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Resumen

En Neurospora crassa la inhibición de la sintesis de
proteínas producida por cicloheximida a concentraciones subleta
les, determina la inducción a nivel transcripcional de varios ge
nes, entre ellos el CI-1. El producto de este gen (cip70) es una
proteina de 70 kD.

El incremento en la expresión de este gen no es una
consecuencia directa de la inhibición de la síntesis proteica. En
este sentido la inhibición determinada en una cepa deficiente en
una enzima clave en.1a biosintesis de aminoácidos aromáticos, de
privada de los mismos, no muestra tener niveles incrementados del
mRNAdel gen CI-l. Por el contrario la inducción de otros genes
de Neurospora crassa por la cicloheximida parecería ser una con
secuencia directa de la inhibición de la sintesis proteica.

El DNAgenómico correspondiente al gen CI-l y su res
pectivo cDNAfueron secuenciados, comprobandose que el gen esta
ría estructurado al menospor 4 exones y 3 intrones.

Por otro lado, la secuencia primaria de la proteina de
ducida a partir de la correspondiente secuencia nucleotídica del
cDNA,presentó a nivel de la región carboxílo terminal una alta
homología con tres integrantes de la superfamilia de genes del
citocromo P450.

Unade las caracteristicas principales que presentan
todos los citocromos P450 hasta ahora estudiados, es la conserva
ción de una secuencia que contiene el sitio activo de este tipo
de monooxigenasas. Dicha secuencia también se encuentra presente
en la cip70.

Hasta el momento, sólo se ha reportado un gen de euca
riotes inferiores que codifica para un citocromo P450, el gen lan
de levaduras.



Resumen

Estos resultados indican por pimera vez en Néurospora
crassa la posible participación del citocromo P-450 en los meca
nismos de detoxificación ante la agresión provocada por un agente
químico, en este caso la cicloheximida.
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DTE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ditrioeritritol

DTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ditiotreitol

dTTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..deoxitimidina trifosfato

EDTA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..etilendiamino tetraacetato de sodio

EtBr . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..bromuro de etidio

HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido clorhídrico

h . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..hora

IPTG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..isopropil tiogalactósido

Kb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Kilobase

Kpb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Kilo pares de bases

min . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..minutos

ml . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..mililitro
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MOPS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido 3-(N-morfolino)propansu1fónico
mRNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido ribonucleico mensajero

NaAcO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..acetato de sodio

ng . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..nanogramo

oligodT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido oligodeoxitimidilico

pb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..pares de bases

PCA. . . . . . . . . . . . . . . ..fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1)
PEG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..polietilénglicol

PIPES. . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido piperazin-N,N'-bis(zetán-sulfónico)
pmol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..picomol

PVP. . . . . . . . . . . . . ..2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..polivinil pirrolidona
RNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido ribonucleico

RNAsa A. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ribonucleasa A (de páncreas bovino)

rpm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..revoluciones por minuto
rRNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido ribonucleico ribosomal

SDS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..dodecil sulfato de sodio

SSC 1X. . . . . ..NaCl 150mM-citrato de sodio 15mM, ajustado a pH 7,0)
ssDNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..DNA simple cadena

T4DNA ligasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..DNA ligasa del fago T4

Tris . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Tris(hidroximetil)aminometano
tRNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..ácido ribonucleico de transferencia

ufp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..unidades formadoras de placa
U. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..unidades de actividad enzimática

X-gal . . . . . . . . . . . . . . ..5bromo-4cloro-3indolil-B-D-galactopiranósido
pg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..microgramo

ul . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..microlitro
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3.1. Mmmm
3.1.1. mmm generales

Neurospora crassa es un hongo perteneciente a la clase
Ascomycetes que se encuentra en forma natural sobre árboles o
restos vegetales de áreas tropicales o subtropicales (Shear y
Dodge, 1927).

El hecho de ser un eucariote inferior, con las consi
guientes ventajas concernientes a su fácil manipulación y culti
vo, su menor complejidad genómica y el amplio conocimiento bio
químico y genético de su metabolismo (Badle y Tatum, 1945), lo
han convertido en un interesante modelo para el desarrollo de es
tudios en Biología Molecular.

El micelio vegetativo contiene hifas ramificadas divi
didas por septos que, a través de poros centrales, permiten el
flujo de una célula a otra de citoplasma, núcleos, mitocondrias y
demásinclusioness. Estas células constituyentes de las hifas son
multinucleadas, variando el número de núcleos entre 3 y 100 por
célula. Presentan por fuera de su membrana, una pared celular
compuesta por glucano, quitina y poligalactosamina y, en menor
proporción, proteínas y lípidos (Tyórinoja et al, 1974). El cre
cimiento se produce por extensión del extremo de las hifas y por
ramificación de las mismas.

El crecimiento vegetativo de Neurospora crassa es ópti
mo entre 28°C y 34°C, y se puede dar a máxima velocidad (tiempo
promedio aproximado de 3 h por cada división celular), utilizando
comoúnica fuente de carbono ya sea acetato, succinato, glicerol,
glucosa, manosa, fructosa, xilosa, sacarosa, maltosa, celobiosa,
trehalosa y polisacáridos. Comofuente de nitrógeno, puede utili
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zar nitrato, nitrito, amonioo aminoácidos. Requiere además, oli
goelementos comosales de zinc, manganeso, cobalto, etc., y una
única vitamina (biotina).

En el ciclo de crecimiento vegetativo la Neurospora
crassa forma dos tipos de esporas asexuales, las macroconidias y
las nicroconidias. En el ciclo de vida sexual forma un solo tipo
de espora denominada ascospora.

Las macroconidias son de color naranja, ricas en caro
tenoides y se producen por gemación en el extremo de hifas espe
cializadas de crecimiento aéreo (conidiosporo), poseen paredes
celulares gruesas, sin poros. Son esporas durmientes multinuclea
das (Huebscman, 1952), resistentes a la desecación (Goata, 1962),
al calor, al congelamiento (Strauss, 1958), y a la acidez (Gra
ham, 1967). Cuando se encuentran en medio adecuado, las macroco
nidias germinan entre 2 y 5 hs, restaurando el crecimiento vege
tativo. Por tales razones estas esporas son utilizadas como inó
culo de cultivos (ver Materiales y Métodos), y sirven como "célu
las" fertilizantes (masculinas) en los cruzamientos.

Las nicroconidias se producen a partir de células no
especializadas del micelio en la fase estacionaria del cultivo,
son uninucleadas y de escasa viabilidad, por lo cual prácticamen
te no son utilizadas en el laboratorio.

Cuando Néurospora crassa crece en un medio nutritivo
deficiente, conteniendo nitrato comoúnica fuente de nitrógeno,
desarrolla estructuras femeninas, los protoperitecios (Wester
gaard y Mitchell, 1947), formados por una capa de hifas estériles
cuya función es proteger a una hifa especializada, la ascogonia.
Esta, por medio de un extremo proyectado hacia el exterior del
protoperitecio, el tricógino, es la responsable de la captación
de las "gametas" masculinas.
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El ciclo sexual de N. crassa (figura 1), se da cuando
una "gameta" masculina entra en contacto con el tricógino, tras
lo cual el núcleo masculino es transportado hasta el interior de
la ascogonia, donde se encuentra el núcleo femenino.

Es importante destacar que durante la mayor parte de su
ciclo biológico la N. crassa es haploide. La única célula diploi
de en su ciclo de vida es el cigoto. Es además hermafrodita pues
to que una cepa salvaje puede producir tanto macro y microconi
dias comoascogonias. Es también heterotálica; esto significa que
las macro o microconidias de un tipo de cruzamiento sólo pueden
fecundar a la ascogonia del otro tipo de cruzamiento. En este
sentido es importante destacar que en Neurospora crassa existen
dos tipos de cruzamientos A y a, determinados por un solo par de
alelos y fenotípicamente indistinguibles. Los loci correspondien
tes a los dos tipos de cruzamiento de N. crassa han sido clonados
y utilizados para restaurar, por ensayos de transformación de ce
pas estériles, la capacidad de cruzarse con cepas del tipo de
cruzamiento opuesto, de las mismas (Glass et al, 1988).

Antes de la fusión nuclear, que ha de dar lugar al ci
goto, ambosnúcleos parentales sufren varias divisiones mitóticas
formando las llamadas hifas ascógenas, y es en los extremos de
éstas, donde se produce la fusión de los núcleos de los dos tipos
de cruzamiento. El núcleo diploide formado sufrirá luego una di
visión meiótica seguida de dos divisiones mitóticas, que dan como
resultado cuatro pares de ascosporas o esporas sexuales, de color
negro, ricas en melanina, que se alojan en una bolsa rígida deno
minada asco. Estas ascosporas son expulsadas al exterior a través
del cuello del peritecio y pueden permanecer en estado de laten
cia por años sin perder viabilidad, resistiendo perfectamente la
desecación, el congelamiento y el calor, etc. Las ascosporas pue
den germinar en un medio adecuado sólo si son sometidas previa
mente a un shock térmico de 60°C.
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3-1-2-Wanna del¿enanadeW
En el estado haploide, Neurospora crassa tiene 7 cromo

somas, y el genoma en ellos contenido posee un total de 27000 Kpb
(Krumlauf y Marzluf, 1980; Perkins y Bony, 1977). Un 90% de este
DNAse encuentra como secuencias únicas y un 8%como secuencias
repetitivas. Dichas secuencias, alrededor de 140 copias por geno
ma, tienen aproximadamente 15 Kpbcada, están dispuestas en tán
dem y codifican los rRNAs de 268, 178 y 5,88 (Brooks y Huang,
1972; Dutta, 1973; Free et al, 1979).

A diferencia de lo que ocurre en eucariotes superiores
el rRNAde 58, no se encuentra en estas unidades repetitivas ni
en otras agrupadas en tándem, sino que se halla disperso en el
genoma (Selker et al, 1981).

El restante 2%del DNAgenómico corresponde a secuen
cias palindrómicas de aproximadamente 700 b que están dispersas y
en un número de 350 por genoma.

Si bien en los primeros momentosse pensó que al igual
que levaduras y en contraste con los genes de eucariotes superio
res, Nburosporacrassa presentaba comocaracteristica general, la
presencia de un número menor de intrones o la ausencia de los
mismos, con la acumulación de nuevos datos sobre la secuencia de
varios genes de Neurospora crassa, como por ejemplo, del gen de
la metalotioneina (Mungeret al, 1985), del gen de la Btubulina
(Orbach et a1, 1986), del gen de la proteina ribosomal L29 (Krea
der y Heckman, 1987), del gen de la lacasa (Germann et al, 1988),
de los genes de las subunidades de la ATPasa vacuolar (Bowman et
a1, 1988a y 1988b) y del gen de la ubiquitina (Taccioli et al,
1988), etc., se comprobó que la hipótesis original acerca de la
ausencia de intrones en Neurospora crassa es incorrecta.

-12
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La mayoría de estos genes tienen intrones que varían en
número y tamaño, y que se encuentran preferencialmente, y al
igual que en Saccharomyces, en las regiones 5' de los mismos. Las
secuencias consenso de splicing de estos intrones presentan homo
logía con las descriptas en levaduras y en eucariotes superiores
y se analizarán con mayor detalle en Resultados y Discusión (ver
5.6.2. y Fig. 25).

3.2. BESEQESIAADISIIHIASWQHESDESIRESS

Se han descripto distintas condiciones, comoser, shock
térmico, inhibición de la sintesis proteica, privación de nu
trientes esenciales, daños del DNA,etc., que son capaces de pro
vocar por diversos mecanismos, el aumento de los productos de los
denominados"Genes de stress". Esta respuesta al stress le permi
te a las células adaptarse a las situaciones desfavorables mien
tras persistan las mismas.

En las siguientes secciones se tratarán en detalle
aquellas situaciones de stress de las que se posee mayor informa
ción.

3.2.1. Ramsay: al shmk térmica

En todo organismo tanto procariótico como eucariótico
cuando se eleva la temperatura de 5 a 15°C por encima de la ópti
mapara el crecimiento celular, se produce comorespuesta, la
sintesis cierto número de proteínas altamente conservadas, las
llamadas “hsps” o heat shock proteins (Lindquist, 1980; Kothary y
Candido, 1982; Francis y Lin, 1980; Giudice et al, 1980; Lind
quist et al, 1982; Key et al, 1981; Barbely et al, 1985; Yammori
et al, 1978; Daniels et al, 1984).
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Las hsps han sido descriptas en todos los organismos
donde se las ha buscado, mostrando un alto grado de conservación
a nivel nucleotídico y aminoacidico (Kelly et al, 1982; Miller et
al, 1979; Ingolia et al, 1980; Bienz, 1984; Hunt et al, 1985;
Gutman et al, 1979).

Ademásdel incremento de la temperatura, existen dis
tintos tratamientos que son eficaces para provocar la inducción
de las hsps, éstos incluyen el etanol, el arsenito de sodio, los
metales pesados, la sintesis de proteinas anormales por incorpo
ración de análogos. de aminoácidos, los ionóforos de calcio, los
agentes quelantes, las hormonasesteroides, la microinyección de
proteínas desnaturalizadas, etc (Lindquist, 1986; Anathan et al,
1986). Por esta razón se presume que estas proteinas, cumplirían
funciones de protección generalizada y de resistencia ante una
condición hostil.

Por otra parte dentro de esta familia de proteínas, se
encuentran algunas que se expresan ya sea en forma constitutiva,
o en determinados estadios celulares, lo que permitiría especular
sobre un posible rol de las mismas en el crecimiento normal y en
el desarrollo (ver luego).

Los primeros estudios realizados a nivel molecular de
la respuesta al shock térmico, los llevaron a cabo Tissieres y
Mitchell (1973), quienes correlacionaron la aparición de un grupo
pequeño de proteínas con el cambio inducido por calor en el pa
trón de puffs de los cromosomasde la glándula salival de Droso
phila buskii.

A partir de este momento,se utilizó el sistema de res
puesta al shock térmico comomodelo para el estudio de la estruc
tura y de la regulación génica. Este modeloresultó satisfacto
rio, dado que fueron los genes de las hsps de Drosophila unos de
los primeros genes eucarióticos clonados (Livak et al. 1978;
Schedl et al, 1978; Craig et al, 1979; Moran et al, 1979; Artava
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nis-Tsakonas 1979), los primeros en tener caracterizada su orga
nización dentro del genoma (Ish-Horowicz et al, 1977; Holmgreen
et al, 1979), los primeros en los cuales se determinó la estruc
tura de la cromatina antes y después de la activación (Wuet al,
1979; Wu, 1980) y los primeros en tener identificadas sus secuen
cias regulatorias (Pelham, 1982), etc. Sin embargo, los avances
evidenciados en la caracterización de los genes de las hsps no
lograron aportar datos definitivos sobre la función de dichas
proteinas, punto que actualmente sigue siendo tema de especula
ción.

3.2.1.1. Caracteristicas de la respuesta al shock térmico

Los mRNA inducibles por shock térmico se comienzan a
producir en unos pocos minutos de operado el incremento en la
temperatura y son inmediatamente traducidos con una muyalta efi
ciencia. Simultáneamente se reprimen tanto la transcripción como
la traducción de los genes que se expresaban hasta ese momento.
Esta situación se mantiene mientras dura la exposición a altas
temperaturas, tras lo cual se restauran gradualmente los patrones
de transcripción y traducción normales (DiDomenicoet al, 1982).

En cuanto a la respuesta especifica de tejido, se de
mostró que en general, los distintos tipos de células responden
al shock térmico de modoidéntico (Tissiéres et al, 1974), salvo
las excepciones que se detallan a continuación. Por ejemplo, en
cerebro de rata no se produce la inducción por calor de la hsp 70
hasta los 21 dias de vida (White y Currie, 1982). Otro caso es el
de los linfocitos de pollo que expresan el perfil completo de las
hsps, mientras que los reticulocitos sólo expresan la hsp 70
(Morimoto et al, 1984).
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Por otro lado es importante destacar la influencia del
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los mismos, las cuales fueron postuladas comoresponsables de la
activación de la transcripción (Ingolia et al, 1980; Karch et al,
1981; Holongren et al, 1981).

Además, los mapeos por deleción, permitieron determinar
con precisión la posición de la secuencia responsable de dicha
activación. Subsiguientemente, esto permitió postular como el
elemento consenso característico de heat ShOC', ESE, la siguiente
secuencia: C--GAA——TTC-—G.Esta secuencia se encuentra ubicada en
eucariotes entre 47 y 66 pb upstream del sitio de iniciación de
la transcripción. En procariotes la secuencia equivalente es
TNtCNCcCTTGAA(13-15 pb) CCCCATtTaque se encuentra ubicada a —35
y a —107pb de la base +1 (Pelham, 1982).

Una sola copia del RSEen una secuencia promotora sin
tética es suficiente comopara promoveruna transcripción induci
ble por shock térmico en sistemas heterólogos (Pelham et al,
1982); muchosde los genes heat shock se caracterizan por tener
múltiples copias del ESE.

Ademásha sido pirificado y caracterizado el factor que
interactuaría con el ESE,el heat shock transcription factor
(HSIE) (Parker, 1984; Wu, 1985).

En cuanto a la regulación a nivel traduccional, se com
probó que en muchos organismos eucarióticos, los mRNAnormales
desaparecen de los polisomas en unos pocos minutos después del
aumento de temperatura; simultáneamente, comienza la traducción
de los mRNAde las hsps (Lindquist, McKenzie et al, 1975; Rocche
ri et al, 1981).

Cuandouna variedad de organismos desde bacterias,
plantas, mamíferos o células en cultivo, son incubados a una tem
peratura moderadamenteelevada, capaz de inducir las hsps, y lue
go se los expone a una temperatura más alta, se observa un número
de sobrevivientes aproximadamente 100 veces mayor que cuando in
dividuos de la misma especie son expuestos a la temperatura ex



Introducción

trema sin ningún tratamiento previo. A este fenómeno se lo deno
mina termotolerancia (Subjeck et al, 1982; Mitchell et al, 1979;
Tobe et al, 1984). Varios hechos indicarian la responsabilidad de
las hsps en dicha termotolerancia.

La termotolerancia puede ser inducida además, por los
otros inductores de las hsps (ver más atrás)y su aparición y de
saparición se correlacionan perfectamente con la acumulación y la
degradación de las hsps. Los mutantes, que poseen termotolerancia
constitutiva sintetizan algunas hsp a temperaturas normales (Iida
y Yanara, 1984).

De los aproximadamente 70 genes de heat shock clonados
y secuenciados, sólo dos de ellos presentaron intrones, la hsp 83
de Drosophila (Holmgren et al, 1981; Hackett et al, 1983), y uno
de los genes de las hsps pequeñas de nematodes (Russnak et al,
1983).

Esta carencia de intrones es muypoco frecuente en ge
nes eucarióticos, y puede estar indicando alguna caracteristica
funcional. El bloqueo del splicing promovido por el shock térmico
fue descripto por Pederson (1983). Esto determina que los mRNAs
de las hsps, al no tener intrones, se encontrarian en ventaja con
respecto a las demás mRNAscelulares para ser traducidos (Yost y
Lindquist, 1986).

3.2.1.2. Principales proteinas inducidas por shock térmico

Las dos hsps más conservadas a nivel de secuencia nu
cleotídica y aminoacidica son la hsp 70 y la hsp 83. La hsp 70
humana presenta una homologia del 50%con la de Eschericha coli
(Hunt y Morimoto, 1985).

El gen que codifica para la hsp 70 de E. coli (dnaK)
fue identificado originalmente como un gen del huésped esencial
para la replicación del fago lambday para la viabilidad de la
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bacteria (Sunshine et al, 1977). Esta proteina es abundante en
bacterias no infectadas aún a temperaturas normales, produciéndo
se un aumento en la expresión de la misma cuando se eleva la tem
peratura (Saito y Uchida, 1977).

En E. coli el dnaK es único (Bradwell et al, 1984),
mientras que tanto en Drosophila (Ingolio, Stater et al, 1932;
Nadsworth, 1982) como en Saccharomyces cerevisiae (Ingolia et
al,1982b) y en el hombre (Mues et a1, 1986), los genes que codi
fican para las hsp 70 pertenecen a familias multigénicas cuyos
miembros responden al incremento de temperatura en forma diferen
te dado que algunos no son inducibles por shock térmico y otros,
por ejemplo las proteínas codificadas por los genes YG103e YGIOI
de S. cerevisiae, son reprimidas por el incremento de temperatu
ra.

Todos los miembros de la familia de hsp 70 son capaces
de unir ATP y en condiciones adecuadas, algunas pueden hidroli
zarlo (Welch y Feramisco, 1985).

En cuanto al rol fisiológico de la familia de las hsp
70, el mismo sigue siendo tema de discusión, y si bien no se ha
arribado a ninguna conclusión de tipo general, existen datos que
permiten aclarar las funciones de algunos de los componentes de
dicha familia, los cuales se detallan a continuación.

En células de mamíferos sometidas a un shock térmico,
varias proteinas nucleares se vuelven insolubles y son operativa
mente definidas comoparte de la matriz nuclear. Se comprobó que
un de las hsp 70 una vez producido el tratamiento térmico, migra
al núcleo y se une a la matriz en forma resistente a la extrac
ción salina, tras lo cual se concentraría en el nucleolo uniendo
se a ribosomas parcialmente ensamblados (Welch y Suhan, 1986). La
estructura de los nucleolos es muysensible al incremento de tem
peratura y se comprobó que al transfectar las células con un
plásmido que superproducía una hsp 70, se aceleraba la recupera
ción de los mismos tras el shock térmico (Pelham, 1984).
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Unacaracteristica de esta asociación entre dicha hsp70
y los nucleolos pretratados térmicamente, es que puede ser rever
tida in vitro por el agregado de ATPpero no de análogos del ATP
no hidrolizables (Lewis y Pelham, 1985). El modelo que se postula
para justificar los datos antes expuestos es que el tratamiento
térmico produciría una desnaturalización parcial de ciertas pro
teinas nucleares, las que expondrían regiones hidrofóbicas que
luego interaccionarían entre sí para dar agregados insolubles.

La hsp 70 se uniria estrechamente a esas regiones hi
drofóbicas y limitaría la formación de los agregados insolubles,
requiriendo luego la energía proveniente de la hidrólisis de ATP
para liberarse de su "sustrato", el cual volveria a la conforma
ción correspondiente, previa al tratamiento térmico (Pelham,
1985).

