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“... debe saber 1lo que es util v nocivo a las
criaturas insensibles, a los monstruos marinos v a
los peces, lo que aman y lo que detestan los ani-
males privados de razén, lo que es bueno v perju-
dicial. Esto es 1lo que constituye su cultura en
relacién a la naturaleza. Aun hay mas. Los poderes
de las férmulas magicas, su origen y su
procedencia, s8u naturaleza: quién es Melusina,
quién es Sirena, qué es la permutacion, el
transplante y la transmutacidén, cémo aprehenderlos
y como comprenderlos perfectamente, lo que supera
la naturaleza, la especie, la vida, la naturalecza
de lo invisible, de lo dulce y de lo amarsgo, 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 séta-
no, en el jardin, lo que concierne al tiempo, la
ciencia del cazador y del minero, la condicién del
vagabundo y del sedentario, las necesidades de los
campos Yy las causas de la paz, la razén del laico
vy del eclesiastico, los quehaceres y la naturaleza
de los diferentes estados, s8u origen, la
naturaleza de Dios y de Satan, el veneno y el
antidoto, 1la naturaleza femenina y la naturaleza
masculina, la diferencia entre las mujeres y las
virgenes, entre 1lo que es amarillo y lo que es
gris oscuro, lo que es blanco, negro, rojo y
pdlido, las causas de la multiplicidad de colores,
de la brevedad vy de la longitud, del éxito. del
fracaso y de cémo obtener estos resultados.”
Paracelso

Voyez-vous cet oeuf? C’eat 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 Neurogpora c¢rassa, capaces de inhibir parcial-
mente la sintesis de proteinas, promueve la induccidn de
varios genes cuya transcripciédn aumenta considerablemente.
Cuatro de estos genes inducibles por cicloheximida fueron
clonados a partir de una Iibrary gendémica de N, crassa
mediante sondas enriquecidas de cDNA. Los transcriptos de
los genes clonados se acumulan durante un amplio lapso
posterior a 1la induccidén, en forma coincidente con la
aparicién de nuevos polipéptidos en los micelios tratados
con cicloheximida. Se han identificado 1los productos de
traduccién de dos de los genes clonados. Este fendmeno de
transcripcién diferencial no se debe a seleccidédn de mutantes
con miltiples copias de los genes inducibles durante la in-
cubacién en presencia del antibiético. Se demostro que el
transcripto de uno de los genes inducibles (CI-1) se acumula
en polisomas y es un mensajero mayoritario 48 he después de
su induccién. La proteina codificada por dicho gen es una de
las mas activamente sintetizadas en los cultivos tratados
con el antibidético. E1 gen CI-1 no se induce cuando el
micelio es sometido a ayuno o shock térmico, y no se observa
durante 1la 1induccién con cicloheximida ningin cambio sig-
nificativo en s8u estado de metilacién. Se detectd en los
genomas humano y de levadura la presencia de secuencias que
presentan homologia con el gen CI-1 de N. crassa. Los genes
clonados estarian involucrados en 1la instalacién de una
respuesta adaptativa del hongo ante una disminucién 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 isocamilico 24:1
cDNA DNA copia
Ci Curies (1 Ci = 2,2 x 1012 dpm)
cpm cuentas por minuto
dATP deoxiadenosina trifosfato
dCTP deoxicitosina trifosfato
dGTP deoxiguanosina trifosfato
DNA e e e acido deoxirribonucleico
DNasa I deoxirribonucleasa I (de pancreas bovino)
DOPA 3-(3,4-hidroxifenil)-D,L-alanina
o O A deoxitimidina trifosfato
EDTA ....... .. v etilendiamino tetraacetato de sodio
EtdBr bromuro de etidio
0 ) guanosina trifosfato
HEPES acido N-2-hidroxietilpiperazin-N-2-etansulfonico
0 o miles de bases
13 o3 = miles de pares de bases
MOPS ....... . ... acido 3-(N-morfolino)propansulfonico
mRNA ... ... ... dcido ribonucleico mensajero
oligo dAT ... . it i aclido oligodeoxitimidilico
PAGE-SDS electroforesis en gel de acrilamida con SDS
PCA fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 25:24:1
pfu unidades formadoras de placas
Pipes acido piperazin-N,N"-bis(2-etan-sultfinico)



Abreviaturas empleadas

poly A acido poliadenilico
3 7 acido ribonucleico
RNasa A .......cciuvunn ribonucleasa A (de pancreas bovino)
rRNA adcido ribonucleico ribosomal
SDS L i i e e dodecil sulfato de sodio
T4 DNA ligasa DNA ligasa del fago T4
0 acido tricloroacetico
Tris .. i i i e Tris(hidroximetil )aminometano
tRNA . ... .. ... ... dcido ribonucleico de transferencia

U e i e et unidades de actividad enzimatica
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Introduccioén

3.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE Neurospora crassa

Neurogpora crassga es un organismo eucariético, un hongo
de la clase Agcomvcetes que Be encuentra en areas tropicales
o subtropicales y que crece sobre &rboles o restos vegetales
(Shear y Dodge, 1927). Ha sido en el pasado un serio con-
taminante de las panaderias, de donde deriva su nombre vul-
gar de "moho rosado del pan”. Posteriormente, ha sido tomado
como organismo de laboratorio a causa de su facilidad de
cultivo (Ryan et al., 1943) y el buen conocimiento biogqui-
mico y genético de su metabolismo (Beadle y Tatum, 1945).
Actualmente, el principal valor de N, crassa en la investi-
gacién consiste en que es un modelo interesante para
estudlios de Dbilologia molecular, por ser al mismo tiempo un
eucarionte y un organismo tan facil de manejar en el
laboratorio como una bacteria.

N. cragsa puede crecer a la maxima velocidad usando
como Unica fuente de carbono acetato, succinato, glicerol,
glucosa, otros monosacaridos (manosa, fructosa, xilosa), o
una variedad de oligosacéaridos (sacarosa, maltosa,
celobiosa, trehalosa) y polisacédridos. Puede asimilar
eficientemente nitrégeno como nitrato, nitrito, amonio o
aminodcidos. Requiere adem&s unos pocos oligoelementos y
sales simples, y necesita una sola vitamina (biotina). El
crecimiento vegetativo es Optimo entre 28 y 34°C, aunque
puede también crecer tanto a 5°C como a 42°C.

N. crassa estéd bien caracterizada genéticamente v exis-

te una coleccidén de aproximadamente 2.000 cepas mutantes
disponibles en el Fungal Genetic Stock Center (Kansas City,

1



Introduccién

Kansas). Se han desarrollado métodos que permiten trans-
formar N, c¢ragsa con DNA exégeno, usando como marcadores
genéticos Beleccionables la resistencia a benomyl (Orbach et
al., 1986) o la revergién a prototrofia de mutantes
deficientes en la sintesis de aminoacidos arométicos (Hughes
et al., 1983).

El micelio vegetativo contiene hifas ramificadas,
divididas por septos con poros de 0,5 pum de didmetro en sus
centros, que permiten el flujo del citoplasma, las
mitocondrias, los niGcleos y las demés inclusiones de una
“célula” multinucleada a otra. Estas poseen una pared
celular compuesta de dextranos, quitina y poligalactosamina
(Mahadevan y Tatum, 1965). El crecimiento ocurre por ex-
tensién del extremo de las hifas y por ramificaciédn de las
mismas. Es frecuente que 8e fusionen entre i hifas
provenientes de distintas cepas, dando 1lugar a micelios
heterocariéticos.

Caracteristicas de N, cragsa-8



Introduccién

3.2.- CICLO DE VIDA DE N, crassa

N. cragga 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 conidiéforos, producen por
gemaclidén 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, 8in poros, y 8on esporas
durmientes multinucleadas (Huebscman, 1952) que pueden
resistir desecaciébn (Ogata, 1862), 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 modo de crecimiento vegetativo. Las
macroconidias son utilizadas para inocular cultivos y sirven
como “célula” fertilizante (masculina) en los cruzamientos.

Las microconidias 8on producidas directamente por
células no especlalizadas del micelio en la fase
estacionaria del cultivo. Estas esporas asexuales son uninu-
cleadas y pueden funcionar como gametas masculinas. Como
tienen escasa viabilidad, raramente son empleadas en la in-
vestigacidn.

Cuando N, crassa crece en un medio que contiene nitrato
como unica fuente de nitrégeno, se desarrollan estructuras
femeninas, los protoperitecios (Westergaard vy Mitchell,
1947), compuestas por una hifa especializada, la ascogonia,
y una capa protectora de hifas estériles (Fig. 1). El ex-
tremo de la ascogonia, 8e proyecta hacia el exterior del
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ascosporas eyectadas

pared del peritecio
asco maduro con ascosporas
X~ asco inmaduro

- FUSION NUCL
~._ MEIOSIS EAR

‘\EORHACION DE ESPORAS

i -GERMINACION
DE LA ASCOSPORA | _/ <

/
e
7 = \g cicle, 5

Ciclo
asexual

..onidi/a}@ =
g
ﬁ\;—/ conidias A 30,""1 (/ N

//hﬁcleo de la
-~ conidia

protoperitecio |, tricémino ‘ : 7
gég B [ _célula ascogonial a .
oﬂé e ~\A-/’nﬁcleo ge li//////,
S e ( & g 8ccosonia FERTILIZACION
estériles

<hifas vegetativas

Figura 1: Cic _
Las diferentes escalas d tamafio usadas en la
figura se indican groseramente por el tamafio de las as-
cosporas (30 upm de longitud) y las macroconidias (20 pum de
diametro), asi como por 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, diferencidandose en un filamento espe-
cializado en captar las “"gametas” masculinas, el tricégino.

N. c¢rassa es haploide (la uUnica célula diploide en su
ciclo de vida es el cigoto) y hermafrodita: Una cepa normal
puede producir tanto “gametas"” masculinas (microconidias,
macroconidias o ain hifas no diferenciadas) como gametas
femeninas (ascogonias). Sin embargo, N. _cragga es un
organismo heterotédlico: Existen dos "tipos de cruzamiento”,
denominadose A y &, determinados por un solo par de alelos y
fenotipicamente 1indiestinguibles, pero las “gametas” mas-
culinas de un tipo de cruzamiento s6é6lo son capaces de fe-
cundar a las ascogonias del otro tipo de cruzamiento.

La fusién gamética ocurre cuando una “gameta” masculina
entra en contacto con un tricégino y, como resultado, un
nicleo masculino es condﬁcido hasta el interior del as-
cogonio, donde se encuentra el nucleo femenino. Antes de la
fusién nuclear, ambos nGcleos se dividen concertadamente
varias veces, formando hifas ascdgenas dentro del peritecio
en crecimiento. En los extremos de estas hifas se fusionan
los nucleos de 1los dos tipos de cruzamiento y el nucleo
diploide formado sufre inmediatamente dos divisiones meid-
ticas y wuna divisién mitética, originando 4 pares de as-
cosporas, o esporas sexuales, de color negro, ricas en
melanina, dentro de una bolsa rigida denominada asco. Cuando
los ascos maduran, las ascosporas son eyectadas al exterior,
donde pueden permanecer durmientes durante afios sin perder
su viabilidad, atin a temperatura ambiente y en condiciones
de elevada humedad, resistiendo perfectamente la desecacion,
el congelamiento, el calor y una variedad de tratamientos
quimicos agresivos.

Ciclo de vida-11
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Las ascosporas pueden germinar en un medio adecuado
86lo 81 s8on sometidas previamente a un shock térmico de
60°C. Esto determina el nicho ecolégico de N. crassa, que
generalmente se vuelve dominante en los ambientes naturales
justo después de 1incendios forestales y erupciones
volcéanicas (Perkins et al., 1976).

Ciclo de vida-12
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3.3.- ORGANIZACION DEL GENOMA DE N. crassa

A pesar del éxito espectacular de la biologia molecular
de Saccharomvceg cerevigiae, 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, N, cragga tiene 7 cromosomas que
contienen un total de tan sélo 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 Egcherichia coli)
hace que N, crasga sea un organismo eucariético cuyo genoma
es relativamente facil de manipular. Un 90 % de este DNA se
encuentra como secuencias uUnicas, un 2 % corresponde a
elementos palindrémicos de muy alta velocidad de
renaturalizacién y el 8 ¥ restante es repetitivo (Brooks y
Huang, 1972, y Dutta, 1973).

El DNA repetitivo no estéd formado por secuencias dis-
persas cortas como en los eucariontes superiores, sino por
unidades de 10 kbp dispuestas en téandem. Estas secuencias
repetidas codifican para los rRNAs de 17S; 5,85 y 26S (Free
et al., 1979), organizados en agrupamientos equivalentes a
los que en eucariontes superiores codifican para los rRNAs
de 185; 5,85 y 28S y constituyen los organizadores
nucleolares. Por el contrario, el 5S rRNA de N. crassa no se
encuentra en esta wunidad repetitiva como en Saccharomyvces
cerevisiae (Petes y Botstein, 1977) ni en unidades propias
repetidas en té&ndem como en los eucariontes superiores, sino
disperso en el genoma (Selker et al., 1981). La cromatina de

13



Introduccioén

N. cragsa 8e encuentra organizada en nucleosomas de menor
tamafio que los de eucariontes superiores pero de propiedades
muy similares en todo lo demés (Noll, 1976).

Los mnRNAs de N, cragga son transcriptos por una RNA
polimerasa con propledades semejantes a los de la RNA
polimerasa II eucariética: sensible a actinomicina D y
a-amanitina, pero no a rifampicina ni cicloheximida (Téllez
de Ifibn et al., 18974).

Aquellos genes nucleares de N. crassa que codifican
para mnRNAe y que han sido caracterizados a nivel molecular
hasta la fecha, muestran un namero menor de intrones de
menor longitud que lo habitual en los eucariontes supe-.
riores, y muchos genes secuenciados revelaron no tener in-
trones en absoluto (Vollmer y Yanofsky, 1986; Flint vy
Wilkening, 1986; Legerton y Yanofsky, 1985; Giles et al.,
1985; Catcheside et &l., 1985; Dunn-Coleman, 1984; Finchman
y Kirnnaird, 19884; Buxton y Radford, 1983; Schechtman y
Yanofsky, 1983; Kinnaird et al., 1982; Keesey y DeMose,
1982; Munger et al., 1985, y German y Lerch, 1985).

Esta tendencia es similar a la descripta para los genes
clonados de Saccharomvceg cerevigiae, organismo en el cual
la carencia de intrones en los genes nucleares es mas gene-
ralizada ain. Se ha descripto también que los intrones de §.
cerevigiase suelen agruparse en el extremo 5° de los genes,
lo cual ha sido interpretado como una consecuencia de trans-
cripcidn reversa de mRNAs maduros, seguida por recombinacién
homéloga con el DNA nuclear, sobre la base de la existencia
de actividad de transcriptasa reversa en los nucleos y de la
ocurrencia de una muy alta frecuencia de recombinacién
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hombéloga (Fink, 1987). Algo semejante ocurre con la
localizacién de los intrones en los genes de N. crassa, aun-
que menos pronunciadamente que en la levadura. Por el con-
trario, las secuencias consenso 5 -dadora y 3 -aceptora de
splicing de N, cragsa son méas parecidas a las de eucariontes
superiores que a las de S, cerevisiae (Orbach et al., 1986).
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3.4.- J 155

Las caracteristicas de H¢_gxasaa descriptas en las sec-
ciones precedentes permiten suponer que esta especie puede
resultar también util para realizar estudios sobre la
biologia molecular de la respuesta al stress en organismos
eucariéticos.

Una caracteristica bésica de 1la materia viva es su
capaclidad de responder en forma adaptativa a los cambios am-
bientales. En consecuencia, 1los seres vivos poseen
mecanismos regulatorios de adaptacién al stress, es decir a
condiciones extremas que dificultan el funcionamiento de 1los
Procesos celulares m&s esenciales. Muchos de estos
mecanismos involucran 1la puesta en marcha de programas
genéticos complejos, consistentes en la activacidn trans-
cripcional de clertos genes de stress que permiten a las
células reparar los dafios sufridos y tolerar mejor
determinadoe ambientes desfavorables. Cuando el 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 daflos en el DNA, in-
hibicién de 1la sintesis de proteinas, privacién de
nutrientes, shock térmico, etc.

