagos, la sintesis de colicina y ciertos cambiosmor­
fológicos característicos, comoresultado de la inducción de
una veintena de genes regulados por los productos de los
genes recA y lexA (Walker, 1984).

En muchos organismos eucarióticos se encontraron
respuestas inducibles análogas. Por ejemplo, cuando las
hifas de fli_crassa son expuestas a dosis subletales de luz
ultravioleta, rayos X o ácido nitroso, y luego se las pone
en contacto con otras hifas que fueron en cambio tratadas
con una dosis letal de los mismosagentes, en el micelio
heterocariótico resultante se observa un significativo
aumento de la supervivencia entre los núcleos más densamente
irradiados (Stadler y Mover, 1981). Se ha demostrado también
la existencia de actividades inducibles del sistema de
reparación por escisión en fl¿_gzassa (Baker, 1983). En fi;
cenelisiae, un componente del sistema de reparación de
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dímeros de pirimidina es inducible por luz ultravioleta
(Siede et 31., 1983) y un mecanismo de reparación por recom­
binación intragénica parece ser inducible por rayos X (Fabre
y Roman, 1977).

La reparación de roturas en la doble cadena del DNA
también seria una función inducible en untilagg_ma1dis y 5+
cexeïifiiae, ya que esta reparación se inhibe completamente
si se provoca un bloqueo de la sintesis de proteínas in­
mediatamente después de aplicar una dosis de radiación X
(Leaper et a1., 1980, y Brunborg et al., 1980). Se han
clonado seis genes DIN (damage inducible) de 5¿_gexe1151ae
cuya expresión aumenta entre uno y dos órdenes de magnitud
cuando las células son irradiadas brevemente con- luz
ultravioleta o son incubados en presencia de bajas dosis de
mutágenos quimicos (Ruby y Szostak, 1985).
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La cicloheximida (sinónimos: actidiona, naramicina A)
es una glutarimida producida por Streptgmxges_gxiseufi y
otras especies del género Streptgmxges. Se trata de la
B-[Z-(a,5-dimetil-2-oxociclohexil)-2—hidroxietil]—glutarimi—
da (Kornfeld et a1., 1949). La cicloheximida inhibe la
sintesis de proteinas en células eucarióticas (Kerridge,
1958) y sistemas libres de células (Bennet et a1., 1965) por
unión a la subunidad 608 de los ribosomas (Vázquez, 1979),
impidiendo el desplazamiento de los ribosomas sobre los
polisomas preformados. Notiene efecto sobre la síntesis de
proteinas en bacterias ni en mitocondrias (esto último ha
sido descripto especificamente para fl¿_grassa en Sebald et
a1., 1969).

Han sido reportadas mutaciones que alteran la
sensibilidad de los ribosomas a la cicloheximida en varios
eucariontes (Sutton et a1., 1978; los mutantes act] y act?
de fl+__gnassaresistentes a cicloheximida fueron descriptos
en Hsu, 1963). La alteración del gen estructural de una
proteina ribosomal (L29) es responsable de la resistencia a
cicloheximida en mutantes cth de S¿_gezexisiae (Fried y
Warner, 1982). Por otra parte, algunas levaduras como
Kluvxexgmxges___izagilis (wild type) son resistentes a
cicloheximida y sus ribosomas han resultado insensibles á
este antibiótico in Vitro (Adouette-Panvier y Davies, 1984).

Si bien la cicloheximida no modifica la actividad de
las RNApolimerasas, se ha descripto un aumento inespecifico
y transitorio de aproximadamente2 veces en la transcripcion
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in vivo de mRNAsy tRNAs en rata, 30 min después de aplicar
una dosis de cicloheximida capaz de inhibir en un 97 % la
sintesis de proteinas (Lindell y Duffy. 1979). En las mismas
condiciones, disminuye la sintesis y maduración de los rRNAs
(una descripción de este efecto para fl¿_grassa se encuentra
en Russell y Hall, 1978) debido a la necesidad de traducción
continua de ciertas proteinas para su transcripción y
procesamiento (Lampert y Feigelson, 1974).

Se ha descripto también que la proporción de algunos
mRNAs puede aumentar más de 2 veces (hasta 6 veces) cuando
se inhibe de este modola sintesis de proteinas, lo cual fue
atribuido a un aumento de la vida media de estos mRNAs(ver
por ejemplo Ernest et a1., 1978; Hofer y Sekeris, 1978;
Nishioka y Silverstein, 1978; Shegal et 81., 1978; Breindl y
Gallwitz, 1974, y Kelly et a1., 1987).

Una incubación con una dosis adecuadamente baja de un
inhibidor de la maquinaria de sintesis de proteínas comola
cicloheximida provoca una caida parcial de dicha actividad
en las células tratadas de esta manera. Comose describió en
la sección anterior, el shock térmico y todos los demás
tratamientos que causan la inducción de las hsp, incluyendo
los que implican una disminución de la síntesis de
proteínas, como por ejemplo el agregado de análogos de
aminoácidos, producen un mismo daño que es la acumulación de
proteinas anormalesen el interior de las células.

Por el contrario, una inhibición parcial de la ac­
tividad biosintética de los ribosomas no daria lugar a la
aparición de proteínas anormales sino a un efecto diferente,
consistente en que la velocidad de sintesis se vuelve brus­
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camente inferior a la que se requería en el estado
metabólico preexistente. Este tipo de stress ha sido en ge­
neral poco estudiado, pero existen algunas evidencias de
que, frente a una inhibición parcial de la síntesis de
proteinas, se produciría una respuesta adaptativa tendiente
a contrarrestar sus efectos negativos.

Cuando se administran concentraciones no letales de
cicloheximida a ratas, después que se restaura la síntesis
de proteinas hay una actividad traduccional incrementada
(Ch'Ih et a1., 1977) y una recuperación más rápida tras un
shock térmico (Goldstein y Penman. 1973).

Han sido desoriptos varios efectos producidos por bajas
dosis de cicloheximida en fl¿_cxassa (wild type). Cuandose
mide el peso seco del micelio tras la inoculación con coni­
dias de medio de cultivo suplementado con cicloheximida
0,4 uM, se observa una disminución significativa en la
velocidad de crecimiento. Esta inhibición llega a un 80 %
con una concentración 2 un del antibiótico (la empleada ge­
neralmente en los estudios llevados a cabo en nuestro
laboratorio) y a un 100 % con una concentración 14 pM (Hsu,
1963). Se ha descripto también que los extremos de las hifas
se hinchan y ramifican anormalmente después de una ex­
posición a cicloheximida 2-3 pM, y que la regeneración de
células perforadas con una aguja capilar es completamente
inhibida en presencia de cicloheximida 3,5 “M(Wilson y
Bates, 1969).

Estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron
que, aunque la presencia de cicloheximida 2 pMen cultivos
de Rimonassade fase estacionaria produce una inhibición de
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la síntesis de proteinas de un 90 %en la primera hora de
incubación, luego ocurre una recuperación gradual hasta que,
tras 6 hs de tratamiento con el antibiótico, se alcanza
aproximadamente un 30 a 50 % de la actividad inicial. Se
demostró además que, cuando se agrega cicloheximida hasta
una concentración 10 un a un cultivo estacionario
previamente tratado durante 6 hs con cicloheximida 2 uM, se
induce una tolerancia al inhibidor. En este caso, la
sintesis de proteinas resulta alrededor de 2 veces mayorque
la de un cultivo incubado solamente con cicloheximida 10 pM
(Grotewold et a1., 1987a).

En la levadura Qandida_maltgsa. fue descripto que en
presencia de cicloheximida se produce una inhibición inicial
casi completa del crecimiento, pero luego ocurre una
recuperación que permite a las células dividirse a la misma
velocidad que en un medio sin el antibiótico. Los ribosomas
de estas células adaptadas a la cicloheximida resultaron in­
sensibles a dicha droga cuando se los empleó para traducir
in vitro mRNAsheterólogos, pero dicha modificación
desapareció cuando las células tolerantes fueron incubadas
durante unas horas en un medio sin el antibiótico (Takagi et
a1., 1985).

Unaspecto interesante del efecto de las bajas dosis de
cicloheximida en fl+__grassa es su capacidad de inducir ac­
tividades enzimáticas relacionadas con el metabolismo
degradativo y la diferenciación sexual. una respuesta gene­
ral de muchos hongos en condiciones ambientales des­
favorables. Una de las enzimas de H¿_grassa que han sido
estudiadas en este sentido es la tirosinasa, cuya inducción
durante la maduración de los peritecios y las ascosporas
determina su melanización caracteristica (Hirsch, 1954).
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Esta enzima es indetectable en cultivos que se en­
cuentran creciendo en medio minimo pero su actividad aumenta
considerablemente cuando el micelio es completa o parcial­
mente sometido a ayuno de nutrientes (Horowitz y Shen, 1952
y Horowitz et a1., 1961) o después de la adición de macro­
conidias del tipo de cruzamiento opuesto (Cruz y Terenzi,
1981), y se ha descripto que no se puede inducir la
tirosinasa por ayuno en ciertos mutantes que presentan
esterilidad femenina (Horowitz et 31., 1960).

La diferenciación de los peritecios depende también del
estado nutricional y se inhibe en medios ricos en nitrógeno
(Westergaard y Mitchell, 1947). La actividad de tirosinasa
se induce además por agregado de dosis subletales de una
variedad de sustancias tóxicas que inhiben la sintesis de
proteinas, como análogos de aminoácidos (Horowitz et a1.,
1970a) y antibióticos (Horowitz et a1., 1970b). Entre todas
estas sustancias, la cicloheximida (2 HM)resultó ser el
mejor inductor de la tirosinasa. Posteriormente se ha
demostrado que 1a inducción se debe a síntesis de novo de la
enzima (Katan et a1., 1975).

La L-aminoácido oxidasa es una enzima del catabolismo
de los aminoácidos cuya sintesis se induce cuando un cultivo
de Hi__gzafififi entra al ciclo sexual, por carencia de
nutrientes o cuando es tratado con bajas concentraciones de
inhibidores de la sintesis de proteinas (Horowitz, 1965). El
mismo autor demostró que la inducción de la L-aminoácido
oxidasa era simultánea con la de la tirosinasa y que ambas
enzimas resultaban ininducibles por ayuno en algunas cepas
mutantes con esterilidad femenina, aunque luego se describió
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que la L-aminoácido oxidasa también puede ser inducida por
agregado de aminoácidos, en ausencia de otra fuente de
nitrógeno (Prade y Terenzi, 1985).

En fl¿__grnnna se ha descripto la existencia de una
proteina, ausente en el micelio vegetativo, cuya con­
centración en los peritecios aumentadrásticamente tras la
fertilización hasta llegar a ser una fracción importante de
la proteina total (Nasrallah y Srb, 1973). Se han encontrado
proteinas homólogas a ésta, asociadas también con la mor­
fogénesis sexual, en otras especies del género Negrgspgra y
en especies de otros géneros de Asggmxgetes(Gelasingspgra,
Egrdania; Nasrallah y Srb, 1977).

Por otra parte, se ha descripto que la diferenciación
del micelio aéreo y la conidiación serían estimuladas por la
falta de nutrientes y la desecación (Nelson et a1., 1975) y
que estos cambios morfogenéticos son acompañados por la in­
ducción de unos 12 polipéptidos (Berlin y Yanofsky, 1985a) y
unos 11 transcriptos (Berlin y Yanofsky, 1985b), especificos
de hifas aéreas y conidias. Existe una descripción de
resultados muy similares en Aspergillns_nidulans (Timber­
lake, 1980, y Zimmermanet a1.. 1980).

La lacasa, otra enzima que, comola tirosinasa, posee
actividad de fenol oxidasa, es inducible también por bajas
concentraciones de cicloheximida (Froehner y Eriksson,
1974). La NAD+quinasa de fl¿_crassa. una enzima clave en la
coordinación de los procesos catabólicos y anabólicos, es
inducible por shock hipotónico, etanol y cicloheximida
(Afanasieva et 81., 1984). Existen por último varias enzimas
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degradativas de fl. grasas cuya sintesis es inducible por
ayuno, como una proteasa alcalina extracelular (Hanson y
Marzluf, 1975) y la RNasa N4 (Lindberg y Drucker, 1984).

Todas estas observaciones parecen por lo tanto indicar
1a existencia en fl¿_grasna de un mecanismo o de una serie de
mecanismos relacionados que regularian la adaptación a un
stress causado por una inhibición incompleta de la sintesis
de proteinas o por la falta de ciertos nutrientes,
produciendo comorespuestas la inducción de la expresión de
ciertos genes, la sintesis de nuevos polipéptidos, in­
cluyendo enzimas degradativas y proteinas marcadoras de
diferenciación, y el desarrollo de estructuras espe­
cializadas para la reproducción sexual (protoperitecios) o
asexual (conidióforos), tras la aparición de un fenómenode
tolerancia y la recuperación parcial de la actividad traduc­
cional.
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Como se describió en otras secciones de esta Introduc­

ción, existen evidencias de que las bajas concentraciones de
cicloheximida provocarian. al menosen aquellos organismos
donde este stress ha sido estudiado, el mismotipo de
respuesta adaptativa que otros tratamientos capaces de dis­
minuir la actividad de los ribosomas.

Se decidió estudiar dicho fenómenoen uü_gzassa porque
una variedad de proteinas relacionadas con el metabolismo
degradativo y la diferenciación sexual son inducibles por
bajas dosis de cicloheximida o ayuno, y porque, como
eucarionte inferior, es un modelointeresante para realizar
estudios de biologia molecular.

Se utilizaron para ello condiciones definidas de
crecimiento (cultivos crecidos en medio minimo liquido con
aereación intensa). Para producir una inhibición incompleta
de la sintesis de proteinas, se decidió utilizar
cicloheximida a una concentración que provoca una máxima in­
ducción de las enzimas marcadoras del establecimiento de
este stress.