Un postulado de este modelo seria que las hsps 70 ten
drian afinidad por proteínas anormales o desnaturalizadas, ha
biéndose sugerido que la acumulación de estas proteínas anormales
per se serian la señal que dispararia la inducción de las hsps
(Munro y Pelham, 1985).

La utilización de la energía proveniente de la hidróli
sis del ATPpor la hsp 70 para desacoplar agregados hidrofóbicos
quedó demostrada al comprobar que la ATPasa responsable de la re
mociónde la clatrina de las vesículas revestidas, pertenece a la
familia de las hsp 70 y es la llamada hsc 70(Rotmmanet al, 1986;
Chappel et al, 1986).

En cuanto a la hsp 83 de Drosophila y de levadura,
equivalentes a la hsp 90 de vertebrados, en condiciones normales
tienen un nivel basal de expresión bastante alto y son inducibles
por shock térmico o por deprivación de glucosa (ver más adelan
te). Se ha demostrado además que son capaces de asociarse en for
matransitoria con proteina-quinasas de tirosina que se encuen
tran en tránsito hacia la membranaplasmática, y que también son
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capaces de asociarse a receptores de hormonasesteroides cuando
no están unidas a sus ligandos correspondientes (Courteridge y
Bishop, 1982).

3.2.1.3. Respuestaal shocktérmicoen Mmmm

En Neurospora crassa la respuesta al shock térmico es
similar a la descripta en otros organismos, aunque los estudios
realizados se limitan a la inducción de las proteinas y al análi
sis de los mRNAtotales antes y despues del tratamiento, ya que
los genes aún no han sido clonados (Kapoor y Lewis, 1987; Curle y
Kapoor, 1987).

La inducción de las hsps sería evidente a los 5 minutos
de comenzadoel tratamiento a 45°C, temperatura en la que la in
ducción es máxima.

Ademásde las hsps principales y muyconservadas, se ha
encontrado en Neurospora crassa y en otros hongos, una proteina
de respuesta a shock térmico de 96-99 kD que también habria sido
descripta en plantas verdes (hsp 105)(Kapoor, 1983; Kapoor y Le
wis, 1987), y tres proteínas de bajo peso molecular que se acumu
larían en mitocondrias, lo cual ha permitido suponer que la mito
condria es el lugar de acción de por lo menos alguna de las hsps.
Otras evidencias que apoyarian esta suposición son las aportadas
por ensayos en los que se comprobó que muchos inhibidores de la
respiración serian capaces de dar una respuesta equivalente (Ple
sofsky-Vig y Brambl, 1985).
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3.2.2. Respuesta al a.an

Generalmente, cuando un organismo sufre la privación de
algún nutriente esencial o no, pone en marcha mecanismos adapta
tivos que van desde la utilización de caminos metabólicos alter
nativos, en el caso de procariotes y eucariotes inferiores, a la
permanencia en alguna forma de latencia que le permita sobrevivir
hasta que se den condiciones más favorables.

3.2.2.1. Deprivacrión de glucosa

En 1974 fue descripta por Stone et al, la acumulación
de dos proteinas de 78 kD y 94 kD en fibroblastos de embrión de
pollo transformados por el virus de sarcoma aviario. Si bien ori
ginalmente se pensó que estas proteínas eran especificas de
transformación, se comprobó luego que eran proteinas que podian
ser detectadas en células normales. Posteriormente se comprobó
que la acumulación de estas proteínas no se debia directamente a
la transformación, sino a la deprivación de glucosa del medio de
cultivo, comoconsecuencia del rápido crecimiento de las células
transformadas por el virus. Debido a que la síntesis de estas
proteínas es regulada por la concentración de glucosa en el medio
de cultivo es que se las llama grps (glucose-regulated proteins)
(Lee, 1987).

El estudio de la secuencia de ambos genes demostró que
la grp 78 pertenecía a la familia multigénica de las hsp 70 (Mun
ro y Pelham, 1986), mientras que la grp 94 tenia homologia con la
hsp 90 de mamífero y la hsp 83 de Drosophila (Sorger y Pelham,
1987).
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La grp más abundante, la grp 78, ha sido localizada en
el reticulo endoplásmico. La síntesis de esta proteina es induci
da también por tratamiento con el ionóforo de calcio A23187, por
inhibidores de la glicosilación comola tunicamicina, la glucosa
mina y la 2-dioxiglucosa. Si bien las grps y las hspe son espe
cies de proteínas diferentes, presentan homologías entre si y
pertenecerian a la superfamilia de "proteinas inducibles por
stress"; más específicamente las hsp 70 y la grp 78 serían miem
bros de la familia de 70 kD stress proteins, cuya posible función
se discute más adelante.

3.2.2.2. Respuestaal ayunoenMmm

Un sistema bien estudiado en Neurospora crassa, es la
respuesta a la deprivación de nitrógeno. Generalmente, la fuente
de obtención de nitrógeno la constituyen la glutamina, el amonio
y el glutamato, pero en situaciones desfavorables se han descrip
to hongos capaces de utilizar comofuentes secundarias de nitró
geno, nitrato, nitrito, purinas, proteinas, aminoácidos,etc.

La falta de los metabolitos más utilizados, o la pre
sencia de los secundarios, productos del catabolismo, disparan la
sintesis o la activación de las enzimas responsables de llevar a
cabo las distintas vias alternativas. Es el caso del gen regula
torio nit;z de N. crassa, que ante la falta de nitrógeno activa
la transcripción de las nitrato- y nitrito-reductasas, deamina
sas, enzimas del metabolismo de purinas, proteasas extracelula
res, etc. (Tomsett y Garrett, 1981; Reinert y Marzluf, 1975;
Marzluf, 1981; Sikora y Marzluf, 1982). A diferencia de esto,
cuando N. crassa se encuentra en un medio conteniendo amonio o
glutamina o ácido glutámico, se produce una represión catabólica
de todas las vías metabólicas antes mencionadas.
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Por falta de azufre, Neurospora crassa derreprime una
serie de enzimas y sistemas de transporte involucrados en el me
tabolismo del azufre. La derrepresión estaria regulada por un gen
regulador positivo, 915;}, de funciones análogas al locus nit-2
(Metzenberg, 1979).

En el caso de la RNAsaN4 de N. crassa, es inducida ya
sea por ayuno de fuentes de carbono, nitrógeno o azufre. Se trata
de una enzima extracelular y su función es la de obtener C, N o S
por hidrólisis del RNA(Lindberg y Drucker, 1984).

3.2¿1 EImfllia de.:nxn3á:uui de alumna: dczZlQ kn

Se han agrupado dentro de esta clasificación a aquellas
proteínas que comparten la caracteristica de ser inducibles por
algún tipo de stress y que tienen un peso molecular de aproxima
damente 70 kD (Deshaies et al, 1988). Principalmente componenes
ta clasificación las hsps 70 y la grps 78. Comoya se ha descrip
to anteriormente, las hsps 70 son, a su vez, una familia multigé
nica ya que Drosophila, por ejemplo, tiene ocho genes homólogos
en su genoma, el hombre por lo menos diez (Mues et al, 1986), y
Saccaromyces cerevisiae al menos ocho (Werner-Warhburne et al,
1987). Esto hace que dilucidando la función fisiológica de algu
nos de sus miembros, se pueda tener aunque sea una aproximación
al mecanismode acción de los otros, sobre todo teniendo en cuen
ta que estos genes están conservados en mayor o menor medida en
su estructura primaria.

En base a las evidencias acumuladas concernientes al
rol de algunas de las hsps 70, tales como la remoción dependiente
de ATPde la clatrina de las vesículas revestidas, la recupera
ción de los nucleolos después del daño térmico, y la unión a pro
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teinas anormales o mal ensambladas reversible por ATP, se sugirió
comomodelo general que las hsp 70 se unirian a regiones hidrofó
bicas naturalmente expuestas de proteinas, o expuestas como con
secuencia de su desnaturalización. Esta unión (binding) seria re
versible mediandola hidrólisis de ATP,previniendo asi interac
ciones proteina-proteina inapropiadas (Pelham, 1986).

Los estudios realizados sobre translocación transmem
brana de proteinas recién sintetizadas, ya sean secretorias o de
organelas, revelaron que dichas proteínas debian estar desplega
das para poder atravesar la membrana(Eilers, 1988). Por otra
parte ya era conocido, que el transporte post-traduccional de
proteínas mitocondriales y de secreción requieren de la hidróli
sis de ATPy de factores citosólicos habiéndose incluso postulado
la existencia de una actividad "desplegasa". Debidoa la simili
tud con los roles atribuidos a las hsps 70, Chirico et al (1988)
trataron de relacionar a alguna de las hsps 70 con la "desplega
sa", y demostraron que la incorporación a vesículas microsomales
de levadura del preprofactor-a de levadura traducido in Vitro,
era estimulado por dos proteínas del sobrenadante post-ribosomal.
Dichas proteinas de 70 kD están inmunológicamente relacionadas
con las codificadas por dos de los ocho genes de las hsps 70 de
levadura. Dichos genes son los denominados SSAI y SSA2.

Por otra parte, una cepa de levadura que posee tres de
sus genes inducibles por shock térmico delecionados, SSAI, SSA2y
SSA4,resultó ser inviable (Deshaies et al, 1988). La viabilidad
de esta cepa pudo recuperarse por transformación con un plásmido
que expresa una de las hsps 70 bajo el control del promotor GALI.
Las células transformadas crecen en presencia de galactosa y
pierden la hsp 70 mediante el pasaje de las levaduras a un medio
con glucosa. En estas condiciones los autores estudiaron el efec
to de la falta de la hsp 70 sobre el transporte transmembrana de
proteínas.
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Nosólo encontraron que el preprofactor-a no se habia
translocado y se acumulabaen el citosol, sino que encontraron
acumulación de la subunidad B de la ATPasa F1, mitocondrial, con
lo cual se evidenció directamente la intervención de la hsp 70
en la importación proteica al reticulo endoplásmico y a la mito—
condria.

Por otro lado, se había descripto en el lumendel reti
culo endoplásmico otro miembro de la familia de 70 kD stress, que
es la grp 78 (ver 3.2.2.1.), también llamada BiP. Esta proteina
se asociaria en forma transitoria y reversible por ATPa las ca
denas pesadas de inmunoglobulinas que no estuvieran ensambladas
con sus respectivas cadenas livianas, previniendo o revirtiendo
la formación de agregados de cadenas pesadas en el reticulo endo
plásmico (Munroy Pelham, 1986). La proteina BiP interaccionaria
preferentemente con proteinas que estuvieran incorrectamente ple
gadas, pero no se uniria a proteinas recién sintetizadas que hu
bieran alcanzado su estado de plegamiento correcto (Pelham,
1988).

3.2.4. Mmm a aleman agentes Quimicas

Comoya se mencionó, en respuesta a una situación ad
versa un organismo es capaz de producir cambios en su programa
genético que le permitan adaptarse a la nueva situación.

Unade estas respuestas es, en el caso de una agresión
mediada por sustancias químicas, la inducción de sistemas de de
toxificación que neutralicen o eliminen a dicho agente agresor.

Unode los mecanismos de detoxificación celular más es
tudiados es el del sistema de las monooxigenasas, tambien denomi
nado del Citocromo P-450.
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Los resultados expuestos en el capítulo de Resultados y
Discusión, justifican la inclusión de esta sección en esta Intro
ducción.

3.2.4.1. Caracteristicas generales del CITOCROHOP450

Los citocromos P450 son hemoproteinas involucradas en
el metabolismo oxidativo de diversas sustancias ya sean endógenas
o exógenas tales como:esteroides, ácidos grasos, prostaglandi
nas, leucotrienos, aminas biógenas, feromonas, metabolitos de
plantas, innumerables drogas, agentes carcinogénicos, mutágenos y
otros contaminantes del medio.

Participan en el metabolismo llamado de "FASEI", en el
cual un sustrato es oxigenado. Luego las enzimas de "FASE II",
utilizarán ese oxigeno comositio de glucuronidación, sulfata
ción, de formación de conjugados con glutation, con glicina, etc.

La detoxificación celular, generalmente requiere la
participación de las enzimas de las dos FASES.

La actividad catalítica de las enzimas del complejo
P450 involucradas en el metabolismo de diversas drogas, se en
cuentra en el reticulo endoplásmico. La distribución de los com
ponentes del sistema P450 en el reticulo endoplásmico se esquema
tiza en la figura 2.

En dicho esquema está representado el "sistema de las
monooxigenasas”, el cual está compuesto por una flavoproteína
(óxido reductasa), una hemoproteína (el llamado citocromo P450),
y lípidos (Lu et al, 1968; French et al, 1980).

La NADPH-P450oxidoreductasa, se encuentra libre sobre
la bicapa lipidica, mientras que el cluster de enzimas P450 está
profundamente embebido en la misma. La estequeometria de la
NADPH-P450oxidoreductasa y las moléculas de P450 es de 1:10
1:100 (French, 1980).



Eignra 2:
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El cluster de enzimas P450 recibe electrones del NADPH
o del NADH,via la oxidoreductasa. Cada molécula de citocromo
P450 forma entonces, un complejo trimolecular con el 02 atmosfé
rico y alguno de los innumerables sustratos, tras lo cual, el
sustrato es oxigenado (White y Coon, 1980). Dependiendo de la ve
locidad de formación de los intermediarios de reacción, de la ve
cindad de las enzimas de la "FASEII" (por ejemplo, UDP glucuro
nosiltransferasas, sulfotransferasas, glutation transferasas,
etc ), y de la estabilidad de los intermediarios oxigenados, ha
brá dos caminos posibles: una vez conjugado el sustrato, se eli
mina de las células en forma de productos inocuos y altamente po
lares, o por el contrario se une covalentemente a proteinas, las
cuales pueden migrar al núcleo hecho al que se le atribuye la
responsabilidad en la carcinogénesis mediada por agentes quími
cos, la mutagénesis, etc.

En la figura 3 se pueden observar las diversas reaccio
nes de monooxigenación que pueden llevar a cabo las enzimas P450.

Inicialmente, los estudios que se llevaban a cabo sobre
el sistema del citocromo P450 se basaban en la purificación de
fracciones microsomales con actividad de monooxigenasas frente a
distintos tipos de inductores. Para fines de la década del 60, se
habian descripto más de 300 sustancias capaces de inducir su pro
pio metabolismo (Conney, 1967).

Con la aplicación de las técnicas de Biologia Molecular
e Ingeniería Genética en el estudio del sistema del citocromo
P450, se obtuvieron las secuencias aminoacidícas de más de 60
proteínas P450. Estos datos, permitieron organizar la SUPERFAMI
LIA DELP450 en 10 familias (ocho integradas por genes de mamífe
ros, una por un gen de levadura y una por un gen de Fbeudomona).

Para comprender acabadamente la relación existente en
tre los integrantes de esta superfamilia, es necesario aclarar la
secuencia de eventos que llevaron al clonado de la mayoria de los
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mismos. Comose dijo anteriormente, se conocían por lo menos 300
sustancias capaces de inducir los distintos componentesdel sis
tema P450. En general, se purificó cada una de esas enzimas, se
obtuvieron anticuerpos contra las mismas (generalmente policlona
les), y con ellos se buscaron las secuencias que codificaban para
la/s proteinas reconocidas por los mismos en genotecas de CDNA
del órgano u organismo respectivo, previamente inducido con la
sustancia correspondiente.

Así, se fueron describiendo secuencias de P450 que res
pondían ante distintos inductores, y que no necesariamente con
servaban altas homologías entre sí. Luego, con esos clones se
analizaron nuevas genotecas de cDNA,del mismo organismo u otro,
en condiciones de menor estringencia, o que habían sido inducidas
por otras sustancias que compartían caracteristicas químicas con
el inductor original.

Es así que, en base a los datos de las secuencias ha
lladas, se agruparon los distintos P4505 de acuerdo a las homolo
gías que presentaban entre si, comprobándoseque cada integrante
de una subfamilia conserva una homologia igual o mayor al 68%
respecto de cualquier integrante de esa mismasubfamilia. Mien
tras que, un P450 cualquiera muestra una homología menor o igual
al 36%con cualquier integrante de alguna de las restantes 9 fa
milias (Nebert, 1987).

Para unificar la nomenclatura, las familias se han de
signado con números romanos, las subfamilias con letras. y los
integrantes de la subfamilia con números arábigos. En la Tabla I
se puede apreciar la organización de la superfamilia de los genes
P450.

Generalmente, los integrantes de una familia son indu
cibles por un determinado tipo de agentes químicos. La alta homo
logia existente entre los integrantes de la mismadaria cuenta de
la conservación de secuencias relacionadas con la especificidad
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de respuesta a determinado inductor. Existen, sin embargo, casos
en que determinados citocromos P450 responden también a inducto
res típicos de otras familias.

Es además importante destacar que todos los citocromos
P450 que se han Clonado y secuenciado, ya sean de mamíferos, el
P450 lan de levadura y el P450 cam de Escudomona, presentan un
dominio altamente conservado situado cerca del extremo COOHter
minal. Se trata de una secuencia de 7 aminoácidos que contiene
una cisteina y que formaría el hueco donde se acomodaría el grupo
hemopara permitir la unión del Fe con dicha cisteina (Nebert et
al, 1937).

Los estudios realizados sobre los datos de las secuen
cias de 67 proteínas P450, parecen demostrar que, entre el resi
duo 180 y el 320, correspondería al dominio para la unión especí
fica del sustrato, siendo esta zona la responsable de la alta di
vergencia entre los integrantes de las distintas familias.

3.2.5. ¡Quiensguui a la cdglghcxinida

La cicloheximida (actidiona, naromicina A) es una glu
tarimida producida por Streptomyces griseus. Se trata de la B-[Z
(3,5-dimetil-2-oxociclohexil)—2-hidroxietil-glutarimida] (Korn
feld et al, 1949). Es un inhibidor de la sintesis proteica para
un amplio espectro de organismos que incluyen hongos, plantas su
periores, mamíferos (Whiffen, 1948, 1950), algas y protozoos
(Palmer y Maloney, 1955; Loefer y Matney, 1952). No tiene acción
sobre organismos procarióticos, ni sobre ribosomas mitocondriales
o de cloroplastos.

El mecanismode acción de la cicloheximida se ejerce a
través de la unión de la misma a la subunidad 605 de los riboso
maseucarióticos, inhibiendo la actividad de la peptidil transfe
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rasa y bloqueando comoconsecuencia, el desplazamiento de los ri
bosomas sobre los RNAmensajeros (Vázquez, 1979).

Se han obtenido mutantes de diferentes organismos euca
rióticos que son resistentes al tratamiento con cicloheximida
(Sutton et al, 1978), y se ha demostrado que, en el caso de la
cepa cyh2 de S. cerevisiae (Fried y Warner, 1982; Kaufer et al,
1983), la resistencia es consecuencia de una alteración del gen
estructural de la proteína ribosomal L29.

En ensayos realizados in Vivo, con ratas tratadas con
una dosis de cicloheximida capaz de inhibir al 97%de la síntesis
proteica, se observó que se producía un aumento de hasta 6 veces
en la proporción de determinados mRNAs(Kelly et al, 1987; Erns
et al, 1978; Hofer y Sekeris, 1978). Esto fue relacionado con el
efecto inhibitorio de la cicloheximida sobre la disociación de
pendiente de GTPde polisomas (Wettstein et al, 1964), lo cual
promovería un aumento en la vida media de los mRNAsque se encon
traban formando parte de dichos polisomas.

El tratamiento con cicloheximida produciría una dismi
nución brusca de la síntesis proteica, hecho que lo diferencia
del shock térmico, del tratamiento con puromicina o con análogos
de aminoácidos, los cuales provocan una acumulación de proteínas
anormales en el citoplasma.

Recientemente se ha reportado que la cicloheximida en
ratas promovería la fosforilación de la proteína ribosomal SS.
Este proceso también se estimula en cultivos celulares de ratas
tratadas con distintos agentes mitogénicos (Krieg et al, 1988).
Se ha postulado que dichos ribosomas fosforilados presentaría
ventajas para la iniciación de la traducción frente a los riboso
mas no fosforilados (Duncan y McConkey, 1982; Burkard y Traugh,
1984).
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3.2.5.1. Efectodela cicloheximidasobreW

Se ha observado que el efecto de bajas concentraciones
de cicloheximida (0,4uM), produce una inhibición significativa
del crecimiento en Neurospora crassa, el cual llega a un 75%
cuando la concentración de cicloheximida es ZpMy a un 95% para
una concentración 14pM (Hsu, 1963). Experimentos realizados en
nuestro laboratorio mostraron que la inhibición de la sintesis
proteica en un cultivo estacionario de Néurospora crassa tratado
con cicloheximida ZpM. fue del 90%a los 60 min del agregado del
antibiótico, produciéndose luego una recuperación gradual hasta
que, a las 6 h de incubación la misma correspondía de un 30 a un
50%del valor inicial (Groteuold et al, 1987a).

Por otro lado, si un cultivo de N. crassa es pretratado
durante 6 h con cicloheximida 2pm, y luego se lo incuba con ci
cloheximida lOpM,se induce una tolerancia al inhibidor, consis
tente en un incremento en la síntesis proteica de dos veces con
respecto al cultivo tratado con cicloheximida 10pM,sin pre-tra
tamiento (Grotewold et al, 1988).

Este fenómenode tolerancia ya habia sido descripto en
el hongo Sclerotium rolfsii (Sullia y Maria, 1985), y en Cbndida
maltosa (Takagi et al, 1985), donde se observó que el tratamiento
con cicloheximida produce una inhibición casi completa de creci
miento pero que, luego de un tiempo se alcanza los valores de la
velocidad de la división celular previos al tratamiento con el
antibiótico. Los ribosomas de C. maltosa "adaptados" mostraron
ser insensibles a la cicloheximida en ensayos de traducción in
vitro con mRNAsheterólogos, mientras que si los ribosomas prove
nían de un cultivo adaptado, pero que luego fue incubado en au
sencia del antibiótico, estos ribosomas, se volvían sensibles a
la cicloheximida.
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A partir de los resultados de los experimentos mencio
nados, se postuló la existencia de un factor (inducible por ci
cloheximida) capaz de modificar en forma reversible los ribosomas
y que los hace aptos para la sintesis proteica, aún en presencia
del antibiótico.

En condiciones ambientales adversas, muchos hongos res
ponden con un mecanismoadaptativo que induce la síntesis de
ciertas enzimas involucradas ya sea en la diferenciación sexual,
o en el catabolismo. Algunas de estas enzimas también son induci
das por la inhibición de la síntesis proteica promovidapor el
tratamiento con cicloheximida.