Entre +todos 1los stress, el producido por un shock
térmico ha s8ido el mas ampliamente estudiado, sobre todo
como un modelo para investigar los mecanismos que regulan la
expresidén de 1los genes. Respuestas similares se han

reportado en una enorme variedad de especies de rodes los
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reinos de seres vivos. Cuando la temperatura se eleva
aproximadamente unos 5 a 15°C por encima del optimo para un
organismo (Lindquist, 1980; Kothary y Candido, 1982; Francis
y Lin, 1980; Giudice et al., 1980; Lindquist et a&al., 1982;
Key et al., 1981; Borbely et al., 1985; Yamamori et al.,
1978, vy Daniels et al., 1984), los mRNAs inducibles por
shock térmico se comienzan a producir en unos pocos minutos
vy 8on inmediatamente traducidos con muy alta eficiencia. Al
mnismo tiempo se reprime tanto la transcripcidén de los genes
previamente activos como 1la traduccién de 1los mRNAs

preexistentes.

Las hsp (heat shock protéins) continuan siendo los pro-
ductos mayoritarios mientras se mantenga la alta temperatura
pero, cuando ésta vuelve a ser normal, se restaura gradual-
nente el patrén normal de sintesis (DiDomenico et al.,
1982). Por el contrario, la sintesis de las hsp puede
resultar +transitoria cuando la temperatura se mantiene por
encima de la 6ptima para el organismo pero por debajo de la
que 1induce una respuesta méaxima al shock térmico (Yamamori
et al., 1978, y Gedamu et &l., 1983). Se demostré que los
distintos tejidos responden al shock térmico de modo similar
(Tiesiéres et al., 1974, y White y Currie, 1982). En cambio,
los embriones muy jévenes de mamiferos, insectos y plantas
suelen ser incapaces de sintetizar la mayor parte de las Ahsp
a temperaturas tanto altas como normales (Roccheri et al.,
1981 y Bienz, 1984), aunque al mismo tiempo producen otras
hsp en forma constitutiva (Zimmerman et al., 1983).

Las dos hsp mas conservadas a nivel de secuencia

nucleotidica .y aminoacidica son la hsp70 y la hsp83. La

hsp70 humana es idéntica en un 50 % a la de E._coli (Hunt vy
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Morimoto, 1985). La hsp70 de E. coli (dnaK) es una ATFPasa
que resulta esencial para la replicacién del fago X (Sun-
shine et al., 1977) y para la viabilidad de la bacteria (La
proteina es abundante en bacterias no infectadas, ain &
temperaturas normales; Saito y Uchida, 1977).

En eucariontes las hsp70 pertenecen a una familia mul-
tigénica (Wadsworth, 1982; Ingolia et al., 1982, y Subjeck
et al., 1985). Aunque algunas de estas proteinas no son in-
ducibles por calor, todas pueden unir ATP y algunas lo
hidrolizan, en condiciones adecuadas (Welch y Feramisco,
1985). Se ha propuesto que las hsp70 se unirian a regiones
hidrofébicas expuestas en  las proteinas celulares que
resultan parcialmente desnaturalizadas por el shock térmico,
induciendo a continuacién en ellas cambios conformacionales
que favorecerian su renaturalizacién, utilizando para ello
la energia del ATP (Pelham, 1886). Esta actividad de la
hsp70 le permitiria ademés 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 como en las que

s8e encuentran a temperatura normal.

La segunda hAhsp més conservada es la llamada hsp83 en
Drosophila y levadura, y hsp90 en vertebrados. Se sintetiza
a un nivel basal bastante alto en la mayoria de las especies
(Morange et al., 1984). Se ha demostrado que es capaz de
asoclarse transitoriamente con proteina-quinasas de tircsina
en tréansito hacla la membrana citoplasmatica y con recep-
tores de hormonas esteroides, cuando no estéan ocupados por
la hormona (Courteidge y Bishop, 1982, y Catelli et al.,
1986). Este comportamiento permite suponer que la funcion de

Respuesta al shock térmico y a otros stress-18



Introduccioén

la hsp90 podria consistir en mantener en solucioén proteinas
con regiones muy hidrofébicas. Todos los organismos producen
ademéds una o més hsp de bajo peso molecular. Las células de
mamiferos producen también una hspl00 y una hspll10.

Lose mRNAs de las hsp se inducen entre 10 y 1000 veces
durante el shock térmico. Todos los genes eucaridéticos de
shock térmico analizados tienen secuencias similares en sus
regiones 5 -flanqueantes, que son suficlientes para promover
una transcripcién 1inducible por calor, aun en sistemas
heteré6logos (Pelham °‘y Bienz, 1982). Se ha caracterizado un
factor activador de 1la transcripcién que 8e une a este
elemento consensoc de los genes»de shock térmico (Wu, 1985).

La respuesta al shock térmico est& también regulada &
nivel +traduccional. En muchos organismoe eucariéticos, los
mRNAs normales desaparecen de 1los polisomas unos pocos
minutos después del aumento de temperatura, mientrae comien-
za la traduccién de los de shock térmico (Lindquist McKenzie
et al., 1975, y Roccheri et al., 1981). Un factor débilmente
unido a 1los ribosomas parece ser el responsable de la dis-
criminacién entre los mRNAs normales y los de shock térmico
(Scott y Pardue, 1981). Estos Gltimos tienen sefiales en sus
regiones 5°-no codificantes que serian reconocidas por los
ribosomas modificados (McGarry y Lindquist, 1985).

Las hsp s8on 1nducibles por una variedad de
tratamientos. El etanol, el arsenito de sodio, los metales
pesados, la anaerobiosis, los reactivos con grupos
sulfhidrilos, los 1ionéforos de calcio, 1las hormonas
esteroides, los agentes quelantes, la piridoxina, el azul de
metileno, la glucosamina, la deoxiglucosa, algunos virus. la
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sintesis de algunas proteinas mutantes, la incorporacién de
analogos de aminoacidos a las proteinas normales, la micro-
inyeccién de proteinas desnaturalizadas y la transformacién
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 al., 1986).

El efecto mé&s notorio de la respuesta es la induccién
de tolerancia al calor. Cuando una variedad de organismos,
desde Dbacterias hasta plantas o mamiferos, o de células en
cultivo son incub&dos a una temperatura moderadamente
elevada, capaz de inducir las hsp, y luego se 1los expone a
una temperatura més alta, .se observa un numero de super-
vivientes aproximadamente 100 veces mayor que cuando in-
dividuos de la misma especle son expuestos a la temperatura
extrema sin ningin tratamiento previo (Subjeck et a&l., 1982;
Mitchell et al., 1979, y Tobe et al., 1984).

Varios hechos 1indican que las hsp serian responsables
de la termotolerancia: 1) ésta puede ser inducida por 1los
otros inductores de las hs8p, 2) el shock térmico induce
tolerancia a los otros inductores de las hsp (Velézquez y
Lindquist, 1984), 3) su aparicién y desaparicidén se correla-
ciona perfectamente con 1la acumulacién y la degradaciédn,
respectivamente, de las hsp, 4) los mutantes que poseen
termotolerancia constitutiva eintetizan algunas hsp a
temperaturas normales (Iida y Yahara, 1984) y 5) la ad-
quisicién 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 especles 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 més transitoria,
ain cuando el hongo sea mantenido a alta temperatura en g,
cerevisie, N. crassa y Achlva ambigexualis (McAlister et
al., 1979; Silver et al., 1983, y Plesofsky-Vig y Brambl,
1985). Ademé&s de las hsp principales altamente conservadas
(hsp70 y hsp83), 8e ha encontrado en dichos hongos una
hsp96-99, que también estaria presente en las plantas
verdes, Yy en N, crassa se ha descripto una hspl05 (Kapoor,
1983) y tres hsp de bajo peso molecular que se acumularian
en mitocondrias (Plesofsky-Vig y Brambl, 1985).

Las macroconidias de N, cragga contienen a temperaturas
normales mRNAs de las hsp de alto peso molecular que son
traducidos 86lo 81 la temperatura se eleva, mientras que el
micelio vegetativo regularia 1la sintesis de 1las hsp
solamente a nivel transcripcional (Plesofsky-Vig y Brambl,
1985). Por -electroforesis bidimensional, 1la hsp70 de N.
cragga s8e 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

perd6xido de hidrégeno (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 pequefia Qque se encuentra
en una amplia variedad de células eucaridéticas se sintetiza
como poliubiquitina, compuesta por varias unidades de ubi-
quitina repetidas en una disposicién cabeza-cola. La ubi-
quitina madura se produce por procesamiento proteclitico de
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este precursor (Ozkaynak et al., 1987) y bpuede a con-
tinuacién unirse covalentemente a otras proteinas in vivo,
desencadenando su degradacién por un sistema independiente
de 1los 1lisosomas (Hershko et al., 1984). Esta unién a
proteinas es catalizada por un sistema multienzimatico, cuya
deficiencia en células mutantes provoca la induccién de las
hsp a temperaturas normales, sugiriendo que tendrian fun-
clones y mecanismos de regulacién muy relacionados la
degradacién intracelular de proteinas mediada por la ubi-
quitina, vy la renaturalizacién y desagregacién de proteinas
parcialmente desnaturalizadas mediada por otras hsp
(Cliechanover et al., 1984).

Se ha propuesto que la inducciédn de las hsp en realidad
se produciria 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-
corporacién de andlogos de amino&cidos a las proteinas y a
la privacién de nutrientes (Finley et al., 1987).

Otro stress que ha sido bastante estudiado a nivel
molecular es el provocado por privacién de glucosa. En
células de mamiferos, existen dos proteinas cuya sintesis es
inducida por privacién de glucosa pero no por stress
térmico, las grp (glucose-regulated proteins). La grp 78
pertenece a la familia de las hsp70 (Munro y Pelham, 1986) y
la grp94 es homéloga a la hsp90 de mamiferos y a la hsp8Jd de
Drosophila (Sorger y Pelham, 1987). Ambas serian proteinas
solubles del 1lumen del reticulo endoplasmatico. Como la
privacién de glucosa 1inhibe 1la glicosilacidén ligada =
asparagina, dando lugar a la acumulacidn de agregados in-
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solubles de proteinas subglicosiladas, se ha propuesto que
las grp ejercerian en el lumen del reticulo endoplasmatico
las mismas funciones que, como se comenté) serian realizadas
en el citoplasma y en el nucleoplasma por la hsp70 y la
hsp90 (Pelham, 18986).

Las células procariéticas y eucaridéticas responden a la
inhibicién de la replicacién o a dafioe en el DNA produciendo
clertas proteinas capaces de reducir la letalidad causada
por dicho stress. En E. ¢oll, se han caracterizado tres
sistemas inducibles:  la respuesta S0S, 1la respuesta a
agentes alquilantes (Samson y Cairns, 1977) y la respuesta
al dafio oxidativo (Demple y Halbrook, 1983). La respuesta
SOS provoca un aumento de la reparacién y la recombinaciodn,
una mayor frecuencla de mutacién, la activacién de ciertos
profagos, la s8intesis de colicina y ciertos cambios mor-
folégicos caracteristicos, como resultado de la inducciédn de
una veintena de genes regulados por los productos de los
genes recA y lexA (Walker, 1984).

En muchos organismos eucariéticos se encontraron
respuestae inducibles andlogas. Por ejemplo, cuando las
hifas de N, crassa son expuestas a dosis subletales de luz
ultravioleta, rayos X o &cido nitroso, y luego se las pone
en contacto con otras hifas que fueron en cambio tratadas
con una dosis 1letal de los mismos agentes, en el micelio
heterocariético resultante 8e observa un significativo
aumento de la supervivencia entre los nicleos mas densamente
irradiados (Stadler y Moyer, 1981). Se ha demostrado también
la existencia de actividades inducibles del egistema de
reparacién por escisién en N, crassa (Baker, 1983). En S.
cerevisiae, un componente del sistema de reparacion de
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dimeros de pirimidina es 1inducible por luz ultravioleta
(Siede et al., 1983) y un mecanismo de reparacién por recom-

binacién intragénica parece ser inducible por rayos X (Fabre
y Roman, 1977).

La reparacién de roturas en la doble cadena del DNA
también seria una funcién inducible en Ustilago maydis y S.
cerevisiae, ya que esta reparacién se inhibe completamente
81 se provoca un blogqueo de la sintesis de proteinas in-
mediatamente después de aplicar una dosis de radiacién ¥
(Leaper et al., 1980, y Brunborg et al., 1980). Se han
clonado seis genes DIN (damage inducible) de 9. cerevisiae
cuya expresién aumenta entre uno y dos 6rdenes de magnitud
cuando las células son irradiadas brevemente con 1luz
ultravioleta o son incubados en presencia de bajas dosis de
mutédgenos quimicos (Ruby y Szostak, 1985).
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3.5.~- EFECTOS DE LA CICLOHEXIMIDA

La cicloheximida (einénimos: actidiona, naramicina A)
es una glutarimida producida por Streptomvces griseus y
otras especies del género Streptomyces. Se trata de la
B-[{2-(3,5-dimetil-2-oxociclohexil)-2-hidroxietil]-glutarimi-
da (Kornfeld et al., 1949). La cicloheximida inhibe 1la
sintesis de proteinas en células eucaribéticas (Kerridge,
1958) y sistemas libres de células (Bennet et al., 1965) por
unién a la subunidad 60S de los ribosomas (Vazquez, 1979),
impidiendo el desplazamiento de 1loe ribosomas sobre los
polisomas preformados. No tiehe efecto sobre la sintesis de
proteinas en bacterias ni en mitocondrias (esto Gltimo ha
sido descripto especificamente para N, crasga en Sebald et
al., 1969).

Han sido reportadas mutaciones que alteran la
sensibilidad de 1los ribosomas a la cicloheximida en varios
eucariontes (Sutton et al., 1978; los mutantes actl y act?
de N. crasga resistentes a cicloheximida fueron descriptos
en Hsu, 1963). La alteracién del gen estructural de una
proteina ribosomal (L29) es responsable de la resistencia a
cicloheximida en mutantes c¢yh2 de S, cerevisiae (Fried y
Warner, 1982). Por otra parte, algunas levaduras como
Kluyveromyvces fragilis (wild type) s8on resistentes a
cicloheximida y sus ribosomas han resultado insensibles a
este antibiético in vitro (Adouette-Panvier y Davies, 1984).

Si bien 1la cicloheximida no modifica la actividad de

las RNA polimerasas, se ha descripto un aumento inespecifico
y transitorio de aproximadamente 2 veces en la transcripcion
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in vivo de mRNAs y 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 maduracié4n de los rRNAs
(una descripcién de este efecto para N, crassa se encuentra
en Russell y Hall, 1978) debido a la necesidad de traduccién
continua de ciertas proteinas para su transcripcién y
procesamiento (Lampert y Feigeleson, 1974).

Se ha descripto también que la proporcién de algunos
mRNAs puede aumentar més de 2 veces (hasta 6 veces) cuando
se inhibe de este modo 1la BinQesis de proteinas, lo cual fue
atribuido a un aumento de la vida media de estos mRNAs (ver
por ejemplo Ernest et al., 1878; Hofer y Sekeris, 1978;
Nishioka y Silverstein, 1978; Shegal et al., 1978; Breindl y
Gallwitz, 1974, y Kelly et al., 1987).

Una incubacién con una dosis adecuadamente baja de un
inhibidor de la maquinaria de sintesis de proteinas como la
cicloheximida provoca una caida parcial de dicha actividad
en las células tratadas de esta manera. Como se describid en
la seccién anterior, el shock térmico y todos los demés
tratamientos que causan la induccién de las hsp, incluyendo
los que 1implican wuna disminucién de 1la sintesis de
proteinas, como por eJjemplo el agregado de analogos de
aminoacidos, producen un mismo dafio que es la acumulacion de
proteinas anormales en el interior de las células.

Por el contrario, una inhibicién parcial de la ac-
tividad biosintética de 1los ribosomas no daria lugar a la
aparicién de proteinas anormales sino a un efecto diferente,

consistente en que la velocidad de sintesis ge vuelve brus-
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camente inferior a 1la gque se requeria en el estado
metabdlico preexistente. Este tipo de stress ha sido en ge-
neral poco estudiado, pero existen algunas evidencias de
que, frente a una inhibicién parcial de la sintesis de
proteinas, s8e produciria una respuesta adaptativa tendiente
a contrarrestar sus efectos negativos.

Cuando s8e administran concentraciones no letales de
cicloheximida a ratas, después que se restaura la sintesis
de proteinas hay una actividad traduccional incrementada
(Ch"Ih et al., 1977) y una recuperacién més rapida tras un
shock térmico (Goldstein y Penman, 1973).