El objetivo principal de esta Tesis es el estudio de la
expresión genética en Hi_gznssa durante la respuesta a una
inhibición parcial de la sintesis de proteinas causada por
bajas concentraciones de cicloheximida. Para ello se
clonaron y caracterizaron los genes de fl¿_gzassa cuya trans­
cripción es inducida por este tratamiento, analizando la ex­
presión de sus mRNAsy proteinas, probablemente involucrados
en la respuesta a este stress.

32



4.



Materiales y Métodos

cicloheximida Sigma
dextran sulfato . . . . . . . .. Sigma
ficoll . . . . . . . . . . . . . .. Sigma

oligo dle-la . . . . . . . . . . . . . . . . .. Sigma
oligo dT-celulosa . . . . . . . . .. Sigma
polietilenglicol . . . . . . . . . .. Sigma
polivinil pirrolidona . . . . .. Sigma
proteinasa K . . . . . . . . . . . . . .. Sigma
seroalbúmina bovina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Sigma
marcadores de bajo peso molecular Pharmacia
Sepharose CL-4B . . . . . . . . . . . . . .. Pharmacia
agar ...... . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Difco
casaminoácidos . . . . . . . . . . . . . . .. Difco
extracto de levadura . . . . . . . . .. Difco
triptona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Difco

agarosa .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Bethesda Res.Labs.
poly A sintético . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Miles
NZ-amina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Humko Sheffield

pelicula XO-mat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. Kodak

compuestos radioactivos . . . . . . . . .. NewEngland Nuclear
Gene Screen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. New England Nuclear
filtros de nitrocelulosa (BASS) Schleicher & Schüll

La formamida y el formaldehído se deionizaron con una
resina mixta (MBS-Amberlite, Bio Rad) y se guardaron con­
gelados a -20°C. El fenol se purificó por destilación frac­
cionada, se neutralizó con 1 volumen de buffer Tris-HCl 1 M
pH 8,0; 1 volumen de buffer Tris-HCl 0,1 M pH 8‘0 y un
volumen de 2-mercaptoetanol 0,2 Z, y se guardó a —20°C.
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Las enzimas de restricción. la transcriptasa reversa
del virus de la amieloblastosis aviar, la DNApolimerasa I
de El__ggli. la RNaea A de páncreas bovino, la DNasa I de
páncreas bovino y la DNAligasa del fago T4, se obtuvieron
de diversas fuentes comerciales. La fosfatasa alcalina se
purificó en nuestro laboratorio a partir de epitelio in­
testinal de ternero.

Las enzimas de restricción se emplearon en las con­
diciones recomendadaspor los fabricantes:

buffer 1: Agg I, fila I, Dra I. MapI.
buffer 2: Ala I, BM}.I.HindIII. Hian. E1611. 55.311.

SinLIagI.XhQI.Xb.a1.
buffer 3: BamHI. Bgl II, Egg RI. Sal I.
buffer 4: Bin cII, Hpa I, Kpn I. San 3AI.
buffer 5: Blu II.
buffer 6: una II.
buffer 7: San 961.

Comunión:

buffer Tris-HCl pH M3012 NaCl KCl seroalbúmina
(DM) (DM) (mM) (mM) (Hg/ml)

1 50 8,0 10 -- -- 100
2 50 8,0 10 50 —- 100
3 50 8,0 10 100 -- 100
4 20 7,4 5 -- 50 100
5 50 7,4 6 -- -- 100
6 20 7.4 10 -- -— 100
7 10 9,0 12 -- 100 100
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La T4 DNAligasa se utilizó en buffer Tris-HCl 66 mM.
pH 736; MgClz 6,6 mM, ATP 2 mM, espermidina 1 mMy
seroalbúmina bovina 0,1 mg/ml. La fosfatasa intestinal de
ternero en buffer Tris-HCl 50 mMpH 9,0; MgClz 1 mM,acetato
de cinc 0,1 mMy espermidina 1 mM, a 37°C.

En aquellos casos en que, luego de incubar un acido
nucleico con una enzima determinada, fue necesario cambiar
el buffer de reacción para realizar una posterior incubación
con una enzima diferente, se desproteinizó la muestra por
extracción con fenolrcloroformo—alcohol isoamílico 2522421
(PCA) y cloroformo alcohol isoamílico 24:1 (CA), se
precipitó el ácido nucleico de la fase acuosa con 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 2 volúmenes de
etanol durante 15 min a -70°C, se centrifugó y el
precipitado se volvió a disolver en el buffer adecuadopara
la siguiente enzima. Alternativamente, se precipitó direc­
tamente el DNAde la mezcla de reacción de la primera enzima
por agregado de H volumen de acetato de amonio 7,5 My 2
volúmenes de isopropanol durante 10 min a temperatura am­
biente, se centrifugó y se redisolvió el precipitado en el
buffer adecuado.
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Se utilizó Neurgspgra__gzassa wild type, cepa St.
Lawrence 74 A. Los cultivos se realizaron inoculando macro­
conidias (lOs/ml) en medio minimo N de Vogel (Vogel, 1956)
de 5 concentración salina con sacarosa 0,5 %, a 28°C con
agitación intensa durante 60 hs. Para producir la "induc­
ción" de los micelios, se agregó a continuación
cicloheximida sólida hasta una concentración final de 2 pMy
se prosiguió con el cultivo durante 6; 24; 48 ó 72 hs más.
Los micelios se cosecharon por filtración, se lavaron con
agua destilada fria y se guardaron a —70°C.

Para plaquear y amplificar fagos X recombinantes, se
empleó 1a cepa de EL_9911K802 (Hood, 1966). Estas bacterias
se cultivaron en medio NZCYM, toda la noche a 37°C con
agitación intensa. El medio contiene (por litro): 10 g de
NZ-amina (hidrolizado de caseina tipo A), 5 g de NaCl, 5 g
de extracto de levadura, 1 g de casaminoácidos y 2 g de
MgSO4.7HzO, ajustado a pH 7,5 con NaOH10 N. El plaqueo
sobre medio sólido se realizó en cajas de Petri conteniendo
NZCYMcomplementado con agar 1,5 %. Para cajas de 9 cm de
diámetro, se mezclaron 0,1 ml del cultivo de K802 con la
cantidad adecuada de fagos, contenida en 0,1 m1 de buffer SM
(buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 0,1 M, Mg804 10 mMy
gelatina 0,01 Z). Luego de 30 min a 37°C sin agitación, se
agregó 3 ml de NZCYMsuplementado con agarosa 0,6 %, fundido

y enfriado hasta 55°C, se vertió sobre el medio sólido, se
dejó gelificar, y se incubó toda la noche a 37°C. Para cajas
de 15 cm de diámetro, se siguió el mismo procedimiento con
volúmenes 3 veces mayores. La amplificación de los clones
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recombinantes seleccionados se realizó en medio NZCYM
liquido (Maniatis et a1., 1978). Se comenzópor centrifugar
2 x 109 células de K802, se las resuspendió en 0,6 ml de
buffer SMy se las mezcló con 107 pfu del fago, provenientes
de la resuspensión en buffer SM de un cultivo en medio
sólido convenientemente titulado. Tras 30 min a 37°C sin
agitación, se inoculó la mezcla de bacterias y fagos en
100 m1 de medio NZCYMy se incubó durante 12 hs a 37°C con
agitación intensa. Se agregó 2 ml de cloroformo al cultivo
lisado resultante. se incubó 30 min más a 37°C con agitación
y se guardó a 4°C. Los titulos de fago obtenidos de esta
manera son de alrededor de 1012 pfu (10lo pfu/ml).

Para el trabajo con plásmidos, se empleó la cepa de EL
coli MClOSl (Baeck et 81., 1983). Esta bacteria se cultivó
en medio LB, que contiene (por litro): 10 g de triptona, 5 g
de extracto de levadura y 10 g de NaCl, ajustado a pH 7,5
con NaOH10 N. Para preparar células competentes para trans­
formación con plásmidos (Mandel y Higa, 1970), 100 ml de
medio LB fueron inoculados con MClOSl y se incubó a 37°C con
agitación hasta que la absorbancia del cultivo a 600 nmfue
0,4. Todas las etapas siguientes se realizaron sobre hielo,
excepto cuando se indique otra cosa. A continuación, las
bacterias se cosecharon por centrifugación a 4°C, se
resuspendieron en 10 ml de CaClz 30 mMy se dejaron 20 min
en esta solución. Luego se volvieron a centrifugar y se
resuspendieron en 2 ml de CaClz 100 mMy glicerol 15 %.
Finalmente, la suspensión se dividió en fracciones de 0,1 ml
que se congelaron en N2 liquido y se guardaron a —70°C.Las
transformaciones se realizaron mezclando 30 ul de estas bac­
terias con 10 ul de DNAplasmidico. Tras 30 min en hielo, se
incubó la mezcla 2 min a 42°C, se dejó 2 min más en hielo.
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se agregó 200 ul de medio LB y se dejó recuperar durante
45 min a 37°C. Finalmente, las bacterias se extendieron con
rastrillo de vidrio sobre cajas de Petri con medio LB
suplementado con agar 1,5 X y ampicilina 100 pg/ml, y se in­
cuharon toda la noche a 37°C. Se obtiene asi una eficiencia
mayor que 10e transformantes por pg de plásmido.

Para preparar plásmidos, las bacterias portadoras
fueron cultivadas a 37°C con agitación en medio LB
suplementado con ampicilina 100 pg/ml.

La respuesta a la cicloheximida fue verificada por
determinación de la actividad de tirosinasa en homogenatos
dializados de pequeñas alicuotas de los cultivos. Los
micelios se molieron con N2 liquido en un mortero y se
homogeneizaron en un Dounce con un volumen minimo de buffer
fosfato de sodio 10 mM pH 7,2; a 0°C. Después de una
centrifugación de 10 min a 4000xg y 4°C, el sobrenadante se
dializó contra buffer fosfato de sodio 10 mMpH 7,2 y se
determinó la actividad de tirosinasa en alicuotas de 100 pl
por agregado de 900 pl de DOPA20 mMen buffer fosfato de
sodio 0,1 M pH 7.2. La conversión de DOPAa dopacromo se
siguió por aumento de la absorbancia a 475 nm como des­
cribieron Katan y Galun (Katan y Galun, 1975). Los valores
obtenidos fueron normalizados para el contenido de proteinas
por medición de la absorbancia a 280 nm.
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El DNAtotal de fl¿_gxassa se preparó por una modifica­
ción del método de Blin y Stafford (Blin y Stafford, 1976).
El micelio se molió en un mortero bajo N2 liquido. El polvo
congelado resultante se volcó sobre una solución de EDTA
0,5 MpH 8,0; Sarcosyl 0,5 x y proteinasa K 100 pg/ml, y se
dejó toda la noche con agitación suave a 37°C. Se usaron
10 m1 de esta solución por gramo de micelio (peso húmedo).
El homogenato obtenido se extrajo 3 veces con PCA, separando
cada vez las fases por centrifugación (10 min a 12.000xg, a
temperatura ambiente). La fase acuosa se dializó luego con­
tra un gran exceso de buffer TE (Tris-HCl 10 mMpH 8,0; EDTA
1 mM), con varios cambios de buffer. El ácido nucleico se
precipitó a continuación con 1/10 de volumen de acetato de
sodio 3 M pH 5,2 y 2 volúmenes de etanol, y se centrifugó
10 min a 12.000xg, a 4°C. El precipitado se disolvió en 1/10
del volumen original de homogenato, en buffer TE.

Para eliminar el RNA de la muestra se agregó, por
cada ml de preparación, 100 pl de RNasa A y, luego de 30 min
a 37°C, 50 pl de acetato de sodio 3 MpH 5,2 y 1,5 ml de
etanol. Se agitó entonces con una varilla delgada de vidrio,
se retiró el DNA enrollado, se resuspendió en un volumen
minimo de buffer TE y se guardó a -20°C hasta su uso. El
rendimiento es de unos 100 pg de DNApor cada gramo de
micelio (peso húmedo).
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La principal dificultad para obtener RNAde N¿_gxasfig
intacto consiste en la presencia de nucleasas endógenasque
pueden degradarlo antes que sea separado de las proteinas.
El RNAtotal se purificó empleando un método de N. H. Giles
(Reinert et a1., 1981), con modificaciones. Se empleó alta
concentración de SDScomo inhibidor de las RNasa endógenas y
se desproteinizó con fenol cloroformo en forma simultánea
con 1a homogeneización del mioelio. También se usó
proteinasa K para eliminar posteriormente cualquier nucleasa
remanente. Para prevenir la contaminación con cualquier
nucleasa de origen externo (típicamente, provenientes de la
piel del investigador), el material de vidrio se horneó
durante 2 hs a 180°C, el material de plástico y las
soluciones acuosas se autoclavaron y se trabajó con guantes.
Estas precauciones se siguieron para todas las
manipulaciones posteriores del RNA.

El micelio, congelado en N2 liquido, se molió en un
mortero y se volcó sobre una mezcla 1:1 de buffer de extrac­
ción (EB, buffer acetato de sodio 0,3 M pH 5,2; EDTA10 mMy
SDS 4 %) y PCA. Se utilizaron 5 ml de EB por gramo de
micelio (peso húmedo). Inmediatamente, se homogeneizó con un
desintegrador de tejidos Ultra-Turrax durante 2 min a la
máxima velocidad y se centrifugó a continuación durante
10 min a 12.000xg y 4°C. Durante el resto del proceso de
purificación, se mantuvieron las preparaciones en hielo, ex­
cepto cuando se indique lo contrario. Se tomó la fase acuosa
(superior) y se lavó la interfase y la fase orgánica con 5
volumen más de EB (respecto al volumen original de EB).