Unade estas enzimas es la tirosinasa, responsable de
la melanización característica producida durante la maduración de
los peritecios y las ascosporas (Hirsch, 1954) en Neurospora cra
ssa. Los niveles de tirosinasa en cultivos en fase logaritmica o
estacionaria, crecidos en medio mínimo, son indetectables, pero
cuando se inhibe la síntesis proteica, ya sea por el agregado de
actinomicina D, puromicina o cicloheximida, se observa un incre
mento considerable de la actividad de tirosinasa (Horowitz et al,
1970b). La máximainducción de la tirosinasa se obtuvo incubando
por 72 hs con cicloheximida ZpM.

Otras condiciones que inducen la tirosinasa son: el
ayuno de nutrientes (Horowiz y Shen, 1952; Horowitz et al, 1961),
la inducción sexual por el agregado de macroconidias del tipo de
cruzamiento opuesto (Cruz y Terenzi, 1981), y el agregado de aná
logos de aminoácidos (Horowitz et al, 1970a).

Estudios posteriores demostraron que la cicloheximida
produce la síntesis de novo de la tirosinasa (Katan et al, 1975).

Otra enzima que también es inducida por la cicloheximi
da es la lacasa (Fróehner y Eriksson, 1974). Esta enzima es una
fenol oxidasa que se acumula en el medio extracelular y cuyo gen
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fue clonado recientemente (Germanet a1., 1988). En presencia de
cicloheximida 2pm, la máximaactividad de esta enzima se alcanza
a las 72 hs de cultivo (Grotewold et al, 1988a).

También una L-aminoácido oxidasa es inducida por la ci
cloheximida (Horowitz, 1965), por ayuno de nutrientes o por en
trada al ciclo sexual (Prade y Terenzi, 1985).

La ubiquitina de Neurospora crassa fue clonada en nues
tro laboratorio, y demostró también ser inducida por cicloheximi
da (Taccioli et al, 1989a). Este polipéptido mediaria, via conju
gación a proteinas intracelulares, la degradación selectiva de
las mismas (Finley y Varshavsky, 1985).

Recientemente, se ha descripto en nuestro laboratorio
la inducción de varios mRNAspor tratamiento de un cultivo de N.
crassa estacionario durante 24 o 48 hs con cicloheximida 2pm
(Aisemberg et al, 1988). Se demostró también que, ya a las 6 hs
de tratamiento con cicloheximida 2pM, aparecían por lo menos 4
polipéptidos de 99 kD, 70 kD, 31 kD y 27 kD, respectivamente
(Grotewold et al, 1988), y que esa inducción es a nivel trans
cripcional (Figura 4).

Al estudiar la respuesta a la puromicina de Neurospora
crassa se comprobóque al alcanzar una inhibición de la síntesis
de proteinas del 30%promovida por el agregado del antibiótico,
en una concentración 30pM, se indujeron los polipéptidos de 99 kD
y 31 kD. Las otras dos proteínas (70 kD y 27 kD) no mostraron ser
inducidas en estas condiciones (Grotewold et al, 1988).

Los genes que codifican los péptidos de 31 kD y 27 kD
fueron clonados y caracterizados en este laboratorio (Grotewold
et al, 1988). El gen que codifica para la proteina de 70 kD (cip
70, cicloheximide induoible protein), también fue clonado en este
laboratorio (Aisemberg et al, 1988), y se lo denominó CI-1. Una
descripción más detallada del mismose brinda en la sección 3.2.
5.2.



t.
L 9

_ L

J \¿

; 1YH:

31K- ‘ N
29K'* 5a;

"é
1 2 3 lo

Rights4.:HomemdeMmmm M
A) 12% PAGE-SBSde proteínas marcadas in vivo con L35—S me
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dos por 2 hs con L35-S metionina, luego del tratamiento
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ZpM. Exposición 7 días. 
Northern blot de un cultivo de N. crassa incubado por
6 hs con (carril 2) o sin (carril 1) cicloheximida ZpM,
hibridado con la sonda pGEMZ-BOA(codifica para el mRNA
de la proteína de 70 kD). Exposición 12 hs a —70°C con
pantalla intensificadora.
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3.2.5.2. Caracteristicas del gen (¿1-1

Comose ha mencionado anteriormente, en nuestro labora
torio se clonó una fragmento de DNAque contenía secuencias com
plementarias al mRNAde 2,3 kb que codifica para la proteina cip
70 (Aisemberg et al, 19873).

Fue así que se clonó un fragmento de 4,4Kb que contenía
por lo menos parte del gen que codifica para la cip 70. Como ya
se mencionó anteriormente, a este gen se lo denominó CI-l. El ma
pa de restricción del plásmido que lo contenía pGEM2-30Ase mues
tra en la figura 5.

Existe en el genoma de Neurospora crassa, una copia
única de este gen (Aisemberg et al, 1989).

Estudios del patrón temporal de transcripción del CI-l,
demostraron que a las 6 hs de inducción con cicloheximida, el
transcripto de 2,3Kb se revelaba con muchamayor intensidad res
pecto del nivel existente en micelios no inducidos por ciclohexi
mida (Aisemberg et al, 1987). Por ensayos de hibridación-selec
ción y luego la traducción in Vitro de los RNAsseleccionados, se
comprobó que el pGEMZ-3OAcontiene secuencias complementarias al
mRNAque codifica para la cip70, del mismo experimento se conclu
yó que esta proteína no sufriría modificaciones post-traducciona
les ya que el producto de la traducción in Vitro con un lisado de
reticulocitos de conejo tiene la mismamovilidad (70 kD) que la
proteína sintetizada in Vivo (Aisemberg et al, 1987).

En cuanto a la inducción del gen CI-l en otras condi
ciones de stress, ni el shock térmico, ni el cultivo en medios
pobres en fuentes de carbono y nitrógeno por periodos prolongados
(de 4 a 8 días), provocaron un aumento en su transcripción
(Aisemberg et al, 1989).
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Entre otras funciones, se le ha asignado a las poliami
nas un rol fundamental asociado a la biosintesis de proteínas. Se
estudió entonces el efecto de la depleción de poliaminas causado
por la inhibición de la ornitina decarboxilasa (ODC)(difluorome
tilornitina), en la biosintesis de las mismas(Grotewold et al.
1988). Se comprobóentonces, que el tratamiento de un cultivo de
Neurospora crassa estacionario con DEMO2,5mMdurante 24 hs, fue
capaz de inducir la expresión del gen CI-l.

Por último, se encontró que el gen CI-1 presentaría se
cuencias homólogas en DNAgenómico de Escherichia coli, trigo,
Saccharomyces cerevisiae y humano (Aisemberg et al, 1989).
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3.3. QEIEIIIQSDEESIAIESIS

Se han descripto en la Introducción, distintas condi
ciones de stress que provocan, como respuestas adaptativas en
Neurosporacrassa, la inducción a nivel transcripcional de deter
minados genes. Las funciones de dichos genes son, en la mayoría
de los casos, desconocidas.

El objetivo de esta tesis consiste en la caracteriza
ción a nivel molecular del gen CI-l de Neurospora crassa, y la
obtención de 1a secuencia aminoacídica de su producto para ser
sometida a comparación de homologias con las secuencias de otras
proteínas contenidas en bancos de datos. Por medio de esto, se
pretende obtener evidencias que ayuden a la comprensión del posi
ble rol fisiológico de dicha proteina.
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41. BEAQIIÏQS

acrilamida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..BRL

agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Difco o Merck

agarosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..BRL

alcohol isoamílico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Merck

bisacrilamida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..BRL

cicloheximida.....l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma
cloroformo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Merck

compuestos radioactivos . . . . . . . . . . . . . . . ..New England Nuclear Corp.
etanol absoluto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Merck

extracto de levadura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Difco o Merck

filtros de nitrocelulosa (BASS). . . . . . . . . . . . . . Schleicher & Schüll
formaldehído . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Carlo Erba

formamida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Carlo Erba

Gene Screen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..New England Nuclear Corp.

IPTG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma

kit de random priming . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Amersham

kit de secuenciación (SequenasaTH) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..USB
marcadores de peso molecular para

geles de agarosa (le DNA LADDER) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..BRL

oligo dT celulosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma

película Polaroid 667 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Polaroid

pelicula RX Cutix RPl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Agfa Gevaert

polietilenglicol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma

polivinilpirrolidona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma

poly A sintético . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Mi1es

proteinasa K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma

RNAsin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Promega Biotec

seroalbúmina bovina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma
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triptona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Difco o Merck

Tris . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma

X-gal . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..Sigma
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4.2. .flfül IME Elüfllflis In: EUESJflKu2919ni X IHJDIEICAUQQEULS

4.2.1. Enzinas de anidación

Las enzimas de restricción utilizadas pertenecían en su
mayoria a las siguientes empresas: NewEngland Biolabs. Inc.; Bo
heringer Mannheimy Appligene.

Se utilizaron para cada ensayo de restricción SUde en
zima/ug de DNA, teniendo en cuenta no superar una concentración
final de glicerol del 5%(V/V).

Las incubaciones se hicieron por 2 hs a 37°C, salvo en
el caso de SmaI en el cual la incubación se hizo a 25°C.

Los buffers de incubación utilizados para cada enzima
se especifican en las Tablas II y III.

Tabla II: Bufiers de restricción correspondientes a cada enzima

Buffers A B L M H

Ach Aval KpnI HindII(HincII) ClaI

AluI BamHI SnaBI EcoRI

SacI(SstI) HindIII SphI NcoI

SmaI StuI PstI
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Tabla III: Composiciónde los buffers para enzimas de restricción

Componente del
buffer A B L M H

Tris-Acetato 30

Tris-ClH 10 10 10 10

Mg-acetato 10

MgClz 5 10 10 10

K-acetato 66

NaCl 100 50 100

ditioeritritol (DTE) 1 1 1

ditiotreitol (DTT) 0,5

Z-mercaptoetanol 1

pH a 37°C 7,9 8,0 7,5 7,5 7,5

Las cantidades indican concentraciones milimolares.
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En los casos en que se realizó la digestión de un DNA
con dos enzimas que utilizaban buffers distintos, se digirió con
la primera enzima, luego se precipitó con 1/10 de vol de AcONa3M
pH (5,2) y 2 vol de etanol, se dejó 15 min a —70°C,se centrifugó
a 12000 rpm por 5 min y se resuspendió en el buffer adecuado para
digerir con la segunda enzima.

4.2.2. Enzima nmfiflcadgran

4.2.2.1. Foefatasa alcalina de intestino de ternero (CIE)

Se utilizó CIP de Boheringer Mannheim(IU/ul) en una concen
tración de SOmU/pmolde extremos 5 min de DNA. El buffer de
reacción fue 50mMTris-ClH (pH 9,0), 1mMMgClz, 0,1mM ZnClz
y ImMespermidina. Volumen total 50pl.
Se incubó 30 min a 37°C, se volvió a agregar CIP (SOmU/pmol
de extremos 5 min) y se incubó nuevamente 30 min a 37°C.
Se detuvo 1a reacción llevando a una concentración final de
IOmMTris-ClH (pH 8,0), 0,1mM NaCl y lmM EDTA.

Se extrajo la enzima con 1 vol de Fenol-Cloroformo-Alcohol
isoamílico (25:2421), 1 vol de Cloroformo-Alcohol isoamílico
(24:1) y se precipitó con 1/2 vol AcONH47,5M + 2 vol eta
n01.
Se dejó 15 min a -70°C y se microcentrifugó a 12000 rpm por
5 min.
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T4-DNAhgasa

ligasa
lOmM

en un volumen de

Cada ensayo de ligado se llevó a cabo con IU de DNA
de T4, en un buffer conteniendo 50mMTris-ClH (pH 7,8),
MgClz, ZOmM DTT, ImM ATP y 50pg/ml BSA,

reacción de IOpl.
Se incubó, en el caso de ligar extremos coheeivoe durante
4 hs a 16°C y en los casos de extremos romoe o romo y cohe
sivo durante 14 hs a 20°C.

4.2.2.3. DNApolímerasa I (Fragmento de Klenow)

L3.

4JLL

la M246 (ga2-,

En los casos en que se la utilizó para convertir extremos 5'
protruyentes en romoe, el ensayo se realizó en buffer M, se
agregaron los 4 deoxinucleótidoe en una concentración final
de lOOpM IU de DNA polimerasa I (fragmento de
Klenow).

cada uno y

Se incubó a temperatura ambiente durante 30 min.

MWXWMM
Qemadefleumammm

Se utilizaron las cepas St. Lawrence 74A (wild type) y
arom9-).
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4-3-2. Wa de 911111119

En el caso de la cepa St. Lawrence 74A los cultivos se
hicieron en medio mínimo N de Vogel (Vogel, 1956), suplementado
con sacarosa en una concentración final del 0,5%. Para los culti
vos de la cepa M246las condiciones fueron las mismas que para la
cepa salvaje más el agregado de: L-Phe en una concentración final
de 80ug/ml; L-Tyr, 80pg/ml; L-Trp, 80pg/ml; ácido para-amino ben
zoico, 2ug/ml e inositol, 0,2mg/ml (Lambowitz, 1983).

En ambos casos se inocularon 105 conidias por m1 de
cultivo y se incuoó en un agitador de aire por 60 horas a 30°C y
200 rpm, para luego proceder a los distintos tratamientos.

4.3.3. Indncszk'mpg: ciclghmdnida

A partir de una solución madre de cicloheximida (IOmg/
m1,40mM)se le agregó a cada cultivo el volumen necesario para
llevarlo a una concentración final de la misma de ZHM.Luego se
continuó la incubación por 6 hs y transcurrido ese tiempo los mi
celios se cosecharon por filtración, se lavaron abundantemente
con agua deionizada y se guardaron a -70°C hasta su utilización.

4.3.4. Ama de amingámdgs aromáticas

Una vez transcurridas las 60 hs de crecimiento en medio
de cultivo suplementado con L-Phe, L-Tyr, L-Trp, PABe inositol,
los micelios se cosecharon por filtración en forma estéril, se
lavaron con medio de cultivo sin aminoácidos aromáticos y luego
se volvieron a un medio suplementado o no, para continuar la in
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cubación por 12 o por 24 hs. Una vez concluido el tiempo de incu
bación, se cosecharon por filtración, se lavaron con H20 deioni
zada y se guardaron a -70°C.

4.4. QEBASBACIEBIAHASICQHDIQIQHESDECHLIIIQ4.4.1.WMWWXWEMW
Para la amplificación de plásmidos se utilizó la cepa

E. coli MCIOBI(Baeck et al, 1983). La misma se cultivó en medio
LB que contiene por litro: 103 de triptona, 103 de NaCl y 55 de
extracto de levadura, ajustado a pH 7,5 con NaOHION.

4.4.1.1. Preparación de E. cali ¡[01061competentes

La preparación de células competentes susceptibles de
ser transformadas (Mandel e Higa, 1970) se llevó a cabo de acuer
do al siguiente protocolo:

Se partió de un cultivo de E. coli MCIOGIcrecido en LB a
37°C hasta Aeoo=0,4.
Se cosecharon las bacterias centrifugando por 10 min a
7000 rpm y 4°C.
Se resuspendieron suavemente en 1/10 de vol de CaClz 30mM
frío y se dejaron por 30 min en hielo.
Se volvió a centrifugar y se resuspendió en 1/50 de vol de
CaClz 100mM-15%glicerol.
Se congeló rápidamente en N2 liquido y luego se guardaron a
—70°Cpor un tiempo máximo de 14 dias.
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4.4.1.2. Transformación de E. cali [101061con plásnidos

Se descongeló un tubo con M01061competentes rápidamen
te y se adicionaron 40pl de las mismas a un tubo eppendorf que ya
contenía el DNAplasmidico. Se dejó en hielo por 20 min y se ca
lentó por 2 min a 42°C (shock térmico). Luego se le agregó lml de
LB y se dejó 1 h a 37°C. Una vez concluida la recuperación, se
centrifugó a 12000xg 4 min y se resuspendió en 100p1 de LB que
fueron rastrillados sobre una placa de LB-agar-ampicilina 100pg/
ml.

4.4.2.W «WWWIW
delasnisnns

Para amplificar el fago M13(Messing, 1983) ya sea sal
vaje o recombinante, se utilizó 1a cepa de E. coli JM101.

4.4.2.1. Preparación de E. cali JH101competentes

De un inóculo crecido a partir de una colonia individual se
leccionada en medio mínimo (por litro: Na2P04HSg, KH2P04
33, NaCl 0,55; NH4Cl lg; M3804 2mm; glucosa 0,2%; CaClz
0,1mMadicionado con tiamina 0,5ug/m1) se tomaron 2ml para
reinocular 100mlde LB los cuales fueron crecidos durante 90
min a 37°C con mucha agitación.
Luego se cosecharon las bacterias centrifugando a 2500 rpm
por 10 min y a 4°C. Se resuspendieron las mismas en 1/2 vol
de CaClz SOmMfrío.

Las bacterias resuspendidas se dejaron en hielo durante 20
min y se volvió a centrifugar a 2500 rpm por 10 min y a 4°C.
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Se resuspendieron en 1/10 de volumen de CaClz SOmMfrio y se
dejaron en hielo hasta su utilización.

4.4.2.2. Transformación de E. cali JHlOl con DNAdoble cadena de
fago Hü3

Se agregaron 250u1 de JM101 competentes a un tubo
Eppendorf que ya contenía el DNA.Se dejó 40 min en hielo y luego
se calentó por 2 min a 42°C (shock térmico). Acto seguido se a
gregaron 200p1 de JM101provenientes de un cultivo estacionario,
20p1 de una solución de IPTG 10mg/ml, 40p1 de una solución de X

Gal 2% (P/V)disuelto en dimetilformamida y 3{5m1 de LB-top (LB+
0,75% agarosa a 55°C). Esta mezcla se virtió sobre una placa de
90m de diámetro con 10m1 de LB bottom (LB+1,5% de agar). A1 cabo
de 12 hs a 37°C se visualizaron placas de retardo de crecimiento
claras (recombinantes) y azules (wild type).

4.4.3. Mansión de Emu. 110.39con tags: X3111

Para el plaqueo y la amplificación de los fagos thll
recombinantes se utilizó la cepa Y1090. El inóculo de Y1090 se
cultivó en presencia de ampicilina 100pg/ml ya que esta cepa con
tiene el plásmido pMC9el cual le otorga resistencia a la misma.
Luego se agregó en un tubo Eppendorf estéril un vol de suspensión
de fagos en SM (Tris-HCl SOmM,pH 7,5, NaCl 0,1M, Mg804 lOmM y
gelatina 0,01%) y un vol de cultivo de Y1090estacionario, se de
jó sin agitación durante 30 min a 37°C. Posteriormente, las célu
las infectadas, se utilizaron comoinóculo para medio liquido o
se plaquearon de la siguiente manera: se le agregaron 3,5ml (para
placa de Petri de 90mde diámetro) u 8ml (para placa de Petri de
15cmde diámetro) de LB-top y se virtió sobre LB-bottom.
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4.5. EEBIEIQAQIQHms ¿cms mms

4.5.1. EERIEICACIQH ms mm BLASHIDICQ

El método empleado para la purificación de plásmidos
fue el de Birnboim y Doly (Birnboim y Doly, 1979) modificado.

4.5.1.1. unificación en mgneña escala (niniprsp)

Las minipreparaciones se realizaron a partir de 5ml de
cultivo crecido en LBa 37°C durante toda la noche. Se cosecharon
las bacterias por centrifugación y se resuspendieron en 100u1 de
solución I (Tris-HCl 25mM(pH 8,0), EDTAlOmMy glucosa 50mM). Se
dejaron las bacterias asi resuspendidas 5 min en hielo y se agre
garon 200p1 de solución II (NaOH 0,2N y SDS 1%, preparada en el
momentode usar), se dejó en hielo entre 5 y 10 min y se le agre
garon 150u1 de solución III (NaAcOKAcO5M, pH 4,8, que se prepa
ra agregando a 60ml de KAcetato 5M, 11,5ml de ácido acético y
28,5m1 de HZO), se agitó por inversión y se dejó 10 min en hielo.
Luego se centrifugó en microcentrífuga durante 5 min, se tomó el
sobrenadante y se le agregó 1 vol de Fenol-Cloroformo-Alcohol
isoamílico (25:24:1). La fase acuosa se precipitó con 1/10 de vo
lumen de NaAcO 3M (pH 5,2) y 2 vol de etanol, se dejó 15 min a
-70°C y se centrifugó por 10 min a 12000 rpm a temperatura
ambiente. Se resuspendió el precipitado en 200p1 de H20 y se le
agregó RNAsa A en cantidad suficiente para llegar a una con
centración final de 0,1pg/ml; se incubó por 30 min a 37°C y se
agregó 1/10 de volumen de NaAcO3M (pH 5,2) y 300p1 de etanol; se
dejó 10 min a temperatura ambiente y se centrifugó por 10 min a
12000 rpm en una microcentrifuga. Se resuspendió en 20-40pl de
H20.

-54



Materiales y Métodos

4.5.1.2. mm enstanescala(mmm

En este caso se partió de 500ml de cultivo, el cual se
cosechó centrifugando a 10000 rpm por 5 min y a 4°C, se resuspen
dió en 8ml de solución I, ee dejó 5 min a temperatura ambiente y
se le agregaron 15ml de solución II, se dejó 10 min en hielo tras
lo cual se le adicionaron 12mlde la solución III fria; después
de dejar 10 min en hielo se centrifugó a 15000 rpm por 30 min y a
4°Cy el sobrenadante se filtró a través de lana de vidrio.

Al filtrado se le agregaron 0,6 vol de isopropanol, se
dejó 15 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 12000 rpm
por 20 min y a temperatura ambiente. Luego se resuspendió el pre
cipitado en 7ml de TE (Tris-HCl, lOmM, pH 8 y EDTAImM), y se hi
zo una extracción con 1 vol de Fenol-Cloroformo—Alcohol isoamili
co (25:24:1) y 1 de C10roformo-Alcohol isoamilico (24:1); a la
fase acuosa se le agregaron luego 500u1 de BrEt (10mg/ml), se de
jó 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 25°C por 5 min
a 5000 rpm. Al sobrenadante se le agregó 1g de CsCl por gramo de
solución y se ultracentrifugó a 20°C por 40 hs a 36000 rpm. Se
separó cuidadosamente la banda plasmidica y se la extrajo varias
veces con butanol saturado en H20. Luego se dializó durante 14 hs
contra TE y se precipitó el DNAcon 1/10 de volumen de NaAcO3M,
pH 5,2 y 2 vol de etanol.