Han sido descriptos varios efectos producidos por bajas
dosis de cicloheximida en N, cragga (wild type). Cuando se
mide el peso seco del micelio tras la inoculacién con coni-
dias de medio de cultivo suplementado con cicloheximida
0,4 uM, B8e observa una disminucién significativa en la
velocidad de crecimiento. Esta inhibicién llega a un 80 %
con una concentracién 2 pM del antibibdbtico (la empleada ge-
neralmente en loe estudioe 1llevados a cabo en nuestro
laboratorio) y a un 100 % con una concentracién 14 uM (Hsu,
1963). Se ha descripto también que los extremos de las hifas
se hinchan y ramifican anormalmente después de una ex-
posicién a cicloheximida 2-3 uM, y que la regeneracién de
células perforadas con una aguja capilar es completamente
inhibida en presencia de cicloheximida 3,5 uM (Wilson y
Bates, 1969).

Estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron

que, aunque la presencia de cicloheximida 2 puM en cultivos
de N, crassa de fase estacionaria produce una inhibicién de
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la sintesis de proteinas de un 90 % en la primera hora de
incubacidén, luego ocurre una recuperacidén gradual hasta que,
tras 6 hs de tratamiento con el antibiético, se alcanza
aproximadamente un 30 a 50 % de la actividad inicial. Se
demostré ademé&s que, cuando se agrega cicloheximida hasta
una concentracién 10 uM a un cultivo estacionario
previamente tratado durante 6 hs con cicloheximida 2 uM, se
induce una tolerancia al inhibidor. En este caso, la
seintesis de proteinas resulta alrededor de 2 veces mayor que
la de un cultivo incubado solamente con cicloheximida 10 uM
(Grotewold et al., 1987a).

En la 1levadura Candida maltosa, fue descripto que en
presencia de cicloheximida se produce una inhibicién inicial
casi completa del crecimiento, pero luego ocurre una
recuperacién que permite a las células dividirse a la misma
velocidad que en un medio sin el antibiético. Los ribosomas
de estas células adaptadas a la cicloheximida resultaron in-
sensibles a dicha droga cuando se los empleé6 para traducir
In vitro mRNAs heterdlogos, pero dicha modificacién
desaparecié cuando 1las células tolerantes fueron incubadas
durante unas horas en un medio sin el antibidético (Takagil et
al., 1985).

Un aspecto interesante del efecto de las bajas dosis de
cicloheximida en N, crasga es su capacidad de inducir ac-
tividades enzimdticas relacionadas con el metabolismo
degradativo y la diferencliacién sexual, una respuesta gene-
ral de muchos hongos en condiciones ambientales des-
favorables. Una de las enzimas de N. crassa que han sido
estudiadas en este sentido es la tirosinasa, cuya induccién
durante la maduracién de los peritecios y las ascosporas
determina su melanizacién caracteristica (Hirsch, 1954).
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Esta enzima es 1indetectable en cultivos que se en-
cuentran creciendo en medio minimo pero su actividad aumenta
conslderablemente cuando el micelio es completa o parcial-
mente esometido a ayuno de nutrientes (Horowitz y Shen, 1952
y Horowitz et al., 1961) o después de la adicién de macro-
conidias del +tipo de cruzamiento opuesto (Cruz y Terenzi,
1981), y s8e ha descripto que no se puede inducir la
tirosinasa por ayuno en ciertos mutantes que presentan
esterilidad femenina (Horowitz et al., 1960).

La diferenciacién de los peritecios depende también del
estado nutricional y se inhibe en medlos ricos en nitrégeno
(Westergaard y Mitchell, 1947). La actividad de tirosinasa
se 1induce ademds por agregado de dosis subletales de una
variedad de sustancias téxicas que 1inhiben la sintesis de
proteinas, como anélogos de aminoadcidos (Horowitz et al.,
1970a) y antibiéticos (Horowitz et al., 1970b). Entre todas
estas sustancias, 1la cicloheximida (2 uM) resultd ser el
mejor inductor de 1la tirosinasa. Posteriormente se ha
demostrado que la induccién se debe a sintesis de novo de la
enzima (Katan et al., 1975).

La L-aminocdcido oxidasa es una enzima del catabolismo
de los aminoécidos cuya sintesis se induce cuando un cultivo
de N, cragsa 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 demostré que la induccidén de la L-aminoacido
oxidasa era simulténea con la de la tirosinasa y que ambas
enzimas resultaban ininducibles por ayuno en algunas cepas
mutantes con esterilidad femenina, aungue luego se describié
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qQque la L-aminoacido oxidasa también puede ser inducida por
agregado de aminoacidos, en ausencia de otra fuente de
nitrégeno (Prade y Terenzi, 1985).

En N. crassa se ha descripto 1la existencla de una
proteina, ausente en el micelio vegetativo, cuya con-
centracién en los peritecios aumenta drasticamente tras la
fertilizacién hasta llegar a ser una fraccién importante de
la proteina total (Nasrallah y Srb, 1973). Se han encontrado
proteinas homélogas a ésta, asociadas fambién con la mor-
fogénesis sexual, en otras especies del género Neurospora y
en especlies de otros géneros de Agcomycetegs (Gelasinospora,
Sordaria; Nasrallah y Srb, 1977).

Por otra parte, se ha descripto que la diferenciacién
del micelio aéreo y la conidiacién serian estimuladas por la
falta de nutrientes y la desecacién (Nelson et al., 1975) y
que estos cambios morfogenéticos son acompafiados por la in-
duccién de unos 12 polipéptidos (Berlin y Yanofsky, 1985a) y
unos 11 transcriptos (Berlin y Yanofsky, 1985b), especificos
de hifas aéreas y conidias. Existe una descripcién de
resultados muy similares en Aspergillusg nidulans (Timber-
lake, 1980, y Zimmerman et al., 1980).

La lacasa, otra enzima que, como la tirosinasa, posee
actividad de fenol oxidasa, es inducible también por bajas
concentraciones de cicloheximida (Froehner y Eriksson,
1974). La NAD+ quinasa de N, crasea, una enzima clave en la
coordinacién de los procesos catabbélicos y anabdlicos, es
inducible por shock hipoténico, etanol y cicloheximida
(Afanasieva et al., 1984). Existen por ultimo varias enzimas
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degradativas de N. crassa 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
la existencia en N. cragssa de un mecanismo o de una serie de
mecanismos relacionados que regularian la adaptacién a un
stress causado por una inhibicién incompleta de la sintesis
de proteinas o por la falta de ciertos nutrientes,
produciendo como respuestas la induccién de la expresidédn de
clertos genes, la sintesis de nuevos polipéptidos, in-
cluyendo enzimas degradativas y proteinas marcadoras de
diferenciaciébn, y el desarrollo de estructuras espe-
cializadase para 1la reproduccidén sexual (protoperitecios) o
asexual (conidiéforos), tras la aparicién de un fendémeno de
tolerancia y la recuperacién parcial de la actividad traduc-
cional.
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3.6.- QOBJETIVOD DE ESTA TESIS

Como 8e describié en otras secciones de esta Introduc-
cién, existen evidencias de que las bajas concentraciones de
cicloheximida provocarian, al menos en aquellos organismos
donde este s8tress ha s8ido estudiado, el mismo tipo de
respuesta adaptativa que otros tratamientos capaces de dis-
minuir la actividad de los ribosomas.

Se decidié estudiar dicho fendémeno en N, crasga porque
una variedad de proteinas relacionadas con el metabolismo
degradativo y la diferenciacién sexual son inducibles por
bajas dosis de cicloheximida o ayuno, y porque, como
eucarionte inferior, es un modelo interesante para realizar
estudios de biologia molecular.

Se utilizaron para ello condiciones definidas de
crecimiento (cultivos crecidos en medio minimo liquido con
aereacién intensa). Para producir una inhibicién incompleta
de la sintesis de proteinas, 8e decidié utilizar
cicloheximida a una concentracién que provoca una maxima in-
duccién de las enzimas marcadoras del establecimiento de

este stress.

El objetivo principal de esta Tesis es el estudio de la
expresién genética en N. crassa durante la respuesta a una
inhibicién parcial de la sintesis de proteinas causada por
bajas concentraciones de cicloheximida. Para ello se
clonaron y caracterizaron loes genes de N, cragsa cuya trans-
cripcién es inducida por este tratamiento, analizando la ex-
presién de sus mRNAs y proteinasg, probablemente involucrados
en la respuesta a este stress.
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4.1.- REACTIVOS

cicloheximida Sigma
dextran sulfato ......... Sigma
ficoll ............... Sigma
oligo dTi12-18 .................. Sigma
oligo dT-celulosa .......... Sigma
polietilenglicol ........... Sigma
polivinil pirrolidona ...... Sigma
proteinasa K ............... Sigma
seroalbumina bovina ........ ... . . . i i i, Sigma
marcadores de bajo peso molecular Pharmacia
Sepharose CL-4B ............... Pharmacia
agar ..... ettt et Difco
casaminoécidos ................ Difco
extracto de levadura .......... Difco
triptona ..... ... i i et it e Difco
BEAYOBA 4o ot evvstsosncacnsonos Bethesda Res.Labs.
poly A sintético ......... i i e e Miles
NZ-amina ...................... Humko Sheffield
pPelicula XO-mat ...........c.0iit i, Kodak
compuestos radioactivos .......... New England Nuclear
Gene Screen ..........¢ 000 New England Nuclear
filtros de nitrocelulosa (BA8S) Schleicher & Schiill

La formamida y el formaldehido se deionizaron con una
resina mixta (MB3-Amberlite, Bio Rad) y se guardaron con-
gelados a -20°C. El1 fenol se purificé por destilacién frac-
clonada, se neutralizé con 1 volumen de buffer Tris-HC1l 1 M

pH 8,0; 1 volumen de buffer Tris-HC1 0,1 M pH 8.0 y un
volumen de 2-mercaptoetanol 0,2 %, y se guarddé a -20°C.
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4.2.- USO DE ENZJIMAS

Las enzimas de restriccién, la transcriptasa reversa
del virus de la amieloblastosis aviar, la DNA polimerasa I
de E. c¢oli, 1la RNasa A de péncreas bovino, la DNasa I de
pancreas bovino y la DNA ligasa del fago T4, se obtuvieron
de diversas fuentes comerciales. La fosfatasa alcalina se
purificé en nuestro laboratorio a partir de epitelio in-
testinal de ternero.

Las enzimas de restriccié4n se emplearon en las con-
diciones recomendadas por los fabricantes:

buffer 1: Acc I, Cla I, Dra I, Msp I.
buffer 2: Ava I, Bst I, Hin dIII, Hin fI, Pst I, Sst I,
Stu I, Tag I, Xho I, Xba I.

buffer 3: Bam HI, Bzl II, Eco RI, Sal I.
buffer 4: Hin cII, Hpa I, Epn I, Sau 3AI.
buffer 5: Pvu II.
buffer 6: Hpa II.
buffer 7: Sau 961.
Compogicidn:
buffer Tris-HC1 pH MgCl2 NaCl KCl seroalbumina
(mM) (mM) (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 DNA ligasa se utilizé en buffer Tris-HCl 66 mM,
pH 7,6; MgClz 6,6 mM, ATP 2 mM, espermidina 1 mMy
seroalbimina bovina 0,1 mg/ml. La fosfatasa intestinal de
ternero en buffer Tris-HC1l 50 mM pH 9,0; MgClz 1 mM, acetato
de cinc 0,1 mM y 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 reaccién para realizar una posterior incubacién
con una enzima diferente, se desproteinizé la muestra por
extraccién con fenol-cloroformo-alcohol isocamilico 25:24:1
(PCA) y cloroformo alcohol isocamilico 24:1 (CA), se
precipité el 4&cido nucleico de la fase acuosa con 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 2 volimenes de
etanol durante 15 min a -70°C, 8e centrifugé y el
precipitado 8e volvié a disolver en el buffer adecuado para
la s8lguiente enzima. Alternativamente, se precipité direc-
tamente el DNA de la mezcla de reaccién de la primera enzima
por agregado de ¥ volumen de acetato de amonio 7,5 My 2
voluimenes de isopropanol durante 10 min a temperatura am-
biente, 8e centrifugd y se redisolvié el precipitado en el
buffer adecuado.
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4.3.- CEPAS Y CONDICONES DE CULTIVO

Se utilizé Neurogpora crasga wild type, cepa St.
Lawrence 74 A. Los cultivos se realizaron inoculando macro-
conidias (105/ml) en medio minimo N de Vogel (Vogel, 1956)
de % concentracién salina con sacarosa 0,5 %, a 28°C con
agitacién intensa durante 60 hs. Para producir la “induc-
cién” de 1los micelios, 8e agregé a continuacién
cicloheximida s6lida hasta una concentracién final de 2 uM y
se prosiguié con el cultivo durante 6; 24; 48 6 72 hs més.
Los micelios 8e cosecharon por filtracién, se lavaron con
agua destilada fria y se guardaron a -70°C.

Para plaquear y amplificar fagos A recombinantes, se
emple6 la cepa de E, coli K802 (Wood, 1966). Estas bacterias
se cultivaron en medio NZICYM, toda 1la noche a 37°C con
agitacién 1intensa. El1 medio contiene (por litro): 10 g de
NZ-amina (hidrolizado de caseina tipo A), 5 g de NaCl, 5 g
de extracto de 1levadura, 1 g de casamino&cidos y 2 g de
MgS04.7H20, ajustado a pH 7,5 con NaOH 10 N. E1 plaqueo
sobre medio s6lido se realizé en cajas de Petri conteniendo
NZCYM complementado con agar 1,5 %. Para cajas de 9 cm de
didametro, se mezclaron 0,1 ml del cultivo de K802 con 1la
cantidad adecuada de fagos, contenida en 0,1 ml de buffer SM
(buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 0,1 M, MgSOs4 10 mM y
gelatina 0,01 %). Luego de 30 min a 37°C sin agitacién, se
agregé 3 ml de NZCYM suplementado con agarosa 0,6 %, fundido
y enfriado hasta 55°C, ge vertié sobre el medio sélido, se
dej6é gelificar, y se incubé toda la noche a 37°C. Para cajas
de 15 c¢m de diametro, se siguid el mismo procedimiento con
volimenes 3 veces mayores. La amplificacién de los clones
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recombinantes seleccionados e realizé en medio NICYM
liquido (Maniatis et al., 1978). Se comenzé por centrifugar
2 x 109 células de K802, se las resuspendidé en 0,6 ml de
buffer SM y se las mezclé con 107 pfu del fago, provenientes
de la resuspensién en buffer SM de un cultivo en medio
861ido convenientemente titulado. Tras 30 min a 37°C sin
agitacién, s8e 1inoculé la mezcla de bacterias y fagos en
100 ml de medio NZCYM y se incubd durante 12 hs a 37°C con
agitacién intensa. Se agregd 2 ml de cloroformo al cultivo
lisado resultante, se incubé 30 min més a 37°C con agitacién
y Be guardé a 4°C. Los titulos de fago obtenidos de esta
manera son de alrededor de 1012 pfu (1019 pfu/ml).

Para el trabajo con plasmidos, se emple6 la cepa de E.
coll MC1061 (Baeck et al., 1983). Esta bacteria se cultivo
en medio LB, que contiene (por litro): 10 g de triptona, 5 g
de extracto de 1levadura y 10 g de NaCl, ajustado a pH 7,5
con NaOH 10 N. Para preparar células competentes para trans-
formacién con plésmidos (Mandel y Higa, 1970), 100 ml de
medio LB fueron inoculados con MC1061 y se incubdé a 37°C con
agitacién hasta que la absorbancia del cultivo a 600 nm fue
0,4. Todas las etapas siguientes se realizaron sobre hielo,
excepto cuando se indique otra cosa. A continuacién, las
bacterias se cosecharon por centrifugacién a 4°C, se
resuspendieron en 10 ml de CaClz 30 mM y se dejaron Z0 min
en esta s8olucidén. Luego se volvieron a centrifugar v se
resuspendieron en 2 ml de CaClz 100 mM y glicerol 15 %.
Finalmente, la suspensién se dividié en fracciones de 0,1 ml
que se congelaron en N2z liquido y se guardaron a -70°C. Las
transformaciones se realizaron mezclando 30 pl de estas bac-
terias con 10 pl de DNA plasmidico. Tras 30 min en hielo, se
incubé 1la mezcla 2 min a 42°C, se dejé 2 min mas en hielo,
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se agregbd 200 ul de medio LB y se dejdé 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 ¥ y ampicilina 100 pg/ml, y se in-
cubaron toda la noche a 37°C. Se obtiene asi una eficiencia
mayor que 108 transformantes por pg de plasmido.