41



Materiales y Métodos

Luego de homogeneizar y centrifugar comoantes, se juntaron
las dos fases acuosas y se volvieron a extraer, primero con
un volumen de PCA y luego con un volumen de CA. A con­
tinuación, a la fase acuosa resultante se agregó 1/20 de
volumen de SDS 10 X y se llevó a 100 ug/ml de proteinasa K.
Luego de incubar durante 1 hora a 37°C, se agregó nuevamente
1/20 de volumen de SDS 10 X y se extrajo como antes, una vez
con PCA y una con CA. Se agregó entonces 2,5 volúmenes de
etanol, se dejó 30 min a -70°C y se centrifugó 10 min a
12.000xg y 4°C. Se descartó el sobrenadante, dejándolo es­
currir bien, y se resuspendió el precipitado de ácidos
nucleicos en TE-Sarc (buffer Tris-HCl 10 mMpH 8.0; EDTA
1 mMy Sarcosyl 0,2 X, aproximadamente 0,5 ml de buffer por
gramo original de micelio -peso húmedo-).

Una vez bien disuelto el precipitado, se agregó 2
volúmenes de buffer acetato de sodio 4,5 MpH 5,2 y se dejó
10 min en hielo. En estas condiciones, precipita el RNAde
alto peso molecular (rRNA y mRNA), pero no el DNA, ni el RNA
de bajo peso molecular (entre otros, el tRNA). Tras
centrifugar 20 min a 20.000xg y 4°C y eliminar
cuidadosamente el sobrenadante, el precipitado de RNAse
disolvió en un volumen pequeño de TE-Sarc y se volvió a
precipitar con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 MpH
5,2 y 2,5 volúmenes de etanol, como se describió
anteriormente. El precipitado se resuspendió en un volumen
pequeño de agua destilada y se guardó hasta su uso a -70°C.
Se obtuvo aproximadamente 1 mg de RNApor gramo de micelio
(peso húmedo).
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4.7.- ') ) ) - l )

El poly A RNA(mayoritariamente, mRNA)se purificó por
cromatografía en columnas de oligo dT-celulosa (Aviv y
Leder. 1972). Se utilizaron columnas de 1 m1 de volumen
asentado, que permiten procesar hasta 10 mg de RNAtotal.
Todas las operaciones se realizaron a temperatura ambiente,
excepto cuando se indique lo contrario. La oligo dT-celulosa
se equilibró inicialmente con 5 m1de buffer de sembrado
(BB, buffer Tris-HCl 20 mMpH 7,6; LiCl 0,5 M, EDTA 1 mMy
SDS 0,1 %). El uso de LiCl en lugar del habitual NaCl es
conveniente para prevenir la posible precipitación del SDS.
Mientras tanto, la muestra disuelta en agua a una con­
centración menor o igual que 2,5 mg/ml, se incubó durante
5 min a 65°Cpara desestabilizar la estructura secundaria
del RNA,se enfrió rápidamente en un baño de hielo-agua. se
mezcló con un volumen de BB de doble concentración y se sem­
bró en la columna; El percolado se volvió a calentar 5 min a
65°C, se enfrió y se volvió a cargar en la misma columna. El
segundo percolado asi obtenido se precipitó con 2,5
volúmenes de etanol durante 30 min a -70°C y se centrifugó
durante 10 min a 12.000xg y 4°C. Se disolvió el precipitado
en un mínimo volumen de agua destilada y se guardó hasta su
uso a -70°C. ésta fracción es el RNAque no contiene poly A
(mayoritariamente, rRNA) y corresponde a un 98 % del RNAto­
tal.

A continuación, la columna se lavó con 10 ml de BB y
5 ml de buffer Tris-HCl 20 mMpH 7,6; LiCl 0,1 M, EDTA 1 mM

y SDS 0,1 %. El poly A RNAse eluyó en 2 ml de buffer
Tris-HCl 10 mMpH 7,6; EDTA 1 mMy SDS 0,05 %, se precipitó
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con 1/10 de volumen de buffer acetato de sodio 3 MpH 5,2 y
2,5 volúmenes de etanol durante 30 min a -70°C y se
centrifugó 10 min a 12.000xg y 4°C. Se disolvió el
precipitado en un minimo volumen de agua destilada y se
guardó hasta su uso a -70°C. El poly A RNAasi obtenido co­
rresponde a un 2 % del RNA total y contiene aún, como
máximo, un 50 % de rRNAcontaminante. Por lo tanto. esta
cromatografía incrementa la proporción de mRNAen la muestra
en alrededor de 50 veces. como minimo.

Finalmente, la columna se regeneró con 3 ml de agua
destilada, 3 ml de NaOH0,1 My 3 ml de agua destilada, en
ese orden. Si no se volvió a usar inmediatamente, se equi­
libró con 10 ml de etanol y se guardó a -20°C.

El mensajero complementario a las secuencias genómicas
se purificó, a partir de 10 ug de poly A RNAdel micelio
tratado durante 4d hs con cicloheximida por hibridación con
10 pg de DNAclonado (Parnes et a1., 1981). Los plásmidos se
linealizaron con Egg RI para favorecer su posterior des­
naturalización. El DNA,disuelto en 50 pl de buffer TE, se
calentó 10 min a 100°C, se enfrió rápidamente en hielo. se
mezcló con 50 pl de NaOH1 M y se dejó 20 min a temperatura
ambiente. Luego se puso en hielo y se neutralizo con 400 ul
de NaCl 1,4 M, citrato de sodio 0,15 My buffer Tris-HCl
0,1 M pH 8,0 adicionado con HCl 0,125 M. Mientras tanto. un
filtro de nitrocelulosa se humedeció en SSC2 X (el buffer
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SSC 20 X es: NaCl 3M y citrato de sodio 0,3 M pH 7,0) y se
colocó en un aparato Minifold (Schleicher and Schüll). Los
DNAs se sembraron sobre la nitrocelulosa y se aplicó una
succión suave. El filtró se secó al aire, se horneó durante
2 hs a 80°C y se recortó cada muestra. A continuación, se
eliminó el DNA no unido, calentando cada fragmento de
nitrocelulosa durante 1 min a 100°C en 1 m1 de agua
destilada. Tras enfriar rápidamente en hielo, se agitó
brevemente, se eliminó el agua, se volvió a lavar con otro
mililitro de agua destilada y se dejó secar la nitrocelulosa
sobre un papel de filtro. A continuación, los fragmentos de
nitrocelulosa se prehibridaron en un solo tubo con 100 ul de
buffer Pipes-NaOH 20 mMpH 6,5; formamida 50 %, NaCl 0,9 M,
SDS 0,2 % y EDTA1 mMdurante 10 min a temperatura ambiente.
Este buffer se reemplazó entonces por 100 pl de buffer de
igual composición conteniendo además 10 pg de poly A RNA
proveniente de un cultivo tratado durante 48 hs con
cicloheximida, y se deJó hibridar durante 6 hs a 37°C.

Los filtros se lavaron luego por separado con 100 pl de
formamida 50 %, NaCl 20 mM, citrato de sodio 8 mM, EDTA 1 mM
y SDS 0,1 % durante 15 min a 37°C, 5 veces, y con 1 ml de
agua destilada durante 5 seg a temperatura ambiente, 2
veces. Finalmente, se eluyó el mRNAhibridado a cada filtro
con 300 pl de EDTA1 mMdurante 1 min a 100°C, se congeló en
hielo seco, se descongeló a 4°C, se retiró el filtro y se
precipitó el mRNA con 10 ul de tRNA de levadura 1 mg/ml
durante 30 min a -70°C con 1/10 de volumen de acetato de
sodio 3 MpH 5,2 y 2,5 volúmenes de etanol. Tras centrifugar
20 min a 20.000xg y 4°C, el RNAse disolvió en 5 ul de agua
y se guardó a -70°C. Estos mRNAs seleccionados fueron
empleados en experimentos de traducción in_yi¿rg con un
lisado de reticulocitos de conejo.

Selección de mRNAspor hibridación-4h
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Un micelio tratado con cicloheximida durante 48 hs
(4 g, peso húmedo) fue molido con un mortero bajo N2 liquido
y homogeneizado con un Dounce en 40 ml de buffer polisomal
(Tris-HCl 30 mM pH 7,6; acetato de potasio 20 mM,MgClz
20 mM, ditiotreitol 2 mu, Nonidet P-40 0,5 %y heparina
1 mg/ml), a 4°C. E1 homogenato se centrifugó 5 min a
20.000xg, a 4°C, y se sembró sobre gradientes discontinuos
de sacarosa, consistentes en 2 m1 de sacarosa 2,5 My 4 ml
de sacarosa 1 M, en buffer polisomal. Luego de 2 hs a
100.000xg y 4°C en un rotor Beckman SW40, los polisomas se
colectaron de la interfase 1 M-2,5 Mde sacarosa. Finalmente
se diluyó 1/10 la preparación con buffer de extracción
(buffer acetato de sodio 0,1 M pH 5,2; EDTA 10 mMy SDS 4 %)
y se prosiguió con la purificación de RNAcomo ya se des­
cribió. Se obtuvieron unos 200 pg de RNA.
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Se hicieron minipreparaciones de plásmidos mediante una

modificación del método de Birnboim y Doly (Birnboim y Doly,
1979). Se cosecharon por centrifugación 5 ml de un cultivo
crecido toda la noche y se resuspendieron las bacterias en
1 ml de buffer TEG (buffer Tris-HCl 25 mMpH 8,0; 10 mMEDTA
y 50 mMglucosa). Las restantes centrifugaciones se hicieron
en una microcentrífuga Beckman para tubos Eppendorf, a
temperatura ambiente. Las bacterias se volvieron a
centrifugar durante 2 min y se resuspendieron en 100 pl de
buffer TEG. Se agregó 200 pl de NaOH 0,2 M y SDS 1 % y se
dejó 5 min en hielo. Se agregó luego 150 pl de acetato de
sodio 3 M pH 5,2: se dejó 10 min en hielo y se centrifugó
5 min para sedimentar restos celulares y DNAcromosómico. Se
tomó el sobrenadante y se extrajo con 400 ul de PCAy 400 ul
de CA (se separaron cada vez las fases centrifugando
15 seg). Se precipitó el ácido nucleico con 1 ml de etanol
durante 10 min a -70°C y se centrifugó 5 min. El precipitado
se resuspendió en 200 ul de agua destilada, se agregaron
20 ul de RNasa A 1 mg/ml y se incubó 30 min a 37°C. El DNA
se precipitó con 10 pl de acetato de sodio 3 MpH 5.2 y
300 pl de etanol durante 10 min a temperatura ambiente y se
centrifugó 5 min. El precipitado se disolvió en 50 pl de
agua destilada. Se obtuvieron aproximadamente 5 ug de
plásmido.

Las preparaciones de plásmido en gran escala se
hicieron a partir de 500 m1 cultivo por el mismo
procedimiento, aumentando adecuadamente los volúmenes
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La purificación de DNAde fagos recombinantes selec­

cionados se realizó a partir de 100 m1 de lisado (Yamamoto
et a1., 1970). Se agregó al mismo RNasa A y DNasa I hasta
una concentración de 1 pg/ml de cada una, para eliminar los
ácidos nucleicos liberados, y se incubó 30 min a 37°C. Se
llevó el cultivo a una concentración 1 Mcon NaCl sólido y
se dejó 1 hora en hielo. Se centrifugó luego 10 min a
10.000xg y 4°C, se llevó el sobrenadante a una concentración
de 10 %con polietilenglicol-BOOO sólido y se dejó l hora en
hielo. Tras centrifugar como antes, el precipitado se
resuspendió en 10 ml de buffer SM (buffer Tris-HCl 50 mMpH
7.6; NaCl 100 mM. MgSOq 10 mMy gelatina 0.01 %) y se ex­
trajo con un volumen de cloroformo para eliminar el
polietilenglicol remanente. A continuación, los fagos de la
fase acuosa fueron cosechados por ultracentrifugación
durante 1 hora a 100.000xg y 4°C y resuspendidos en 0,5 ml
de buffer SM. El DNA se liberó con 20 ul de EDTA0,5 M,
1,25 pl de proteinasa K 20 mg/ml y 12,5 pl de SDS 20 %, in­
cubando durante 1 hora a 65°C. Se extrajo con PCAy CA, y la
fase acuosa fue precipitada con 1/10 de volumen de acetato
de sodio 3 MpH 5,2 y 2 volúmenes de etanol. El precipitado
obtenido por centrifugación se resuspendió en 200 ul de agua
más 20 pl de RNasa A 1 mg/ml y se incubó 30 min a 37°C. Se
agregó 10 pl de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 300 pl de
etanol. y se agitó con una varilla delgada de vidrio. El DNA
enrollado en la varilla se resuspendó en un volumen mínimo
de buffer TE. Se obtuvieron aproximadamente 100 ug de DNAde
fago.
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El RNAse midió por el método del orcinol usando poly A

sintético como standard (Schneider. 1957). A 0,33 ml de cada
muestra, se agregó 0,67 m1de reactivo de orcinol (orcinol
1 % y FeCls.6HzO 0,5 %. disueltos en HCl concentrado), se
incubó a continuación durante 20 min en un baño de agua hir­
viendo y se midió la absorbancia a 660 nm. Una unidad de ab­
sorbancia representa 25 pg/ml de RNAy la reacción no es in­
terferida por DNAni proteinas.

Cuando las muestras contenían una masa pequeña de RNA,
se tomó directamente la absorbancia a 260 nm, asumiendo que
una unidad de absorbancia corresponde a 37 pg/ml de RNA,lo
cual permite recuperar la alícuota medida.