4.5.2. ¡HIRIEJIHACISH! [Mi IHEAKISIHIHJÏ SHUQEIUÁIME EIHESEEAH13.IÜECSHIBI

NIHEIEEi

Se utilizó el protocolo descripto por Messing (1983).
Se partió de una placa de retardo de crecimiento clara y se ino
cularon 2ml de LB; se agregaron luego 20p1 de JM101 provenientes
de un cultivo fresco crecido de 8 a 10 hs (D.0330. aproximadamen
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te 1,2). Se incubó durante 4 horas y media a 37°C con mucha agi
tación y al cabo de este tiempo se cosecharon las bacterias por
centrifugación. El pellet de bacterias se resuspendió en 100ul de
LBy se destinó, ya sea comostock de células para nuevas purifi
caciones del fago recombinante (en este caso se guardó a -20°C en
50%de glicerol), o para la purificación, a partir de dicho pe
llet de bacterias, de DNA del fago recombinante doble cadena
(forma replicativa) para su posterior análisis con enzimas de
restricción. El sobrenadante se volvió a centrifugar en un tubo
Eppendorf a 12000 _rpm, y se tomaron 1,2m1 a los cuales se le
agregaron 200ml de PEG 20%-NaCl 2,5M.

Se mezcló por inversión y se dejó a temperatura ambien
te por 15 min. Luego se centrifugó 10 min a 12000xg y se descartó
el sobrenadante teniendo la precaución de seguir adelante con el
protocolo siempre que existiera un pellet visible. Unavez elimi
nado el sobrenadante, se volvió a centrifugar para descartar to
talmente el sobrenadante que pudiera quedar en las paredes del
tubo (de la eliminación del PEGdepende la calidad de la secuen
ciación que se vaya a realizar, ya que el mismoinhibe a la enzi
ma T7 DNApolimerasa). Se resuspendió el pellet en 100ul de TE y
se hicieron dos extracciones sucesivas con Fenol-Cloroformo-Alco
hol isoamílico (25:24rl); en la última extracción se tomó la fase
acuosa, cuidando de no contaminar con la interfase y se precipitó
el DNA simple cadena agregando 300pl de una mezla de etanol y
NaAcO3M (pH 5,2) en una relación 25:1 (V/V). Se dejó durante 1
hora a -70°C o durante toda la noche a -20°C, se centrifugó a
12000xg por 10 min y se resuspendió en 25pl de H20. El rendimien
to es aproximadamente 3ug DNAsimple cadena por purificación.
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¿Sil IEEEEEHMHQH DE DNA DE EAGQSÜ>ELU.BEQQHBDHMÚIB

El protocolo que sirvió de guia para esta purificación
fue el de Yamamotoet al (1970).

Un cultivo de 5ml de Y1090 creció en LB suplementado
con maltosa en una concentración final de 0,2% durante 8-12 hs a
37°C. Luego se cosecharon las bacterias por centrifugación a
7000 rpm por 10 min y 4°C y se resuspendieron en un volumen tal
de SM (Tris-HCl 50mM, pH 7,5; NaCl 0,1M; MgSO4 lOmMy gelatina
0,01%), como para tener 300pl de una suspensión de 2x109 bacte
rias (el númerode bacterias se estima teniendo en cuenta que
1 ODeeo=8x108 bacterias/m1). A esta suspensión se le agregaron
1x107unidades formadoras de placas (ufp) del fago a purificar,
se incubó durante 20 min a 37°C sin agitación y se utilizó esta
suspensión para inocular 500ml de LB suplementado con Mg504 en
una concentración de lOmMfinal.

Unavez transcurridas 9-12 hs con agitación intensa a
37°C, se le agregaron 2ml de cloroformo y se incubó durante 30
min más con agitación a 37°C. Transcurrido este tiempo, se veri
ficó la lisis comparando con una alícuota del cultivo que se
apartó previo al agregado de cloroformo. De percibir lisis (es
tipica la diferencia en la turbidez y la aparición característica
de agregados de células rotas), se agregó DNAsay RNAsacomo para
obtener una concentración final de lug/ml respectivamente, se de
jó durante 30 min a temperatura ambiente, se agregó NaCl hasta
una concentración final de 1My se dejó durante 1 h en hielo.

Una vez transcurrida la hora a 0°C, se centrifugó a 4°C
a 10000 rpm por 10 min, y al sobrenadante se le agregó PEGsólido
muy lentamente y a temperatura ambiente, hasta llegar a una con
centración final del 10%. Se volvió a dejar 1 hora en hielo, y se
centrifugó a 10000 rpm por 10 min a 4°C, se descartaron los so
brenadantes (se trató de secar bien las paredes del tubo), y se
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resuspendió en 8ml de SMpara hacer luego una extracción con clo
roformo, se centrifugó durante 15 min a 4000 rpm, a 4°C y la fase
acuosa se ultracentrifugó a 39000 rpm por 2 h a 4°C en un rotor
50Ti.

El pellet de fagos se resuspendió en 0,5ml de SMy se
llevó a una concentración final de EDTA20mM,proteinasa K, 50pg/
ml y SDS 0,5%, luego se incubó durante 1 hora a 65°C y se hizo
una extracción con Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico (25:24:1)
y una con Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1), tras lo cual se
precipitó el DNAcon 1/10 de volumen de NaAcO 3M, pH 5,2 y 2 vol
de etanol. Se dejó 15 min a —70°Cy se precipitó por centrifuga
ción a 12000xg durante 5 min. El pellet se resuspendió en 200pl
de H20 y se agregaron 2p1 de RNAsa A 10mg/ml, se incubó por 30
min a 37°C y se agregaron 10u1 de NaAcO 3M, pH 5,2 y 300pl de
etanol. Se dejó 10 min a temperatura ambiente, y se centrifugó
durante 10 min a 12000xg. El pellet se resuspendió en H20 y el
rendimiento fue de aproximadamente de 120pg.

4.5.4. WH DEBEADEMmmm

4.5.4.1. mmm de REAtotal

El método empleado fue el de N.H. Giles (Reinert et al,
1981) modificado.

Las precauciones que se tomaron para evitar la acción
de RNAsasfueron las siguientes:

El material de vidrio fue horneado por 2 hs a 180°C.
Los buffers utilizados así comoel material de plástico fue
ron autoclavados por 20 min a 140°C.
En todo momentose trabajó con guantes.
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El micelio congelado a —70°Cse molió en presencia de
N2líquido y luego se lo liofilizó a temperatura ambiente, tras
lo cual, se lo utilizó inmediatamente o se lo dejó a —70°C hasta
su uso.

El micelio molido y liofilizado se virtió sobre una
mezcla 1:1 de EB (NaAcO 0,3M (pH 5,2); EDTA lOmMy SDS 4%) y Fe

nol-Cloroformo-Alcohol isoamílico (25:2421). La relación utiliza
da fue de 7,5ml de EB por gramo de micelio seco. Se homogeneizó
luego con un desintegrador de tejidos Ultra-Turrax durante 5 min
a máxima velocidad y se centrifugó por 5 min a 10000xg y a tempe
ratura ambiente. se extrajo la fase acuosa y se hizo una extrac
ción con 1 vol de Cloroformo-Alcohol isoamílico (24:1) y a la
nueva fase acuosa resultante, se le agregó 1/20 de volumen de SDS
10% y se llevó a una concentración final de proteinasa K de
lOOMg/ml, se incubó por 1 hora a 37°C tras lo cual se hizo una
extracción con 1 vol de Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico (25:
24:1), se centrifugó 10 min a 10000xgy la fase acuosa se preci
pitó con 1/10 de volumen de NaAcO3M, pH 5,2 y 2 vol de etanol
previamente enfriado a —70°C.

Se dejó a —70°Cpor 15 min, se centrifugó 10 min a
12000xg y 4°C y el precipitado se resuspendió en 2/3 de volumen
(de EB usado originalmente) de HzO. Se procedió luego a una pre
cipitación diferencial, agregando 3 vol de NaAcO4M(pH 5,2) y se
dejó 30 min en hielo, se centrifugó 20 min a 15000xg y el preci
pitado se disolvió en H20 para luego guardarlo a —70°C.El rendi
miento fue aproximadamente lOmgde RNAtotal por gramo de micelio
6600.
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4Ji4h2. Bulifikunfián d: ¡RNAfixfllflf)

El enriquecimiento en mRNAse llevó a cabo mediante una
cromatografía en columna de oligodT-celulosa (Aviv y Leder,
1972).

Se utilizaron columnas de 1ml de volumen asentado y
respetando las mismas precauciones que se tomaron para 1a purifi
cación de RNAtotal.

Se equilibró la columna con 5 vol de buffer de carga
(BC)(Tris-HCl ZOmM3pH 7,6; LiCl 0,5M; EDTA 1mM; y SDS 0,1%). Se
calentó el RNAtotal a 65°C por 5 min (de manera de desestabili
zar la estructuras secundarias), se enfrió rápidamente en hielo,
tras lo cual se le agregó 1 vol de BC2x para luego sembrarlo en
la columna.

El percolado contiene mayoritariamente RNA ribosomal.
Luego se lavó la columna con 10 vol de buffer de lavado (BL)
(Tris-HCl, pH 7,6; LiCl 0,1M; EDTAImM; y SDS 0,1%). La elución
del RNApoly A+ se realizó con H20 bidestilada libre de RNAsas.
Se precipitó el RNAcon 1/10 de volumen de NaAcO 3M (pH 5,2) y
2,5 vol de etanol. Se dejó a -70°C por 15 min y se centrifugó a
12000xg por 10 min y a 4°C; se disolvió el precipitado en H20 y
se guardó a -70°C.

La columna se regeneró con 3 vol de H20, 3 vol de NaOH
0,1M y luego se lavó con H20 hasta llegar a pH neutro, guardando
las columnas a 4°C.

El RNApolyA+ contiene aproximadamente un 50% de rRNA y
representa un 2%del RNAtotal.
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4.6.WMWW
4.6.1. mmm deRMA

El métodoutilizado fue el descripto por Schneider
(1957) y se basa en una degradación ácida de los residuos de ri
bosa y la posterior cuantificación de los mismospor su reacción
con orcinol en presencia de FeCls. A 330p1 de solución de RNA se
le agregaron 670pl del reactivo preparado en el momento: orcinol
1% (P/V), FeCls.6H20 0,5% (P/V) en HCl. Se incubó durante 20 min
a 100°C, tras lo cual se dejó la muestra 5 min en hielo para lue
go medir densidad óptica a 660mm.Simultáneamente se hizo una
curva de calibración con polyA sintético, 1 ODBBOequivalen apro
ximadamente a 25pg/ml de RNA.

4.6.2. Quanflficamón de DNA

Para cuantificar DNAse utilizaron dos métodos. El pri
mero consistió en medir absorbancia a 260mm,teniendo en cuenta
que 1 ODzeo equivale a 50pg/ml de DNA.El segundo, utilizado en
la mayoría de los casos, consistió en correr en un minigel de
agarosa la muestra a cuantificar junto con muestras de DNAs de
masa conocida, y comparar las intensidades de la fluorescencia
producida por la incidencia de luz ultravioleta sobre los DNAs
previamente teñidos con BrEt.
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437. ANAlJfiIS DE QQHELEHEHIABIEDAD DE QLQNES SIHBLE CADENA

DEL EAGQ M13 BEEKREHNANIE,(C-Tbst)

El método se basa en el retardo de la migración en un
gel de agarosa 0.8% de un DNAsimple cadena de M13 producido por
la formación de un hibrido doble cadena con otro DNAsimple cade
na que contenga un inserto de secuencia complementario al prime
ro.

Se mezclaron en un tubo Eppendorf 20ml del sobrenadante
de un cultivo destinado a la preparación de DNAsimple cadena de
un fago M13 recombinante A con 20ml de sobrenadante de un fago
M13recombinante B. Comocontroles se agregaron 2 tubos Eppendorf
conteniendo 20pl de SSC 1X y 20pl de sobrenadante de A y de B,
respectivamente.

Se agregó a los 3 tubos 1pl de SDS 2%, 50pl de vaselina
liquida y se calentó por 90 min a 65°C, tras lo cual se agregaron
a cada tubo 5pl de BS (buffer de siembra). Posteriormente, se
sembraron en un gel de agarosa 0,8%, 15ml de cada muestra, y se
corrió la electroforesis aplicando un campoeléctrico de 5V/cm.
Finalizada la misma, se tiñó el gel por 20 min en una solución de
BrEt 0,5pg/ml y se fotografió. Se comparó la movilidad relativa
de las muestras. El retardo respecto de los controles indica la
existencia de secuencias de DNAcomplementarias.
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‘LB. SEEABAQIQH DE AQIDQS HDQLEIQQS EN GELES DE AGABQSA4.8.1.WEBMAIan
(Shuthennlfloü

La electroforesis en geles de agarosa de preparaciones
de DNA se realizó en buffer TAE1x (TAE50szris-ácido acético
2M, pH 8,0; y EDTA SOmM).

Previo al sembrado del gel, se le agregó a cada muestra
1/3 de volumen de BS (buffer de siembra)(buffer TAE3x; glicerol
50%; azul de bromofenol 0,25%), y se llevó a cabo la electrofore
sis aplicando un campo eléctrico de 5V/cm. Una vez concluida la
corrida electroforética, se tiñó el gel con una solución de BrEt
0,5pg/ml durante 20 min. En el caso de los minigeles o de los ge
les preparatorios (ver más adelante), se incluyó BrEt en una con
centración de 0,5ug/ml en la preparación del gel (Maniatis et al,
1982).

Los geles fueron fotografiados en un transiluminador de
luz ultravioleta de 300mmusando una cámara Polaroid MP-4provis
ta de filtro rojo (RPC4)con película Polaroid 667. En estas con
diciones se pueden detectar hasta lOmgde DNAen una única banda
de 5mmde ancho (Sharp et al, 1973).

Solamente en el caso de DNAgenómico y de fagos thll
recombinantes, se pretrató el gel durante 10 min con una solución
de HCl 0,25N (favorece la transferencia de fragmentos grandes).
Luego, el procedimiento fue el mismopara todos los geles inde
pendientemente de cuál fuera el origen del DNA,y consistió en
tratar el gel con una solución de NaOH0,2N y NaCl 0,6” por 30
min y luego se hicieron 3 lavados de 20 min cada uno con buffer
fosfato de sodio 0,025M, pH 6,5 (para 1 litro 10X: NaH2P04.3H20
26,72 g, NazHP04.2HzO 15,59 g).
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A continuación se transfirió el DNAa un filtro de Gene
Screen por capilaridad, según el método de Southern (1975) en bu
ffer fosfato de sodio 0,025M, pH 6,5, durante 12 hs. Luego se
horneó la membrana a 80°C por 2 h.

Comomarcadores de peso molecular se usaron lKB DNA
Ladder (BRL)que tiene fragmentos de los siguientes tamaños (pb):
12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054,
2036, 1635, 1018, 516/506, 394, 344, 298, 220, 200, 154, 142 y
75; fago 3 digerido con AvaIII, con fragmentos de tamaños (pb):
8126, 6555, 6442, 3676, 2606, 2555, 2134, 2005, 1951, 1612, 1420,
1284, 985, 974, 894, 597, 590, 513, 511, 433, 398, 345, 310, 308,
372, 242, 215, 151, 88, 73, 67, 45, 42, 32, 23, y por último el
plásmido pGEMlBHdigerido con Hian, con fragmentos de tamaños
(Pb): 1198, 517, 468/420, 396, 354, 79, 75, 65, 40, 36.

Para conocer el tamaño de una banda de DNAdeterminada,
se corrió en un gel de agarosa, la muestra incógnita y alguno de
los marcadores de peso molecular descriptos más arriba. Luego se
estimó el tamaño de la misma, sabiendo que, la movilidad de una
banda es proporcional al logaritmo del peso molecular de la misma
(Helling, 1974).

4.8.2. EnnficadóndefnagmenLQsdenflAmrelegimfgmsisen
adeudemmsaprsmnafims

Para purificar un fragmento de DNAdeterminado, se co
rrió previamente una electroforesis en un gel de agarosa que con
tenía BrEt en una concentración de 0,5pg/ml. Una vez concluida la
corrida, se extrajo del gel el taco de agarosa que incluía a la
banda de interés, y se depositó sobre un pocillo (construido en
otro gel) que estaba recubierto por una membranade diálisis. A
continuación, se procedió a la electroelución del fragmento de
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DNAdel taco de agarosa, aplicando un campo eléctrico de 5V/cm, y
por un tiempo que variaba entre 45 y 90 min, según el tamaño de
la banda a extraer.

Luego se eluyó el fragmento de DNAde la membrana de
diálisis, haciendo 3 lavados con 150ml de TE. Tras lo cual se hi
cieron tres extracciones con butanol, una extracción con 1 vol de
Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico (25:24zl), una con 1 vol de
C10roformo-Alcohol isoamilico (24:1), y se precipitó agregando
1/2 vol de NH4AcO7,5M y 2 vol de etanol, se dejó 15 min a -70°C
y se centrifugó por 5 min a 12000xg. Luego se resuspendió en H20
y se guardó a -20°C hasta su uso.

4.8.3. Electroforesis de RNAy transferencia a membranas
(hkuthennlfloü

El RNAse corrió en geles desnaturalizantes de agarosa
1,5%, formaldehído 6% y buffer MAE1x (MAE 10x: MOPS-Na0H 0,2M,
pH 7,0; NaAcO50mM; EDTAlOmM), siguiendo el protocolo de Lehrach
et a1 (1977). La agarosa se fundió en un volumen apropiado de H20
deioniazada y una vez enfriada a 65°C se le agregó formaldehído
37%y MAE10x hasta llegar a la concentración indicada. La mues
tra de RNAse calentó por 15 min a 65°C en presencia de formalde
hído 6%, formamida 50% y MAE 1x.

Luego de dejarla enfriar se le agregó BrEt hasta una
concentración final de 50pg/ml y BS (buffer de siembra). El agre
gado de BrEt permitió observar los RNAribosomales (178 y 268),
cuyos tamaños son aproximadamente 2000 y 4000 nucleótidos. Fina
lizada la corrida, se lavó el gel por 30 min en buffer fosfato
0,025M, pH 6,5, se transfirió por capilaridad en el mismobuffer,
según el método de Southern (1977) durante 6-12 hs y luego se
horneó la membranapor 2 hs a 80°C para eliminar el formaldehído.
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4.8.4.Whenmnemmm
Se fundió la cantidad de agarosa necesaria en un volu

men apropiado de NaCl SOmM,EDTA1mm, y luego se equilibró duran
te 30 min en el buffer de corrida (NaOH BOmM,EDTAlmfl), para
evitar la hidrólisis de 1a agarosa en medio alcalino y a alta
temperaturas.

Las muestras se resuspendieron en buffer de carga alca
lino (NaOH 30mM, EDTAlmM, Ficoll 3%, verde de bromocresol 0,025%
y xilene cyanol 0,025%), y se llevó a cabo la electroforesis en
cuarto frío aplicando un campoeléctrico de 6 V/cm.

4.9. EREEABACIQH DE SQEDAS RADIQAQIISLAS

4.9.1. Mamada de DEAdable cadena

En general se marcaron fragmentos de DNAeluidos de ge
les de agarosa preparativos utilizando el métodode extensión de
primers no especificos. Para ello, se hizo uso del kit "Multi
priming" (Amersham)siguiendo las condiciones aconsejadas por los
fabricantes. La reacción se llevó a cabo utilizando entre 20 y
100ng de DNAy 25pCi de [a32P]dCTP. La actividad especifica de
las sondas asi marcadas, osciló entre 5.103 y 1.109 cpm/pg de
DNA.El nucleótido no incorporado se eliminó mediante dos preci
pitaciones llevadas a cabo agregando 1/10 de volumen de NaAcO 3M
(pH 5,2), lOpg de DNAde esperma de salmón como carrier y 2 vol
de etanol.
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4.9.2. Sintesis de DEAsimple cadena mamada can [3312]

Se mezcló entre 0,7 y 1,5pg de DNAdel fago M13 recom
binante simple cadena con Zpl del buffer TMN10x (Tris-HCl, pH
8,0, lOOmM; NaCl lOOmM; y MgClz SOmM), y 1 pmol del primer espe
cífico (ZC-mer) complementario a la zona de M13que está ubicada
36 nucleótidos downstream del sitio HindIII de M13mp18;se agregó
H20destilada hasta completar los 20pl, se calentó por 2 min a
85°Cy se dejó enfriar lentamente hasta llegar a temperatura am
biente. Se agregaron luego 2pl de buffer TMN10x, 2U de enzima
Klenow, 2,5ul de [a32PJdATP, (BOOOCi/mmol) y dTTP, dCTP y dGTP
para llegar a una concentración final de cada deoxinucleótido de
lOOpMen un volumen de reacción de 40pl. Se incubó durante 50 min
entre 20-25°C y al cabo de ese tiempo se agregaron Sul de una
mezcla de los cuatro dNTP's (lmMc/u). Se dejó incubando a la
misma temperatura por 30 min, y luego se inactivó a la enzima ca
lentando por 20 min a 70°C, para luego digerir con las enzimas de
restricción adecuadas para cada caso y en las condiciones apro
piadas para cada una de ellas.

El fragmento de DNAde interés se purificó de un gel de
poliacrilamida nativo preparativo (ver más adelante) y la activi
dad específica obtenida fue de aproximadamente 1.109 cpm/pg.

4.9.3. Hamacasíncon [32?]de DEAen extremas5’ Wa

Una vez digerido el DNAcon la enzima de restricción
adecuada, se precipitó con etanol y se incubó por 20 min a tempe
ratura ambiente en un volumen final de 30pl de buffer M 1X, con
los 3 dNTPs en una concentración BOpMde cada uno, 25pCi del deo
xinucleótido LQZP]y lU de Klenow. Luego se le agregaron los 4
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dNTPspara alcanzar una concentración final de 240pMen el caso
de los nucleótidos fríos y 160uMen el caso del nucleótido marca
do, y se incubó por 10 min más a temperatura ambiente.

En los casos en que el DNAmarcado se fuera a recortar
con enzimas de restricción que generaran extremos 5' protruyen
tes, se inactivó la DNApolimerasa (fragmento de Klenow) por ca
lentamiento a 70°C durante 20 min.