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

4.4.- ACTIVIDAD DE TIROSINASA

La respuesta a 1la cicloheximida fue verificada por
determinacién de 1la actividad de tirosinasa en homogenatos
dializados de pequefias alicuotas de 1los cultivos. Los
micelios se molieron con N2z 1liquido en un mortero y se
homogeneizaron en un Dounce con un volumen minimo de buffer
fosfato de 8odio 10 mM pH 7,2; a 0°C. Después de una
centrifugacién de 10 min a 4000xg y 4°C, el sobrenadante se
dializé contra buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7,2 y se
determiné la actividad de tirosinasa en alicuotas de 100 ul
por agregado de 900 pl de DOPA 20 mM en buffer fosfato de
sodio 0,1 M pH 7,2. La conversién de DOPA a dopacromo se
s8iguié 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 medicién de la absorbancia a 280 nm.

39



Materiales y Métodos

4.5.- PURIFICACION DE DNA DE N, crassa

El1 DNA total de N. cragsa se preparé por una modifica-
cién del método de Blin y Stafford (Blin y Stafford, 1976).
El micelio se molié en un mortero bajo N2 1liquido. El polvo
congelado resultante s8e volecé sobre una solucién de EDTA
0,5 M pH 8,0; Sarcosyl 0,5 ¥ y proteinasa K 100 pg/ml, y se
dejé toda 1la noche con agitacién suave a 37°C. Se usaron
10 ml de esta solucién por gramo de micelio (peso humedo).
El homogenato obtenido se extrajo 3 veces con PCA, separando
cada vez las fases por centrifugacién (10 min a 12.000xg, a
temperatura ambiente). La fase acuosa se dializé luego con-
tra un gran exceso de buffer TE (Tris-HCl1l 10 mM pH 8,0; EDTA
1 mM), con varios cambios de buffer. El acido nucleico se
precipité a continuacién con 1/10 de volumen de acetato de
sodio 3 M pH 5,2 y 2 volimenes de etanol, y se centrifugéd
10 min a 12.000xg, a 4°C. El1 precipitado se disolvié en 1/10
del volumen original de homogenato, en buffer TE.

Para eliminar el RNA de 1la muestra se agregd, por
cada ml de preparacién, 100 pl de RNasa A y, luego de 30 min
a 37°C, 50 unl de acetato de sodio 3 M pH 5,2 vy 1,5 ml de
etanol. Se agité entonces con una varilla delgada de vidrio,
se retiré el DNA enrollado, se resuspendié en un volumen
minimo de buffer TE y se guardé a -20°C hasta su uso. El
rendimiento es de unos 100 upg de DNA por cada gramo de
micelio (peso humedo).
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4.6.- PURIFICACION DE RNA DE N, crassa

La principal dificultad para obtener RNA de N, crassa
intacto consiste en la presencia de nucleasas endégenas que
pueden degradarlo antes que sea separado de las proteinas.
El RNA total se purificé empleando un método de N. H. Giles
(Reinert et al., 1981), con modificaciones. Se empled alta
concentracién de SDS como inhibidor de las RNasa enddégenas y
se desproteinizé con fenol cloroformo en forma simulténea
con la homogeneizacidén del micelio. También se wusé
proteinasa K para eliminar posteriormente cualquier nucleasa
remanente. Para prevenir 1la contaminacién con cualquier
nucleasa de origen externo (tipicamente, provenientes de la
piel del 1investigador), el material de vidrio se horneéd
durante 2 hs a 180°C, el material de plastico y las
soluciones acuosas se autoclavaron y se trabajé con guantes.
Estas precauciones 8e siguieron para todas las

manipulaciones posteriores del RNA.

El micelio, congelado en N2 liquido, se molié en un
mortero y se volcé sobre una mezcla 1:1 de buffer de extrac-
cién (EB, buffer acetato de sodio 0,3 M pH 5,2; EDTA 10 mM y
SDS 4 %) y PCA. Se utilizaron 5 ml de EB por gramo de
micelio (peso himedo). Inmediatamente, se homogeneizdé con un
desintegrador de tejidos Ultra-Turrax durante 2 min a la
maxima velocldad y s8e centrifugé a continuacién durante
10 min a 12.000xg y 4°C. Durante el resto del proceso de
purificacién, se mantuvieron las preparaciones en hielo, ex-
cepto cuando ee indique lo contrario. Se tomé la fase acuosa
(superior) y se lavé la interfase y la fase organica con %
volumen mé&s de EB (respecto al volumen original de EB).
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Luego de homogeneizar y centrifugar como antes, se juntaron
las dos fases acuosas y se volvieron a extraer, primero con
un volumen de PCA y 1luego con un volumen de CA. A con-
tinuacién, a la fase acuosa resultante se agrego 1/20 de
volumen de SDS 10 ¥ y se llevé a 100 pg/ml de proteinasa K.
Luego de incubar durante 1 hora a 37°C, se agregdé nuevamente
1/20 de volumen de SDS 10 ¥ y se extrajo como antes, una vez
con PCA y una con CA. Se agregd entonces 2,5 volimenes de
etanol, s8e dejé 30 min a -70°C y se centrifugd 10 min a
12.000xg y 4°C. Se descarté6 el sobrenadante, dejandolo es-
currir bien, y se resuspendié el precipitado de acidos
nucleicose en TE-Sarc (buffer Tris-HCl1l 10 mM pH 8,0; EDTA
1 mM y Sarcosyl 0,2 ¥, aproximadamente 0,5 ml de buffer por
gramo original de micelio -peso humedo-).

Una vez bien disuelto el precipitado, se agregd 2
volimenes de buffer acetato de sodio 4,5 M pH 5,2 y se dejob
10 min en hielo. En estas condiciones, precipita el RNA de
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 RNA se
disolvié en un volumen pequefio de TE-Sarc y se volvié a
precipitar con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH
5,2 y 2,5 volimenes de etanol, como s8e describié
anteriormente. El precipitado se resuspendié en un volumen
pequefio de agua destilada y se guardé hasta su uso a -70°C.
Se obtuvo aproximadamente 1 mg de RNA por gramo de micelio
(peso himedo).
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4.7.- Q) ) ) - ILO

El poly A RNA (mayoritariamente, mRNA) se purificé por
cromatografia en columnas de oligo dT-celulosa (Aviv y
Leder, 1972). Se wutilizaron columnas de 1 ml de volumen
asentado, que permiten procesar hasta 10 mg de RNA total.
Todas 1las operaciones se realizaron a temperatura ambiente,
excepto cuando se indique lo contrario. La oligo dT-celulosa
se equilibré inicialmente con 5 ml de buffer de sembrado
(BB, buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,6; LiCl 0,5 M, EDTA 1 mM vy
SDS 0,1 %). El1 wuso de LiCl en lugar del habitual NaCl es
conveniente para prevenir la posible precipitacién del SDS.
Mientras tanto, la muestra disuelta en agua a una con-
centracién menor o igual que 2,5 mg/ml, se incubé durante
5 min a 65°C para desestabilizar la estructura secundaria
del RNA, se enfrié rdpidamente en un bafio de hielo-agua. se
mezclé con un volumen de BB de doble concentracion y se sem-
bré en la columna. El percolado se volvié a calentar 5 min a
65°C, se enfridé y se volvibé a cargar en la misma columna. El
segundo percolado asi obtenido se precipité con 2,5
volumenes de etanol durante 30 min a -70°C y se centrifugd
durante 10 min a 12.000xg y 4°C. Se disolvibé el precipitado
en un minimo volumen de agua destilada y se guarddé hasta su
uso a -70°C. éeta fracclén es el RNA que no contiene poly A
(mayoritariamente, rRNA) y corresponde a un 98 % del RNA to-
tal.

A continuacién, la columna se lavé con 10 ml de BB vy
5 ml de buffer Tris-HC1l 20 mM pH 7,6; LiCl 0,1 M, EDTA 1 miN
y SDS 0,1 %. El poly A RNA se eluydé en 2 ml de buffer
Tris-HC1 10 mM pH 7,6; EDTA 1 mM y SDS 0,056 %, se precipito
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con 1/10 de volumen de buffer acetato de sodio 3 M pH 5,2 v
2,5 volimenes de etanol durante 30 min a -70°C vy se
centrifugé 10 min a 12.000xg y 4°C. Se disolvié el
precipitado en un minimo volumen de agua destilada y se
guard®é hasta su uso a -70°C. E1 poly A RNA asi obtenido co-
rresponde a un 2 % del RNA total y contiene ain, como
maximo, un 50 X% de rRNA contaminante. Por lo tanto, esta
cromatografia incrementa la proporcién de mRNA en la muestra
en alrededor de 50 veces, como minimo.

Finalmente, la columna s8e regenerdé con 3 ml de agua
destilada, 3 ml de NaOH 0,1 M y 3 ml de agua destilada, en
ese orden. Si no se volvié a usar inmediatamente, se equi-
1ibré con 10 ml de etanol y se guardé a -20°C.

4.8.- SELECCION DE MENSAJEROS POR HIBRIDACION

El mensajero complementario a las secuencias gendmicas
se purificé, a partir de 10 pg de poly A RNA del micelio
tratado durante 48 hs con cicloheximida por hibridacién con
10 pg de DNA clonado (Parnes et al., 1981). Los plasmidos se
linealizaron con Egco RI para favorecer su posterior des-
naturalizacién. El1 DNA, disuelto en 50 pl de buffer TE, se
calentéd 10 min a 100°C, se enfrié rapidamente en hielo, se
mezclé con 50 pl de NaOH 1 M y se dejdé 20 min a temperatura
ambiente. Luego se puso en hielo y se neutralizoé con 400 upl
de NaCl 1,4 M, citrato de sodio 0,15 M y buffer Tris-HC1
0,1 M pH 8,0 adicionado con HC1l 0,125 M. Mientras tanto, un
filtro de nitrocelulosa se humedecidé en SSC 2 X (el bufier
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SSC 20 X es: NaCl 3M y citrato de sodio 0,3 M pH 7,0) v se
colocd en un aparato Minifold (Schleicher and Schiill). Los
DNAs se sembraron sobre 1la nitrocelulosa y se aplicéd una
succién suave. El1 filtré se secd al aire, se horned durante
2 hs a 80°C y se recortd cada muestra. A continuacidn, se
eliminé el DNA no wunido, calentando cada fragmento de
nitrocelulosa durante 1 min a 100°C en 1 ml de agua
destilada. Tras enfriar réapidamente en hielo, se agitéd
brevemente, se elimindé el agua, se volvié a lavar con otro
mililitro de agua destilada y se dejé secar la nitrocelulosa
sobre un papel de filtro. A continuacién, los fragmentos de
nitrocelulosa se prehibridaron en un soclo tubo con 100 pl de
buffer Pipes-NaOH 20 mM pH 6,5; formamida 50 %, NaCl 0,9 M,
SDS 0,2 ¥ y EDTA 1 mM durante 10 min a temperatura ambiente.
Este buffer s8e reemplazé entonces por 100 pl de buffer de
igual composicién conteniendo ademas 10 pg de poly A RNA
proveniente de un cultivo tratado durante 48 hs con
cicloheximida, y se dejé 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 eluyé el mRNA hibridado a cada filtro
con 300 pl de EDTA 1 mM durante 1 min a 100°C, se congelé en
hielo 8eco, s8e descongelé a 4°C, se retiré el filtro y se
precipité 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 M pH 5,2 v 2,5 volimenes de etanol. Tras centrifugar
20 min a 20.000xg y 4°C, el RNA se disolvidé en 5 upl de agua
v s8e guardé a -70°C. Estos mRNAs seleccionados fueron
empleados en experimentos de traduccidén in _vitro con un
lisado de reticulocitos de conejo.

Seleccién de mRNAs por hibridacidén-4b
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4.9.- PURIFICACION DFE RNA POLISOMAL

Un micelio tratado con cicloheximida durante 48 hs
(4 g, peso humedo) fue molido con un mortero bajo N2 liguido
y homogeneizado con un Dounce en 40 ml de buffer polisomal
(Tris-HC1 30 mM pH 7,6; acetato de potasio 20 mM, MgClz
20 mM, ditiotreitol 2 mM, Nonidet P-40 0,5 % y heparina
1 mg/ml), a 4°C. E1 homogenato se centrifugd 5 min a
20.000xg, a 4°C, y se sembré6 sobre gradientes discontinuos
de sacarosa, consistentes en 2 ml 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 M de sacarosa. Finalmente
se diluyé 1/10 1la preparacién con buffer de extraccidén
(buffer acetato de sodio 0,1 M pH 5,2; EDTA 10 mM y SDS 4 %)
y s8e prosiguié con la purificacién de RNA como ya se des-
cribi6é. Se obtuvieron unos 200 pg de RNA.
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4.10.- PURIFICACION DE PLASMIDOS

Se hicieron minipreparaciones de plésmidos mediante una
modificacién del método de Birnboim y Doly (Birnboim y Doly,
1979). Se cosecharon por centrifugacién § ml de un cultivo
crecido toda 1la noche y se resuspendieron las bacterias en
1 ml de buffer TEG (buffer Tris-HCl 25 mM pH 8,0; 10 mM EDTA
y 50 mM glucosa). Las restantes centrifugaciones se hicieron
en una microcentrifuga Beckman para tubos Eppendorf, a
temperatura ambiente. Las bacterias s8e volvieron a
centrifugar durante 2 min y se resuspendieron en 100 pl de
buffer TEG. ©Se agregd 200 pl de NaOH 0,2 My SDS 1 % y se
dejé6 5 min en hielo. Se agregd luego 150 pl de acetato de
sodio 3 M ©pH 5,2; se deJé6 10 min en hielo y se centrifugd
5 min para sedimentar restos celulares y DNA cromosémico. Se
tomé el sobrenadante y se extrajo con 400 pl de PCA y 400 pl
de CA (se separaron cada vez las fases centrifugando
15 seg). Se precipitd el acido nucleico con 1 ml de etanol
durante 10 min a -70°C y se centrifugd 5 min. E]l precipitado
se resuspendié en 200 pl de agua destilada, se agregaron
20 pl de RNasa A 1 mg/ml y se incubé 30 min a 37°C. E1 DNA
se precipité con 10 pnpl de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y
300 pnl de etanol durante 10 min a temperatura ambiente y se
centrifugé 5 min. El1 precipitado se disolvié en 50 pl de
agua destilada. Se obtuvieron aproximadamente 5 pupg de
plasmido.

Las preparaciones de plasmido en gran escala se

hicieron a partir de 500 ml cultivo por el mismo

procedimiento, aumentando adecuadamente los volumenes
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4.11.- PURIFICACION DE DNA DEL FAGQ A

La purificacién de DNA de fagos recombinantes selec-
cionados se realiz6é a partir de 100 ml de lisado (Yamamoto
et al., 1970). Se agregd al mismo RNasa A y DNasa I hasta
una concentracién de 1 pg/ml de cada una, para eliminar los
acidos nucleicos 1liberados, y se incubdé 30 min a 37°C. Se
llevé el cultivo a una concentracién 1 M con NaCl sélido vy
se dejé 1 hora en hilelo. Se centrifugé luego 10 min a
10.000xg y 4°C, se llevd el sobrenadante a una concentracién
de 10 % con polietilenglicol-8000 sb6lido y se dejdé 1 hora en
hielo. Tras centrifugar como antes, el precipitado se
resuspendié en 10 ml de buffer SM (buffer Tris-HCl1l 50 mM pH
7,6; NaCl 100 mM, MgSO4 10 mM y gelatina 0,01 %) y se ex-
trajo con un volumen de cloroformo para eliminar el
polietilenglicol remanente. A continuacién, los fagos de la
fase acuosa fueron cosechados por ultracentrifugacién
durante 1 hora a 100.000xg y 4°C y resuspendidos en 0,5 ml
de buffer SM. E1 DNA se liberé con 20 pul de EDTA 0,5 M,
1,25 ul de proteinasa K 20 mg/ml y 12,5 pl de SDS 20 %, in-
cubando durante 1 hora a 65°C. Se extrajo con PCA y CA, y la
fase acuosa fue precipitada con 1/10 de volumen de acetato
de s8odio 3 M pH 5,2 y 2 volimenes de etanol. El precipitado
obtenido por centrifugacién se resuspendié en 200 pl de agua
més 20 pl de RNasa A 1 mg/ml y se incubé 30 min a 37°C. Se
agregé 10 pl de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 300 pl de
etanol, y se agité con una varilla delgada de vidrio. E1 DNA
enrollado en la varilla se resuspenddé en un volumen minimo
de buffer TE. Se obtuvieron aproximadamente 100 pg de DNA de
fago.
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4.12.- CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICQOS

El RNA se midié por el método del orcinol usando poly A
sintético como standard (Schneider, 1957). A 0,33 ml de cada
muestra, 8e agregd 0,67 ml de reactivo de orcinol (orcinol
1 %¥ y FeCls.6H20 0,5 %, disueltos en HCl concentrado), se
incubé a continuacién durante 20 min en un bafio de agua hir-
viendo y se midié la absorbancia a 660 nm. Una unidad de ab-
sorbancia representa 25 pg/ml de RNA y la reaccién no es in-
terferida por DNA ni proteinas.