Se midió 1a concentración de DNApor absorbancia a
260 nm. Una unidad de absorbancia es aproximadamente
50 pg/ml de DNA.En el caso de muestras chicas, o de inter­
ferencia de RNA o proteina, se corrió una breve elec­
troforesis de la muestra en un minigel de agarosa, junto con
cantidades conocidas de un DNA standard, se tiñó a con­
tinuación con EtdBr y se fotografió la fluorescencia a la
luz ultravioleta.¡ De la comparación de la intensidad de la
muestra con el !standard, es posible estimar semi­
cuantitativamente la masa de DNAsembrada.
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Distintas preparaciones de DNAfueron sometidas a elec­

troforesis en geles de agarosa en buffer TAE1 X (el buffer
TAE 50 X es: buffer Tris-ácido acético 2 M pH 8,0 y EDTA

50 mM). Las muestras de DNAse mezclaron con 1/10 de volumen
de BPB (buffer TAE 1 X, glicerol 50 % y azul de bromofenol

0,25 %) y se sembraron en los pocillos de geles horizontales_
de 16 x 20 cm conteniendo 150 ml de agarosa en buffer TAE
1 X. En un pocillo típico de 5 mmde ancho, se sembraron
como máximo 0,1 pg de DNApara cada banda individual, o
hasta 20 pg de DNA genómico cortado con una enzima de
restriccón. Las corridas fueron a un gradiente de voltaje
menor o igual que 5 V/cm. Al final de la corrida, los geles
se tiñeron en EtdBr 0,5 ug/ml durante 10 a 60 min y se
fotografiaron en un transiluminador de luz ultravioleta
usando una cámara provista de un filtro rojo, con pelicula
Polaroid 667, usando tiempos de exposición de unos pocos
segundos. En estas condiciones se pueden detectar 10 ng de
DNA en una única banda de 5 mmde ancho (Sharp et 31.,
1973).

Para su transferencia, el gel se trató durante 30 min
con NaOH0,2 M y NaCl 0,6 M, y se lavó luego con buffer fos­
fato de sodio 0,025 M pH 6,5 (3 X 500 m1, 20 min cada vez).
Finalmente, el DNAse transfirió por el método de Southern
(Southern, 1975) a un filtro Gene Screen, empleando buffer
fosfato de sodio 0,025 M pH 6,5 durante aproximadamente
20 hs. La membrana se horneó a continuación durante 2 hs a
80°C y se hibrido.
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Los geles de agarosa con muestras de DNAmarcados con
32P, se secaron al vacio a 80°C con un aparato secador de
geles y se usaron para exponer pelicula radiográfica.

Para analizar rápidamente cantidades pequeñas de DNA,
se corrieron electroforesis en minigeles de 6 x 6 cmcon­
teniendo EtdBr 0.5 HB/ml y buffer TAE 1 X.

Como marcadores de peso molecular se usaron el DNAdel
fago X cortado con Hin dIII y el plásmido pAT153/PvuII/8
cortado con fiin fI. El primero produce bandas de 23.130;
9.416; 6.555; 4.361; 2.322; 2.067; 564 y 125 bp, y el
segundo de 1.360; 517; 396; 298; 221; 220; 154; 145 y 75 bp.
La movilidad resulta proporcional al logaritmo del peso
molecular (Helling et a1.. 1974).

4-14-- EHBIEIQAQlQH.DE_EBAGMEflIQñ_DE_DHA_EQB_ELEQIBQEIHflflíEi

Los fragmentos de restricción se purificaron de geles
de agarosa por electroelución sobre membranasde diálisis.
Una vez corrida la electroforesis y teñido el gel, se
recortó la porción que contenía la banda deseada. El trozo
de agarosa se colocó dentro de un pocillo cubierto con mem­
brana de diálisis. Se aplicó corriente eléctrica durante 1
hora para hacer que el fragmento de restricción se pegara a
la membrana de diálisis y luego se eluyó el DNAlavándola 5
veces con 100 pl de buffer TE. Se Juntaron los 5 lavados, se
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diluyó 5 veces con buffer Tris-HCl 20 mMpH 7,5; NaCl 0,2 M
y EDTAl mMy se aplicó la muestra a una minicolumna de in­
tercambio iónico (Minicolumn D, Sigma). La minicolumna se
lavó con 5 ml del mismo buffer y se eluyó el DNAcon 0,4 ml
de buffer Tris-HCl 20 mMpH 7,5; NaCl 1 M y EDTA 1 mM. El
eluído se precipitó con etanol y acetato de sodio y se
resuspendió en un volumen mínimo de agua destilada.4.15.-WS

El RNA fue sometido a electroforesis en geles des­
naturalizantes de agarosa 1,5 2 con formaldehído 6 %y
buffer MAE 1 X (el buffer MAE10 X es: buffer MOPS-NaOH
0,2 M pH 7,0; acetato de sodio 50 mMy EDTA 10 mM) (Lehrach
et 31., 1977). La agarosa se fundió en 110 ml de agua, se
dejó enfriar hasta 65°C y entonces se llevó a las con­
centraciones indicadas con 25 ml de formaldehído 37 %y
15 m1 de buffer MAE 10 X antes de armar el gel sobre un
vidrio de 16 x 20 cm. Las muestras de RNAse precipitaron
con acetato de sodio y etanol y se redisolvieron luego en
20 pl de buffer MAE1 X, formamida 50 % y formaldehído 6 %.
Se sembraron como máximo 30 pg de RNApor pocillo típico de
5 mm de ancho. Tras calentar 15 min a 65°C, se agregó 2 pl
de BPBy se aplicó al gel. En algunos casos, para comprobar
la integridad del RNAo para usar las bandas del rRNAcomo
marcadores de peso molecular (17 S rRNAde fll_gxflfifia: 2,1 kb
y 26 S rRNA: 4,1 kb), se agregó también a la muestra 1 pl de
EtdBr 1 mg/ml, lo cual permitió fotografiar el resultado de

52



Materiales y Métodos

Al final de la corrida, el gel se trató durante 15 min
en NaOH 0,05 M. Esta hidrólisis alcalina parcial del RNA
favorece su posterior transferencia. A continuación, el gel
se neutralizó durante 30 min en 500 ml de buffer Tris-HCl
0,1 MpH 7,0 v durante 30 min más en buffer fosfato de sodio
0,025 M pH 6,5. Finalmente, el RNAfue transferido por
capilaridad a un filtro de nylon mediante la técnica de
Southern (Southern, 1975), empleando comobuffer de trans­
ferencia fosfato de sodio 0,025 MpH 6,5. Luego de unas
20 hs, se retiró la membrana, se enjuagó brevemente en el
buffer de transferencia y se horneó durante 2 hs a 80°C para
fijar el RNA a la membranay para revertir la unión del
formaldehído al RNA.4.16.-W

Para cuantificar por hibridación el contenido de
mensajeros específicos en distintas preparaciones de RNA,se
prefirió utilizar la técnica del dot blot ya que, al ser
depositado directamente el RNAtotal sobre la membrana, se
elimina cualquier posibilidad de que las diferentes muestras
se transfieran con distinta eficiencia, comoocurre a veces
en los Northern blots. Se prefirió además sembrar sembrar
RNA total en lugar de poly A RNAporque este último puede
estar enriquecido en mRNAen proporciones que varían de una
purificación a otra. Se trató 8 pg de cada muestra en 20 pl
de buffer MAE1 X, formamida 50 % y formaldehído 6 % durante
15 min a 65°C. A continuación se prepararon diluciones
seriadas al 1/2, de 200 pl cada una, conteniendo entre 4 y
0,078 pg de RNA. Las diluciones se sembraron sobre una mem­
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de buffer MAE1 X, formamida 50 % y formaldehído 6 % durante
15 min a 65°C. A continuación se prepararon diluciones
seriadas al 1/2, de 200 pl cada una, conteniendo entre 4 y
0,078 pg de RNA.Las diluciones se sembraron sobre una mem­
brana de nylon en un aparato de filtración Minifold y se
dejaron en reposo durante 30 min. Finalmente, se aplicó una
succión suave, se retiró la membrana,se dejó secar al aire
v se horneó durante 2 hs a 80°C.

4-17--WW
Se sintetizó [32PJCDNAde alta actividad especifica a

partir de poly A RNA purificado de micelio no inducido
(sonda I) o inducido con cicloheximida por 24 hs (sonda II)
ó 48 hs (sonda III). Para ello, se incubó 1 ug del poly A
RNA correspondiente en un volumen de 100 pl conteniendo
buffer Tris-HCl 50 mM pH 8,3; MgClz 5 mM, KCl 30 mM,
ditiotreitol 2 mM, dGTP 50 uM, dCTP 50 uM, dTTP 50 pM,
a[32P]dATP 2,5 pM (100 pCi), 2 pg de oligo dT12-1a y 40
unidades de la transcriptasa reversa del virus de la
amieloblastosis aviar, durante 3 hs a 42°C. La reacción se
detuvo con 10 ul de EDTA0,5 M, 10 pl de DNAde timo de
ternero desnaturalizado 10 mg/ml y 13 ul de NaOH3 M. Luego
se incubó durante 30 min a 37°C para hidrolizar el RNAy se
neutralizó con 13 ul de ácido acético 3 M. A continuación,
se separó la radioactividad no incorporada al cDNApor
cromatografía en una columna de 2 ml de Sepharose CL-4B, ob­
teniéndose unos 30 pCi de sonda de 6 x 108 cpm/pg.
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Se prepararon sondas diferenciales hibridando un exceso
de masa de 50 veces de poly A RNA,purificado de un micelio
no tratado, con [32?]CDNApreparado a partir de poly A RNA
de micelio inducido con cicloheximida por 24 hs (sonda IV) ó
48 hs (sonda V). La hibridación se realizó en 200 pl de 5 X
SSC. Dernhardt 5 X (Dernhardt 50 X es: seroalbúmina bovina
1_ %, polivinilpirrolidona 1 % y ficoll 1 %), SDS 0,1 %, DNA
de timo de ternero desnaturalizado 100 pg/ml, poly A
sintético 1 pg/ml y formamida 50 %, durante 12 hs a 42°C.

Los DNAs clonados se marcaron por nick translation
usando un kit de NewEngland Nuclear de acuerdo a las ins­
trucciones. La mezcla de reacción de 12,5 pl contiene
a[32P]dCTP 2 pH (25 uCi), buffer Tris-HCl a pH 7,4;
seroalbúmina bovina, ditiotreitol, dATP160 uM, dGTP160 pM,
dTTP 160 un, 0,6 U de DNApolimerasa I, 0,0002 U de DNasa I
y 0,25 ug de DNA.La reacción se incubó durante 90 min a
14°C, se detuvo con 1 pl de EDTA0,5 M y se purificó el DNA

marcado por cromatografía en una columna de Sepharose CL-4B.
Se obtuvieron unos 12 pCi de sonda (108 cpm/ug). La sonda-se
desnaturalizó durante 5 min a 100°Cantes de usarse.

Un fragmento de restricción Est I-A1a I de 0,7 kbp del
plásmido pGem2.30Adescripto más adelante fue purificado por
electroforesis preparativa en gel de agarosa y'marcado con
enzima de Klenowpor extensión de oligonucleótidos. Se des­
naturalizaron 50 ng del DNApurificado disueltos en 10 pl de
agua por calentamiento durante 2 min a 100°C. La muestra se
enfrió a continuación en hielo y se agregaron 5 pl de buffer
5 X, 40 pCi de a[32P]dGTP y 2,5 U de enzima de Klenow, en un
volumen final de 25 ul. Esta mezcla se incubó durante 12 hs
a temperatura ambiente. El buffer 5 X se preparó mezclando l

Preparación de sondas radioactivas-bb
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volumen de buffer Tris-HCl 1,25 M pH 7,5; MgClz 0,125 M,
dATP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM, dTTP 0,5 mMy 2-mercaptoetanol
54 mM, con 2,5 volúmenes de buffer Hepes-NaOH 2 M pH 6,6 y
1,5 volúmenes de oligonucleótidoslo-ls 3.33 mg/ml, obtenidos
por digestión parcial con DNasa I y posterior des­
naturalización de DNAde timo de ternero. El DNAmarcado se
purificó por cromatografía en Sepharose CL-4By se des­
naturalizó durante 5 min a 100°Cantes de usarse.4.18.-WH

Se marcaron los extremos de moléculas de DNAcortadas
con enzimas de restricción utilizando el fragmento de Klenow
de la DNApolimerasa I. Se comenzó por digerir 1 pg de DNA
con 5 U de la enzima adecuada (que deje extremos
5'protruyentes) en buffer 2. Luego de 1 hora a 37°C, se
agregó 1 pl de una mezcla de 3 deoxinucleótidos trifosfato
(0,5 mM cada uno), 20 pCi del deoxinucleótido trifosfato
faltante marcado con 32P en la posición a (actividad
especifica 3.000 Ci/mmol), 1 pl de buffer 2 concentrado 10
veces y 0,5 U de enzima de Klenow. El volumen se ajustó a
30 pl con agua destilada y se dejó durante 20 min a
temperatura ambiente. Luego se agregó 1 ul de una mezcla de
los 4 deoxinucleótidos trifosfato (0,25 mMcada uno) y se
dejó 10 min más a temperatura ambiente. Finalmente, la
polimerasa se inactivó por calentamiento durante 20 min a
65°C.

Preparación de sondas radioactivas-56
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Se utilizó una biblioteca (library) de genes con­

teniendo fragmentos de DNAde fl¿_grassa StL 74A digeridos
parcialmente con Egg RI, insertados en el vector XL47.1
(Loenen y Brammar, 1980). Esta library fue obsequiada por
John A. Kinsey. Se plaquearon 42.000 pfu en una caja de
Petri de 15 cm de diámetro que luego se transfirió a discos
de nitrocelulosa siguiendo la técnica de Benton and Davis
(Benton y Davis, 1977). Se prepararon 3 réplicas en
nitrocelulosa para analizar con la sonda I ([32PJCDNA
derivado de un cultivo no inducido), con la sonda II
([32PJCDNAderivado de un cultivo inducido con cicloheximida
durante 24 hs)y con la sonda IV (sonda diferencial: sonda II
prehibridada con poly A RNA no inducido). Los fagos se
transfirieron a discos de nitrocelulosa de 14 cmde diá­
metro. Estos se apoyaron suavemente sobre el cultivo y se
dejaron en contacto con las placas de lisis durante 30 seg
la primera vez, durante 60 seg la segunda y durante 90 seg
la tercera. Luego los filtros se pasaron: una vez por NaOH
0,5 M y NaCl 1,5 M; 2 veces por buffer Tris-HCl 0,5 M pH 7,5
y NaCl 1,5 M, y 2 veces por SSC 2 X, 2 min cada vez. Final­
mente, se dejaron secar al aire y se hornearon durante 2 hs
a 80°C.