4.9.4. Mamada de ongmncleétidgs con 8322 AIR

La reacción de marcado del extremo 5' del oligonucleó
tido se llevó a cabo utilizando 12 pmoles del oligonucleótido de
21 b (ver 4.14.3.1.), 12 pmoles de (832P)ATP (9120 Ci/mmol), el
volumen necesario de PNKbuffer 10x (Tris-HCl, pH 7,5, 600mM;
MgClz 100mm; espermidina 1mm; EDTA 1mm; y DTT 50mM) y SU de poli
nucleótido quinasa en un volumen final de 25p1. Se incubó por 1 h
a 37°C, tras lo cual se sembró una alícuota 1/10 vol en un gel de
poliacrilamida analítico (ver 4.13.1.), y el resto se utilizó di
rectamente o previa purificación en un gel de poliacrilamida pre
parativo (ver 4.13.2.).

4.10. HAEEQDERNAQQHHEQLEASASI

Para identificar las zonas de DNAgenómico que se en
contraban representadas en el mRNAmaduro, se aprovechó la capa
cidad de la nucleasa Sl de degradar RNAo DNAsimple cadena sin
afectar los híbridos DNA-RNA.

Se realizó el ensayo siguiendo las condiciones origina
les descriptas por Berk y Sharp (1978) o las condiciones de un
protocolo modificado en el laboratorio.
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4.10.1. Ham con 31 (Bank 1 Sharp)

A partir de un clon de fago M13recombinante simple ca
dena cuyo inserto correspondía a una secuencia de la misma pola
ridad que el mRNA,y utilizando el primer universal de M13, se
sintetizó la cadena complementaria al mensajero marcado uniforme
mente con 32P (ver 4.9.2.). Una vez digerido con la respectiva
enzima de restricción, se corrió la muestra en un gel de polia
crilamida nativo, y el fragmento de interés se eluyó del mismo
sumergiendo el taco de acrilamida que contenía a dicho fragmento
en 400ul de NaAcO 0,3M (pH 5,2).

La elución se llevó a cabo por 12 hs a 37°C. Una vez
concluido este tiempo, se le agregó a los 400u1 de NaAcO 0,3M,
30pg de polyA sintético carrier y 800p1 de etanol. Se dejó 15 min
a —70°Cy se centrifugó 10 min a 12000xg. A partir de aqui, todos
los materiales y reactivos que se usaron estaban pretratados para
eliminar la posible presencia de RNAsas.Unavez centrifugado, el
pellet se resuspendió en SOpl de H20.

Se rotularon tres tubos Eppendorf con +, —e INPUTy se
le agregaron 22u1 de la sonda resuspendida al tubo +, 22pl al -,
y Sul al INPUT.A continuación se agregaron a los tubos rotulados
con + y —: 3,7u1 de NaAcO 3M, pH 5,2, 84u1 de etanol, 12ul de
H20. Luego se agregó 3,5p1 de RNAtotal (4,3pg/ml) al tubo + y
15pl de tRNA (lmg/ml) al tubo —, se dejó 15 in a —70°C, se cen
trifugó 10 min a 12000xg, y el pellet se resuspendió en 12,5ul de
R-loop buffer (formamida 80%, NaCl 400mm, EDTA lmM y PIPES 40mM
(pH 6,7). Se le agregaron a los dos tubos (+ y -) 50pl de vaseli
na, se calentaron por 15 min a 72°C y, sin dejar enfriar, se los
dejó hibridando a 52°C por 12 hs.

Unavez finalizado el periodo de hibridación, se le
agregaron a cada tubo 250pl de Sl mix, la cual estaba compuesta
por 248ul de Sl buffer (NaCl 280mM, ZnSO4 4,5mH, NaAcO 30mM (pH
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4,6), lul de nucleasa Sl (4OOU/pl) y 0,5pl de DNAesperma de sal
món 10mg/ml. Se incubó durante 1 hora a 37°C tras lo cual se hizo
una extracción con 1 vol de Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico
(25:24rl), una con 1 vol de Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1),
se precipitó con 1/10 de volumen de NaAcO3M (pH 5,2) y 2 vol de
etanol. Se centrifugó durante 10 min a 12000xg, se resuspendió
las muestras + y - en 15p1 de FD (formamida 80%, Tris-borato 50mM
(pH 8,3), EDTAImM, xylenecyanol 0.1% (P/V) y azul de bromofenol
0,1% (P/V)), y al tubo INPUTse le agregaron 2 vol de FD. Se des
naturalizaron a 100°C por 3 min y se sembraron en un gel de poli
acrilamida desnaturalizante. El carril input servirá comocontrol
de la sonda utilizada, el carril - indicará si la nucleasa 81 di
girió totalmente los DNAsy RNAs simple cadena. Por último, el
carril + mostrará los fragmentos protegidos por la formación de
híbridos RNA-DNA.

4.10.2. Hagancon 51 nmfifinadgen el mmm

Debido a la dificultad encontrada para obtener sondas
uniformemente marcadas con [a32P] de una extensión de 4,4Kb (el
tamaño del inserto de DNAgenómico), se ideó el siguiente método.
Se siguió el mismoprotocolo de hibridación que el descripto an
teriormente salvo que se coprecipitó el RNAcon aproximadamente
600ng de DNAsimple cadena del fago M13recombinante que contenía
las 4,4Kb complementarias al mRNAsin marcar radioactivamente.

Se realizó el ensayo con nucleasa Sl como ya fue des
cripto, se hizo una extracción con Fenol-Cloroformo-Alcohol iso
amilico (25:24rl), una con Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1),
se precipitó con etanol, se resuspendieron las muestras en buffer
de carga alcalina y se procedió a correr un gel de agarosa alca
lino (ver 4.8.4.), Junto con marcadores de peso molecular (lkB
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DNAladder) frios. Unavez concluida la electroforesis, se lavó
el gel durante 15 min en buffer fosfato 0.025M, pH 6,5 y se
transfirió por capilaridad a GENESREEN siguiendo el método de
Southern (ver 4.8.1.).

Finalizada la transferencia, se horneó la membrana por
2 hs a 80°C y se hibridó (ver 4.12.1.) con el fragmento genómico
de 4,4Kb marcado radioactivamente o con distintos fragmentos del
mismo.

4LIL SHAJHÁUÜQIHïL ¡MIA SXIEIA (sflQNfiD IDEL.!3EH!.QI:1

Se analizó una biblioteca de cDNAde Neurospora crassa
correspondiente a un cultivo inducido por 6 hs con cicloheximida.
La misma, fue construida y cedida gentilmente por Guillermo
Taccioli. Comocaracterística de la construcción de esta biblio
teca, cabe destacar que una vez sintetizada la primer cadena de
cDNA,serealizó una digestión con la nucleasa Sl antes de sinte
tizar la segundacadena.Para el clonado en thll, se ligaron los
cDNAsa linkers de EcoRI cuya secuencia es 5'GGAATTCC3'.

Se plaquearon 40000 ufp en dos placas de Petri de 150m
de diámetro con células Y1090comohuésped. La infección se llevó
a cabo agregando 300pl de una suspensión de fagos en SMy 300pl
de un cultivo saturado de Y1090. Se incubó durante 30 min a 37°C
y se agregaron los 600pl de células infectadas a 6ml de LB-top (a
55°C), los cuales se virtieron sobre 12m1de LB-botomconteniendo
ampicilina 100ug/ml.

Luego, los fagos se transfirieron a discos de nitroce
lulosa de 14cmde diámetro, de acuerdo con lo descripto por Ben
ton y Davis (1977).

Cadaplaca se transfirió por duplicado de la siguiente
manera: se dejó el filtro de nitrocelulosa en contacto con el LB
top durante 1 min para el primer filtro, y durante 1 min 30 seg
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para el segundo. Se posicionó la membranasobre la placa haciendo
marcas puntuales con una aguja embebida en tinta china, y se re
pitió la mismamarcación para el segundo filtro. Luego se deposi
tó el filtro sobre una solución de NaOH0,5M-NaCl 1,5M durante 1
min, se pasó el mismo a una solución Tris-HCl 0,5M, pH 7,5, NaCl
1,5M, se lo dejó l min, para luego dejarlo por 2 min en una solu
ción 2xSSC (NaCl 300mM-citrato de sodio 30mM,ajustado a pH 7,0).
Luego se dejaron secar las membranasal aire y se las horneó du
rante 2 h a 80°C.

Los filtros se hibridaron con la sonda adecuada en las
condiciones correspondientes a alta homologia ( ver 4.12.1 ), y
luego del lavado y la autoradiografia se extrajeron 20 positivos,
que tenian su duplicado correspondiente. Estos se volvieron a
analizar plaqueando a baja densidad (50-100 ufp/placa de Petri
90mde diámetro), teniendo en cuenta que el taco extraido de la
placa original contiene aproximadamente5.106 ufp. Las siete ufp
individuales que dieron señal positiva se extrajeron de la placa
de Petri para su posterior amplificación, análisis y subclonado.

4.12. SülfllflIZHlfllüi [Mi HHIHKDQASHIHI

Todas las hibridaciones descriptas se llevaron a cabo
con 1.106 cpm por ml de la solución de hibridación (SH) adecuada
y con 0,05ml de solución de hibridación por cm2 de GENESCREEN o
de filtro de nitrocelulosa.

Se prehibridó en todos los casos durante 2 hs en baño
de agua a 1a temperatura de hibridación con la SH sin sonda, la
cual fue inyectada una vez transcurrido el tiempo de prehibrida
ción.

Las condiciones de hibridización utilizadas para sondas
con alta homologia (>90%) y con baja homologia (aproximadamente
65%), se describen a continuación.
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La prehibridación se llevó a cabo a 42°C en SH Tm-S,

cuya composición es: SSC 5X, DENHARDT5X (Ficoll lmg/ml, polivi
nilpirrolidona lmg/ml, albúmina bovina (fracción V) lmg/ml, DNA
de timo desnaturalizado lOOHQ/ml, SDS 1%y formamida 50%). La hi
bridación se prolongó por 12 hs a 42°C, tras lo cual se hicieron
4 lavados de 30 min cada uno en SSC 0,1X, SDS 1% y a 65°C.

4.12.2. Condicionesdehibfldadánpanasgndascgnmmm

La prehibridación se llevó a cabo a 42°C en SH Tm-40
compuesta por: SSC 4X, DENHARDT5X, DNAde timo desnaturalizado
100ug/ml, SDS 1%y formamida 23,6%. Los lavados se realizaron a
50°C y en SSC 1X y 1% SDS.

Los filtros se secaron al aire y se autoradiografiaron
con pantalla intensificadora a —70°Cpor el tiempo que se deta
llará en cada caso.

4.13. ELECIRQEQBESISDEAQIIXISHDQLEIQQSEHGELESDEEQLIAQRI;

LAHIDA4.13.].Mmmmwm
Se emplearon geles verticales de 200mx350mo de 400mx

350mcon espaciadores de 0,4mmde espesor.
A partir de una solución stock de acrilamida: bisacri

lamida (40:2) 40% se preparó una solucion de concentracion ade
cuada en TBE 1X (TBE 10X) para 1 1: Tris 1083r, ácido bórico 55g,
EDTA0,5, pH 8,0 40ml).
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Para preparar geles desnaturalizantes se disolvieron
423 de urea cada 100ml de solución (7Mfinal). La polimerización
se realizó llevando a 0,8mg/ml de persulfato de amonio y 0,08%
(V/V) de TEMED.

Las electroforesis se realizaron aplicando una potencia
fija de 40Wpara los geles medianos y de 60Wpara los geles gran
des. Una vez concluida la misma se fijó el gel en metanol 10%
ácido acético 10%—H20durante 30 min y se secó el gel en vacío y
a 80°C.

4.13.2.mummmnmm
Se utilizaron geles, nativos o desnaturalizantes, simi

lares a los descriptos en 4.13.1. Luegode concluida la corrida
electroforética, se autoradiografiaron a temperatura ambiente en
tre 15 y 30 min. Una vez posicionada la autoradiografia sobre el
gel, se extrajeron las bandas de interés, dejándolas sumergidas
en NaAcO0,3M (pH 5,2) durante 12 hs a 37°C. Al cabo de ese tiem
po, se retiró el trozo de poliacrilamida y se precipitó con 2 vol
de etanol.

4.14.W
4.14.1. Salmlonadgde mantenga nara su semendamán

En un primer momento, se apeló a una estrategia de tipo
shot-gun, digeriendo el fragmento BamHI-EcoRIpreviamente purifi
cado de geles de agarosa preparativos (ver 4.8.2.),en forma inde
pendiente con enzimas de alta frecuencia de corte, especificamen
te con AluI (5’AG*CT 3'), RsaI (S'GT*AC 3') y Sau3AI (5’*GATC3')
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(se indica con asterisco el sitio de corte de la enzima). Poste
riormente se los subclonó en M13mp18-Sma(los digeridos con AluI
y RsaI) y en M13mp18-BamHI(los digeridos con Sau3AI). Se pu
rificó el DNAde simple cadena de los clones recombinantes y se
secuenciaron utilizando el método de Sanger (ver 4.5.2. y 4.14.
2.).

Si bien algunos clones fueron de utilidad (ver Resulta
dos y Discusión), en general se produjeron artificios de subclo
nado como ser: inserción de más de un fragmento no necesariamente
contiguos, y en ordenamiento cabeza-cabeza, cabeza-cola, inverti
dos, etc., lo cual dificultó muchoel análisis posterior.

Debidoa esto, se utilizó la estrategia que se describe
a continuación, tratando de diseñarla de forma tal que permitiera
la mejor superposición posible de los clones y la lectura de am
bas cadenas de DNA.

Se digirió el pGEM230Acon las respectivas enzimas de
restricción (ver 4.2.1.), se purificaron los fragmentosen geles
de agarosa (ver 4.8.2.) y se subclonaron en el vector M13mP18o
M13mP19previamente digerido con la o las enzimas de restricción
adecuadas y fosfataseado (ver 4.2.2.1.). La reacción de ligado
(ver 4.2.2.2.) se realizó con 100ngde vector y 3 cantidades cre
cientes de un fragmento aislado de geles de agarosa (5, 30 y
150ng de DNApor ensayo).

Es necesario destacar que en los casos de los fragmen
tos que tenian como un extremo un sitio AvaI (5'C*PyCGPuG 3'),
Ach (5'GT*(A/C)(T/G)AC 3') o NcoI (5'C*CATGG3') fue necesario
convertir estos extremos en romos (ver 4.2.2.3.), ya que los vec
tores disponibles no poseían sitios para estas enzimas, útiles
para el clonado.

Para asegurarse de que la secuencia leida correspondie
ra exactamente al fragmento deseado, se tomaron los siguientes
recaudos al rescatar los clones recombinantes:
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Los fagos M13recombinantes se transfirieron a filtros de ni
trocelulosa siguiendo el mismo protocolo que el descripto en
4.11., se hibridaron en condiciones de alta homologia con el
fragmento respectivo marcado por priming at random (ver 4.9.
1.) y se lavó en condiciones de alta homologia. Las placas de
retardo de crecimiento claras que dieron señal positiva, se
utilizaron para la preparación de DNAdel fago M13recombinan
te simple cadena (4.5.2).
Las células del mismocultivo (para la purificación de ssDNA
se utiliza el sobrenadante) se utilizaron para purificar DNA
del fago M13 recombinante en su forma replicativa (DNA doble
cadena), el cual se digirió con las enzimas de restricción
HindIII y EcoRI.

Es posible, que teniendo un fragmento con dos extremos
A y B, se pueda dar la inserción Vector-AA——BB——AA——BB-Vector,En
el caso de ambos extremos romos, esta situación es muchomás fre
cuente. Por lo tanto, en el supuesto caso de formarse un concaté
mero de este tipo, al digerir el dsDNAcon EcoRI y con HindIII,
(cada una de estas enzimas está en un extremo del polylinker de
M13mp18y M13mp19, Yanish-Perron et a1, 1985), éste quedaría en
evidencia por el tamañodel inserto.

Por otro lado, en los casos en que se subclonó un frag
mento en forma no dirigida (esto es, cuando se subclonó un frag
mento generado por una sola enzima de restricción en un sitio
único de la mismaenzima en el vector), se efectuó el C-teet (ver
4.7.) de los DNAssimple cadena de los fagos M13 recombinantes
respectivos, con el objeto de identificar un par de los mismos
que tuvieran como inserto secuencias complementarias, para así
poder secuenciar dicho fragmento desde los dos extremos.

Recién una vez efectuados los controles antes citados
(Figura 6), se procedió a la secuenciación de los clones recombi
nantes.
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A) Electroforesis en

B
V

gel de agarosa 1%, 0,5ug/ml BrEt de
restricciones con EcoRI e HindIII de distintos fagos M13
recombinantes iBAII, provenientes del subclonado del in
serto Ach-Ach de 900pb en M13mp18/Smal.Fueron rescata
dos por hibridación con el mismofragmento.

Electroforesis en gel de agarosa 0,8%, teñido después de
la corrida con BrEt 0,5pg/ml del C-test de los subclones
18AIIA, B y C. Carril 1) A+B; 2) B; 3) A; 4) C+A; 5) C.
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4.14-2- mm de DEA1 de 9mm

La secuenciación se llevó a cabo por el método de ter
minación de cadena por dideoxinucleótidos (Sanger, 1977). Para
ello se utilizó el kit de secuenciación SequenaseTM,(USBCorp.).
Se siguieron las instrucciones indicadas por los fabricantes uti
lizando aproximadamente lug de DNAsimple cadena de fagos M13 re
combinantes para las cuatro reacciones de cada fragmento.

Se utilizaron para las cuatro reacciones 5uCi de
[a-35SJdATP (1250Ci/mmol). Se corrieron geles de acrilamida 6 a
8%y 7Murea (ver 4 13.1 ). Una vez fijados y secados, se expu
sieron a temperatura ambiente por 72 hs.

¿143. SEQHEHQUMHQHDE RNA

414JLL fiñnzuüs ds1.QHBanQhEüidQ

Los criterios utilizados para la elección de la secuen
cia complementaria al mRNAdel gen CI-l a partir de la cual se
construyó el oligonucleótido se discuten más adelante (ver 5.5.1.
y Figura 21).

La sintesis de dicho oligonucleótido se llevó a cabo en
el laboratorio según el método de fosforamidito y haciendo uso de
un sintetizador de DNA,Modelo 381A de Applied Biosystems.

La cuantificación del mismose realizó por medición de
absorbancia a 260mmy considerando que 1 ODzeo equivale aproxima
damente a 25pg/ml.

La secuencia de 21 bases elegida para sintetizar el
oligonucleótido fue la siguiente:

5'GGGCGTTGGTGTAGTAGGTAA3'
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4.14.3.2.mumnmwamm
Zlhcgngpzinsc

Suponiendo que el mRNAdel gen CI-l correspondería al
0,5% (dato netamente especulativo) del mRNAtotal de un cultivo
de Neurospora crassa inducido por cicloheximida, se utilizaron en
el ensayo 12pg de RNA polyA+ (aproximadamente 0,07 pmoles del
mRNAdel gen CI-1) y un exceso molar 10 veces mayor del oligonu

cleótido (0,7 pmoles) marcado con 332P ATP, (ver 4.9.4.)
Se tomaron en todos los casos las precauciones acordes

al trabajo con RNA(ver 4.5.4.1.). Se calentó el RNAen el tubo
Eppendorf de reacción por 1 min a 100°C y se llevó a hielo rápi
damente. Luego se agregó hidróxido de metil mercurio para alcan
zar una concentración final de lOmM.se dejó 10 min a temperatura
ambiente y se le adicionó B-mercaptoetanol hasta una concentra
ción final de 160mM.Seguidamente se adicionaron 90 unidades del
inhibidor de RNAsasRNAsin (Promega Biotec), el volumen necesario
de buffer anneal 10x (KCl 2,5M y Tris-HCl 100mM,pH 8,3, a 43°C),
los 0,7 pmoles del oligonucleótido (aproximadamente 3.106 cpm de
32P por pmol) y el volumen de H20 necesario para un volumen de
reacción de 50pl.

Se calentó durante 30 min a 50°C y se dejó llegar len
tamente a temperatura ambiente, tras lo cual se agregó 1,5 vol de
la mezcla compuesta por: Tris-HCl 160mM,pH 8,3 a 43°C, MgClz
IZmM.los cuatro deoxinucleótidos trifosfato 2mMc/u, actinomici
na D 20ng/pl, B-mercaptoetanol 14mMy transcriptasa reversa del
virus de la mieloblastosis aviaria (AMV)0,20/pl. Se incubó por
1 h a 48°C, se paró la reacción con EDTA16mMfinal y, luego de
precipitar con 1/2 vol de NH4AcO7,5M y 25 vol de etanol, se re
suspendió en FD (ver 4.10.1.) y previo calentamiento por 5 min a
98°C, se sembró un gel de poliacrilamida 10% desnaturalizante,
analítico o preparativo.



Materiales y Métodos

4.14.3.3.Mamma del9mmsintetizadoa 2am: del mmm
dg de 21 h

Unavez corrido el gel de poliacrilamida preparativo,
se cortó la banda de interés y se eluyó durante toda la noche en
NaAcO0,3M. Comoel oligonucleótido estaba previamente marcado en
el extremo 5' y, en consecuencia las moléculas de cDNAtambién lo
estarían, se secuenciaron dichos fragmentos por el método de Ma
xamy Gilbert (1980), se corrió un gel de poliacrilamida desnatu
ralizante 10%,y se expuso con película autoradiográfica y doble
pantalla intensificadora a -70°C durante 20 días.

4.14.4. Bmmmadecnmtadonaufihzadgenelanáhsisdelnsda
tgsdesenuensias

El programa utilizado fue el desarrollado por IBI (DNA/
Protein Sequence Analysis System, IBI Cat.# 81501 to 81509). Este
permitió generar mapasde restricción, armar nuevas secuencias a
partir de clones que se superponian, buscar secuencias consenso,
traducir a aminoácidos secuencias de nucleótidos, predecir frag
mentos generados por corte de dos o más enzimas de restricción,
etc.

La comparación de la secuencia del cDNAdel gen CI-l
con las secuencias reportadas hasta el momento en el GENBANK,fue
realizada por el Dr. Raúl Andino en el Nhitehead Institute for
Biomedical Research, Mass., U.S.A.
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5.1. WMMM
Comose ha mencionado anteriormente, en nuestro labora

torio se clonó una fragmento de DNAque contenía secuencias com
plementarias al mRNAde 2,3 kb que codifica para la proteína cip
70 (Aisemberg et al, 1987a).