Cuando las muestras contenian una masa pequeila de RNA,
se tomé directamente la absorbancia a 260 nm, asumiendo que
una unidad de absorbancia corresponde a 37 pg/ml de RNA, lo
cual permite recuperar la alicuota medida.

Se midié 1la concentracién de DNA por absorbancia a
260 nn. Una unidad de absorbanclia es aproximadamente
50 pg/ml de DNA. En el caso de muestras chicas, o de inter-
ferencia de RNA o proteina, 8e corrié una breve elec-
troforesis de la muestra en un minigel de agarosa, junto con
cantidades conocidas de un DNA standard, se tifié a con-
tinuacién con EtdBr y se fotografié la fluorescencia a la
luz ultravioleta.;, De la comparacién de la intensidad de la
nuestra con el !standard, es posible estimar esemi-
cuantitativamente la masa de DNA sembrada.
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4.13.- ELECTROFORESIS DE DNA Y TRANSFERENCIA A

Distintas preparaciones de DNA fueron sometidas a elec-
troforesis en geles de agarosa en buffer TAE 1 X (el buffer
TAE 50 X es: buffer Tris-acido acético 2 M pH 8,0 y EDTA
50 mM). Las muestras de DNA se mezclaron con 1/10 de volumen
de BPB (buffer TAE 1 X, glicerol 50 % y azul de bromofenol
0,25 %) v 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 tipico de 5 mm de ancho, se sembraron
como maximo 0,1 pg de DNA para cada banda individual, o
hasta 20 pg de DNA genémico cortado con una enzima de
restriceén. Las corridas fueron a un gradiente de voltaje
menor o igual que 5 V/cm. Al final de la corrida, los geles
se tifieron en EtdBr 0,5 ug/ml durante 10 a 60 min y se
fotografiaron en un transiluminador de 1luz ultravioleta
usando una cémara provista de un filtro rojo, con pelicula
Polaroid 667, usando tiempos de exposicidén de unos pocos
segundos. En estas condiciones se pueden detectar 10 ng de
DNA en una unica banda de 5 mm de ancho (Sharp et al.,
1973).

Para 8u transferencia, el gel se traté durante 30 min
con NaOH 0,2 M y NaCl 0,6 M, y se lavd luego con buffer fos-
fato de sodio 0,025 M pH 6,5 (3 X 500 ml, 20 min cdada vez).
Finalmente, el DNA se transfirié 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 horneé a continuacién durante Z hs a
80°C y se hibridé6.
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Los geles de agarosa con muestras de DNA marcados con
32p, s8e secaron al vacio a 80°C con un aparato secador de
geles y Be usaron para exponer pelicula radiografica.

Para analizar réapidamente cantidades pequefiag de DNA,
se corrieron electroforesis en minigeles de 6 x 6 cm con-
teniendo EtdBr 0,5 pg/ml y buffer TAE 1 X.

Como marcadores de peso molecular se usaron el DNA del
fago A cortado con Hin dIII y el plédsmido pAT153/Pvu I1/8
cortado con Hin £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 al., 1974).

4.14.- PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA POR ELECTROFQRESIS

Los fragmentos de restriccién se purificaron de geles
de agarosa por electroelucién sobre membranas de didlisis.
Una vez corrida 1la electroforesis y tefildo el gel, se
recorté la porcidén que contenia la banda deseada. El trozo
de agarosa se colocé dentro de un pocillo cubierto con mem-
brana de dialisis. Se aplicé corriente eléctrica durante 1
hora para hacer que el fragmento de restriccién se pegara a
la membrana de didlisis y luego se eluyd el DNA lavandola 5
veces con 100 pl de buffer TE. Se Juntaron los 5 lavados, se
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diluyé 5 veces con buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,5; NaCl 0,2 M
y EDTA 1 mM y se aplicé la muestra a una minicolumna de in-
tercambio iénico (Minicolumn D, Sigma). La minicolumna se
lavé con 5 ml del mismo buffer y se eluyé el DNA con (,4 ml
de buffer Tris-HC1l 20 mM pH 7,5; NaCl 1 M y EDTA 1 mM. El
eluido se precipité con etanol y acetato de sodio y se
resuspendié en un volumen minimo de agua destilada.

4.15.- ELECTROFORESIS DE RNA Y TRANSFERENCIA A FILTROS

El RNA fue sometido a electroforesis en geles des-
naturalizantes de agarosa 1,5 % con formaldehido 6 % y
buffer MAE 1 X (el buffer MAE 10 X es: buffer MOPS-NaOH
0,2 M pH 7,0; acetato de sodio 50 mM y EDTA 10 mM) (Lehrach
et al., 1877). La agarosa se fundié en 110 ml de agua, se
dejé enfriar hasta 65°C y entonces se llevé a las con-
centraciones indicadas con 25 ml de formaldehido 37 % y
15 ml de buffer MAE 10 X antes de armar el gel sobre un
vidrio de 16 x 20 cm. Las muestras de RNA se precipitaron
con acetato de sodio y etanol y se redisolvieron luego en
20 pl de buffer MAE 1 X, formemida 50 ¥ y formaldehido 6 %.
Se sembraron como maximo 30 pg de RNA por pocillo tipico de
5 mm de ancho. Tras calentar 15 min a 65°C, se agregéd 2 pul
de BPB y se aplicé al gel. En algunos casos, para comprobar
la integridad del RNA o para usar las bandas del rRNA como
marcadores de peso molecular (17 S rRNA de N. crassa: 2,1 kb
y 26 S rRNA: 4,1 kb), se agregdé también a la muestra 1 pl de
EtdBr 1 mg/ml, lo cual permitié fotografiar el resultado de
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Al final de la corrida, el gel se tratdé durante 15 min
en NaOH 0,05 M. Esta hidrélisis alcalina parcial del RNA
favorece s8u posterior transferencia. A continuacidén, el gel
se neutralizé6 durante 30 min en 500 ml de buffer Tris-HCl
0,1 M pH 7,0 y durante 30 min més en buffer fosfato de sodio
0,025 M pH 6,5. Finalmente, el RNA fue transferido por
capilaridad a un filtro de nylon mediante la técnica de
Southern (Southern, 1975), empleando como buffer de trans-
ferencia fosfato de 8odio 0,025 M pH 6,5. Luego de unas
20 hs, e8e retiré la membrana, se enjuagd brevemente en el
buffer de transferencia y se hornebé durante 2 hs a 80°C para
fijar el RNA a la membrana y para revertir la unién del
formaldehido al RNA.

4.16.- TRANSFERENCIA DIRECTA DE RNA A FILTROS (DOT BLOT)

Para cuantificar por hibridacién el contenido de
mensajeros especificos en distintas preparaciones de RNA, se
prefirié utilizar 1la técnica del dot blot ya que, al ser
depositado directamente el RNA total sobre la membrana, se
elimina cualquier posibilidad de que las diferentes muestras
se transfieran con distinta eficliencia, como ocurre a veces
en los Northern blots., Se prefirié ademés sembrar sembrar
RNA total en lugar de poly A RNA porque esgte ultimo puede
estar enriquecido en mRNA en proporciones que varian de una
purificacién a otra. Se traté 8 pg de cada muestra en 20 pl
de buffer MAE 1 X, formamida 50 % y formaldehido 6 % durante
15 min a 65°C. A continuacién s8e prepararon diluciones
seriadas al 1/2, de 200 pl cada una, conteniendo entre 4 y
0,078 png de RNA. Las diluciones se sembraron sobre una mem-
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de buffer MAE 1 X, formamida 50 % y formaldehido 6 % durante
15 min a 65°C. A continuacién se prepararon diluciones
seriadas al 1/2, de 200 ul cada una, conteniendo entre 4 y
0,078 ug de RNA. Las diluciones se sembraron sobre una mem-
brana de nylon en un aparato de filtracién Minifold y se
dejaron en reposo durante 30 min. Finalmente, se aplicd una
succién suave, se retird la membrana, se dejdé secar al aire
y se horneé durante 2 hs a 80°C.

4.17.- PREPARACION DE SONDAS RADIOACTIVAS

Se s8intetizé [32P]cDNA de 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)
6 48 hs (sonda III). Para ello, s8e incubé 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, KCl1 30 mM,
ditiotreitol 2 mM, dGTP 560 uM, dCTP 50 uM, ATTP 50 uM,
af32P)dATP 2,5 uM (100 pCi), 2 pg de oligo dTiz-18 y 40
unidades de 1la transcriptasa reversa del virus de la
amieloblastosis aviar, durante 3 hs a 42°C. La reaccién se
detuvo con 10 ul de EDTA 0,5 M, 10 pl de DNA de timo de
ternero desnaturalizado 10 mg/ml y 13 pl de NaOH 3 M. Luego
se 1incubé durante 30 min a 37°C para hidrolizar el RNA y se
neutralizé con 13 pl de acido acético 3 M. A continuacién,
se separdé la radioactividad no incorporada al cDNA por
cromatografia en una columna de 2 ml de Sepharose CL-4B, ob-
teniéndose unos 30 pCi de sonda de 6 x 108 cpm/ug.
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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 [32P]cDNA preparado a partir de poly A RNA
de micelio inducido con cicloheximida por 24 hs (sonda IV) &
48 hs (sonda V). La hibridacién se realizé en 200 pl de 5 X
SSC, Dernhardt 5 X (Dernhardt 50 X es: seroalbimina bovina
1 %, polivinilpirrolidona 1 ¥ y ficoll 1 %), SDS 0,1 %, DNA
de timo de ternero desnaturalizado 100 ug/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 New England Nuclear de acuerdo a las ins-
trucciones. La mezcla de reaccién de 12,5 pl contiene
a[32P]dCTP 2 uM (25 uCi), buffer Tris-HCl a pH 7,4;
seroalbiumina bovina, ditiotreitol, dATP 160 pM, 4AGTP 160 pM,
dTTP 160 pM, 0,6 U de DNA polimerasa I, 0,0002 U de DNasa I
y 0,25 upg de DNA. La reaccién se incubé durante 90 min a
14°C, 8e detuvo con 1 pl de EDTA 0,5 M y se purificéd el DNA
marcado por cromatografia en una columna de Sepharose CL-4B.
Se obtuvieron unos 12 uCi de sonda (108 cpm/pg). La sonda se
desnaturalizé durante 5 min a 100°C antes de usarse.

Un fragmento de restriccién Pgst I-Ava I de 0,7 kbp del
plasmido pGem2.30A descripto mas adelante fue purificado por
electroforesis preparativa en gel de agarosa y marcado con
enzima de Klenow por extensién de oligonucledétidos. Se des-
naturalizaron 50 ng del DNA purificado disueltos en 10 pl de
agua por calentamiento durante 2 min a 100°C. La muestra se
enfrié a continuacién en hielo y se agregaron 5 pl de buffer
5 X, 40 pCi de a[32P]JdGTP y 2,5 U de enzima de Klenow, en un
volumen final de 25 pl. Esta mezcla se incubd durante 12 hs

a temperatura ambiente. E]l1 buffer 5 X se prepardé mezclando |1

Preparaciédn de sondas radioactivas-5b
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volumen de buffer Tris-HCl1 1,25 M pH 7,5; MgClz 0,125 M,
dATP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM, ATTP 0,5 mM y 2-mercaptoetanol
54 mM, con 2,5 volimenes de buffer Hepes-NaOH 2 M pH 6,6 y
1,5 volumenes de oligonuclebétidosio-15 3,33 mg/ml, obtenidos
por digestién parcial con DNasa I y posterior des-

naturalizacién de DNA de timo de ternero. E1 DNA marcado se
purificé por cromatografia en Sepharose CL-4B y se des-
naturalizé durante 5 min a 100°C antes de usarse.

4.18.- MARCACION DE EXTREMOS DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION

Se marcaron los extremos de moléculas de DNA cortadas
con enzimas de restriccién utilizando el fragmento de Klenow
de la DNA polimerasa I. Se comenzé por digerir 1 pg de DNA
con 5 U de 1la enzima adecuada (que deje extremos
5 "protruyentes) en buffer 2. Luego de 1 hora a 37°C, se
agregd 1 pl de una mezcla de 3 deoxinucledétidos trifosfato
(0,5 mM cada wuno), 20 puCi del deoxinucledétido trifosfato
faltante marcado con 32P en la posicién a (actividad
especifica 3.000 Ci/mmol), 1 ul de buffer 2 concentrado 10
veces y 0,5 U de enzima de Klenow. El volumen se ajustd a
30 pul con agua destilada y s8e dejé durante 20 min a
temperatura ambiente. Luego se agregdé 1 pl de una mezcla de
los 4 deoxinuclebétidos trifosfato (0,25 mM cada uno) y se
dejé6 10 min més &a temperatura ambiente. Finalmente, la
polimerasa se inactivé por calentamiento durante 20 min a
65°C.

Preparacién de sondas radioactivas-56
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4.19.- CLONADO DE GENES INDUCIBLES POR CICLOHEXIMIDA

Se utilizé una biblioteca (library) de genes con-
teniendo fragmentos de DNA de N. c¢crassa StlL 74A digeridos
parcialmente con Eco RI, insertados en el vector AL47.1
(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 diametro que luego se transfirié6 a discos
de nitrocelulosa eiguiendo la técnica de Benton and Davis
(Benton y Davis, 1977). Se prepararon 3 réplicas en
nitrocelulosa para analizar con la sonda I ([32P]cDNA
derivado de un cultivo no inducido), con 1la sonda II
([32P]cDNA derivado de un cultivo inducido con cicloheximida
durante 24 hs)y con la sonda IV (sonda diferencial: sonda I1I
prehibridada con poly A RNA no 1inducido). Los fagos se
transfirieron a discos de nitrocelulosa de 14 cm de dia-
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 My NaCl 1,5 M; 2 veces por buffer Tris-HCl1l 0,5 M pH 7,5
y NaCl 1,5 M, y 2 veces por SSC 2 X, 2 min cada vez. Final-
mente, s8e dejaron secar al aire y se hornearon durante 2 hs
a 80°C.

Se hibridaron los clones que hibridaron con la sonda I1I
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.- SUBCLONADO DEL ANc3Q

El plésmido recombinante pGem2.30A 8e obtuvo sub-
clonando un fragmento Eco RI-Bam HI de 4,4 kbp del clon
seleccionado de la library ANc30 en el plasmido vector pGem2
(Promega Biotec). Ambos DNAs s8e cortaron con Eco RI y
Bam HI. Luego se eliminaron estas enzimas por extraccién con
PCA y CA y s6e precipité el DNA con acetato de sodio y
etanol. Una vez resuspendidos en agua destilada, el plasmido
fue desfosforilado con fosfatasa intestinal de ternero. Tras
eliminar la fosfatasa con PCA y CA, el plésmido se volvid a
precipitar y resuspender como antes. A continuacién, se in-
cubaron 10 ng de plésmido desfosforilado con 100 ng de DNA
cortado del ANc30 en presencia de 1 U de T4 DNA ligasa en un
volumen de 10 pul. Luego de una incubacidén de 12 hs a 14°C,
se transformé E, coli MC1061 con toda la mezcla. Las colo-
nias obtenidas se examinaron haciendo minipreparaciones de
plasmidos que se cortaron con Eco RI y Bam HI y se corrieron
en geles de agarosa.
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4.21.- MAPAS DE RESTRICCION

Loe mapas de restriccién de los fagos recombinantes
seleccionadoe 8e determinaron por digestiones simples y
dobles con Eco RI, Bam HI, Hin dIII vy Xho I o gal I.
Alicuotas de 1 pg de DNA se trataron con cada una de las 4
enzimas de restricciébn 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 Jjunto con marcadores de peso molecular y se cal-
cularon los tamafios de las bandas resultantes. Finalmente,
ge armaron los mapas por comparacién de los patrones de
restriccién resultantes de las distintas digestiones.