Se hibridaron los clones que hibridaron con la sonda II
y con la sonda IV pero no con la sonda I. Todos estos posi­
tivos se volvieron a examinar por separado con la sonda IV a
baja densidad de plaqueo en cajas de Petri de 9 cm de dia­
metro.
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4.20.-51W
El plásmido recombinante pGem2.30A se obtuvo sub­

clonando un fragmento Egg RI-Bam HI de 4,4 kbp del clon
seleccionado de la library lNcBOen el plásmido vector pGem2
(Promega Biotec). Ambos DNAs se cortaron con Egg RI y
HgmHI. Luego se eliminaron estas enzimas por extracción con
PCA y CA y se precipitó el DNAcon acetato de sodio y
etanol. Unavez resuspendidos en agua destilada, el plásmido
fue desfosforilado con fosfatasa intestinal de ternero. Tras
eliminar la fosfatasa con PCAy CA, el plásmido se volvió a
precipitar y resuspender comoantes. A continuación, se in­
cubaron 10 ng de plásmido desfosforilado con 100 ng de DNA
cortado del XN030en presencia de 1 U.de T4 DNAligasa en un
volumen de 10 pl. Luego de una incubación de 12 hs a 14°C,
se transformó Eg_ggli MClOSlcon toda la mezcla. Las colo­
nias obtenidas se examinaron haciendo minipreparaciones de
plásmidos que se cortaron con Egg RI y BamHI y se corrieron
en geles de agarosa.
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4-21-- MAEALDEJESIRIQQIQH

Los mapas de restricción de los fagos recombinantes
seleccionados se determinaron por digestiones simples y
dobles con Egg RI. Bam HI, fiin dIII y th I o sal I.
Alicuotas de 1 ug de DNAse trataron con cada una de las 4
enzimas de restricción y con las 6 combinaciones de 2 en­
zimas en un volumen de 20 pl de buffer 2. Las 10 digestiones
correspondientes se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa Junto con marcadores de peso molecular y se cal­
cularon los tamaños de las bandas resultantes. Finalmente,
se armaron los mapas por comparación de los patrones de
restricción resultantes de las distintas digestiones.

El mapa de restricción del pGem2.30Ase realizó en dos
etapas. Primero se realizaron digestiones dobles con varias
enzimas de restricción, que se analizaron del mismomodoque
para el mapeo de los fagos. Luego se cortó con Bgl II 1 pg
de plásmido en un volumen de 20 ul de buffer 2 y se marcaron
los extremos por fill-in. Luego de inactivar la DNA
polimerasa, se volvió a cortar el DNA,con BamHI. El DNA
asi obtenido, marcado radioactivamente en un extremo, se
digirió parcialmente con Hpa I, San 3AI, San 961 y Tag I. En
cada caso se mezclaron 1/200 del DNA marcado
(aproximadamente 50.000 cpm) con 1 ug de DNAdel fago x (no
radioactivo) y 1 U de enzima de restricción, en un volumen
de 20 ul de buffer 2. Se retiraron alicuotas de 3 ul de las
mezclas a los 0; 2; 5; 10; 15 y 30 min de incubación a 37°C
(excepto Iag I, que se incubó a 65°C). Las alicuotas corres­
pondientes a la misma endonucleasa se juntaron en un tubo
donde se habia depositado previamente 1 ul de EDTA0,5 H.
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Todas las muestras se analizaron finalmente por elec­
troforesis en un. gel de agarosa 2 %, Junto con pAT153/Pvu
II/8 cortado con fiin fI y marcado radioactivamente por
fill-in, como marcador de peso molecular. El gel se seco y
se autorradiografió. y se calcularon los tamaños de los
fragmentos marcados generados.

4.22.—WH
En todas las hibridaciones se usó aproximadamente

106 cpm de sonda por m1 de buffer de hibridación y los
volúmenes empleados fueron de alrededor de 50 pl de buffer
de hibridación por cm2 de membrana.

Las placas de lisis de fagos recombinantes transferidas
a nitrocelulosa se prehibridaron en SSC5 x, Dernhardt 5 X,
SDS 0,1 %, DNAde timo de ternero desnaturalizado 100 pg/ml,
poly A sintético 1 pg/ml y formamida 50 %. Luego de 2 hs a
42°C, se agregó 1a sonda y se dejó hibridando durante 24 hs
a la mismatemperatura, con agitación suave. Finalmente, los
filtros de nitrocelulosa se lavaron en SSC 0,2 X y SDS0,1 %
a 68°C con agitación suave (2 lavados de 30 min cada uno),
se secaron al aire y se autorradiografiaron.

Los dot blots, Northern blots y Southern blots trans­
feridos a filtros de nylon se hibridaron y lavaron en al­
gunos casos en estas mismas condiciones. En otras
oportunidades, la hibridación se realizó en NaCl l M, SDS
1 X, DNAde timo de ternero desnaturalizado 100 ug/ml. dex­
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tran sulfato 10 % y formamida 50 % a 42°C con agitación
suave durante 12 a 24 hs y.se lavó en SSC 2 X y SDS 1 % a
65°C (2 lavados de 30 min cada uno), y luego en SSC 0,2 X a
temperatura ambiente (2 lavados de 30 min cada uno). El dex­
tran sulfato aumenta la velocidad de hibridación unas 10
veces al reducir el volumen de la solución efectivamente
ocupado por la sonda y la alta concentración de SDSreduce
la unión inespecifica de la sonda a las membranasde nylon.
Estas se secaron con papel de filtro al cabo del lavado y se
autorradiografiaron levemente húmedas, para prevenir la
unión irreversible de la sonda al filtro. Unavez revelada
la autorradiografia, los dot blots se recortaron y se midió
el contenido de radioactividad de cada muestra por separado
con tolueno-Omnifluor.

Cuando un Southern blot se rehibridó, se lavó
previamente en agua durante 10 min a 95-100°C. Los Northern
blots, en cambio, se lavaron en SSC 0,5 X, SDS 0,5 % y
formamida 50 % durante 2 hs a 80°C antes de volverse a
hibridar.

Condiciones de hibridación-61



Materiales y Métodos4.23.-WW­
Para detectar proteinas marcadas con [3SSJ-metionina,

se emplearon geles planos de poliacrilamida (Laemmli, 1970)
de 20 x 20 cm. El gel separador, de 15 cm de altura, contuvo
acrilamida-bisacrilamida (30:1) 12,5 %, buffer Tris-HCl
0,36 M pH 8,8 y SDS 0,1 %. El gel concentrador fue de
acrilamida-bisacrilamida (30:1) 5 %, buffer Tris-HCl 0,13 M
pH 6,8 y SDS 0,1 %. Se usó como buffer de corrida
Tris-glicina 25 mMpH 8,8 y SDS 0,1 %. Las muestras fueron
tratadas con 1 volumen de cracking buffer 2 x (SDS 2 %,
2-mercaptoetanol 2 %, Tris-glicina 50 mMpH 8,8 y azul de
bromofenol 0,02 %) durante 5 min a 100°C y se sembraron. La
electroforesis se comenzó a 15 mA,hasta que el frente de
corrida pasó al gel separador y luego se prosiguió a 30 mA.
Los geles fueron de 0,35 mm de espesor. Se usaron los
siguientes marcadores de bajo peso molecular: fosforilasa b
(94.000, albúmina (67.000), ovoalbúmina (43.000), anhidrasa
carbónica (30.000), inhibidor de tripsina (20.100) y
a-lactoalbúmina (14.400).

El gel se tiñó a continuación en Coomasie blue R-250
0,05 %, metanol 40 %, TCA 10 % y glicerol 10 % durante 2 hs,
y se lavó en metanol 45 %, ácido acético 10 % y glicerol
10 % durante 1 hora, para ver los marcadores de peso
molecular. Luego se lavó 30 min en agua, se incubó 1 hora en
salicilato de sodio 1 M (centelleador) y se volvió a lavar
durante 30 min en agua. Finalmente, el gel se secó con un
aparato secador de geles y se autofluorografió.
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4.24.- uangagmu ¡u 11m DE 239131511155QQu [35WQNINA

Las muestras de proteínas marcadas in 1119 con
[3SSJmetionina fueron preparadas por Erich Grotewold
(Grotewold et al., 1987a). A distintos tiempos de exposición
a cicloheximida, se tomaron alícuotas de 10 ml de los
cultivos de N¿_grassa y se agregó 20 pCi de L[358]metionina
(1100 Ci/mmol). Se incubó 2 hs más a 28°C con agitación, se
filtró el micelio, se lavó con agua destilada y se
homogeneizó con Dounce en buffer Tris-glicina 25 mMpH 8,8 y
fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM. Se centrifugó el
homogenato durante 5 min a 2.000xg y se determinó la incor­
poración de radioactividad a material insoluble en TCA
caliente: Se depositó la muestra en un filtro de fibra de
vidrio que se sumergió 10 min en TCA10 % hirviente, 10 min
en TCA10 Z frio, 10 min en etanol frio y 10 min en acetona
fria. Los filtros se secaron al aire y se contaron con
tolueno-Omnifluor. La masa de proteína fue determinada por
el método de Lowry. usando seroalbúmina bovina como standard
(Lowry et 81., 1951).
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4 25.- IBADQQQIQH IHUYIIRQ_DE_mRHAfi

Las muestras de mRNAsse tradujeron in vitro usando un
lisado de reticulocitos de conejo tratado con nucleasa mi­
crococal (Pelham y Jackson, 1976) obtenido de NewEngland
Nuclear. Las reacciones se realizaron en un volumen de
12,5 pl conteniendo buffer Hepes, espermidina, creatina fos­
fato, ditiotreitol, GTP,25 uCi de [358]metionina. acetato
de potasio 80 mM, acetato de magnesio 0,65 mM,5 pl de
lisado de reticulocitos y distintas cantidades de mRNA.Se
incubó la mezcla durante 1 hora a 37°C. Para calcular la in­
corporación de radioactividad a proteina, se depositó 1 pl
sobre discos de fibra de vidrio y se midió la incorporación
de radioactividad al material insoluble en TCAcaliente,
como se describió anteriormente. El resto de la muestra se
analizó por PAGE-SBS.
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Para determinar el efecto sobre la síntesis total de
proteinas, se cultivó fl¿__grassa en las condiciones des­
criptas y se agregó cicloheximida 2 un al medio de cultivo.
Esta concentración, comose describió en la Introducción, es
la que provoca la máxima inducción de tirosinasa en
48-72 hs, en cultivos de fl¿_czassa (Horowitz et a1., 1970».
Luego del agregado de cicloheximida, se tomaron alicuotas
del micelio a distintos tiempos y se midió la incorporación
de L-[3SSJmetionina a proteinas (Fig. 1). Luego de una in­
hibición inicial de la sintesis de proteinas de
aproximadamente un 90 %, esta actividad se recuperó hasta
alrededor de un 45 %de los valores iniciales durante las
primeras 6 hs de incubación. Tras esta adaptación inicial a
la cicloheximida (ver la Introducción y Grotewold et 31.,
1987a), la sintesis de proteinas disminuyó luego lentamente
durante las siguientes 42 hs. A las 48 hs de incubación con
el antibiótico, pareció relativamente estabilizada en un
15 % de la inicial. Cuandose consideran las incubaciones
con cicloheximida más prolongadas, debe tenerse en cuenta
una posible contribución del agotamiento de los nutrientes
del medio de cultivo y de las reservas intracelulares a la
inhibición causada por el antibiótico. Sin embargo, en
micelios cultivados en ausencia de cicloheximida se conserva
a las 160 hs un 50 %de la actividad de síntesis presente a
las 60 hs, de modo que la mayor parte del efecto aqui
mostrado se puede atribuir a la presencia de cicloheximida.
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Se midió la radioactividad incorporada a material insoluble
en TCA 10 % caliente por pg de proteína total durante un
pulso de 2 hs con L-[3581metionina. Los valores presentados
son promedio de 2 experimentos.
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CLCLQHEXIMIDA

La respuesta esperada a la cicloheximida se verificó
por determinación de la actividad especifica de tirosinasa
en pequeñas alicuotas del micelio, a distintos tiempos del
tratamiento con cicloheximida 2 pM. Una curva representativa
de la inducción se muestra en la Fig. 2. Los homogenatos se
dializaron antes de las mediciones de tirosinasa para
eliminar inhibidores de bajo peso molecular (Prade y
Terenzi, 1982). La actividad fue prácticamente indetectable
a las 60 hs de cultivo (0 hs en la Fig. 2). Unas 12 hs
después de la inducción con cicloheximida ya se pudo detec­
tar un aumentode la tirosinasa. A las 72 hs, la actividad
especifica fue unas 100 veces mayor que la basal. Por el
contrario, en ausencia de cicloheximida no hubo un aumento
significativo de actividad en cultivos de 160 hs.

De las varias enzimas inducibles por cicloheximida des­
criptas en la Introducción, la tirosinasa es 1a más
claramente relacionada con situaciones de stress metabólico
y diferenciación sexual en fl¿__gnnfififi. Por lo tanto, la
aparición de la actividad de tirosinasa era un marcador
adecuado de la respuesta a la inhibición parcial de la
síntesis de proteinas. La inducción de esta actividad tuvo
1a ventaja adicional de demostrar fácilmente que la ma­
quinaria de traducción (y probablemente también la de trans­
cripción) era capaz de expresar nuevos genes en los micelios
tratados con cicloheximida, ya que el aumento de la
tirosinasa en estas condiciones se debe a sintesis de novo
de la enzima y no a la activación de una proteina precursora
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Se midió la velocidad de conversión de DOPAa dopacromo por
aumento de la absorbancia a 475 nm. Los valores fueron
normalizados para el contenido de proteina.

Inducción de actividades enzimáticas 69



Resultados y Discusión

inactiva (Katan et a1., 1975). En consecuencia, en todos los
experimentos descriptos más adelante, se consideró que se
habia producido una respuesta a la cicloheximida cuando se
observaba una inducción de la tirosinasa comparable a la
mostrada en la Fig. 2 y, en los pocos casos en que dicha in­
ducción no ocurrió, los cultivos se descartaron.