El mapade restricción del cual se partió se muestra en
la figura 5, los datos que se disponían acerca de este clon
(Aisemberg et al, 1987a) se detallan a continuación. De las di
gestiones con distintas combinacionesde enzimas de restricción,
su posterior transferencia a nitrocelulosa (Southern blot) e hi
bridación con cDNA inducido marcado radioactivamente (ver más
arriba) comosonda, se concluyó que el fragmento AvaI-Pstl (de
aproximadamente 700pb) o parte del mismo, estaría representado en
el mRNAde CI-1.

Las secuencias ubicadas upstream del sitio BglII y
downstreamdel sitio HincII no estarian contenidas en el mRNAde
CI-l.

La polaridad del mRNA(Aisemberg et al, 1987a) está in
dicada en la figura 5.5.1.1.

A medida que se fueron analizando los datos de las se
cuencias de los primeros clones, se evidenciaron sitios para en
zimas de restricción de baja frecuencia de corte que no habian
sido descriptos (por ejemplo, NcoI, ClaI, StuI, anI, KpnI), los
cuales una vez confirmados por restricción y corrida en geles de
agarosa, se utilizaron para obtener nuevos subclones y asi con
formar la estrategia de secuenciación que se muestra en la Figura
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7. En esta figura sólo se presenta el minimonúmero de clones que
permitió armar la secuencia de todo el inserto de 4,4 Kb del
pGEM2-30A.

5.1.2. AnflisisdelgsdaImsdelasecuendadóndelnflAgenónicg
del gen 91:1

Apelandoal subclonado dirigido (ver 4.14.1.), se faci
litó muchoel análisis de las secuencias de los distintos clones
recombinantes, ya due a priori se sabia exactamente a qué frag
mentos del pGEMZ-BOAcorrespondían dichas secuencias.

Para ubicar clones independientes, (que no se superpo
nian), se hizo una macroaproximación mediante un mapa de restric
ción de enzimas de alta frecuencia de corte generado por computa
dora (ver Materiales y Métodos, 4.14.4.).

Lo mismo se hizo para ubicar en el mapa del pGEM230A
los clones obtenidos a partir de la digestión del BamHI-EcoRIcon
enzimasde restricción de alta frecuencia de corte.

La secuencia genómica del fragmento BamHI-EcoRI de
4,4Kb compilada a partir de las secuencias de los clones super
puestos (presentados en la Figura 7), se muestran en la figura 8.
La fotografia de los autoradiogramas de los geles de secuencia
ción se muestran en el Apéndice.

Saz. ¡ANALJSIS IME.LA IHDEMHDIBARHHZBIEQIQNALIIflflhiiEfl 52:1

A medida que se iban compilando los datos de secuen
cias, se hicieron una serie de experiencias para tratar de dilu
cidar qué zonas del inserto BamHI-EcoRIestaban representadas en
el mRNAde la cip70. Estas experiencias, se describen a continua
ción.
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BK N AcSnKC A<_: N A Xm StStP P ACSaHCHcK H E H PAC

-—-> -s—— ‘ 4———.4-. .__. 4___. 4...
IBAIS ¡BSnP 1 AIG ÏQACF IBNX 19C53 PPI 18A 18AH

. 185€ IQPE
18A14 ¡BCX 19HA IBXE 19PS

BAE I ¡95H
¡SAC 19NC 19AP IBAP IBPg

19aC 19C54

F-——-——————4
1l<b

E. Z: Estrategia ¿g Egongngjagién dal EQEMZQQA

Las flechas indican la orientación en que se secuenció
cada subolon. El nombre de los mismos está conformado
por: vector en que se subclonó (M13mp18o 19)(el PPI está
subclonado con mp19); (iniciales de las enzimas de res
tricción de los extremos de cada inserto orientadas 5' a
3' (18AI8, 18AI4, IBAIIB y IBAIIG son fragmentos ACCI
Ach; 18Aes un fragmento AluI-AluI).
Todos los subclonea fueron secuenciados por el método de
Sanger.
B:BamHI;KernI;
Aval; Xm:anI; St:StuI;
HindIII; EtECORI

Ac:Ach; Sn:SnaBI; C:ClaI; NrNcoI; A:
P:PstI; Sa:SacI; chHinc II: H:
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10 20 30 40 50 60
* * * * * *

ATACTAAgCCGTACCGACATGAACCCAGGGGCGGGCACCTACTGGACGGATCACGAACCA
70 80 90 100 110 120
* * * >14 * *

TATCGCTCACTCAGCCCAAGAGATCTACCTACAGGTAGGTACCTTACTGTGGTACTCAGT
140 150 160 180

* ¡k * * * BK

CTCAAACTGCATGTAACCCAACGGTTGCTGATGTTTATCGGCGATTGCTCATCGGCATCA
190 200 210 220 230 240
* * * * * *

TGTGAGGCTTGGTGCAAGTGCCGGTTCCGTAAACCTTCCTTCTGGCATGTCGATTCGGAT
250 260 270 280 290 300
* * * * * *

GGGGTGCTGCCGCGCTGGCATGGACTACATCCTTTGAAGGGAGGGCTGACGGACGGGGCT
310 320 330 340 350 360
¡k 3K ¡k 3K ¡K IK

TAGAGGTACGTACGATACACCGACCGACATATACCGATCTTGGAAATGATGTCAGATTTC
370 380 390 400 420
* * * * * *

GTGACGCTCGACTGAGATAAACGCGCCCCCACCATGGGTTTTGCGGGCCCGACGTGGCCG
430 440 450 460 480
* X * IK * *

CTGGACTGGACCCGTCCAGGTCTGTTCCATCACTAGCTCACATTAAGACGAACTGGTGGG
490 500 510 520 540
* * * IK * JK

AGAGAGAGAAAAAAAAAAGAAAAAAATCATGGTCAAGTGGAAATGAATCATAGTGAACCA
550 560 570 580 600

* ** * X *
ACACGGTTCTACCTTCCGTCGGTAAAGTAGGAAATCACAAGGGTCACACAGCCGAGACAT

610 620 630 640 650 660
* * * * * *

TGAAGAGCGAATCAACTTCAAAACCGAATGCGAATGCGAATGCGAGCGTTTCACTAGACT
670 680 690 700 710 720
* * ¡k * * ¡k

TGCCATTCCGTCTACACTACAGATTGCTACAAGGATGAGTTTTAGCGCAGTTACAATCGA
730 740 750 760 770 780
* Hi * * X ¡IK

CTACCTATGTACACTAGATCCGTAGCACAACGTCGAGCGGTTCGAAGCAAACTGACCAAC
0 820 830 840

* * * * * *
AACGAGAATAAACAAAAGCTGCCAAGATTAGGACCAGGACCACCGAAGAAAAGGGGGTGG

ama:mmmmmmw
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850 860 870 880 890 900
X X X X X X

GATACATACGTACTCTGCATTCAGGCAAACTTGATATCATCATCAATGGGTATAGGAGAT
920 930 940 950 960

X X X X X X

ATGCAGCAACCACCTACGCCGGCATGATGGCAAGAGAAAGAAAGCCCTGCTACTGACTGC
9 990 1000 1010 1020

X X X X * X

CTATGTGTCGGTACCTATGGAGTCCATAGGTATCTTTGGATCGAGGCAGATGTAACCGTC
103 1040 1050 1060 1070 1080
X X X X X X

GAGTTTACACGGGATTCATCGATGGGAATGATGGAAGAAGGAAGCCCTTTCGCCGATTAC
090 1100 1110 1120 1130 1140

X X X X X X

TGCCTGCCTCTATGTTGTCCGAGTCTTCGGACGGATACATCATGCCCCCCGGCAGTCAGC
150 1160 1170 1180 1190 1200

X X X X X X

CGCGATTTGGTCATGTTTCACAATCTTCCACTTCCACCATTCGCACAATGACTCAAGATG
1210 1220 1230 1240 1250 1260
X X X X X X

CCGTGGAAGGAACCCTGGAACATGGTGGTATCCATCCATTGATTCCGGGATGATTTTGCG
270 1290 1300 1310 1320

X X X X X X

ACCATCAGTTTGGACCAGTGGTATGGAGAGAAAACCGAGACCGAACAACCCCAGGGACAC
1330 1340 1350 1360 1370 1380
X X X X X X

TAGTAGACGGGCCCAGGCCGTTCGTGTTGGAATGATCGTCATTGCTAATCTGGGTCTCCC
1390 1400 1410 1420 1430 1440
X X X X X X

CACCAAAGATGGACCTCATTGCGGCTCTTGGAAAACACGCTAAGACGGAGGTCGTTCGTT
1450 1460 1470 1480 1490 1500
X X X X X X

CGGCTGAGTTGTTTCCGTTTGAGGCGTCAAGATTGCACAGGGCATAGATTCAATCGAGTC
1510 1520 1530 1540 1550 1560
X X X X X X

AAGGACTGGGTGTGGTGTATATAGGGCGCCGTCTCCCACTCGGTTTGTAGGGTAAAGAGT
1570 1580 1590 1600 1610 1620
X X X X X X

AGTCAGTCATTCTCTCTCTGTCTCTCACCACTGCTCCCATCGAGCATCTGCTACCTTCAC
1630 1640 1850 1660 1670 1680
X X X XX X

CTTACCTACTACACCAACGCCCTTGAAGTGAAATCGAAAGAGCTACCAGGCTACGGCACA

Figura 8 (continuación)
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1690 1700 1710 1720 1730 1740
* * ik * * lt

ACAGCCATCATGGCCCTCACCCAACTGGCACACTCAGCGTCAGCACTCCTCCCACTTGTG
1750 1760 1770 1780 1790 1800
* * * * * *

CTGCCCTCCATTGCAGCCATTCTGCCTTCGCCATCTTCCAGCGCTACTTCGCGCCGAATC
1810 1820 1830 1840 1850 1860
¡K * * * * *

CGCTGTCCAACCTCCCGATCGTCGGCGAAGAGTACCATGGGTACGAGAAGAAGAGGCAGG
870 18 1890 1900 1910 1920

* ¡K ¡K 3k ¡K *

GGTATTTAACCAAAGCAAAGGATCTTTATCTTGAGGGATATACCAAGGTTTGTCTCACCC
1930 1940 1950 1960 1970 1980
* ¡k * * * *

TCGGATGTGGATGTACTGGCAATAGATGAGGTGAATCGGGCAACAAAAAGCAAAAAAATA
1990 2000 2010 2020 2030 2040
* * ¡k * * ¡Il

TGGACGCGGAAGAGAAAAGAGAAACAAGGATGCTAACACTGGCGAAAACACACAGTTCAA
2050 2060 2070 2080 2090 2100
* * ¡k JK 1k *

ACATGGCCTCTTCCGCATCGTGACCCCCAACCGTAACAGCGTTATTGTCGTTTCCCCGAG
2110 2120 2130 2140 2150 2160
* * JK * * *

ATTCTTGGACGAGCTGAAGAAGTTGCCAGATGATGTGGTGAGCTTTGATGCTGCTAATGA
2170 2180 2190 2200 2210 2220
* * * * * *

TGATGTGAGTTTTCTTCTCTTTTTTGTCGCCTCATCCAACATGTGCATCCTTCCGTCTTC
2230 2240 2250 2260 2270 2280
¡K ¡k ¡K * * ¡K

CTTCCAATTCTTCTGGCCCCCACATTGATCTTTCTCTCCTCGCGTTTTGTCCGACAAATG
2290 2300 2310 2320 2330 2340
* * * * * *

CTAAGCCGCCCTAGAGCATGCACACCAAATACACCTTGATCCCGACCCACGAACCTATTC
2350 2360 2370 2380 2390 2400
* 3k * ¡K * *

TCCCGCACACCATCAAGACCTCGCTCACGCCCTCGCTCCCTCGCCTCAACCCACAATTAT
2410 2420 2430 2440 2450 2460
¡k * * * * ¡k

CCGAAGAGGTGCAAATCGCCTTCTCGCAGGAAATTGCCCCCCTCATGTCTAGCTCTCCGT
2470 2480 2490 2500 2510 2520
* ¡K * IK ik ik

CCGACTGGGCCCCCATCAACATCAACTCCAAGCTCCTGCGCATCGTCGCCAAAGTGTCCG

Figura 8 (continuación)
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2530 2540 2550 2560 2570 2580
* * ** * *

GGCGCGTCTTCATCGGCCCTGAGTTATGTCACGATGAGCGTTACCTAGAGGCCGCCGTGG
2590 2600 2610 2620 2630 2640
* * * * * Á

GTTATACCGTCAGCGTGATGGAGGCGCAGAGGGCCGTGGAGAGGATGAATCCCTGGGTCA
2650 2660 2670 2680 2690 2700
* * X X * *

GGCCTATTGCCGCGTGGGCTGTAAGGAGGTTCGGAAGTTGGCGCAGATGGAGCGGGATGC
2720 2730 2740 2750 2760

* * * * * *
CACGGCTTTCCTGAGGCCTGTCGTCGAGGCCGCAGGGAGAAGCAAAGAAAGGGGGAAGAG

770 2780 2790 2800 2810 2820
* * * * * *

AAGGACAACGACATGCTGCAGTGGTTGATGGATTCAGCGGATCAGGGACAAGGGAAGCAA
2830 2340 2850 2860 2870 2880
X * * * * *

CACGGCAAGTGGGGGGAAGACACGACCACAACGAGAAAGTTGGCCAGGTTGCAGCTCGCT
2890 2900 2910 2920 2930 2940
* X * * * i

ATCAGCTTTGCTGCCATCCATACTACCACGTTGGTGACGACGCACGCGGTTTACAGCCTT
2950 2960 2970 2980 2990 3000
* * * * * *

GCCGCGGACCCCAAGTTGCAAGCCACGCTGCGTGAAGAGATCCAGTCGGTCCTCCAAGAA
3010 3020 3030 3040 3050 3060
* * * * * *

CACAAGGGCGTGTTCAACACCTCGGCCCTGCAGGCATGAAGAAGACGGATTCCTTCCTCA
3070 3080 3090 3100 3110 3120
* * * * * 1

AGGAGACGATGCGCTTCCATCCTCTGGGACAGACCTCCTTCAACCGCAAGTGCTCAGGAC
3130 3140 3150 3160 3170 3180

** * * * *
CTTTGCTCTCTCCAACGGACAAGTCATCCCCAAGGGATCGACCATCGAAGTCCCCAACTA

3190 3200 3210 3220 3230 3240
X * * * X *

TGCTGTCTCGCGGGACCCCGAAGCGTATCCCAACCCGGATGTGTTTGATCCGTTGAGGTT
250 3260 3270 3280 3290 3300

* * * * * *
CTATAACCTCCGAAACGAGGCTAGGGAGAAGGGGGAGGCCGAACAGGCGGCGTCGGGCCA

3310 3320 3330 3340 3350 3360
* * * * * *

GTTTGTGAGCGTGAACAAGGAGTTTTTGACATTCGGGTATGGACGGCATGCCTGCCCCGG

Figura 8 (continuación)
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3370 3380 3390 3400 3410 3420
* * * * * *

CAGTTCTTTGCGGCGAACGAAATCAAGATGATTTTGGCGAACCTGGTGATGACGTATGAG
3430 3440 3450 3460 3470 3480
¡K * ¡k ¡k * *

ATGGGACTGGTGGAGGGAGAGACGGAGAGGTATAGGGACTGGGATATTGCGGCGGGGACC
3490 3500 3510 3520 3530 3540
* * * * * *

ATTCCAGATCCGACAAAGGATGTAATGTTTAGAAAGCTGTAGGGGCCCGGAATGATGTAG
355 3560 3570 3580 3590 3600
* * * * ¡K *

CTGTCCGTCCGTTCGTCCCTAGAGTAGTGGTAGGTGAAAGTTTCATACCTAATGTTGAGA
3610 3620 3630 3640 3650 3660
* ¡K X ¡k * 3k

ATTGTTGTAACCTCCCGATAGTCCCTCCTCATTCACCAAAGTGAGCAGCAACATGATGAG
670 3680 3690 3700 3710 3720

* * * * * ¡IK

CAACCGCCGTGGCATnACCCCAGAAATCGGCACATACCGGGCATACCGATTCCTCTTCCG
3730 3740 3750 3760 3770 3780
* * * * * *

GTTCAACAGCAGTAGTAGTAGTAGACGGCAAAGGATGGGATACGGTAGAGCTCTGACCAG
3790 3800 3810 3820 3830 3840
* * * * * JK

CTCCACCTCTTCTTCCTTTGGTCTTGGCCGGCTTGATATACGCATCCAGACCGAACTGCT
38 3860 3870 3880 3890 3900
3|! * * * * *

GCGTCGGGGGAGGTTGGGGATGTCCGCCAGGTCTGGACGTGAAGCGCCACGGTGATGGG
3910 3920 3930 3940 3950 3960
¡K ¡k * 'IK 3k 3K

GCTGGCGTGATGGAGAGTCAAAGGTGGCGTTGAAGGATTCCATGTCGGCGCTTCCACTGT
3970 3980 3990 4000 4010 4020
* * * * * Sl

CCGGGTTGCTGTTCATGGATTGCACGCGGCCGACTCGTCCATCAGTGAGGCGGACTTTGA
4030 4040 4050 4060 4070 4080
* * * * * X

TGCCGCGGGGATGGTTTCCTTTGGTGAGCACATCCTGGATAGTGCCGGATACGTGCGGCC
4090 4100 4110 4120 4130 4140
¡ll ik * * * *

GGTGGGCTGGTCAACTTTGAGGACGATGTTGACTCCAGCACCGGGGATGACTTGTCGCGT
4150 4160 4170 4180 4190 4200
* * * * **

TGTTGGTACTGGGGGACTGTTGGGGGGGGGTTCGATGTGATGACCAGGATGGAACTTGAA

Figura 8 (continuación)
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4210 4220 4230 4240 4250 4260
* * * * * JK

GCAAGCGAGGGAAGTGAAATGCGTTGGTCGTTCGCCCTTTCTCAGTGATGGCTTTCAGTG
4270 4280 4290 4300 4310 4320
* * ¡k ¡k ¡k *

ATCGTGACGGCGGGCATGCCTGGTGAGGGGGCGGGnGCGGGGGGcaGTGGTTGAGTGGGn
4330 4340 4350 4360 4370 4380
* * ¡IK * X *

AACTTGGTACCTCTACCTCTACAGGACCACCTCCAGGTCAGTACCTAAGCTTGGCGGTGC
4390 4400 4410 4420 4430 4440
* Ill * 3k * *

ACGTGCGTAATCACGTTACTGCTCCCTCCCCATGTCGCCCGACTTTCCTTCTTCGGACCT
4450 4460 4470 4480 4490 4500
* * X ¡II * *

TGGCGACATCGGGCCCTCCCCTCCATCGGCCGTCGCAGTCCACGGAACCCCGAAGCACTC
4510 4520

**
CACTCGTCCACTCAACTCCnTTGTTGC

Figura 8 (continuación)
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5.2.1.WWWWWWMW
Los genes nucleares de Neurospora crassa que codifican

para mRNAsy que habian sido caracterizados a nivel molecular
hasta el momentoen que se decidió estudiar la unidad transcrip
cional del gen CI-l, mostraban un número menor de intrones y de
menor longitud que lo habitual en los eucariotes superiores. Mu
chos de los genes secuenciados revelaron no tener intrones en ab
soluto (Vollmer y Yanofsky, 1986; Flink y Wilkening, 1986; Leger
ton y Yanofsky, 1985; Giles et al, 1985; Catcheside et al, 1985;
Dan-Colemman, 1984; Finchman y Kirnnaird, 1984; Buxton y Radford,
1983; Schechtman y Yanofsky, 1983; Kinnaird et al, 1982; Keesey y
DeMoss, 1982; Hunger et al, 1985; y German y Lerch, 1985).

Es por esto que se hizo necesario descartar o confirmar
la existencia de intrones en el gen CI-l. Para ello se realizó un
Nbrthern blot, con 20pg por calle de RNAtotal de Neurospora cra
ssa inducido por cicloheximida, y se hibrido en condiciones de
alta homologíacon distintos fragmentos previamente purificados
por geles de agarosa preparativos y marcados radioactivamente por
priming at random (Figura 9A).

Los resultados se muestran en la Figura QB, según és
tos, se puede afirmar que los fragmentos que claramente contienen
secuencias representadas en el mRNA,son el Ach-AvaI (la sonda
IV da señal mientras que la III no), el AvaI-Pstl (en este caso
hubo un problema con la sonda, pero este dato ya fue indicado por
Aisemberg et al (1989) y se confirma más adelante en los ensayos
de protección contra la nucleasa Sl); el fragmento PstI-PstI
(sonda VI), y el fragmento Pst-SacI (sonda VII).
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Eignre Q:
dsúL izuaezjaz Banfiil:fikxzfll.shïl IiiEkfil:3lUï.

A) Esquemade las distintas sondas que se obtuvieron por di

B)

respectivas enzimas de restricción, ex
de agarosa y posterior marcado por

gestión con las
tracción de geles
priming at random.

Se corrieron ZOpgde RNAtotal por calle, se transfirió a
GeneScreen, se cortó la tira correspondiente a cada ca
lle, y se hibridó en condiciones de alta homologia con
cada una de las sondas descriptas en A. Exposición 12 hs
a —70°Ccon pantalla intensificadora.

¿úzriin212L__blruLhilunidsukz azul diáïniniaua flïüflnerüülfi
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En las calles hibridadas con las sondas I, II y III,
aparece una sombra muy tenue en la zona del CI-l mRNAy es difi
cil discernir si esta señal es producida por el "ruido de fondo”
del ensayo o es debida a la hibridación de tractos homólogos muy
pequeños.

Una vez acotados los fragmentos que contenían secuen
cias complementarias a los mRNAmaduros, se diseñaron ensayos que
permitieran conocer la longitud de los exones contenidos en cada
uno de ellos. Estos ensayos se describen a continuación.

5.2.2.mmmmmmmw
Para este ensayo, se utilizó como sonda, un DNA simple

cadena marcado uniformemente con [32P], cuya secuencia era com
plementaria al mRNA,y que fue generado (según 4.9.2.) a partir
del ssDNAde el clon M13mp18recombinante 18AP4.

Dicho clon, lleva comoinserto, un fragmento AvaI-PstI
(el extremo Aval fue previamente convertido en romo para luego
subclonarlo en SmaI). Este fragmento está orientado de manera tal
que la síntesis del DNAmarcado se produce desde el sitio PstI al
SmaI (Aval).