El mapa de restriccié4n del pGem2.30A se realizé en dos
etapas. Primero se realizaron digestiones dobles con varias
enzimas de restriccién, que se analizaron del mismo modo que
para el mapeo de los fagos. Luego se corté con Bgl II 1 pg
de plasmido en un volumen de 20 pl de buffer 2 y se marcaron
los extremos por fill-in. Luego de inactivar 1la DNA
polimerasa, s8e volvié a cortar el DNA, con Bam HI. E1 DNA
asi obtenido, marcado radiocactivamente en un extremo, se
digirié parcialmente con Hpa I, Sau 3AI, Sau 86I vy Tag I. En
cada caso 8e mezclaron 1/200 del DNA marcado
(aproximadamente 60.000 cpm) con 1 pg de DNA del fago X (no
radiocoactivo) y 1 U de enzima de restriccidén, en un volumen
de 20 pl de buffer 2. Se retiraron alicuotas de 3 pl de las
mezclas a los 0; 2; 5; 10; 15 y 30 min de incubacién a 37°C
(excepto Taqa I, que se incubdé a 65°C). Las alicuotas corres-
pondientes a la misma endonucleasa se juntaron en un tubo
donde s8e habia depositado previamente 1 upl de EDTA 0,5 IM.
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Todas las muestras 8e analizaron finalmente por elec-
troforesis en un gel de agarosa 2 %, Jjunto con pPAT153/Pvu
II/8 cortado con Hin fI y marcado radioactivamente por
fill-in, como marcador de peso molecular. El gel se seco y
se autorradiografié, y se calcularon 1los tamafios de los

fragmentos marcados generados.

4.22.- CONDICIONES DE HIBRIDACION

En todas las hibridaciones 8e usd aproximadamente
106 cpm de sonda por ml de buffer de hibridacién y los
volimenes empleados fueron de alrededor de 50 pl de buffer
de hibridacién por cm2 de membrana.

Las placas de lisis de fagos recombinantes transferidas
a nitrocelulosa se prehibridaron en SSC 5 X, Dernhardt 5 X,
SDS 0,1 %, DNA de timo de ternero desnaturalizado 100 upg/ml,
poly A sintético 1 ug/ml y formamida 50 %. Luego de 2 hs a
42°C, se agregbd la sonda y se dejé hibridando durante 24 hs
a la misma temperatura, con agitacién suave. Finalmente, los
filtros de nitrocelulosa se lavaron en SSC 0,2 X y SDS 0,1 %
a 68°C con agitacién 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 cagsos en estas mismas condiciones. En otras
oportunidades, la hibridacién se realizé en NaCl 1 M, &DS
1 %, DNA de timo de ternero desnaturalizado 100 wa/ml., dex-
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tran sulfato 10 % y formamida 50 % a 42°C con agitaciodn
suave durante 12 a 24 hs y se lavé 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 hibridacién unas 10
veces al reducir el volumen de la solucién efectivamente
ocupado por la sonda y la alta concentracién de SDS reduce
la unién inespecifica de la sonda a las membranas de nylon.
Estas se secaron con papel de filtro al cabo del lavado y se
autorradiografiaron levemente hiumedas, para prevenlr la
unién irreversible de la sonda al filtro. Una vez revelada
la autorradiografia, los dot blots se recortaron y se midié
el contenido de radioactividad de cada muestra por separado
con tolueno-Omnifluor.

Cuando un Southern blot se rehibridé, se 1lavéd
previamente en agua durante 10 min a 95-100°C. Los Northern
blots, en cambio, 8e lavaron en SSC 0,5 X, SDS 0,5 % y
formamida 50 % durante 2 hs a 80°C antes de volverse a
hibridar.
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4.23.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMI-

Para detectar proteinas marcadas con [35S]-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 usbdé6 como buffer de corrida
Tris-glicina 25 mnM pH 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 mM pH 8,8 y azul de
bromofencl 0,02 %) durante 5 min a 100°C y se sembraron. La
electroforesis se comenzé6 a 15 mA, hasta que el frente de
corrida pasé al gel separador y luego se prosiguidé a 30 mA.
Los geles fueron de 0,35 mm de espesor. Se usaron los
siguientee marcadores de bajo peso molecular: fosforilasa b
(84.000, albumina (67.000), ovoalbiumina (43.000), anhidrasa
carbdénica (30.000), inhibidor de tripsina (20.100) vy
a-lactoalbumina (14.400).

El gel se tifi6é a continuacién en Coomasie blue R-250
0,05 %, metanol 40 %, TCA 10 %¥ y glicerol 10 % durante 2 hs,
y 8e lavé en metanol 45 %, &acido acético 10 % y glicerol
10 % durante 1 hora, para ver los marcadores de peso
molecular. Luego se lavdé 30 min en agua, se incubdé 1 hora en
salicilato de sodio 1 M (centelleador) y se volvid a lavar
durante 30 min en agua. Finalmente, el gel se secd con un
aparato secador de geles y se autofluorografis.
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4.24.- MARCACION IN VIVYO DE PROTEINAS CON [3SSIMETIONINA

Las muestras de proteinas marcadas in vivo con
[355]metionina fueron preparadas por Erich Grotewold
(Grotewold et al., 1987a). A distintos tiempos de exposicidn
a cicloheximida, se tomaron alicuotas de 10 ml de los
cultivos de N. crassa y se agregd 20 puCi de L[35S]Imetionina
(1100 Ci/mmol). Se incubd 2 hs més a 28°C con agitacidén, se
filtrd el micelio, s8e lavé con agua destilada y se
homogeneizé con Dounce en buffer Tris-glicina 25 mM pH 8,8 y
fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM. Se centrifugé el
homogenato durante 5 min a 2.000xg y se determiné la incor-
poracion de radioactividad a material insoluble en TCA
caliente: Se deposité 1la muestra en un filtro de fibra de
vidrio que se sumergié 10 min en TCA 10 % hirviente, 10 min
en TCA 10 % 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 proteina fue determinada por
el método de Lowry, usando seroalbumina bovina como standard
(Lowry et al., 1951).
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4.25.- TRADUCCION IN VITRO DE mRNAs

Las muestras de mRNAs se tradujeron in vitro usande un
lisado de reticulocitos de conejo tratado con nucleasa mi-
crococal (Pelham y Jackson, 1876) obtenido de New England
Nuclear. Las reacciones s8e realizaron en un volumen de
12,5 pl conteniendo buffer Hepes, espermidina, creatina fos-
fato, ditiotreitol, GTP, 25 uCi de [35SImetionina, acetato
de potasio 80 mM, acetato de magnesio 0,65 mM, 5 pl de
lisado de reticulocitos y distintas cantidades de mRNA. Se
incubé la mezcla durante 1 hora a 37°C. Para calcular la in-
corporacién de radioactividad a proteina, se deposité 1 pl
sobre discos de fibra de vidrio y se midié la incorporacién
de radioactividad al material insoluble en TCA caliente,
como se describié anteriormente. El resto de la muestra se
analizé por PAGE-SDS.
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5.1.- EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES DE CICLOHEXIMIDA

Para determinar el efecto sobre la sintesis total de
proteinas, 8e cultivdé N, c¢cragsa en las condiciones des-
criptage y se agregd cicloheximida 2 pM al medio de cultivo.
Esta concentracién, como se describié en la Introduccidén, es
la que provoca la méxima induccién de tirosinasa en
48-72 hs, en cultivos de N. crassa (Horowitz et al., 19708b).
Luego del agregado de cicloheximida, se tomaron alicuotas
del micelio a distintos tiempos y se midié la incorporacidn
de L-[35S]metionina a proteinas (Fig. 1). Luego de una in-
hibicién inicial de 1la sintesis de proteinas de
aproximadamente un 90 %, esta actividad se recuperd hasta
alrededor de un 45 % de los valores iniciales durante las
primeras 6 hs de incubaciédn. Tras esta adaptacién inicial a
la cicloheximida (ver 1la Introduccién y Grotewold et al.,
1987a), la sintesis de proteinas disminuyé luego lentamente
durante las sigulentes 42 hs. A las 48 he de incubacién con
el antibiético, parecié6 relativamente estabilizada en un
15 % de 1la inicial. Cuando se consideran las incubaciones
con cicloheximida mas prolongadas, debe tenerse en cuenta
una posible contribucién del agotamiento de los nutrientes
del medio de cultivo y de las reservas intracelulares a la
inhibicién causada por el antibiético. Sin embargo, en
micelios cultivados en ausencia de cicloheximida se conserva
a las 160 hs un 50 % de la actividad de sintesis 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 midid la radioactividad incorporada a material insoluble

en TCA 10 % caliente por pg de proteina total durante un

pulso de 2 hs con L-[35S]metionina. Los valores presentados

son promedio de 2 experimentos.
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5.2.- INDUCCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS POR LA
CICLOHEXIMIDA

La respuesta eédperada a la cicloheximida se verificé
por determinacién de la actividad especifica de tirosinasa
en pequefias alicuotas del micelio, a distintos tiempos del
tratamiento con cicloheximida 2 pM. Una curva representativa
de 1la induccién se muestra en la Fig. 2. Los homogenatos se
dializaron antes de las medlciones de tirosinasa para
eliminar inhibldores de bajo peso molecular (Prade vy
Terenzi, 1982). La actividad fue précticamente indetectable
a las 60 hs de cultivo (0 hs en la Fig. 2). Unas 12 hs
después de la induccién con cicloheximida ya se pudo detec-
tar un aumento de 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 Introduccién, la tirosinasa es la més
claramente relacionada con situaciones de stress metabdlico
v diferenciacién sexual en N, crassa. Por lo tanto, la
aparicién de 1la actividad de +tirosinasa era un marcador
adecuado de la respuesta a la inhibicién parcial de 1la
sintesis de proteinas. La induccién de esta actividad tuvo
la ventaja adicional de demostrar facilmente que la ma-
quinaria de traduccién (y probablemente también la de trans-
cripcién) 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 activacién de una proteina precursora
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Figura 2: ]Jnduccién de la actividad de tirosinasa por

Se midié la velocidad de conversiédn de DOPA a dopacromo por
aumento de la absorbancia a 475 nm. Los valores fueron
normalizados para el contenido de proteina.
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inactiva (Katan et al., 1975). En consecuencia, en todos los
experimentos descriptos mas adelante, se considerd que se
habia producido wuna respuesta a la cicloheximida cuando se
observaba una induccién de 1la tirosinasa comparable a la
mostrada en la Fig. 2 y, en los pocos casos en que dicha in-
duccién no ocurrid, los cultivos se descartaron.

En algunos experimentos se midié también la actividad
de 1lacasa en el medio extracelular como una segunda enzima
marcadora de stress metabdlico (Grotewold et al., 1987b). La
curva de induccién de la lacasa tiene una forma muy similar
a la de la tirosinasa.

5.3.- TRANSCRIPCION DIFERENCIAL PROMOVIDA POR CICLOHEXIMIDA

La sintesis de nuevas proteinas en cultivos de N.
cragssa como respuesta a bajas concentraciones de
cicloheximida se estudié en términos de la regulacién de su
expresién genética. S1 el control de esta respuesta
estuviera situado a nivel transcripcional, tras el agregado
del antibiético deberia aumentar 1la concentracién de
determinados mRNAs, como una consecuencia del aumento de la
velocldad de transcripcién de s8us genes. La subsiguiente
traduccién de estos mRNAs inducibles daria entonces lugar a
la apariclén de las proteinas nuevas. Alternativamente,
estos mRNAs podrian acumularse sl disminuyera su velocidad
de degradacién o aumentara la velocidad de procesamiento de

su8 precursores, aunque no fuera mayor su transcripcioén. Por
otro lado, 81 el control de la respuesta a la cicloheximida
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se situara a nivel traduccional, no habria cambios en la
velocidad de transcripcién de los genes ni acumulacién de
los mnRNAs, sino un aumento de la velocidad de traduccién de
determinados mRNAs preexistentes. En esta seccién ee

muestran experimentos tendientes a demostrar la existencia
de una transcripcién diferencial de genes promovida por

cicloheximida en N. crassa.

La aparicién de RNAs especificos del estado de stress
metabélico provocado por 1la cicloheximida 8e demostré
mediante el uso de sondas diferenciales de [32P]cDNA (los
resultados obtenidos fueron publicados también en Aisemberg
et al., 1987a). La Filg. 3 muestra un esquema de las sondas
empleadas. Las sondas diferenciales (IV y V de la Fig. 3) se
prepararon a partir de [32P]cDNA provenliente de la trans-
cripcién reversa de poly A RNA inducido (de micelio tratado
con cicloheximida). Una vez eliminado este molde de poly A
RNA inducido, el (32P)cDNA fue prehibridado con un gran ex-
ceso de poly A RNA no inducido (de micello no tratado). Se
provocé asi la formacidé4n de heterodiplex [32P]cDNA-RNA en
todas las secuencias de [32P]cDNA que fueran complementarias
a mRNAs presentes en el micelio antes del agregado de
cicloheximida. En cambio, permanecieron como DNA de simple
cadena las secuenclas del [32P]cDNA complementarias a mRNAs
de micelios 1nducidos que no estaban presentes en un nivel
comparable en el poly A RNA no inducido. El método se basa
en que las secuencias inducibles del {[32P]cDNA gque no
formaron heterodiplex con el poly A RNA no inducido son las
unicas moléculas radiocactivas de simple cadena de la sonda y
son en consecuencia las uUnicas disponibles para hibridar con
Northern blots que contengan poly A RNA inducido. Por 1lo

tanto, las sondas diferenciales deben revelar en Northern
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no inducida

Sonda I
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Hibridacion

sondas diferenciales
inducidas

24hs: Sondal¥
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Figura 3: Sondas de cDNA.
Los [32P]cDNAs &e sintetizaron por transceripaion
reversa y s8¢ prehibridaron con exceso de poly A KNA no in-

ducido como se describio en Materiales y Méetodos.
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blots unicamente las bandas correspondientes a transcriptos
cuya concentracién aumente considerablemente en &l micelio
tras el agregado de cicloheximida al cultivo.

Se determiné el tamafio del [32P]cDNA sintetizado, por
electroforesis en gel desnaturallzante de agarosa (Fig. 4).
Dado que los fragmentos de [32P]cDNA tuvieron una longitud
promedio de 0,5 kb y el poly A RNA de unas 2-3 kb, se pudo
estimar que el exceso molar de poly A RNA no inducido en las
sondas IV y V era de aproximadamente 10 veces. Esta dis-
crepancia en los tamafios entre el cDNA y el mRNA molde se
debié a que las condiciones de reaccién para la transcrip-
cién reversa fueron elegidas de modo de obtener una maxima
incorporacién de radioactividad al cDNA, a expensas de una
menor longitud (Maniatis et al., 1982). Era importante
ademids determinar el tamafio para saber si se podia hibridar
en las condiciones habituales, ya que la estabilidad de la
hibridacién se ve muy disminuida cuando la longitud de una
sonda es menor de 0,1 kb. Por dltimo, las condiciones fueron
calibradas prehibridando distintas cantidades de poly A RNA
no inducido con una cantidad fija de sonda II e hibridando a
continuacién por separado cada mezcla con Northern blots de
ambos poly A RNAs, inducido (24 he) y no inducido. Los
filtros ee lavaron y se autorradiografiaron. Los resultados
se observan en la Tabla 1. En base a ésto, se decidid
emplear en los experimentos siguientes’un exceso en masa de
50 veces de poly A RNA no inducido, respecto al cDNA, en las
sondas IV y V.

Las sondas fueron hibridadas con Northern blots que

contenian poly A RNA 1inducido y no inducido (Fig. 5". La

presencia de varias bandas en los carriles de poly A KNA in-
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Figura 4: Electroforesis en gel alcalino de agarcosa 2 % de
la sonda I] de [32P]cDNA.