En algunos experimentos se midió también la actividad
de lacasa en el medio extracelular comouna segunda enzima
marcadora de stress metabólico (Grotewold et a1,, 1987b). La
curva de inducción de la lacasa tiene una forma muysimilar
a la de la tirosinasa.

La sintesis de nuevas proteinas en cultivos de EL
grasas como respuesta a bajas concentraciones de
cicloheximida se estudió en términos de la regulación de su
expresión genética. Si el control de esta respuesta
estuviera situado a nivel transcripcional, tras el agregado
del antibiótico deberia aumentar la concentración de
determinados mRNAs,como una consecuencia del aumento de la
velocidad de transcripción de sus genes. La subsiguiente
traducción de estos mRNAsinducibles daría entonces lugar a
la aparición de "las proteinas nuevas. Alternativamente,
estos mRNAspodrian acumularse si disminuyera su velocidad
de degradación o aumentara la velocidad de procesamiento de
sus precursores, aunque no fuera mayor su transcripción. Por
otro lado, si el control de la respuesta a la cicloheximida
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se situara a nivel traduccional, no habría cambios en la
velocidad de transcripción de los genes ni acumulación de
los mRNAs,sino un aumento de la velocidad de traducción de
determinados mRNAspreexistentes. En esta sección se
muestran experimentos tendientes a demostrar la existencia
de una transcripción diferencial de genes promovida por
cicloheximida en fl¿_gxassa.

La aparición de RNAsespecificos del estado de stress
metabólico provocado por la cicloheximida se demostró
mediante el uso de sondas diferenciales de [32PJCDNA(los
resultados obtenidos fueron publicados también en Aisemberg
et a1., 1987a). La Fig. 3 muestra un esquema de las sondas
empleadas. Las sondas diferenciales (IV y V de la Fig. 3) se
prepararon a partir de [SZPJCDNAproveniente de la trans­
cripción reversa de poly A RNAinducido (de micelio tratado
con cicloheximida). Una vez eliminado este molde de poly A
RNA inducido, el [32PJCDNAfue prehibridado con un gran ex­
ceso de poly A RNAno inducido (de micelio no tratado). Se
provocó asi la formación de heterodúplex [SZPJCDNA-RNAen
todas las secuencias de [SZPJCDNAque fueran complementarias
a mRNAspresentes en el micelio antes del agregado de
cicloheximida. En cambio, permanecieron como DNAde simple
cadena las secuencias del [32PJCDNAcomplementarias a mRNAs
de micelios inducidos que no estaban presentes en un nivel
comparable en el poly A RNAno inducido. El método se basa
en que las secuencias inducibles del [32P]CDNAque no
formaron heterodúplex con el poly A RNAno inducido son las
únicas moléculas radioactivas de simple cadena de la sonda y
son en consecuencia las únicas disponibles para hibridar con
Northern blots que contengan poly A RNAinducido. Por lo
tanto, las sondas diferenciales deben revelar en Northern
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Figura 3: fignggg GQ cDNA.
Los [32PJCDNABse sintetizaron por transcripninn

reversa y se prehibridaron con exceso de poly A hNAno in­
ducido como se describió en MateriaJes y Métodos.
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blots únicamente las bandas correspondientes a transcriptos
cuya concentración aumente considerablemente en el micelio
tras el agregado de cicloheximida al cultivo.

Se determinó el tamaño del [32PJCDNAsintetizado, por
electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa (Fig. 4).
Dado que los fragmentos de [32P]cDNAtuvieron una longitud
promedio de 0,5 kb y el poly A RNAde unas 2-3 kb, se pudo
estimar que el exceso molar de poly A RNAno inducido en las
sondas IV y V era de aproximadamente 10 veces. Esta dis­
crepancia en los tamaños entre el cDNAy el mRNAmolde se
debió a que las condiciones de reacción para la transcrip­
ción reversa fueron elegidas de modode obtener una máxima
incorporación de radioactividad al cDNA,a expensas de una
menor longitud (Maniatis et a1., 1982). Era importante
además determinar el tamaño para saber si se podia hibridar
en las condiciones habituales, ya que la estabilidad de la
hibridación se ve muydisminuida cuando la longitud de una
sonda es menor de 0,1 kb. Por último, las condiciones fueron
calibradas prehibridando distintas cantidades de poly A RNA
no inducido con una cantidad fija de sonda II e hibridando a
continuación por separado cada mezcla con Northern blots de
ambos poly A RNAs, inducido (24 hs) y no inducido. Los
filtros se lavaron y se autorradiografiaron. Los resultados
se observan en la Tabla 1. En base a ésto, se decidió
emplear en los experimentos siguientes’un exceso en masa de
50 veces de poly A RNAno inducido, respecto al cDNA, en las
sondas IV y V.

Las sondas fueron hibridadas con Nbrthern blots que
contenían poly A RNA inducido y no inducido (Fig. 53. La
presencia de varias bandas en los carriles de poly A RNAin­
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Figura 4: Elegtrgfgresig en gel algalino de agargsa 2 %_ggWWW.
A) sonda II (2.000 cpm); B) y C) marcadores de peso
molecular de 0,7 y 0,3 kbp, respectivamente. La elec­
troforesis se corrió en NaOH30 mMy EDTA1 mM. El gel se
fijó durante 30 min en TCA 7 %, se secó en un aparato
secador de geles y se autorradiografió durante 12 hs a —70°U
con pantalla intensificadora.
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ducido, detectables con sondas diferenciales, demuestra la
existencia de un número de genes expresado preferencialmente
después del tratamiento con cicloheximida (Fig. 5 D y E).
Los tamaños calculados de los 7 transcriptos inducidos en
24 hs son: 6,5; 2,6; 2,3; 1,6; 1,5; i y 0,7 kb, respec­
tivamente. A las 48 hs se detectaron las mismas bandas (ex­
cepto la de 6,5 kb), dos de ellas considerablemente in­
tensificadas: 1a de 2,6 kb y la de 2,3 kb. Se debe tener en
cuenta que en estos experimentos la intensidad de una banda
se debe no sólo a su abundancia en la muestra de RNAsino
también a su aporte a la sonda de cDNA.Por lo tanto, los
resultados tienden a resaltar las especies másabundantes
dentro de cada población de RNA.El escaso número de trans­
criptos inducibles por cicloheximida sugirió que su
acumulación no se deberia a una relajación general
einespecifica del control transcripcional. La eficacia del
método empleado se pone de manifiesto en que la
prehibridación de 1a sonda IV con poly A RNAno inducido
eliminó todas las especies de RNA presentes antes del
agregado de la cicloheximida que se conservaban en el
micelio inducido durante 24 hs (comparar B y D en la Fig.
5). Lo mismo se observó con la sonda V (comparar C y E en la
Fig. 5). La hibridación con la sonda II mostró que muchos
transcriptos presentes antes de la inducción se mantenían en
el cultivo inducido durante 24 hs (Fig. 5 B). Por el con­
trario, la hibridación con 1a sonda III indicó que los
transcriptos inducidos por cicloheximida eran los más
abundantes en el cultivo tratado durante 48 hs, ya que sólo
unas pocas y débiles bandas se pudieron ver en el carril del
poly A RNA no inducido (Fig. 5 C). Esto implica que el
tratamiento con cicloheximida provocó un cambio importante
en el patrón de expresión de los transcriptos de mayor
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Tabla1:Mamani.
La masa del [32P]cDNA sintetizado se calculó a

partir de su radioactividad y de la actividad específica del
a[32P]dNTP. La actividad específica de la sonda resultó
5,6 x 10B cpm/pg. El [32P]cDNA inducido fue de 24 hs de
tratamiento del micelio con cicloheximida.

poly A RNA [32P]cDNA poly A RNA/ Hibridación en
no inducido inducido /[32P]cDNA Northern blots

(ng) (ng) con poly A RNA(*)

induc. no induc.

0 1,8 0 SI SI

1.8 1,8 1 SI SI

9,0 1,8 5 SI SI

36 1,8 20 SI NQ

180 1,8 100 SI NQ

*: Se consideró que no habia hibridación cuando no
fue posible detectar ninguna banda en el carril cor­
respondiente del Northern blot tras 7 dias de exposición a
-70°Ccon pantalla intensificadora.
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Figura5:malisi'spo_r...fl9_rthern gemmm.
Las flechas señalan transcriptos inducibles por
cicloheximida. Poly A RNAseparado en geles de agarosa con
formaldehído y transferido a Gene Screen comose describió
en Materiales y Métodos, fue hibridado con: A) sonda I, B)
sonda II, Q) sonda III, D) sonda IV y E) sonda V (ver Fig.
3). Los carriles (1) contienen 5 pg de poly A RNAde cultivo
no tratado y los carriles (2) 5 ug de poly A RNAde cultivos
tratados con cicloheximida (inducidos) durante 24 hs (A y B)
ó 48 hs (Q, Q y E). La hibridación y el lavado se hicieron
como se describió en Materiales y Métodos. Exposición a
—7D°Ccon pantalla intensificadora_durante 12 hs (A, B y Q)
ó 3 hs (D. y E),
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abundancia del micelio. Coincidentemente, la sonda I reveló
mucho más débilmente el carril de poly A RNAinducido de
48 hs que el de no inducido (Fig. 5 A). Comoya se dijo, las
muestras de poly A RNAcontenían aproximadamente un 50 % de
poly A- RNAcontaminante. Para comprobar si los transcriptos
inducibles por cicloheximida eran verdadero poly A RNA,se
hibridaron Nbrthern blots que contenían poly A- RNAinducido
de 48 hs y no inducido (Fig. 6). La sonda III reveló algunas
bandas débiles en el canal de poly A- RNAinducido (Fig.
6 A), pero como la sonda V no detectó en estas condiciones
ningún poly A- RNA(Fig. 6 B), los transcriptos inducibles
detectados anteriormente en el poly A RNAserian probable­
mente mRNAs.
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Figura 6: fiip;idación_ggn pgly A- BNA.
Los carriles (2) contienen 20 pg de poly A- RNAde

un cultivo inducido con cicloheximida durante 48 hs y los
carriles (1) la misma cantidad de poly A- RNAde un cultiVo
no inducido. A) sonda III y B) sonda V (ver Fig. 3). Las
demas condiciones fueron idénticas a las descriptas en la
Fig. 5 (12 hs de exposición).
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Una vez demostrada la existencia de transcriptos in­

ducibles por cicloheximida, se decidió encarar el clonado
molecular de los genes correspondientes (ver también Aisem­
berg et al., 1987a). Para ello se examinóuna library
genómica de fragmentos Egg RI de DNAde fl+_grassa insertados
en el bacteriófago XL47.1, comose describió en Materiales y
Métodos. A partir de una sola caja de Petri, se prepararon 3
réplicas de esta library en discos de nitrocelulosa que se
hibridaron por separado con las sondas II, III y IV (Fig.
7). Se seleccionaron 20 positivos que hibridaron con la
sonda IV (Fig. 7 A). Las sondas I y II revelaron un número
mucho mayor de clones (Fig. 7 B y C), lo cual está de
acuerdo con los resultados que se mostraron en la Fig. 5. Se
tomaron también otros 20 positivos que hibridaron
fuertemente con la sonda II pero no con la sonda I.

Todos los positivos seleccionados se volvieron a pla­
quear separadamente y a baja densidad, y se hibridaron con
la sonda IV. Los clones que resultaron positivos en este
reexamen se aislaron y se amplificaron. De este modose ob­
tuvieron 11 clones recombinantes, seleccionados con la misma
sonda diferencial que habia hibridado en Northern blots con
los transcriptos inducibles por cicloheximida.

80



Resultados y Discusión

Figura 7: ¿“rasnfludsfila ligne}.LX de H. grassa.
Se prepararon 3 réplicas en discos de

nitrocelulcsa de' 42.000 pfu de la library y se hibridaron
con: A) sonda IV, B) sonda II y Q) sonda I (ver Fig. 3). Los
elrculos de trazo continuo muestran las señales detectables
en A con la sonda IV y las detectables en fi con la sonda II
que no se revelan con la sonda I en Q y los circulos de
trazo punteado, las zonas correspondientes en Q. Los filtros
Se lavaron y luego se autorradiografiaron durante 3 dias a
—70U con pantalla intensificadora.
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5.5.- QABAQIEBIZAQIQN DE LQS IBANSQBIEIQS CQDIEIQADUS Egg

_LQS_QEHES_QLQHADQ5

Para caracterizar los transcriptos de los clones ais­
lados se purificó el DNA de estos bacteriófagos recom­
binantes, se marcó radioactivamente y se hibridó con
Northern blots (Aisemberg et a1., 1987a). Dos clones, los
llamados XNcó y lNcB, hibridaron con un transcripto de
1,5 kb presente en el poly A RNAinducido de 24 hs (Fig.
8 A). En la misma población de poly A RNAinducido, los

clones XNclO y XNcBO revelaron una misma banda de 2,3 kb
(Fig. 8 B), y los clones lNcll y lNclS una de 6,5 kb. El
clon XNcNEGhibridó con un RNAde 1,6 kb del poly A RNAin­
ducido de 48 hs (Fig. 8 D). Ninguna de las bandas men­
cionadas se detectó en el poly A RNAno inducido, aún ex­
poniendo los mismos blots durante 7 días. Los tamaños cal­
culados coincidieron con los de 4 de los 7 transcriptos in­
ducibles por cicloheximida revelados con sondas diferen­
ciales (Fig. 6). Cuando se analizaron los patrones de
restricción de los DNAsclonados (ver Materiales y Métodos y
la sección siguiente de estos Resultados y Discusión),
mostraron fragmentos idénticos los clones XNcSy XNCB,así
como XNclO y lNcSO, y XNcll y XNclB. Se concluyó entonces
que cada uno de estos tres pares de clones correspondían a
insertos idénticos de DNAde N¿_crassa.