Los resultados se aprecian en las figuras 10Ay 10B.
Comose puede apreciar, la utilización de esta sonda

produjo dos fragmentos protegidos, de aproximadamente 450pb y
67pb, respectivamente.

5.2.3.WMMWSIMWW
En este caso, el clon utilizado para preparar la sonda

de DNAsimple cadena [SZP] fue el 19PSl que es un fago M13 recom
binante que tiene insertado el fragmento PstI-SacI. de manera tal
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N
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Q
BKN AcSnKC Ac N AXmStStPP AcSchHcK HE
LLÍL I llf l l l l \I( i l \V l [J

<——-———I —
67 450

mmzmmaammw
A) Gel de poliacrilamida 6%, 7Murea. INPUT: sonda; — : con

l5pg de tRNA; +: con 15pg de RNAtotal inducido por 6 hs
con cicloheximida ZpM; M: marcadores. Exposición 12 hs a
-70°Ccon pantalla intensificadora..

B 'v La flecha indica la polaridad y la extensión de la sonda
de DNAsimple cadena [32P] empleada. Las cajas muestran
la longitud aproximada de los fragmentos protegidos.
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que la extensión a partir del oligonucleótido universal de M13se
produce desde el sitio SacI al PstI, resultando un DNAsimple ca
dena [32P] complementario al mRNA.Los resultados se muestran en
las figuras 11Ay 11B, en las cuales se observa que al utilizar
esta sonda, aparece protegido un fragmento de aproximadamente
520Pb

5.2.4.mmmmnmdelmmw
La sonda utilizada en este ensayo se preparó a partir

del ssDNAdel clon de M13, 19HA,cuya construcción se detalla a
continuación.

Posteriormente a la digestión del plásmido pGEM2-30A
con la enzima de restricción AvaI, se convirtieron en romos los
extremos generados por esta enzima. Luego se recortó con HindIII,
que tiene un sitio dentro del inserto (posición 4367) y un sitio
en el polylinker de pGEM2a 23 nucleótidos del sitio BamHI. Por
lo tanto, se generaron un fragmento HindIII(vector)-AvaI, uno
Aval-HindIII (inserto), y el HindIII-HindIII del vector.

Estos fragmentos fueron subclonados en el fago M13mp19
previamente digerido con HindIII y con SmaI, y luego se rescata
ron los clones correspondientes al HindIII (vector)-AvaI (que
contenía la mitad 5' del inserto), y el AvaI-HindIII (que conte
nía la mitad 3' del inserto), por transferencia a nitrocelulosa y
posterior hibridación con los fragmentos BamHI-AvaIpor un lado,
y AvaI-EcoRI por el otro. Este clon, llamado 19HAcontiene el in
serto orientado de manera tal que la extensión del DNAse produce
desde el sitio AvaI al HindIII, generándose un DNAsimple cadena
[33P] cuya secuencia es complementaria al mRNA.
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A) Gel de poliacrilamida 6%, 7Murea. INPUT: sonda; — : con

15pg de tRNA; +: con 15pg de RNAtotal inducido por 6 ha
con cicloheximida ZpM; M: marcadores. Exposición 12 hs a
—70°Ccon pantalla intensificadora.

B) La fleCha indica la polaridad y la extensión de la sonda
de DNAsimple cadena [32P] empleada. Las cajas muestran
la longitud aproximada de los fragmentos protegidos.
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Una vez sintetizado el DNA[a32P], recortado con la en
zima ClaI, y extraido de un gel de poliacrilamida nativo. se uti
lizó para este ensayo.Los resultados se muestran en las Figuras
12Ay 12B, en donde se ve la protección de dos fragmentos de
aproximadamente 330pb y 60pb, respectivamente.

5.2.5.WWRWSIMWW
En la preparación de la sonda, se utilizó el clon PPl

que es un fago M13'recombinante que tiene un inserto PstI-PstI
cuya extensión, en presencia de [a32PJdNTPsy a partir del oligo
nucleótido universal de M13genera un DNAsimple cadena marcado
uniformemente complementario al mRNAde CI-l. Los resultados se
muestran en las figuras 13Ay 138. De este experimento se com
prueba que hay una protección total de la sonda (aproximadamente
250pb).

En experimentos de protección contra la nucleasa Sl
(datos no mostrados), que se realizaron utilizando como sondas
los fragmentos generados por la digestión del plásmido pGEM2-30A
con la enzima de restricción AvaI, los cuales fueron marcados ya
sea, por rellenado de extremo 5' protruyente con [a32P] dCTP o
con polinucleótido quinasa y 333P, y luego recortados con EcoRI y
BamHI, respectivamente, se comprobó que ambas sondas protegían un
fragmento de aproximadamente 65pb. Con este resultado y los des
criptos en 5.2.2. y en 5.2.4., se pudo concluir que el sitio AvaI
estaba ubicado aproximadamente en la mitad de un exón de 140pb.
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A) Gel de poliacrilamida 6%, 7Murea. INPUT: sonda; — : con

B
V

lsug de tRNA; +: con 15pg de RNAtotal inducido por 6 hs
con cicloheximida ZpM; M: marcadores. Exposición 12 hs a
-70°Ccon pantalla intensificadora.

La flecha indica la polaridad y la extensión de la sonda
de DNAsimple cadena [32P] empleada. Las cajas muestran
la longitud aproximada de los fragmentos protegidos.
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A) Gel de poliacrilamida 6%, 7Murea. INPUT: sonda; — : con
15pg de tRNA; +2 con 15pg de RNAtotal inducido por 6 hs
con cicloheximida ZpM; M: marcadores. Exposición 12 hs a
—70°Ccon pantalla intensificadora.

B
V La flecha indica la polaridad y la extensión de la sonda

de DNAsimple cadena [32?) empleada. Las cajas muestran
la longitud aproximada de los fragmentos protegidos.
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Resultados y Discusión

5.2.6. EnsammodiflcadgdemojsgfiánmnHalanucleasafil

Los resultados hasta aqui expuestos, permitieron afir
mar, que en el gen CI-l existirían por lo menosdos intrones, uno
en el fragmento ClaI-AvaI y el otro en el fragmento AvaI-PstI,
esta afirmación estaba basada en que en ambos ensayos se eviden
ció la protección de 2 fragmentos. Sin embargo la información ob
tenida no fue suficiente como para armar un mapa de exones e in

del fragmento Aval - PstI por
de aproximadamente 680 pb, si
protegido de 67pb se extendía desde el sitio AvaI (ver más
ba), la ubicación del fragmento de 450 pb era incierta ya que es

trones ya que en el caso ejemplo,
bien se sabia que el el fragmento

arri

tos resultados no permitían discernir entre un ordenamiento A)
intrón-exón de 450 bp-intrón y uno B) intrón de 110pb-exón de
450pb. Lo mismo ocurrió con el fragmento PstI-SacI de 740 pb, en “'P
donde no se pudo discernir entre un ordenamiento C) intrón de {'1
220pb-exón de 520pb, uno D) exón de 520pb-intrón de 220pb, y uno f'?
E) intrón-exón de 520pb-intrón. Una forma de confirmar la ubica- J
ción de estos exones era hacer un ensayo de protección contra la TÍ?

de 4,4kb BamHI
140pb,

ordenamientos
PstI-PstI

nucleasa Sl utilizando comosonda el inserto
EcoRI.
330pb, y aproximadamente

los fragmentos protegidos son de
1200pb; por lo tanto,
el D) (recordar que la sonda

Comose aprecia,
los

correctos serían el B) y
daba una protección completa de aproximadamente 300pb).

Mientras que si hubieran aparecido fragmentos protegi
dos de 330pb, 140pb, 450pb, 300pb y de 520 pb, los
correctos serían el A) y el C) o E). Ahora bien la realización de

la dificultad práctica de

ordenamientos

este experimento tropezaba con marcar
radioactivamente en forma uniforme un fragmento tán extenso como
el de 4,4kb. Para salvar este obstáculo, se ideó una modificación
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Resultados y Discusión

del método original de mapeo con nucleasa Sl (Berk y Sharp,
1978), que se describe en detalle en Materiales y Métodos (4.10.
2.).

Las características fundamentales de este ensayo fue

la utilización como sonda del DNAsimple cadena del fago M13
recombinante que llevaba como inserto el fragmento BamHI-EcoRI
de 4,4Kb complementario al mRNA,en el ensayo de protección
contra la nucleasa Sl.
la corrida en un gel de agarosa alcalino (4.8.4.).
su transferencia a nitrocelulosa (Southern blot)(4.8.1.).
la hibridación con el fragmento EcoRI-BamHImarcado por prime
ing at random (4.9 1.).

En las figuras 14A, 14B y 140 se puede constatar la
protección de 3 fragmentos de aproximadamente 1200pb, 330pb y
120pb, respectivamente, con lo cual queda confirmado que los or
denamientos correctos para el exón de 450pb del fragmento Aval
PstI y para el exón de 520 pb del fragmento PstI-SacI, serian el
B) y el D) respectivamente.

Undetalle que cabría destacar de este método es el
tiempo que fue necesario exponer la autoradiografía (1 semana),
para poder visualizar el fragmento de 120pb. Esto se debería fun
damentalmente a dos factores: la mayor difusión de los fragmentos
pequeños y la pequeña proporción (comparada con la de fragmentos
mayores) de secuencias marcadas capaces de hibridar con estos
fragmentos.

Los resultados arrojados por este ensayo, se confirma
ron por medio de otra experiencia en la que se utilizó el mismo
método, pero esta vez utilizando comosondas distintos clones de
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de RNAtotal inducido con cioloheximida; -: + 15pg tRNA;
INPUT: ssDNAdel 19EB. Transferido a Gene Screen e hibri
dado en condiciones de alta _homologia con fragmento
BamHI-EcoRIextraido de gel de agarosa, y lKB DNAladder,
marcados por priming at random. Exposición 12 hs a —70°C
con pantalla intensificadora.

Idem que A. Exposición 1 semana a -70°C con pantalla intensificadora.

La flecha indica la extensión del fragmento BamHI-EooRI.
Las cajas representan la longitud de los fragmentos pro
tegidos. Las zonas vacías de las cajas simbolizan la ubi
cación desconocida de los mismos.



Resultados y Discusión

M13recombinantes que contenían los insertos que se muestran en
la Figura 15A. Los resultados se presentan en las Figuras 15B y
15C.

Este experimento confirmó los datos del anterior y al
igual que este no evidenció la presencia de ningún exón en la re
gión que se extiende desde el sitio BamHIhasta el Ach de la po
sición 1324. Por último, no se ha encontrado una explicación que
justifique los artificios que promovieronla aparición de las
bandas inespecíficas en los carriles + correspondientes a las
sondas I, II y III.

5.2.7. Estmctumdelsenflzldeacnemgalnsmsnltadgsdemms:
Los resultados obtenidos permitieron hacer un esquema

de la distribución de exones e intrones del gen CI-1, el cual se
muestra en la Figura 16.

Comosustento del esquema presentado en la figura 16,
se buscó la existencia de marcos de lectura abiertos (que corres
pondieran a los exones postulados), y la presencia de secuencias
consenso de splicing descriptas en la bibliografia hasta el mo
mento (Roberts et al, 1988).

Los tres exones propuestos se encontraron en zonas de
marcosde lectura abiertos.

Con respecto a la existencia de secuencias consenso de
splicing, sólo se mencionará aqui la existencia de una secuencia
homóloga en un 100%a la descripta como consenso interno de los
intrones de Neurospora crassa (A/G)CT(A/G)AC,que se ubicó de 6 a
20 nucleótidos downstreamdel sitio aceptor de splicing (C/T)AG)
en la posición 2012 (ver figura 21), y a partir de la cual se
inicia un marco de lectura abierto. En todos los otros casos no
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A) Las flechas indican la extensión de cada fragmento, los
cuales fueron extraídos de geles de agarosa y marcados
por priming at random. Las cajas representan la longitud
de cada inserto protegido. Las cajas vacías simbolizan la
ubicación desconocida de los mismos.

Gel de agarosa 1,5% alcalino; INPUT: respectivos ssDNAs;
-: más l5ug de tRNA; +: más lSpg de RNAtotal inducido
con cicloheximida. Se transfirió a Gene Screen, se cortó
cada tira y se hibridó en condiciones de alta homología
con las respectivas sondas. Exposición 12 hs a -70°C con
pantalla intensificadora.

B
V

C) Idem que B). Exposición 1 semana.

-104—



Ac N A XmStStP P AcSchHc K HEI l|l\l(llíl((LJ
l]

330 150 1200

mmrEWMMMMMMWaMWm
dmdgmmgfimfil

Las cajas representan las longuitudes aproximadas de los
exones.Las zonas vacías simbolizan el desconocimiento de
las posición exacta de los extremos de los mismos.

-105



Resultados y Discusión

se encontraron evidencias lo suficientemente sólidas como para
postular el inicio o la finalización de un exón. Es por ello que
en 1a Figura 16 se representó a estas zonas comocajas vacías. Es
necesario aclarar que debido a la dificultad que presentó este
ensayo para detectar fragmentos de DNApequeños (ver más arriba),
no se puede descartar la presencia de otros exones (de tamaño me
nor de 100pb), todo esto hace que el esquema de la Figura 16 se
deba tomar sólo comouna aproximación a la distribución de exones
e intrones en el gen CI-1.

Para la elucidación definitiva de la estructura del gen
CI-l, se hizo indispensable el análisis por secuenciación de clo
nes de cDNAdel mismo, tópico que se desarrollará en los próximos
capítulos.

5.3.1.WMMWMWMW
Comoya se mencionó en Materiales y Métodos (4.11.),

esta genoteca fue construida en base al mRNApurificado de un
cultivo de Neurospora crassa previamente inducido por 6 hs con
cicloheximida (2pM).Fueanalizada según se describe en 4.11..
utilizando como sonda el fragmento Eco-Bamde 4,4Kb purificado
por geles de agarosa (4.8.2.) y marcado radioactivamente por
priming at random(4.9.1.).

5.3.2. AnálisisdaclgnesdegnflAxmactemmmmmsm

Del autoradiograma del primer análisis, surgieron 20
señales positivas (coincidentes en los duplicados), las cuales se
posicionaron en la placa de Petri original para proceder luego a
la extracción del taco de agar que contenía entre otros a los
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clones con secuencias homólogas al CI-l. Unavez eluidos del sa
co, se volvieron a plaquear, pero esta vez a baja densidad (entre
50 y 100 ufp por caja de Petri de 90mde diámetro), teniendo en
cuenta que el titulo de fagos obtenido de la elución del taco de
agar es aproximadamente 1.107ufp/ml. Se volvió a analizar con el
fragmento EcoRI-BamHIde 4,4Kb y se rescataron 14 clones que da
ban señal positiva.

Luego se hizo una preparación de DNA de estos fagos
thll recombinantes según el protocolo descripto en Materiales y
Métodos(ver 4.5.3.), se liberó el inserto que contenían digi
riendo con la enzima EcoRI, se corrió un gel de agarosa y se
transfirió el mismoa nitrocelulosa (Southern blot) para anali
zarlo por hibridación con el fragmento EcoRI-BamHIde 4,4Kb.

Los resultados se muestran en la figura 17.
Los tamaños de los insertos deducidos a partir de la

comparación de sus movilidades en el gel de agarosa con respecto
a las movilidades de los marcadores de peso molecualr, son: Ci
ch12A y CI-ch12B, aproximadamente 1,8Kb; CI-chlBA: 1,6Kb; Ci
ch4A: 1,45Kb; CI-ch19A: 1,2Kb y CI-chlA: 1,1Kb. Estos insertos
se subclonaron en el vector pGEMZ(Promega Biotec.) previamente
digeridos con la enzima de restricción EcoRI, según se describe
en Materiales y Métodos.

5.3.3.MEWMMW
Conel diseño del experimento de caracterización del

clon pGEMZ-CI-ch12B por mapeo con enzimas de restricción, se
intentó confirmar los sitios para enzimas de restricción de baja
frecuencia de corte, que se sospechaba estaban incluidos dentro
de exones, según el esquemadeducido a partir de los resultados
de los ensayos de protección contra la nucleasa Sl (figura 16).
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A) Electroforésis en gel de agarosa 1%, BrEt 0,5pg/ml de los

B V

distintos clones de cDNAdigeridos con EcoRI.1) thll-IA,
2) th11-4A, 3) thll-lZA, 4) thll-IZB, 5) Lgtll-lQA, 6)
thll-lSA M) Marcadores de peso molecular :lKB DNA LAD
DER) ,

Transferencia a Gene Screen y posterior hibridación con
el fragmento BamHI-EcoRI del pGEMZ-BOAmarcado por prim
ing at random. Expos. 12 hs a -70°C con pantalla intensi
ficadora.
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Además,se procedió a comprobar si es que existían sitios para
enzimas de restricción de baja frecuencia de corte que pudieran
estar incluidos en exones pequeños no detectados por los ensayos
de protección contra la nucleasa 81 (ver estructura de CI-l).

Los resultados y el esquema del pGEMZ-CI-chlZBdeduci
do a partir de las movilidades en el gel de agarosa se muestran
en la Figura 18. La distancia existente entre los sitios AvaI y
el PstI (aproximadamente520pb), puso en evidencia la existencia
de un posible intrón de aproximadamente 150pb, ya que la distan
cia entre estos dos sitios en el DNA genómico (Figura 8) es de
685pb.

5.3.4. SmnenmadóndechflAdelgsnflzl

Para el subclonado dirigido de los clones pGEMZ-CI
ch12B y pGEMZ-CI-ch4A se siguieron los lineamientos generales
descriptos en 4.14.1.

La estrategia de secuencia y la secuencia de cDNA de
CI-l se muestran en las Figuras 19 y 20, respectivamente.

5.4. Anfiisisdelexhzemgfl'dslmmmnelgenfllzl

Una vez secuenciado completamente el clon pGEMZCI
chIZB y al comprobar que este clon no incluía el tracto de polyA
característico del extremo 3' del mRNA,se analizaron los otros
clones descriptos en 5.3.2.

Una vez subclonados en M13mp18, se buscaron por medio
del C-test (4.7 ) clones de DNAsimple cadena que contuvieran in
sertos complementarios y que por lo tanto permitieran secuenciar
cada inserto de los dos extremos. La secuencia de estos puso en

-109



12M345678

E Xm AHPBSaElE A Xm St St P P E

LQDLZB

En la fotografía se muestra la electroforesis en gel de
agarosa 1%, BrEt 0,5pg/ml, del DNAdel pGEMZ-CI-chle
digerido con: 1) PstI, 2) Aval, 3) ClaI/SalI, 4) EcoRI,
5) SacI, 6) StuI/HindIII, 7)‘ BamHI,8) anI/Sacï, M)
Marcadores de peso molecular: lKB DNALADDER.

En el esquema se observa el mapa deducido a partir de los
datos anteriores. Abreviaturas:E:EcoRI, Xm2anI, ArAvaI,
HrHindIII, E:PstI, B:BamHI,55:8acI, 5;:StuI.
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Las flechas indican la orientación en que se secuenció
cada subclon. El nombre de los mismos está conformado
por: vector en que se subclonó (M13mp18o 19); cD (cDNA)
e iniciales de las enzimas de restricción de los extremos
de cada inserto orientadas 5' a 3'.Todos los subclones
fueron secuenciados por el método de Sanger.fl: NcoI;A:
Aval; Km:anI;SL: StuI;E: PstI; E: EcoRI
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1o 20 30 40 50 60
* * * * * *

ATTCTCTCTCTGTCTCTCACCACTGCTCCCATCGAGCATCTGCTACCTTCACCTTACCTA
30 90 100 120

* ik ¡K ¡k * *

CTACACCAACGCCCTTGAAGTGAAATCGAAAGAGCTACCAGGCTCAGCGACAACAGCCAT
140 150 160 180

* ik * ¡k * ¡IL

CATGGCCCTCACCCAACTGGCACACTCAGCGTCAGCACTCCTCCCACTTGTGCTGCCCTC
190 200 220 230 24o
HK ik FF. ¡K * FF.