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 corrié en NaOH 30 mM y EDTA 1 mM. El gel se
fijé durante 30 min en TCA 7 %, se secd en un aparato
secador de geles y se autorradiografidé durante 12 hs a -70°C
con pantalla intensificadora.
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ducido, detectables con sondas diferenciales, demuestra la
existencia de un numero de genes expresado preferencialmente
después del tratamiento con cicloheximida (Fig. 5 D y E).
Los tamafios calculados de los 7 transcriptos inducidos en
24 hs s8on: 6,5; 2,6; 2,3; 1,6; 1,5; 1y 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: 1la 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 86lo a su abundancia en la muestra de RNA sino
también a su aporte a la sonda de c¢DNA. Por lo tanto, los
resultados tienden a resaltar las especies mas abundantes
dentro de cada poblacién de RNA. El escaso numero de trans-
criptos inducibles por cicloheximida sugirié que su
acunulacién no se deberia a una relajacién general
einespecifica del control transcripcional. La eficacia del
método empleado se pone de manifiesto en que la
prehibridacién de 1la sonda IV con poly A RNA no inducido
eliminé todas 1las especies de RNA presentes antes del
agregado de la cicloheximida que s8e conservaban en el
micelio inducido durante 24 hs (comparar B y D en la Fig.
5). Lo mismo se observé con la sonda V (comparar C y E en la
Fig. 5). La hibridacién con la sonda II mostré que muchos
transcriptos presentes antes de la induccién se mantenian en
el cultivo inducido durante 24 hs (Fig. 5 B). Por el con-
trario, la hibridacién con 1la s8sonda III indicé que los
transcriptos inducidos por cicloheximida eran 1los mas
abundantes en el cultivo tratado durante 48 hs, ya que sélo
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 provocd un cambio importante

en el patrén de expresidn de los transcriptos de mayor

Transcripcién diferencial 75



Resultados y Discusién

Tabla 1: Calibracién de la sonda diferencial.
La masa del [32P]cDNA sintetizado se calculéd a

partir de su radioactividad y de la actividad especifica del
a[32P]dNTP. La actividad especifica de 1la sonda resulté
5,6 x 108 cpm/pug. E1 [32P]cDNA inducido fue de 24 hs de
tratamiento del micelio con cicloheximida.

poly A RNA [32P]cDNA poly A RNA/ Hibridacién en
no inducido inducido /[32P]cDNA Northern blots
(ng) (ng) con poly A RNA(X)

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 NO
180 1,8 100 SI NO

*¥: Se consider6 que no habia hibridacién cuando no
fue posible detectar ninguna banda en el carril cor-
respondiente del Northern blot tras 7 dias de exposicidn a
-70°C con pantalla intensificadora.
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Figura 5: Analisis vpor Northern blot de la acumulacidén de
transcriptos.

Las flechas sefialan transcriptos inducibles por

cicloheximida. Poly A RNA separado en geles de agarosa con
formaldehido vy transferido a Gene Screen como se describid
en Materiales y Métodos, fue hibridado con: A) sonda I, B)
sonda II, C) sonda III, D) sonda IV y E) sonda V (ver Fig.
3). Los carriles (1) contienen 5 pg de poly A RNA de cultivo
no tratade y los carriles (2) 5 pg de poly A RNA de cultivos
tratados con cicloheximida (inducidos) durante 24 hs (A y B)
6 48 hs (C, D v E). La hibridacién y el lavado se hicieron
como se describidé en Materiales y Métodos. Exposicidn a
-70°C con pantalla intensificadora durante 12 hs (A, B y C)

6 3 hs (D y E).

Transcripcién diferencial 77




Resultados y Discusién

abundancia del micelio. Coincidentemente, la sonda I reveld
mucho mas débilmente el carril de poly A RNA inducido de
48 hs que el de no inducido (Fig. 5 A). Como ya se dijo, las
muestras de poly A RNA contenian aproximadamente un 50 % de
poly A- RNA contaminante. Para comprobar si los transcriptos
inducibles por cicloheximida eran verdadero poly A RNA, se
hibridaron Northern blots que contenian poly A- RNA inducido
de 48 he y no inducido (Fig. 6). La sonda III reveld algunas
bandas débiles en el canal de poly A- RNA inducido (Fig.
6 A), pero como la sonda V no detectd en estas condiciones
ningin poly A- RNA (Fig. 6 B), los transcriptos inducibles
detectados anteriormente en el poly A RNA serian probable-
mente mRNAs.
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Figura 6: Hibridacidén con poly A-_RNA.

Los carriles (2) contienen 20 pg de poly A- RNA de
un  cultive inducido con cicloheximida durante 48 hs vy los
carriles (1) la misma cantidad de poly A- RNA de 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 exposicidn).
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5.4.- CLONADO DE GENES INDUCIBLES POR CICLOHEXIMIDA

Una vez demostrada 1la existencia de transcriptos in-
ducibles por cicloheximida, se decidié encarar el clonado
molecular de los genes correspondientes (ver también Aisem-
berg et al., 1987a). Para ello se examindé una library
genémica de fragmentos Eco RI de DNA de N, crassa insertados
en el bacteriéfago AL47.1, como se describidé 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 hibridarcon con la
sonda IV (Fig. 7 A). Las sondas I y II revelaron un numero
muchoe mayor de <clones (Fig. 7 B y C), lo cual esta 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 positivoe seleccionados se volvieron a pla-
quear separadamente Yy a baja densidad, y se hibridaron con
la sonda 1IV. Los clones que resultaron positivos en este
reexamen se alslaron y se amplificaron. De este modo se ob-
tuvieron 11 clones recombinantes, seleccionados con la misma
gsonda diferencial que habia hibridado en Northern blots con
los transcriptos inducibles por cicloheximida.
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Figunra 7: Examen de la library de N. crassa.

Se prepararon 3 réplicas en discos de
nitrocelulosa de 42.000 pfu de la library yv se hibridaron
con: A) sonda IV, B) sonda II v C) sonda I (ver Fig. 3). Los
carenlos  de trazo continuo muestran las sefiales detectables
e A con la sonda IV y las detectables en B con la sonda 11
ane no se revelan con la sonda I en C y los circulos de
trazo punteado, las zZonas correspondientes en C. Los filtros
e lavaron vy luego se autorradiografiaron durante 3 dias a
-T0°C con pantalla intensificadora.
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Figura 7 (continuacidn)
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5.5.- CARACTERIZACION DE LOS TRANSCRIPTOS CODIFICADOS POR
_LOS GENES CLONADQS

Para caracterizar 1los transcriptos de los clones ais-
lados s8e purificé el DNA de estos bacteridéfagos recom-
binantes, se marcé radioactivamente y se hibridé con
Northern blots (Aisemberg et al., 1987a). Dos clones, los
llamados ANcS y ANe8, hibridaron con un transcripto de
1,5 kb presente en el poly A RNA inducido de 24 hs (Fig.
8 A). En la misma poblacidén de poly A RNA inducido, los
clones ANcl0 y ANc30 revelaron una misma banda de 2,3 kb
(Fig. 8 B), y 1los clones ANcll y ANcl1l8 una de 6,5 kb, El
clon ANcCNEG hibridé con un RNA de 1,6 kb del poly A RNA in-
ducido de 48 hs (Fig. 8 D). Ninguna de las bandas men-
cionadas se detecté en el poly A RNA no inducido, aun ex-
poniendo los mismos blots durante 7 dias. Los tamanos cal-
culados coincidieron con los de 4 de los 7 transcriptos in-
ducibles por cicloheximida revelados con sondas diferen-
ciales (Fig. 5). Cuando se analizaron 1los patrones de
restriccién de los DNAs clonados (ver Materiales y Métodos vy
la seccidén silguliente de estos Resultados vy Discusiédn),
mostraron fragmentos 1idénticos los clones ANcHS5 y ANc8, asi
como ANclO0 y ANc30, y ANcll y ANc18. Se concluyd entonces
que cada uno de estos tres pares de clones correspondian a
insertos idénticos de DNA de N, crassa.

Los 4 clones restantes que se habian seleccionado no
revelaron transcriptos inducibles por cicloheximida. Tres de
ellos hibridaron muy intensamente con un RNA de 4,1 kb pre-
sente tanto en el poly A RNA inducido como en el no in-
ducido. Cuando se analizdé el patrdén de restriccidn de estos
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Figura 8: Identificacidén de transcriptos inducibles con los
clones seleccionados.

Se hibridaron con los Northern blots las siguiente sondas
marcadas por nick translation: A) ANe5, B) ANecl18, C) ANec30 vy
D) ANeNEG. Los carriles (1) contienen 5 pg de poly A RNA d=
un oultivo no inducido y los carriles (2) 5 pg de poly A RNA
de enltivos inducidos durante 24 hs (A, B v C) & 48 he (D).
Las demas condiciones fueron como en la Fig. 5 (12 hs de ex-
posicidén).
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clones, se encontré que los tres compartian un fragmento
Eco RI de 3,1 kbp cuyo mapa de restriccién era idéntico al
reportado para el gen del 26S rRNA de N. crassa (Free et
al., 1979). Parece 1légico suponer que la contaminacidén con
secuencias del 26S rRNA en la sonda IV empleada durante el
examen de la library fue suficiente para detectar estos
clones, teniendo en cuenta que el poly A RNA empleado como
molde para la sintesis de [32P]cDNA contiene un 50 % de
poly A- RNA que es mayormente rRNA. El1 Gltimo clon selec-
cionado hibridé con 3 RNAs de 1,1; 0,8 y 0,5 kb, de sefial
més intensa en el poly A RNA no inducldo que en el inducido,
por lo que también se descarté.

El método desarrollado para aislar los clones resultéd
bastante eflcaz, ya que de los 11 clones seleccionados, 7
resultaron contener finalmente genes inducibles por
clicloheximida, incluyendo el correspondiente al transcripto
principal de 2,3 kb revelado por la sonda V en la Fig. 5 E y
tres transcriptos més de 6,5; 1,6 y 1,5 kb, respectivamente.
Se decidié llamar gen CI-1 (cycloheximide inducible) al con-
tenido en el clon ANc30, gen CI-2 al del ANcl8, gen CI-3 al
del ANcS5 y gen CI-4 al del ANCNEG.
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5.6.- ANALISIS CON ENZIMAS DE RESTRICCION DE LOS FRAGMENTOQS
_DE DNA DE N, crassa SELECCIONADOS

Se determiné el mapa del clon ANc30 utilizando diges-
tiones simples y dobles con 4 enzimas de restriccién
diferentes (Fig. 9). De la misma manera, se obtuvo también
el mapa del clon ANc18 (Fig. 10). Por otra parte, se calculéd
ademés el patréd de restriccién del clon ANecd (Fig. 11). Lo
mismo se hizo con 5 enzimas de restriccién para el clon
ANCcNEG (Fig. 12). De los resultados obtenidos se deduce que
los 4 clones no comparten ninguno de los fragmentos de
restriccién observadoe. S1i1 dos clonee se superpusieran en
parte, deberian compartir un fragmento Eco RI de DNA de N,
crasgga, puesto que todos los clones analizados provienen de
la insercién de fragmentos Eco RI en el fago vector. No
puede descartarse sin embargo la posibilidad de que haya pe-
quefias secuencias hom6logas compartidas por 1los clones
seleccionados.
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Figura 9: Mapa de restricecidn del inserto del clon ANc30.

A) Electroforesis en gel de agarosa 1 % dal DNA
del clon ANc30 cortado con: 1) Hin d4III, 2) Hin d4dIII v
Xho T, 3) Hin dIII y Eco RI, 4) Hin dIII y Bam HI, &) Xho I,
6) Xho I v Ece RI, 7) Xheo I v Bam HI, 8) Eco RI, 9) Eco RI vy
Bam HI v 10) Bam HI. Tincién con EtdBr. M) Marcadores de
peso molecular: DNA del fago A cortado con Hin dIII. B) Mapa
deducido a partir de los tamafios calculados de las
movilidades en el gel. El1 fragmento Eco RI-Bam HI de 4.4 kbp
(trazo grueso) fue posteriormente subclonado en un plasmido,
come se 1indica mas adelante. Abreviaturas: B: Bam HI, E:
Eco RI, H: Hin dIII v X: Xho I.
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A M12345M6.78.910M
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Fiesura 10: Mapa de restriccidn del inserto del clon ANclS.

A) Electroforesis en gel de agarosa 1 % del DNA
del clon ANcl18 cortado con: 1) Eco RI, 2) Bam HI, 3) Sal I,
4) Hin dIII, 5) Eco RI vy Bam HI, 6) Eco RI yv Sal I, 7)
Eco RI v Hin dIII, 8) Bam HI y Sal I, 9) Bam HI y Hin dIII vy
10) S5al I v Hin dIII. Tincién con EtdBr. M) Marcadores de
peso molecular: DNA del fago A cortado con Hin dIII. B) Mapa
deducido a rartir de los tamanos calculados de las
movilidades en el gel. Abreviaturas: B: Bam HI, E: Eco RI,
H: Hin dIT]l y S: Sal I.
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Figura 11: Patroneg de restriccién del inserto del clon
ANcSH.

Electroforesis en gel de agarosa 1 % del DNA del clon ANcbH
cortado con: 1) Hin dIII, 2) Eco RI y 3) Hin dIII y Eco RI.
Tineién con EtdBr. M) Marcadores de peso molecular: DNA del
fage A cortado con Hin dIII. Las digestiones produjeron
fragmentos de los siguientes tamafios, en kbp: 1) 21,7 (brazo
izquierdo del AL47.1); 15,6; 7,6 (brazo derecho) y 2,1; 2)
23,7 (incluye al Dbrazo izquierdo); 10,1 (incluye al brazo
derecho); 4,6; 3,8; 3,4y 1,4; y 3) 21,7 (brazo izquierdo);
7,86 (brazo derecho); 4,6; 3,8; 3,4; 2,1; 2,0; 1,4 y 0,4.
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Figura 12: Patrones de restriccién del inserto del clon
ANcNEG.

Electroforesis en gel de agarosa 1 % del DNA del clon ANcNEG

cortado con: 1) Eco RI, 2) Bam HI, 3) Hin 4dIII, 4) Xho I vy

5) oal 1I. Tincién con EtdBr. M) Marcadores de peso
molecular: DNA del fago X cortado con Hin dIII. Las diges-
tiones produjeron fragmentos de los siguientes tamafios,

en Kbp: 1) 21,7 (brazo izquierdo del AL47.1); 11.,5; 7.6
(brazo derecho) vy 3,8; 2) 27,3 (incluye al brazo izquierdo);
3,9 (incluye al brazo derecho); 3,8; 3,3 v 0,3; 3) 27,5 (in-
cluye  al brazo izquierdo) v 9,4 (incluye al brazo derecho);
353 3 1,9; 14585 0,6 v 0,4; 4) 29,7 (incluye al brazo iz-
quierdo) v 15,5 (incluye al brazo derecho), y 5) 30,1 (in-
cluye al brazo izquierdo); 9,0 (incluye al brazo derecho):
452 5 Lsads
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5.7.- UBICACION DE LOS GENES INDUCIBLES POR CICLOHEXIMIDA
DENTRO DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS

Para ubicar el gen CI-1 dentro del inserto de 13,5 kbp
del clon ANc30, se preparé un Southern blot del DNA de éste,
cortado con varias combinaciones de enzimas de restriccion,
y s8e hibridé con una sonda de [32P]cDNA correspondiente a
48 hs de induccién (sonda 'III en la Fig. 3). Los resultados
obtenidos muestran que varios fragmentos de restriccidén son
capaces de hibridar con la sonda (Fig. 13 A y B). La diges-
tién del ANc30 con Eco RI y Pst I produjo un unico fragmento
de 1,3 kbp capaz de hibridar con la sohda III, demasiado pe-
quefio para contener el gen CI-1 entero. Como ésto podia
deberse al hecho de que el [32P])cDNA sintetizado se ex-
tendiera s6lo unas 0,5-1,0 kb desde el sitio de iniciacién
con oligo dTiz2-18 hacla el extremo 5", se decididé preparar
otra sonda con el mismo poly A RNA, pero iniciando la trans-
cripciébn reversa en sitios distribuidos al azar sobre este
molde, utilizando como primers oligodeoxinucledétidos de
10-15 b de DNA total de timo de ternero desnaturalizado.
Cuando s8e hibridé con esta segunda sonda el mismo Southern
blot, apareclé ‘en el carril correspondiente a la digestién
con Eco RI y Pst I una nueva banda de 4,1 kbp (Fig. 13 C),
que rermitié orientar al transcripto inducible por
cicloheximida dentro del fragmento clonado: Se concluyéd que
el fragmento de 1,3 kbp contenia la secuencia del extremo 3°
0 una regidén muy cercana a él, mientras que el fragmento de
4,1 kbp debia contener una secuencia del RNA mas cercana al

extremo 5° .Las otras 4 combinaciones de enzimas de restric-
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Figura 13: Posicién del gen CI-1 dentro del clon ANc30.
El DNA del clon ANc30 (0,5 pg por carril) se

0 con enzimas de regtriccidn y se corrid en un gel de

cort

agarcosa 1 %. A) Tincién con EtdBr. B) Transferencia a Gene
Screen e hibridacién con sonda III (ver Fig. 3). C) El mismo
filtro hibridado con [32P]cDNA de poly A RNA inducido de
48  hs, iniciado c¢con oligodeoxinucledétidos de 10-15 b de

secuencias al azar, en lugar de oligo dT 1z2-18. KEnzimas
empleadas: 1) Eco RI v S8al I, 2) Eco RI v 8st I, 3) K« K1 w
Pst I, 4) Eco RI yv Xba I y 5) Eco RI y Bam HI. M) Marcadores
de peso molecular: DNA del fago A cortade con Hin AIlTT. Ex-
posicidn 12 hs a ~70°C con pantalla intensificadors.
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cién produjeron cada una un solo fragmento capaz de hibridar
con cualquiera de las dos sondas.