Los 4 clones restantes que se habían seleccionado no
revelaron transcriptos inducibles por cicloheximida. Tres de
ellos hibridaron muy intensamente con un RNAde 4,1 kb pre­
sente tanto en el poly A RNAinducido como en el no in­
ducido. Cuandose analizó el patrón de restricción de estos



Resultados y Discusión

Figura 8: Identijjgggjén de transcriptos inducibles con los
ciones seleccionados.

Se hibridaron con los Nbrthern blots las siguiente sondas
marcadas por nick translation: A) XNcS, B) XNclB, Q) chBO y
Q) lNcNEG. Los carriles (1) contienen 5 pg de poly A RNAde
un cultivo no inducido y los carriles (2) 5 ug de poly A RNA
de cultivos inducidos durante 24 hs (A, B y Q) ó 48 hs (D).
Las demás condiciones fueron como en la Fig. 5 (12 hs de ex­posicion).
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clones, se encontró que los tres compartían un fragmento
Ego RI de 3,1 kbp cuyo mapa de restricción era idéntico al
reportado para el gen del 268 rRNAde fl¿_gxassa (Free et
a1., 1979). Parece lógico suponer que la contaminación con
secuencias del 268 rRNAen la sonda IV empleada durante el
examen de la library fue suficiente para detectar estos
clones, teniendo en cuenta que el poly A RNAempleado como
molde para la sintesis de [32P]cDNAcontiene un 50 % de
poly A- RNA que es mayormente rRNA. El último clon selec­
cionado hibrido con 3 RNAsde 1,1; 0,8 y 0,5 kb, de señal
más intensa en el poly A RNAno inducido que en el inducido,
por lo que también se descartó.

El método desarrollado para aislar los clones resultó
bastante eficaz. ya que de los 11 clones seleccionados, 7
resultaron contener finalmente genes inducibles por
cicloheximida, incluyendo el correspondiente al transcripto
principal de 2,3 kb revelado por la sonda V en 1a Fig. 5 E y
tres transcriptos más de 6,5; 1.6 y 1,5 kb, respectivamente.
Se decidió llamar gen CI-1 (cycloheximide inducible) al con­
tenido en el clon thSO, gen 07-2 al del lNclB, gen 01-3 al
del XNc5 y gen 01-4 a1 del XNcNEG.
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5.6.-WWW

Se determinó el mapa del clon XNcSOutilizando diges­
tiones simples y dobles con 4 enzimas de restricción
diferentes (Fig. 9). De la misma manera, se obtuvo también
el mapadel clon XNclB(Fig. 10). Por otra parte, se calculó
además el patrón de restricción del clon XNCS(Fig. 11). Lo
mismo se hizo con 5 enzimas de restricción para el clon
XNcNEG(Fig. 12). De los resultados obtenidos se deduce que
los 4 clones no comparten ninguno de los fragmentos de
restricción observados. Si dos clones se superpusieran en
parte, deberian compartir un fragmento Egg RI de DNAde fl+
crassa, puesto que todos los clones analizados provienen de
la inserción de fragmentos Egg RI en el fago vector. No
puede descartarse sin embargo la posibilidad de que haya pe­
queñas secuencias homólogas compartidas por los clones
seleccionados.
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Figura 9: ÏLQÉLQJÉJÉSÉÏLQCLQn deLinaertQ del CLQJLLNQBQ.
A) Eleotroforesis en gel de agarosa 1 % del DNA

del clon XNCSOcortado con: 1) fiin dIII, 2) fiin dIII y
XhQ I, 3)H_i_t_1dIII y Egg RI, 4) Ein dIII y Bam.HI, 5) ¿ha I,
6) X3511}! RI, 7) ¿(ha I y 133mHI, 8) ¿9.o RI, 9) Ego. RI y
Bam HI y 1G) Bam HI. Tinoión con EtdBr. M) Marcadores de
eso molecular: DNAdel fago X cortado con Ein dIII. B) Mapa
educido a partir de los tamaños calculados de las
ovilidades en el gel. El fragmento Egg RI-Bam HI de 4.4 kbp
raso grueso) fue posteriormente subclonado en un plásmido,
mo se indica más adelante. Abreviaturas: B: Bam.HI, E:

Jgo RI, H: fiin dIII y X: ¿no I.

"BCl'U

O-:+
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Q
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ANCIB

Figura 10: mgpfi dS_LQfiLLiQQLQanBL.lnfieLLQUQQL_QlQD_LNQlfi­
A) Electroforesis en gel de agarosa 1 % del DNA

del Clon XNCIBcortado con: 1) Egg RI, 2) Bam HI, 3) ¿5; I.
4) Min dIII, 5) Egg RI y Bam HI, 6) Egg RI y Si; I, 7)
¿2Q RI Y fiin dIII, 8) Bam HI y ¿al I, 9) Bam HI Y fiin dIII Y
10) ¿al I y fl;g dIII. Tinción con EtdBr. M) Marcadores de
peso molecular: DNAdel fago X cortado con fi;n_dIII. fi) Mapa
deducido a partir de los tamaños calculados de las
movi]ídades en el gel. Abreviaturas: B: EgmHI, E: Ego R1.
H: fiin dIÍ] y S: ía; I.
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Figura 11: Patrones de reericngn del inserto del clonchñ.
Electroforesis en gel de agarosa 1 % del DNAdel clon XNcS
cortado con: 1) Hi3 dIII, 2) Egg RI y 3) fiin dIII y Egg RI.
Tinción con EtdBr. M) Marcadores de peso molecular: DNAdel
fago X cortado vcon fiin dIII. Las digestiones produjeron
fragmentos de los siguientes tamaños, en kbp: 1) 21,7 (brazo
izquierdo del XL47.1); 15,6; 7,6 (brazo derecho) y 2,1; 2)
23,7 (incluye al brazo izquierdo); 10,1 (incluye al brazo
derecho); 4,6; 3,8; 3,4 y 1,4; y 3) 21,7 (brazo izquierdo):
7,6 (brazo derecho); 4,6; 3,8; 3,4; 2,1; 2,0; 1,4 y 0,4.

Análisis con enzimas de restricción 89



Resultados y Discusión

Müzn‘íb‘fl‘J'HJ!‘ ¡a ’M“¡h“tot. I

Electrofores'j si gel de agarosa 1 % del DNAdel clon XNcNEG
cortado con: 1) Eco RI, 2) BamHI, 3) fiin dIII, 4) th I y
5) ¿al I. Tinción con EtdBr. M) Marcadores de peso
molecular: DNAdel fago X cortado con fiin dIII. Las digas­
{iones produjeron fragmentos de los siguientes tamaños,
en kbp: 1) 21,7 (brazo izquierdo del XL47.1); 11,5; 7.6
(brazo derecho) y 3,8; 2) 27,3 (incluye al brazo izquierdo);
8,9 (incluye al brazo derecho); 3,8; 3,3 y 0,3; 8) 27,5 (in­
cluye al brazo izquierdo) y 9,4 (incluye al brazo derecho);
3,3; 1,9; 1,5; 0,6 y 0,4; 4) 29,7 (incluye al brazo iz—
quierdo) y 15,5 (incluye al brazo derecho), y 5) 30,1 (in­
cluye al brazo izquierdo); 9,0 (incluye al brazo derecho):
4.2 y 1,3.
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5-7--WMWWMDAWWW
Para ubicar el gen CI-1 dentro del inserto de 13,5 kbp

del clon XN030, se preparó un Southern blot del DNAde este,
cortado con varias combinaciones de enzimas de restricción,
y se hibridó con una sonda de [32PJCDNAcorrespondiente a
48 hs de inducción (sonda-III en la Fig. 3). Los resultados
obtenidos muestran que varios fragmentos de restricción son
capaces de hibridar con la sonda (Fig. 13 A y B). La diges­
tión del XNcBOcon Egg RI y Eat I produjo un único fragmento
de 1,3 kbp capaz de hibridar con la sonda III, demasiado pe­
queño para contener el gen 07-1 entero. Comoésto podia
deberse al hecho de que el [32PJCDNAsintetizado se ex­
tendiera sólo unas 0,5-1,0 kb desde el sitio de iniciación
con oligo dT12-18hacia el extremo 5', se decidió preparar
otra sonda con el mismo poly A RNA,pero iniciando la trans­
cripción reversa en sitios distribuidos al azar sobre este
molde, utilizando como primers oligodeoxinucleótidos de
10-15 b de DNA total de timo de ternero desnaturalizado.
Cuando se hibridó con esta segunda sonda el mismo Southern
blot, apareció ¿enel carril correspondiente a la digestión
con Egg RI y Est I una nueva banda de 4,1 kbp (Fig. 13 C),
que permitió orientar al transcripto inducible por
cicloheximida dentro del fragmento clonado: Se concluyó que
el fragmento de 1,3 kbp contenía la secuencia del extremo 3’
o una región muy cercana a él, mientras que el fragmento de
4,1 kbp debia contener una secuencia del RNAmás cercana al
extremo 5'.Las otras 4 combinaciones de enzimas de restric­
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Figura 13: Eogicién del gen Cl-l dentrg del*clgnmkficgg.
El DNA del clon XNcBO (0,5 pg por carril) se

tó con enzimas de restricción y se corrió en un gel de
risa 1 %. A) Tinción con EtdBr. B) Transferencia a Gene
een e hibridación con sonda III (ver Fig. 3). Q) El mismo
tro hibridado con [32PJcDNA de poly A RNAinducida de
hs, iniciado con oligodeoxinucleótidos de 10v.b b de

secuencias al azar, en lugar de oligo dT 2-15. E;zimas
eadas: l) ESQ RI y ¿al I, 2) Egg RI y ¿ÉL I! 3) Ü
I, 4) Egg RI y ¿ha I y 5) Egg RI y Bam HI. M} Ha .h

de peso molecular: DNAdel fago X cortado con gig dllï. HE”
posición 12 ha a «70°C con pantalla intensificadmra.

o;HOUE:CI
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ción produjeron cada una un solo fragmento capaz de hibridar
con cualquiera de las dos sondas.

También se preparó un Southern blot del DNAdel clon

lNclB cortado con varias enzimas de restricción y se hibridó
con 1a misma sonda de [32P]cDNAiniciada en sitios al azar.
Se encontró que eran capaces de hibridar un fragmento Egg RI
de 3,0 kbp, un fragmento Egg RI-Sal I de 1,3 kbp y otro
Sal I-fial I de 1,4 kbp, cubriendo 5,1 kbp del mapa de la
Fig. 10 (los resultados no se muestran). El clon XNc18
podria contener en consecuencia buena parte de la unidad
transcripcional del gen CI-Z. Se determinó de la misma
manera que la zona del clon XNc5complementaria a su trans­
cripto cubría dos fragmentos Egg RI de 15,6 y 2,1 kbp, y un
fragmento fiin dIII-Egg RI de 10,1 kbp. Por último, dos frag­
mentos Hin dIII de 3,3 y 1,9 kbp y un fragmento Egg RI de
11,5 kbp del clon XNcNEGtambién hibridaron con la sonda
descripta. El hecho de que hibridaran fragmentos de restric­
ción de los clones XNcS y XNcNEGque comprendian más DNAque
el requerido para codificar los transcriptos inducibles por
cicloheximida correspondientes, sugiere que estos clones
podrian contener a los genes CI-3 y 01-4 enteros. Esta
suposición no sería válida si contuvieran intrones, lo cual
es un hecho bastante poco frecuente en los genes de fl;
engaña caracterizados a nivel molecular hasta el momento,
comose describió en la Introducción.
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El gen 07-1 que codifica para el transcripto principal

inducible por cicloheximida de 2,3 kb se encontraba dentro
de un inserto de DNAde fl¿_gzassa de 13p5 kbp en el clon
lNcBO. Para preparar sondas con una mayor proporción de la
secuencia de interés. hacer un mapa de restricción mas
preciso, ubicar la unidad transcripcional y seleccionar
eficientemente su mRNApor hibridación, se decidió subclonar
en un plásmido (ver Materiales y Métodos) el fragmento
Egg RI-Bam HI de 4,4 kbp que habia sido revelado por las
sondas de [32P]cDNA en un Southern blot (Fig 13). El
plásmido recombinante obtenido se denominó pGem2.30A.
Habiendo otros productos de ligación entre el plásmido vec­
tor y otros fragmentos del XNc30,el patrón de restricción.
de minipreparaciones de plásmidos aislados de las colonias
obtenidas permitió elegir el subclon buscado (ver Materiales
y Métodos).

Para ubicar el gen CI-J dentro de este plásmido, se
cortó con varias combinaciones de enzimas de restricción y
se corrió una electroforesis para calcular los tamaños de
los fragmentos generados (Fig. 14 A). Un Southern blot de
este gel se hibridó con una sonda de [32P]cDNAinducido para
identificar los fragmentos complementariosal transcripto
del gen CI-J (Fig. 14 B). También se hizo un mapeo por di­
gestiones parciales del pGem2.30Amarcado radioactivamente
en el sitio Bgl II. Con4 enzimas de restricción de alta
frecuencia de corte, se realizaron digestiones independien­
tes como se describió en Materiales y Métodos (Fig. 15). Los
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Figura 14: U ' ación ' t scri cioral del gen
QI-J dentro del pgem2.3QA.

Electroforesis en gel de agarosa 2 % del pGem2.30A(0,5 pg
por carril) cortado con enzimas de restricción. A) Tinoion
con EtdBr. B) Transferencia a Gene Screen e hibridación con
una sonda de [32PJCDNA sintetizado con un primer de
oligodeoxinucleótidos de 10’15 b de secuencias al azar y
poly A RNAinducido de 48 hs. Enzimas empleadas: 1) Bam HI,2)BamHIyB&lII,3)BamHIyEsILI,MBQmHIyAyaI, 5)
B_a_mHIYHLndIII,8)B_&1ILHÏYEQQRI,7)B_QJILHÏYHL1C111
8) BamHI yHRaI, 9)EamHIyfiñi¿Iy10)AyaIyEs1:.I.
Marcadores de peso molecular: M) DNAdel fago X cortado con
fiin dIII, m) pAT/153/PvuII/8 cortado con fiin fI. Exposicion
12 hs a —70°Ccon pantalla intensificadora.
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Figura 15: Mapgo del QQem2,fipAgon enzimafind,“rggjgicgjgn de
a ltajrep. u.._en_c_ia ¿1249352.

Electroforesis en gel de agarosa 2 % del pGem2.3UAcortado
con Bgl II, marcado con 32P por fill-in, reeürtadü con
Bam HI y digerido parcialmente con las enzimas indicadas
(50.000 cpm por carril, ver Materiales y Hetedoe). A)

II, B) ¿ag SAI, C) Sau 961 y D) Zag I. m) Marcadores de
o molecular: pAT/153/Pvu 11/8 cortado con Hifi fl y mar­

do con 32? por fill-in. Los carriles (p) eorreependen a

¡(D

1m

Cl.Ü"Ü"¿E

I'T) Ü)

a
igestión parcial con las enzimas y los carriles (t) a die

gestión total. El gel se secó y se expuso 13 ha a
tempzratura ambiente, sin pantalla intensificadora.
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tamaños calculados de las bandas reveladas en la autorradio­
grafia permitieron conocer la distancia desde el sitio
Bgl II marcado, hasta cada uno de los sitios de las otras
enzimas empleadas.

Todos estos resultados se volcaron en el esquema
mostrado en la Fig. 16. La flecha superior indica la
posición la posición aproximada del gen CI-J, comose dedujo
del Southern blot de la Fig. 14 y del tamaño de su trans­
cripto (Fig. 8). La orientación del RNAse basó en los
resultados mostrados en la Fig. 13. Si el gen tuviera intro­
nes, el extremo 5' podria llegar hasta el sitio Bgl II.

Los resultados indican que el fragmento clonado con­
tendría al gen CI-J entero, ya que las 9,3 kbp distales al
sitio Bgl II del inserto del XNcBOno hibridan con la sonda
de [32P]cDNA inducido. Además, para poder hibridar con la
sonda III, sintetizada con un primer de oligo dT12-18 (Fig.
13 B), el verdadero extremo 3' en el transcripto no puede
estar muylejos del indicado en la Fig. 16.
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5’ 1[nm-Ii) mRNA

H probe

amR ori PT7

pGem 2.30A

Figura 16: ns r o d . .
A) Posición aproximada del gen Cl»]. Dentro de

las sonas indicadas con trazo discontinuo se encotrarian los
extemos 5' y 3' del transcripto principal inducible por
cicloheximida de 2,3 kb. B) Fragmento Aya I-Bfii 1 empleado
como sonda en el experimento descripto en la sección 16 de
estos Resultados y Discusión. Q) Mapa de restricción.
Abreviaturas: B) Bam HI, Bg) Bgl II, Ac) Acc I, A) Aya I, P)
Est I, Ss) 553 I, HC) fiin cII, H) fiin dIII, E) Egg RI, S)
¿ai I, Hp) flpa II, Sa) Sau 3AI, Su) ¿au 961 y T) Egg 1. La
línea más delgada indica secuencias del vector y no se
muestran los sitios Hp, Sa, Su ni T dentro de esta zona. No
hay sitios de Xha I, Kpn I, ¿no I y Qla I.
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La aparición del transcripto del gen 01-1 se midió

hibridando pGem2.30Amarcado radioactivamente con dot blots
de RNA total de fl¿__grgsna inducido de distintos tiempos
(Fig. 17). A lo largo del periodo estudiado la sonda revela
una sola banda de 2,3 kb ; indetectable antes del agregado
de cicloheximida (Fig. 17 B). La radioactividad ligada por
hibridación a los dot blots resultó suficiente para ser con­
tada directamente y cuantificar la inducción (Fig. 17 A
y C). En 6 hs de tratamiento con cicloheximida, el tran­
scripto del gen CI-J aumentó 13 veces respecto del valor
basal encontrado?en el micelio no tratado y alcanzó su nivel
máximode expresión a las 48 hs de inducción: 32 veces mayor
que el nivel basal. En otros experimentos, se detectó además
que entre las 48 y las 72 hs de inducción ocurre una leve
disminución de este transcripto.

Los niveles de inducción observados demuestran que el
tratamiento del cultivo con cicloheximida provoca un aumento
de la transcripción del gen CI-J. Aunquese ha descripto en
D1cixgstelinm____discgidenm y otros organismos que la
acumulación de mRNAsen los polisomas que es provocada por

altas concentraciones de cicloheximida (1 mM)puede aumentar
levemente la estabilidad de determinados mRNAsde rápido
recambio (Kelly et a1., 1987), parece dificil que pueda
deberse a este mecanismo el aumento de más de 30 veces ob­
servado aqui en el contenido de mRNAdel gen CI-J en
cultivos de fl¿_gxassa tratados con cicloheximida 2 pM. Sin
embargo, no puede descartarse aún que la inducción de este
mRNAse deba a la desaparición de una RNasa especifica aun­
que esto parece bastante improbable, dado que en las con­
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ndu “ión d.l r nscri to del egfigl;1
A) Hibridación del pGem2.30Amarcado con 33F por

translation con un dot blot de RNAtotal de N Mgrñfiïa
ir)­

Figura 17:

nick
(Exposición de 12 hs a temperatura ambiente con pantalla
tensificadora). B) Northern blot de las mismasmuestras«
RNAtotal hibridado con [32P]pGem2.30A(6 pg por carril, ex
posición de 12 hs a —70°Csin pantalla intensificadora). '
Medición de la radioactividad unida a dot bjots (L
resultados mostrados son el promedio de dos experimenton
diferentes, ver Materiales y Métodos). Muestras: 1) RNAr
inducido, y RNAinducido de 2) 6 hs, 3) Z4 hs y 4) 48 hs.
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diciones de estos experimentos hay inducción de RNasas por
cicloheximida, comose describió en la Introducción.

Un estudio similar se realizó con el gen 07-2: Una sonda de
XNc18se hibridó con Northern blots y dot blots de RNAtotal
de u, grasas (Fig. 18). En este caso también se observo una
sola banda en las muestras de RNAinducido y ninguna en la
de no inducido (Fig. 18 B). La inducción de este transeripto
de 6,5 kb se estimó comparando la intensidad de las señales
reveladas en los dot blots (Fig. 18 A y C), ya que la
radioactividad unida a los dot blots no fue suficiente para
contar los filtros en liquido centelleador. El transcripto
del gen CI-3 alcanzó su máxima expresión a las 24-48 hs de
inducción y luego disminuyó a las 72 hs. Comoen el caso del
gen CI-J, es probable que los niveles observados de induc­
ción del gen CI-E se debieran a un aumento de su transcrip­
ción más que a otros mecanismos posibles.

También se estudió la inducción del gen CI-3. Se hibrido una
sonda de XNcó con dot blots de RNAtotal y se estimó el
aumento de su transcripto comparando la intensidad de las
señales reveladas (Fig. 19). El nivel de inducción respecto
al basal (8 veces a las 48-72 hs) resultó algo menor al de
los otros dos genes estudiados, aunque tambien parece
demasiado grande para atribuirse a otros mecanismos que no
impliquen un aumento de la transcripción del gen 01-3.

Tomados en su conjunto, los resultados muestran que estos
tres transcriptos inducibles aumentannotablemente su ex­
presión a lo largo del periodo de respuesta al estado de
stress metabólico provocadopor el antibiótico, indicando la
probable existencia de un nivel transcripcional de control
de esta expresión diferencial de genes.

Patrón temporal de transcripción 103



Resultados y Discusión

pqNJ-A

¿A

Figura 18: Lgdgggign del Lrgngczigto del gen CI-Z.
A) Dot blot de RNAtotal de N. exige; hibridado

con XNClB mareado por nick translation (30 ug de RNApor
carril. exposición de 12 hs a —70°C con pantalla in—
tensificadora). B) Hibridación del [32PJXNC18con un North­
ern blot de las mismas muestras de RNAtotal (exposición de
12 hs a —70°Ccon pantalla intensificadora). Q) Estimación
semicuantitativa de los niveles de inducción por comparación
de las intensidades observadas en fi. Muestras: 1) RNAno in­
ducido. y RNAinducido de 2) 24 hs, 3) 48 hs y 4) 72 hs.
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muestra de RNA

Figura 18 (continuación)
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Figura 19: _nggggién del transgzipto del gen Ql;fi.
) Dot blot de RNAtotal de N. eggssa hibridado

con XNC5marcado por nick translation (exposición de 12 hs a
-7Ú°C con pantalla intensificadora). B) Estimación semi­
cuantitativa de los niveles de inducción por comparación de
las intensidades observadas en A. Muestras: 1) RNAno in­
ducido. y RNAinducido de 2) 24 hs, 3) 48 hs y 4) 72 hs.
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muestra de RNA

Figura 19 (continuación)
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Se ha descripto en numerosas oportunidades que la in­

cubación prolongada de organismos o células en cultivo con
dosis subletales de diversas sustancias tóxicas puede dar
lugar a la selección de células que contienen mayor número
de copias de algún gen cuyo producto permita a la célula
tolerar mejor la presencia de dicha sustancia. Se llama
amplificación génica a este fenómeno. En otras palabras, un
compuesto o tratamiento determinado selecciona las células
mutantes que pueden crecer mejor que las demás y hacerse
dominantes en un cultivo porque expresan más copias del gen
capaz de promover resistencia.

Para comprobar si se estaba en presencia de un fenómeno
de este tipo, se purificó DNAgenómico de N¿_grassa de un
cultivo inducido durante 48 hs con cicloheximida y de otro
no inducido. Un Southern blot de estos DNAsse hibridó con
la sonda III (Fig. 20 A). Comparando1a intensidad de las
bandas reveladas por esta sonda, no se observó que ninguna
estuviera aumentada en el micelio inducido. Si alguno de los
genes CI hubiera estado amplificado en el cultivo tratado
con cicloheximida, las bandas correspondientes del Southern
blot habrían sido más intensas. Es probable que la banda in­
tensa que se reveló, con distintas movilidades, en todos los
carriles correspondiera a alguna secuencia repetida en el
genoma como, por ejemplo, el gen del 268 rRNAque, como ya
se vió, contribuye con sus secuencias a la sonda III. El
mismo filtro fue rehibridado con una sonda del XNCBOmarcado
(Fig. 20 B). Este clon seria el principal candidato para
revelar un evento de amplificación génica seleccionable por
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Figura 20: Número de copias Qe los genes C1.
El DNAgenómico de fl¿_grassa se cortó con enzimas

de restricción y se analizó por electroforesis en un gel de
agarosa 2 %. A) Tinción con EtdBr. B) Southern blot
hibridado con la sonda III descripta en la Fig. 3 (ex­
posición 12 hs a -70°C con pantalla intensificadora). Q) El
mismo Southern blot se rehibridó con XNCBDmarcado por nick
translation (exposición 12 hs a '—70°C con pantalla ine
tensificadora). Los carriles contienen DNA(30 ug por ca­
rril) de micelio: (1), (2) y (3) inducido de 48 hs, y (4),
(5) y (6) no inducido. Enzimas empleadas: (1) y (4) Egg RI,
(2) y (5) fiin dIII, V (3) y (6) Bam HI. M) Marcador de peso
molecular: DNAdel fago X cortado con fiin dIII.
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Figura 20 (montinuagión)
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cicloheximida porque contiene 13,5 kbp de DNAde N grgfigg
que incluyen al gen 07-1. cuyo transcripto es el principal
poly A RNAdel micelio a las 48 hs de inducción. Las bandas
reveladas, que tienen los tamaños previstos por el mapade
restricción del clon (Fig. 9), no están incrementadas en el
DNA del micelio inducido. El hecho de que el clon XNc30
revele un solo fragmento Egg RI sugiere que hay una sola
copia del gen 67-1 en el genomade fl+_gzassa. Alternativa­
mente, el gen se podria haber duplicado recientemente. En
este caso sus secuencias flanqueantes no habrían tenido
tiempo aún para divergir y producirían fragmentos de
restricción de idéntico tamaño.

La inducción de los genes CI se debe por lo tanto a
algún evento regulatorio que aumenta su transcripción y no a
la selección durante la incubación con cicloheximida de
mutantes que posean un número mayor de copias de estos
genes.

Número de copias de los genes CI-J 111



Resultados y Discusión5.11--WWW
Para estudiar la sintesis de nuevas proteinas durante

el proceso de inducción de los genes CI, pequeños cultivos
de NL4QLassafueron incubados en presencia de cicloheximida
y marcados a distintos tiempos con un pulso de L-[35S]metio—
nina. A las 6 hs de inducción fueron claramente detectables
varias bandas intensas correspondientes a proteínas in­
ducibles por cicloheximida (Fig. 21). Resultaron dominantes
en esta etapa de la inducción dos proteínas, de pesos
moleculares 27.000 y 70.000. También se detectaron otras
proteínas inducibles, de peso molecular 31.000; 35.000;
88.000; 90.000; 99.000 y 110.000. Este patrón se ha
reproducido con pocos cambios en varios experimentos in­
dependientes. Además, a las 48 hs de tratamiento con
cicloheximida se obtuvo un patrón muysimilar de bandas in­
ducibles (los resultados no se muestran). Todoesto indica
que no sólo son otros los mRNAsmás abundantes luego de la
inducción con el antibiótico, sino que también ocurrieron en
forma paralela cambios importantes en el patrón de síntesis
de proteinas. Se decidió llamar cip (cycloheximide inducible
protein) a los miembros de esta familia de proteinas in­
ducibles. Se ha observado en nuestro laboratorio que las cip
no sólo son inducibles por cicloheximida sino también por
puromicina, un antibiótico que inhibe la sintesis de
proteínas por terminación prematura de las cadenas polipep­
tidicas nacientes, y que no hay expresión de ninguna cip
cuando se agrega cicloheximida a mutantes cicloheximida
resistentes de N¿_Qxassa.Por lo tanto, la inhibición par­
cial de la sintesis de proteínas es el factor desencadenante
de esta respuesta y no cualquier otro efecto que pudiera
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