También s8e preparé un Southern blot del DNA del clon
ANc18 cortado con varias enzlimas de restriccién y se hibridé
con la misma sonda de [32P]cDNA inicliada en sitios al azar.
Se encontré que eran capaces de hibridar un fragmento Eco RI
de 3,0 kbp, un fragmento Eco RI-Sal I de 1,3 kbp y otro
Sal I-Sal I de 1,4 kbp, cubriendo 5,1 kbp del mapa de 1la
Fig. 10 (los resultados no se muestran). El1 clon ANcl8
podria contener en consecuencia buena parte de la unidad
transcripcional del gen CI-2. Se determiné de la misma
manera que la zona del clon ANcS complementaria a su trans-
cripto cubria dos fragmentos Eco RI de 15,6 y 2,1 kbp, y un
fragmento Hin dIII-Eco RI de 10,1 kbp. Por ultimo, dos frag-
mentos Hin dIII de 3,3 y 1,9 kbp y un fragmento Eco RI de
11,5 kbp del clon ANcGNEG también hibridaron con la sonda
descripta. E1 hecho de que hibridaran fragmentos de restric-
cién de los clones ANcS y ANCNEG que comprendian mas DNA que
el requerido para codificar los transcriptos inducibles por
cicloheximida correspondientes, suglere que estos clones
podrian contener a los genes CI-3 y CI-4 enteros. Esta
suposicién no seria valida si contuvieran intrones, lo cual
es un hecho bastante poco frecuente en los genes de N
crasgsa caracterizados a nivel molecular hasta el momento,
como se describié en la Introduccién.
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5.8.- SUBCLONADO Y MAPEQ FINO DE RESTRICCION DEL GEN Cl-1

El gen CI-1 que codifica para el transcripto principal
inducible por cicloheximida de 2,3 kb se encontraba dentro
de un 1inserto de DNA de N. crasga de 13,5 kbp en el clon
ANc30. Para preparar sondas con una mayor proporcién de la
secuencia de 1interés, hacer un mapa de restriccion mae
preciso, ubicar la unidad +transcripcional y seleccionar
eficientemente su mRNA por hibridacién, se decidié subclonar
en un pléasmido (ver Materiales y Métodos) el fragmento
Eco RI-Bam HI de 4,4 kbp que habia sido revelado por las
sondas de [32P]cDNA en un Southern blot (Fig 13). El
plasmido recombinante obtenido se denominé pGem2.30A.
Habiendo otros productos de ligacién entre el plasmido vec-
tor y otros fragmentos del ANc30, el patrén de restricciodn.
de minipreparac;ones de plasmidos aislados de las colonias
obtenidas permitié elegir el subclon buscado (ver Materiales
y Métodos).

Para ubicar el gen C(CI-1 dentro de este pléasmido, se
corté con varias combinaciones de enzimas de restriccioén y
se corrié una electroforesis para calcular los tamafios de
lose fragmentos generados (Fig. 14 A). Un Southern bhlot de
este gel se hibriddé con una sonda de [32P]cDNA inducido para
identificar 1los fragmentos complementarios al transcripto
del gen C(CI-1 (Fig. 14 B). También se hizo un mapeo por di-
gestiones ©parciales del pGem2.30A marcado radiocactivamente
en el sitio Bgl 1II. Con 4 enzimas de restriccidén de alta
frecuencia de corte, se realizaron digestiones independien-
tes como se describidé en Materiales y Métodos (Fig. 15). Los
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Figura 14: U i ; ; = 1 gen
Electroforesis en gel de agarosa 2 % del pGem2.30A (0,5 pg
por carril) cortado con enzimas de restriccidén. A) Tincidn
con EtdBr. B) Transferencia a Gene Screen e hibridacidén con
una sonda de [32P]cDNA sintetizado con un primer de
oligodeoxinucleétidos de 10-15 b de secuencias al azar y
poly A RNA inducido de 48 hs. Enzimas empleadas: 1) Bam HI,
2) Bam HI yv Bgl II, 3) Bam HI y Pst I, 4) Bam HI y Ava I, 5)
Bam HI y Hin 4III, 6) Bam HI y Eco RI, 7) Bam HI y Hin cll,
8) Bam HI vy Hpa I, 9) Bam HI y S8t I v 10) Ava I vy Pst T.
Marcadores de peso molecular: M) DNA del fago A cortado con
Hin dIII, m) pAT/153/Pvu I11/8 cortade con Hin fI. Exposicion
12 hs a -70°C con pantalla intensificadora.
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Figura 15: Mapeo del pGemZ.30A con enzgimas de restriccion de
alta frecuencia de corte.

Blectroforesis en gel de agarosa 2 % del pGemZ.30A cortado

con Bgl II, marcado con 32P por fill-in, recortado con

Bam HI v digerido parcialmente con las enzimas indicadas

(50.000 cpm por carril, ver Materiales v Metodos). A)

Hpa 11, B) Sau 3AI, C) Sau 961 y D) Tag I. m) Marcadorss de
peso molecular: pAT/1563/Pvu 1I1/8 cortado con Hin fl yv mar-
cado con 32P por fill-in. Los carriles (p) corresponden a
digestién parcial con las enzimas y los carriles (t) & di-
gestidn total. El gel s8e secd y se expuso 12 hs a
temperatura ambiente, s8in pantalla intensificadora.

v
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tamafios 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 ese volcaron en el esquema
mostrado en la Fig. 16. La flecha superior indica la
posicién la posicién aproximada del gen CI-1, como se dedujo
del Southern blot de la Fig. 14 y del tamafio de su trans-
cripto (Fig. 8). La orientacién del RNA se basé 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 1indican que el fragmento clonado con-
tendria al gen CI-1 entero, ya que las 9,3 kbp distales al
sitio Bgl II del inserto del ANc30 no hibridan con la sonda
de [32P]cDNA inducido. Ademés, para poder hibridar con la
sonda III, sintetizada con un primer de oligo dTi12-18 (Fig.
13 B), el verdadero extremo 3° en el transcripto no puede
estar muy lejos del indicado en la Fig. 16.

Subclonado y mapeo del gen CI-1 98



Resultados y Discusion

5 ,
|u|||_|:|3|’ mRNA

H probe

HPSAcH 2B

amR ori PT7
—
1kbp
pGem 2.30A
Figura 16: Inserto del pGem2Z.30A.

A) Posicidén aproximada del gen (CI-1. Dentro dea
las zonas indicadas con trazo discontinuo se encotrarian los
extemos 5" y 3° del +transcripto principal inducible por

cicloheximida de 2,3 kb. B) Fragmento Ava I-Pst 1 empleado
como sonda en el experimento descripto en la seccidn 16 de
estos Resultados vy Discusién. C) Mapa de restricciodn.
Abreviaturas: B) Bam HI, Bg) Bgl II, Ac) Acc I, A) Ava I, P)
Pst I, ©&s) ©Sst I, He) Hin e¢II, H) Hin dIII, E) Eco RI, 8)
Sal I, Hp) Hpa II, Sa) Sau 3AI, Su) Sau 961 y T) Tag 1. La
linea méas delgada indica secuencias del vector vy no se
muestran los sitios Hp, Sa, Su ni T dentro de esta zona. No

hay sitios de Xba I, Ken I, Xho I vy Cla I.
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5.9.- PATRON TEMPORAL DE TRANSCRIPCION DE LOS GENES CI

La aparicién del transcripto del gen CI-I1 se midié
hibridando pGem2.30A marcado radiocactivamente con dot blots
de RNA +total de N.__crasga inducido de distintos tiempos
(Fig. 17). A lo largo del periodo estudiado la sonda revela
una 6ola banda de 2,3 kb ; indetectable antes del agregado
de cicloheximida (Fig. 17 B). La radioactividad 1igada por
hibridacién a los dot blots resulté suficiente para ser con-
tada directamente y cuantificar 1la induccién (Fig. 17 A
y C). En 6 hs de tratamiento con cicloheximida, el tran-
scripto del geﬂ CI-1 aumentd 13 veces respecto del valor
basal encontrado*en el micelio no tratado y alcanzé su nivel
madximo de expresién a las 48 hs de induccién: 32 veces mayor
que.el nivel basal. En otros experimentos, se detect6 ademés
que entre las 48 y las 72 hs de induccién ocurre una leve
disminucién de este transcripto.

Los niveles de induccién observados demuestran que el
tratamiento del cultivo con cicloheximida provoca un aumento
de 1la transcripcién del gen CI-1. Aunque se ha descripto en
Dictvostelium discoideum vy otros organismos que la
acumulacién de mRNAs en los polisomas que es provocada por
altas concentraciones de cicloheximida (1 mM) pqede aumentar
levemente la estabilidad de determinados mRNAs de rapido
recambio (Kelly et al., 1987), parece dificil que pueda
deberse a este mecanismo el aumento de mads de 30 veces ob-
servado aqui en el contenido de mRNA del gen CI-1 en
cultivos de N, cragsa tratados con cicloheximida Z pM. Sin
embargo, no puede descartarse ain que la induccidén de este
mRNA s8e deba a la desaparicién de una RNasa especifica aun-
que esto parece bastante improbable, dado que en las con-
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Figura 17: Induccidén del transcripto del gen Cl-1.

A) Hibridacidén del pGem2.30A marcado con

nick translation con un dot blot de RNA total

de
(Exposicidén de 12 hs a temperatura ambiente con pantalla

tensificadora). B) Northern blot de las mismas muestras
RNA total hibridado con [32P]pGemZ.30A (6 pg por carril,

rosicién de 12 hs a -70°C sin pantalla intensificadora). ()
Medicion de la radioactividad unida a dot
resultados mostrados son el promedio de dos experimentos
1) RENA no

diferentes, ver Materiales y Métodos). Muestras:

inducido, y RNA inducido de 2) 6 hs, 3) 24 hs vy
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diciones de estos experimentos hay induccién de RNasas vor

cicloheximida, como se describidé en la Introduccion.

Un estudio similar se realizé con el gen CI-2: Una sonda de
ANc18 se hibriddé con Northern blots y dot blots de RNA total
de N. crassa (Fig. 18). En este caso también se observo una
sola banda en las muestras de RNA inducido y ninguna en la
de no inducido (Fig. 18 B). La induccidn de este transcripto
de 6,5 kb se estimé comparando la intensidad de las setiales
reveladas en los dot blots (Fig. 18 A y C), va que la
radioactividad unida a los dot blots no fue suficiente para
contar los filtros en liquido centelleador. E1l transcripto
del gen CI-2 alcanzdé su méxima expresion a las 24-48 hs de
induccién y luego disminuyé a las 72 he. Como en el caso del
gen (I-1, es probable que los niveles observados de induc-
cién del gen CI-2 se debieran a un aumento de su transcrip-
cién mas que a otros mecanismos posibles.

También se estudid la induccidn del gen CI-3. Se hibridéd una
sonda de ANecd con dot blots de RNA total y se estiméd el
aumento de su transcripto comparando la intensidad de las
seflales reveladas (Fig. 19). El nivel de induccidn respecto
al basal (8 veces a las 48-72 hs) resultd algo menor al de
los otros dos genes estudiados, aunque también parece
demasiado grande para atribuirse a otros mecanismos gue no
impliguen un aumento de la transcripcién del gen C/-3.

Tomados en su conjunto, los resultados muestran que estos
tres transcriptos inducibles aumentan notablemente su ex-
presién a 1lo largo del periodo de respuesta al estado de
stress metabdlico provocado por el antibiético, indicando la
probable exlstencia de un nivel transcripcional de& control
de esta expresliédn diferencial de genes.
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Figura 18: Induccidén del transcripto del gen CI-2.

A) Dot blot de RNA total de N. c¢rassa hibridado
con ANecl8 marcadoe por nick translation (30 pg de RNA por
carril, exposicién de 12 hs a -70°C con pantalla in-
tensificadora). B) Hibridacién del [32P]ANc18 con un North-
ern blot de las mismas muestras de RNA total (exposicién de
12 hs a -70°C con pantalla intensificadora). C) Estimacion
semicuantitativa de los niveles de induccidén por comparacién
de las intensidades observadas en B. Muestras: 1) RNA no in-
ducido, v RNA inducido de 2) 24 hs, 3) 48 hs y 4) 72 hs.
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Figura 19: Induccidédn del transcripto del gen CI-3.

A) Dot blot de RNA total de N. crassa hibridado
con ANcbh marcado por nick translation (exposicidén de 12 hs a
-70°C con pantalla intensificadora). B) Estimacidén semi-
cuantitativa de los niveles de induccidén por comparacidon de
las intensidades observadas en A. Muestras: 1) RNA no in-
ducido, v RNA inducido de 2) 24 hs, 3) 48 hs y 4) 72 hs.
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5.10.- INCUBACION CON CICLOHEXIMIDA Y NUMERO DE COPIAS DE
_LOS GENES CI

Se ha descripto en numerosas oportunidades que la in-
cubacién prolongada de organismos o células en cultivo con
dosis subletales de diversas sustancias téxicas puede dar
lugar a la seleccidn de células que contienen mayor nimero
de coplas de algin gen cuyo producto permita a la célula
tolerar mejor la presencia de dicha sustancia. Se llama
amplificacién génica a este fenémeno. En otras palabras, un
compuesto o tratamiento determinado selecciona las células
mutantes que pueden crecer mejor que las demas y hacerse
dominantes en un cultivo porque expresan mas copias del gen

capaz de promover resistencia.

Para comprobar sl se estaba en presencia de un fendmeno
de este tipo, 8e purificdé DNA gendmico de N, crassa de un
cultivo 1inducido durante 48 hs con cicloheximida y de otro
no inducido. Un Southern blot de estos DNAs se hibriddé con
la sonda III (Fig. 20 A). Comparando la intensidad de las
bandas reveladas por esta sonda, no se observdé que ninguna
estuviera aumentada en el micelio inducido. Si alguno de los
genes CI hublera estado amplificado en el cultivo tratado
con cicloheximida, las bandas correspondientes del Southern
blot habrian sido més intensas. Es probable que la banda in-
tensa que se reveld, con distintas movilidades, en todos los
carriles correspondiera a alguna secuencia repetida en el
genoma como, por ejemplo, el gen del 26S rRNA que, como ya
se vidé, contribuye con sus secuencias a la sonda III. El
mismo filtro fue rehibridado con una sonda del ANc30 marcado
(Fig. 20 B). Este clon seria el principal candidato para
revelar un evento de amplificacién génica seleccionable por
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Wl e 2. 83, ... 4 5

Figura 20: Namero de copias de los genes CI.

E1l DNA genémico de N. c¢rassa se cortd con enzimas
de restriccidén y se analizdé por electroforesis en un gel de
agarosa 2 %. A) Tincién <con EtdBr. B) Southern blot
hibridado c¢on la s8onda III descripta en la Fig. 3 (ex-
posicién 12 hs a -70°C con pantalla intensificadora). C) E1
mismo Southern blot se rehibridé con ANc30 marcadoe por nick
translation (exposicién 12 hs a “-70°C con pantalla in-
tensificadora). Los carriles contienen DNA (30 ung por ca-
rril) de micelio: (1), (2) y (3) inducido de 48 hs, v (4),
(65) v (6) no inducido. Enzimas empleadas: (1) y (4) Eco RI,
(2) vy (5) Hin dIII, y (3) y (6) Bam HI. M) Marcador de pesc
molecular: DNA del fago A cortado con Hin dIII.
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Figura 20 (continuacidn)
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cicloheximida porque contiene 13,5 kbp de DNA de N, crassa
que incluyen al gen CI-1, cuyo transcripto es el principal
poly A RNA del micelio a las 48 hs de induccién. Las bandas
reveladas, que tienen los tamafios previstos por el mapa de
restriccién del clon (Fig. 9), no estédn incrementadas en el
DNA del micelio inducido. El hechq de que el clon ANc30
revele un solo fragmento Eco RI suglere que hay una sola
copia del gen CI-1 en el genoma de N. crassga. Alternativa-
mente, el gen se podria haber duplicado recientemente. En
este caso sus secuenclas flanqueantes no habrian tenido
tiempo ain para divergir y producirian fragmentos de
restriccidén de idéntico tamafio.

La induccién de 1los genes (I se debe por lo tanto a
algun evento regulatorio que aumenta su transcripcién y no a
la s8eleccidén durante la 1incubacidén con cicloheximida de

mutantes que posean un numero mayor de copias de estos

genes.
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