CATTGCAGCCATTCTCGCCTTCGCCATCTTCCAGCGCTACTTCGCGCCGAATCCGCTGTC
260 27o 280 290 300

7k * * * * *
CAACCTCCCGATCGTCGGCCAAGAGTACCATGGGTACGAGAAGAAGAGGCAGGCGTATTT

310 320 330 340 350 360
* * * * * *

AACCAAAGCAAAGGATCTTTATCTTGAGGGATATACCAAGTTCAAACATGGCCTCTTCCG
400 410 420

* * 7k X! * *

CATCGTGACCCCCAACCGTAACAGCGTTATTGTCGTTTCCCCGAGATTCTTGGACGAGCT
430 440 450 460 470 480
* * * * * *

GAAGAAGTTGCCAGATGATGTGGTGAGCTTTGATGCTGCTAATGATGATAGCATGCACAC
520 530 540

* * ¡k * IK *

CAAATACACCTTGATCCCGACCCACGAACCTATTCTCCCGCACACCATCAAGACCTCGCT
550 560 570 580 590 600
3k * * * * *

CACGCCCTCGCTCCCTCGCCTCAACCCACAATTATCCGAAGAGGTGCAAATCGCCTTCTC
650 660

* * * PK * ik

GCAGGAAATTGCCCCCCTCATGTCTAGCTCTCCGTCCGACTGGGCCCCCATCAACATCAA
670 680 690 700 710 720
* * ¡K * * *

CTCCAAGCTCCTGCGCATCGTCGCCAAAGTGTCCGGGCGCGTCTTCATCGGCCCTGAGTT
0 760 770 780

3k ¡k * * * *

ATGTCACGATGAGCGTTACCTAGAGGCCGCCGTGGGTTATACCGTCAGCGTGATGGAGGC
790 800 810 820 830 840
* * ¡K * *x

GCAGAGGGCCGTGGAGAGGATGAATCCCTGGGTCAGGCCTATTGCCGCGTGGCGGTTGAA

Eignnam:sggngngiadelglgndggnflAnfiEfl2;fl;lcsz
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850 860 870 880 890 900
* * * ¡k ¡IK ¡k

GGAGGTTCGGAAGTTGGCGCAGATGGAGCGGGATGCCACGGCTTTCCTGAGGCCTGTCGT
910 °9¿0 930 940 950 960
7K 1k 7k ¡k ¡K IK

CGAGGCCCGCAGGGAGAAGCAAAGAAAGGGGGAAGAGAAGGACAACGACATGCTGCAGTG
970 980 990 1000 1010 1020
¡IK * ¡k ¡k ik *

GTTGATGGATTCAGCGGATCAGGGACAAGGGAAGCAACACGGCAAGTGGGGGGAAGACAC
1030 1040 1050 1060 1070 1080
* * * * * *

GACCACAACGAGAAAGTTGGCCAGGTTGCAGCTCGCTATCAGCTTTGCTGCCATCCATAC
1090 1100 1110 1120 1130 1140
* ¡k * * * 1k

TACCACGTTGGTGACGACGCACGCGGTTTACAGCCTTGCCGCGGACCCCAAGTTGCAAGC
115 1160 1170 1180 1190 1200

** * * * *
CACGCTGCGTGAAGAGATCCAGTCGGTCCTCCAAGAACACAAGGGCGTGTTCAACACCTC

1210 1220 1230 1240 1250 126
* * X * * *

GGCCCTGCAGGCCATGAAGAAGACGGATTCCTTCCTCAAGGAGACGATGCGCTTCCATCC
0 13201270 1280 1290 1300 131

* * * * * *
TCTGGGACAGACCTCCTTCAACCGCAAGGTGCTCAGGACCTTTGCTCTCTCCAACGGACA

1330 1340 1350 1360 1370 1380
** * * * *

AGTCATCCCCAAGGGATCGACCATCGAAGTCCCCAACTATGCTGTCTCGCGGGACCCCGA
1390 1400 1410 1420 1430 1440
* * * * * 3k

AGCGTATCCCAACCCGGATGTGTTTGATCCGTTGAGGTTCTATAACCTCCGAAACGAGGC
1450 1460 1470 1480 1490 1500
* * ¡k * * *

TAGGGAGAAGGGGGAGGCCGAACAGGGCGCGTCGGGCCAGTTTGTGAGCGTGAACAAGGA
1510 1520 53 1540 1550 1560
* * * 3k * *

GTTTTTGACATTCGGGTATGGACGGCATGCCTGCCCCGGCAGGTTCTTTGCGGCGAACGA
1570 1580 1590 1600 1610 1620
* * * * * *

AATCAAGATGATTTTGGCGAACCTGGTGATGACGTATGAGATGGGACTGGTGGAGGGAGA
1630 1640 1650 1660 1670 1680
* * ** * JK

GACGGAGAGGTATAGGGACTGGGATATTGCGGCGGGGACCATTCCAGATCCGACAAAGGA

Figura 20 (continuación)
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1690 1700 1710 1720 1730 1740
* ** * * *

TGTAATGTTTAGAAAGCTGTAGGGGCCCGGAATGATGTAGCTGTCCGTCCGTTCGTCCCT
1750 1760 1770 1780 1790
* * * * ¡K

AGAGTAGTGGTAGGTGAAAGTTTCATACCTAATGTTGAGAATTGTTGTAACCTCCCG

Figura 20 (continuación)
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1570 1580 1590 1600
ik ¡k

1561 agtcagtca TTC TCT CTC TGT CTC
...Phe Ser Leu Cys Leu

1610 1620
¡K

1630
*

¡k 1K

TCA CCA CTG CTC CCA TCG AGC ATC
Ser Pro Leu Leu Pro Ser Ser Ile

ik

10
1640 1650
*¡K X

TGC TAC CTT CAC CII A99 IAE IAQ AQQ AAQ G99 QTT GAA GTG AAA TCG
Cys Tyr Leu His Leu Thr Tyr Tyr Thr Asn Ala Leu Glu Val Lys Ser

*
20

Eigunalltsgcuenciadelgsnguxdglaciamz

La secuencia aminoacídica se encuentra alineada bajo su secuencia
nucleotidica correspondiente.
las corresponden a regiones no
cen en mayúsculas y resaltadas

Las bases que aparecen en minúscu
codificantes. Las bases que apare
corresponden a la secuencia con

senso descripta para el sitio de iniciación de la traducción.
Los puntos suspensivos indican
zación e inicio de los exones.
indican secuencias consenso de
nucleótido sintético se muestra subrayada.

incertidumbre acerca de la finali
Las bases minúsculas resaltadas
splicing. La secuencia del oligo

El asterisco remarcado
indica el sitio de poliadenilación.
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AAA
Lys

30

CTG
Leu

1660
*
GAG CTA CCA
Glu Leu Pro

1710
*

GCA CAC TCA
Ala His Ser

1670
x

GGC
Gly

GCG
Ala
*
50

1760
*

GCA
Ala

GCC
Ala

ATT
Ile

TCC
Ser
*

CCG
Pro

CTG
Leu

80
1850
*

AAG AAG AGG
Lys Lys Arg

1900
*

GGA TAT ACC

110
1960
*

CTC
Leu

GCC
Ala

1810
*
AAC CTC
Asn Leu

1860
-*

CAG GCG
Gln Ala

1910
*

1970
*

16
*

TCA GCG ACA ACA GCC ATC ATG GCC CTC
Ser Ala Thr Thr Ala Ile Met Ala Leu

*

1720
*
TCA GCA CTC
Ser Ala Leu

1770
*

TTC GCC ATC
Phe Ala Ile

1820
*

CCG ATC GTC
Pro Ile Val

1870
2k

TAT TTA ACC
Tyr Leu Thr

*
0

1920
x

1980
*

80

40
1730
*

CCA CTT
Pro Leu

CTC
Leu

1690
x

1740
*

GTG CTG
Val Leu

1700
*

ACC
Thr

CCC
Pro

TCC
Ser

TTC
Phe
*
70

GGC
Gly

AAA
Lys

1780
*

TAC
Tyr

CAG CGC
Gln Arg

1630
*

TAC
Tyr

GAA GAG
Glu Glu

1880
*

GCA AAG GAT
Ala Lys Asp

1930
*

1990
*

60
1790
*

CCG
Pro

TTC GCG
Phe Ala

1840
*
GGG TAC
Gly Tyr

CAT
His
*
90

1890
*

TAT CTT
Tyr Leu

CTT
Leu

1940
*

2000
*

CAA
Gln

1750
*
ATT
Ile

1800
*

AAT
Asn

GAG
Glu

GAG
Glu

1950
*

AAGgtttgtctoaccctcggatgtggatgtactggcaatagatgag
Gly Tyr Thr Lys
¡k

2010
*

gtgaatcgggcaacaaaaagcaaaaaaatatggacgcggaagagaaaagagaaacaagga

2020
3k

2030
*

20
*

40 2050
*

2060
¡K

tgctaacactggcgaaaacacacag TTC AAACAT GGC CTC TTC CGC ATC GTG
Phe Lys His Gly Leu Phe Arg Ile Val

x

2070
*

2080
*

2090
*

120
2100
*

ACC CCC AAC CGT AAC AGC GTT ATT GTC GTT TCC CCG AGA TTC TTG
Thr Pro Asn Arg Asn Ser Val Ile Val Val Ser Pro Arg Phe Leu

*

Figura 21 (continuación)

130

2110
*

GAC
Asp
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* * * *
CCG CTG TCC AAC CTC CCG ATC GTC GGC GAA GAG TAC CAT GGG TAC GAG
Pro Leu Ser Asn Leu Pro Ile Val Gly Glu Glu Tyr His Gly Tyr Glu

¡k *

80 90
1850 1860 1870 1880 1890
* ik *JK 1k

AAG AAG AGG CAG GCG TAT TTA ACC AAA GCA AAG GAT CTT TAT CTT GAG
Lys Lys Arg Gln Ala Tyr Leu Thr Lys Ala Lys Asp Leu Tyr Leu Glu

*
100

1900 1910 1920 1930 1940 1950
* * * * * *

GGATATACCAAG gtttgtctcaccctcggatgtggatgtactggcaatagatgag
Gly Tyr Thr Lys
*
110

1960 1970 1980 1990 2000 2010
* x * * * *

gtgaatcgggcaacaaaaagcaaaaaaatatggacgcggaagagaaaagagaaacaagga

2020 2030 2040 2050 2060
* * * * *

tgctaacactggcgaaaacacacag TTC AAA CAT GGC CTC TTC CGC ATC GTG
Phe Lys His Gly Leu Phe Arg Ile Val

x
120

2070 2080 2090 2100 2110
* * * El!*

ACC CCC AAC CGT AAC AGC GTT ATT GTC GTT TCC CCG AGA TTC TTG GAC
Thr Pro Asn Arg Asn Ser Val Ile Val Val Ser Pro Arg Phe Leu Asp

*
130

2120 2130 2140 2150
* * * x

GAG CTG AAG AAG TTG CCA GAT GAT GTG GTG AGC TTT GAT GCT GCT AAT
Glu Leu Lys Lys Leu Pro Asp Asp Val Val Ser Phe Asp Ala Ala Asn

x x
140 150

2160 2170 2180 2190 2200 2210
* * * 7k ¡k *

GATGATgtgagttttcttctcttttttgtcgcctcatccaacatgtgcatccttccgt
Asp Asp

2220 2230 2240 2250 2260 2270
* * * 7k * 1k

cttccttccaattcttctggcccccacattgatctttctctcctcgcgttttgtccgac
3 23202280 2290

* x * * *



1660 1670 1680 1690 1700
* ¡K * **

AAA GAG CTA CCA GGC TCA GCG ACA ACA GCC ATC ATG GCC CTC ACC CAA
Lys Glu Leu Pro Gly Ser Ala Thr Thr Ala Ile Met Ala Leu Thr Gln

*
30 40

1710 1720 1730 1740 1750
* * JK **

CTG GCA CAC TCA GCG TCA GCA CTC CTC CCA CTT GTG CTG CCC TCC ATT
Leu Ala His Ser Ala Ser Ala Leu Leu Pro Leu Val Leu Pro Ser Ile

*
50 60

1760 1770 1780 1790 1800
¡k 7k ** x

GCA GCC ATT CTC GCC TTC GCC ATC TTC CAG CGC TAC TTC GCG CCG AAT
Ala Ala Ile Leu Ala Phe Ala Ile Phe Gln Arg Tyr Phe Ala Pro Asn

*
70

1810 1820 1830 1840
X * * *

CCG CTG TCC AAC CTC CCG ATC GTC GGC GAA GAG TAC CAT GGG TAC GAG
Pro Leu Ser Asn Leu Pro Ile Val Gly Glu Glu Tyr His Gly Tyr Glu

* *
80 90

1850 1860 1870 1880 1890
* * * * *

AAG AAG AGG CAG GCG TAT TTA ACC AAA GCA AAG GAT CTT TAT CTT GAG
Lys Lys Arg Gln Ala Tyr Leu Thr Lys Ala Lys Asp Leu Tyr Leu Glu

x
100

1900 1910 1920 1930 1940 1950
* * * x * *

GGATATACCAAG gtttgtctcaccctcggatgtggatgtactggcaatagatgag
Gly Tyr Thr Lys
x
110

1960 1970 1980 1990 2000 2010
* X * * JK 3K

gtgaatcgggcaacaaaaagcaaaaaaatatggacgcggaagagaaaagagaaacaagga

2020 2030 2040 2050 2060
* * * x x

tgctaacactggcgaaaacacacag TTC AAACAT GGC CTC TTC CGC ATC GTG
Phe Lys His Gly Leu Phe Arg Ile Val

*
120

2070 2080 2090 2100 2110
* * * * *

ACC CCC AAC CGT AAC AGC GTT ATT GTC GTT TCC CCG AGA TTC TTG GAC
Thr Pro Asn Arg Asn Ser Val Ile Val Val Ser Pro Arg Phe Leu Asp

x
130

Figura 21 (continuación)
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2120
x

2130
*

2140
*

2150
*

GAG CTG AAG AAG TTG CCA GAT GAT GTG GTG AGC TTT GAT GCT GCT AAT
Glu Leu Lys Lys Leu Pro Asp Asp Val Val Ser Phe Asp Ala Ala Asn

* *
140

2160
x

2170 2180
1K ik

150
2190 2200
X *

2210
*

GATGATgtgagttttcttctcttttttgtcgcctcatccaacatgtgcatccttccgt
Asp Asp

2220
1

2230 2240
¡K *

2250 2260
3k ¡K

2270
*

cttccttccaattcttctggcccccacattgatctttctctcctcgcgttttgtccgac
2280 2290 2300 2310 2320
*

aaatgctaagccgccctag AGCAT

2330
* *

ACC CAC GAA CCT ATT CTC CCG CAC ACC ATC AAG ACC TCG CTC ACG

* JK * *
G CAC ACC AAA TAC ACC TTG ATC CCG

Ser Met His Thr Lys Tyr Thr Leu Ile Pro
*

2340
160
2350 2360
* *

2370
x

Thr His Glu Pro Ile Leu Pro His Thr Ile Lys Thr Ser Leu Thr
* 3k

2380
*

CCC TCG CTC
Pro Ser Leu

2420
¡k

GCC TTC TCG
Ala Phe Ser

GAC TGG GCC
Asp Trp Ala

2510
*

GCC AAA GTG
Ala Lys Val

170
2390
*

CCT CGC CTC AAC CCA
Pro Arg Leu Asn Pro

2430 2440
* X

CAG GAA ATT GCC CCC
Gln Glu Ile Ala Pro
*
200
2470 2480
* *
CCC ATC AAC ATC AAC
Pro Ile Asn Ile Asn

2520
*

TCC GGG CGC GTC TTC
Ser Gly Arg Val Phe
*
230

Figura 21 (continuación)

2400 2410
* *

CAA TTA TCC GAA GAG
Gln Leu Ser Glu Glu
*
190

2450
*

CTC ATG TCT AGC TCT
Leu Met Ser Ser Ser

2490
*

TCC AAG CTC CTG CGC
Ser Lys Leu Leu Arg
*
220
2530 2540
* ¡K

ATC GGC CCT GAG TTA
Ile Gly Pro Glu Leu

180

GTG CAA
Val Gln

2460
*

CCG TCC
Pro Ser
x
210
2500
*
ATC GTC
Ile Val

2550
*

TGT CAC
Cys His
*
240
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GAT

2560
¡IK

GAG CGT
Asp Glu Arg

2600
x
ATG
Met

CCT
Pro

ATG
Met

CGC
Arg

CTG
Leu

CAC
His

AGG

Arg

TTG
Leu

GAG GCG
Glu Ala

ATT GCC
Ile Ala

2690
x

GAG CGG
Glu Arg

AGG GAG
Arg Glu

2780
*

CAG TGG
Gln Trp

GGC AAG
Gly Lys

2870
X

TTG CAG
Leu Gln

GTG ACG
Val Thr

2570
*
GAG
Glu

TAC CTA
Tyr Leu

2610
¡K

GCC
Ala

CAG AGG
Gln Arg

7k

260
2650
*
GCG TGG CGG
Ala Trp Arg

2700
*

GAT GCC ACG
Asp Ala Thr

*
300

2740
*
AAG CAA AGA
Lys Gln Arg

2790
*

TTG ATG GAT
Leu Met Asp

*
330

2830
x
TGG GGG GAA
Trp Gly Glu

2880
*

CTC GCT ATC
Leu Ala Ile
¡K

360
2920
*
ACG CAC GCG
Thr His Ala

Figura 21 (continuación)

2580
*

GGT TAT
Gly Tyr

GTG
Val
*

GCC GCC
Ala Ala

250
2620 2630
at *

ATG AAT
Met Asn

GTG GAG
Val Glu

AGG
Arg

2660 2670
* *

GTT CGG
Val Arg

TTG AAG
Leu Lys

GAG
Glu

x
290

2710
*
CTG AGG CCT
Leu Arg Pro

GCT TTC
Ala Phe

2750 2760
* *

GAA GAG AAG
Glu Glu Lys

*

AAG GGG
Lys Gly

320
2800

*
TCA GCG GAT CAG GGA
Ser Ala Asp Gln Gly

2340 2850
* *

GAC ACG ACC ACA ACG
Asp Thr Thr Thr Thr

*
350

2890
*

AGC TTT GCT GCC ATC
Ser Phe Ala Ala Ile

2930
x

GTT TAC AGC CTT GCC
Val Tyr Ser Leu Ala

ik

2940
*

390

ACC GTC
Thr Val

CCC TGG
Pro Trp

AAG TTG
Lys Leu

2720
*

GTC GTC
Val Val

GAC AAC
Asp Asn

2810
*

CAA GGG
Gln Gly

AGA AAG
Arg Lys

2900
*

CAT ACT
His Thr

GCG GAC
Ala Asp

AGC GTG
Ser Val

2640
*

GTC AGG
Val Arg

*
270

2680
*
GCG CAG
Ala Gln

2730
*

GAG GCC
Glu Ala

*
310

2770
*
GAC ATG
Asp Met

2820
*

AAG CAA
Lys Gln

x
340

2860
*
TTG GCC
Leu Ala

2910
x

ACC ACG
Thr Thr
ik

370
2950
*
CCC AAG
Pro Lys
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TTG
Leu

CAC
His

ACG
Thr

CAG
Gln

AAC
Asn

TAT
Tyr

TTT
Phe

AAG
Lys

AAC
Asn

2960
X

CAA GCC
Gln Ala

AAG GGC
Lys Gly

3050
*

GAT TCC
Asp Ser

ACC TCC
Thr Ser

3140
x

GGA CAA
Gly Gln

GCT GTC
Ala Val

3230
*

GAT CCG
Asp Pro

GGG GAG
Gly Glu

3320
*

AAG GAG
Lys Glu

2970
*

ACG CTG CGT
Thr Leu Arg

*
400
3010
*
GTG TTC AAC
Val Phe Asn

3060
*

TTC CTC AAG
Phe Leu Lys
*
430
3100
*
TTC AAC CGC

Phe Asn Arg

3150
x

GTC ATC CCC
Val Ile Pro
*
460
3190
*
TCG CGG GAC
Ser Arg Asp

3240
*

TTG AGG TTC
Leu Arg Phe
*
490
3280
*

GAA CAG
Glu Gln

GCC
Ala

3330
*

TTT TTG ACA
Phe Leu Thrt
520

Figura 21 (continuación)

GAA GAG
Glu Glu

3020
*

ACC TCG
Thr Ser

GAG ACG
Glu Thr

3110
*

AAG GTG
Lys Val

AAG GGA
Lys Gly

3200
*

CCC GAA
Pro Glu

TAT AAC
Tyr Asn

3290
x

GCG GCG
Gly Ala

TTC GGG
Phe Gly

2980
X

ATC CAG TCG
Ile Gln Ser

3030
*

GCC CTG CAG
Ala Leu Gln
*
420
3070
x
ATG CGC TTC
Met Arg Phe

3120
*

CTC AGG ACC
Leu Arg Thr
*
450
3160
*
TCG ACC ATC
Ser Thr Ile

3210
*

GCG TAT CCC
Ala Tyr Pro
*
480
3250
*
CTC CGA AAC
Leu Arg Asn

3300
*

TCG GGC CAG
Ser Gly Gln
*
510
3340
*
TAT GGA CGG
Tyr Gly Arg

2990
*

GTC CTC
Val Leu

GCC ATG
Ala Met

3080
*

CAT CCT
His Pro

TTT GCT
Phe Ala

3170
*

GAA GTC
Glu Val

AAC CCG
Asn Pro

3260
*

GAG GCT
Glu Ala

TTT GTG
Phe Val

3350
*

CAT GCC
His Ala

3000
*

CAA GAA
Gln Glu

*
410
3040
* .

AAG AAG
Lys Lys

3090
x

CTG GGA
Leu Gly
*
440
3130
*
CTC TCC
Leu Ser

3180
*

CCC AAC
Pro Asn
*
470
3220
x
GAT GTG
Asp Val

3270
x

AGG GAG
Arg Glu
x
500
3310
*
AGC GTG
Ser Val

3360
*

TGC CCC
Cys Pro
*
530
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3370 3380 3390 3400
* * X *

GGC AGG TTC TTT GCG GCG AAC GAA ATC AAG ATG ATT TTG GCG AAC
Gly Arg Phe Phe Ala Ala Asn Glu Ile Lys Met Ile Leu Ala Asn

*
540

3410 3420 3430 3440 3450
* *X * *

CTG GTG ATG ACG TAT GAG ATG GGA CTG GTG GAG GGA GAG ACG GAG
Leu Val Met Thr Tyr Glu Met Gly Leu Val Glu Gly Glu Thr Glu

* *
550 560
3460 3470 3480 3490

* ¡k¡K *

AGG TAT AGG GAC TGG GAT ATT GCG GCG GGG ACC ATT CCA GAT CCG
Arg Tyr Arg Asp Trp Asp Ile Ala Ala Gly Thr Ile Pro Asp Pro

*
570

3500 3510 3520 3530 3540
** * * *

ACA AAG GAT GTA ATG TTT AGA AAG CTG TAG GGGCCCGGAATGATG
Thr Lys Asp Val Met Phe Arg Lys Leu --

*
580‘

3541 TAGCTG!cccTCCGTTCGTCCCTAGAGTAGTGGTAGGTGAAAGTTTCATACCTAATGTTGAGAATTGTTGTAACCTCÉÉ,* _‘ * ‘ “ ,‘_ _ _ ‘, ‘

3661 U u v "Luv ¿n w . _u A y"- A v ¿A . .A “al; _ _A "A v. EL v un. '_ L_vv A "UL _ É A .u

3781 u A , A; .. ..A9.A ..ÜÚ "v ..u . . a L u u .É .É v. ¿asssassttgalg TH; w "HL .uw “¿y v u v_¿ú A"

3901 ¿gg .Hu ÉA_ ¿"_ u "A __¿__ _A¿u un ¿A A“. a“ a A. .B. 18‘... .vr. .vu ..v v un _ A “A . w.“ __ __ .AL

4021 gatgccgcgggg ‘..“‘ “‘__‘_ _ ‘ *__ ‘ _‘_ __ * _‘w __ ,_‘ggg ‘,,‘ “‘_ __ _ *_*‘. ‘ _ ggggatgacttgtcgc

4141 attett“tactzgglsact‘ttsgglslgggAA u .U._ .v __ ¿_U AA- _ _ v la! a." .u ",¿Üu. “A. a ..A A w.“ Av" ... w

4261 -- ‘-sulgcumecututtsactua“ “ ‘‘ .- ‘ W;.‘ ‘
¿381 u y." "A A "A. .Ú A . ¿“A u É ¿LA .L .A w“ TAU" H A ¿at . L T __ _L u "A "y _ _

A A "A L A I'ALÉAA'

Figura 21 (continuación)
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evidencia que el clon 1801-10D4A contenía un tracto de
12 timidinas a partir del sitio 3619 en la secuencia genómica
(ver el autoradiograma en el Apéndice).

Según se puede apreciar en la Figura 21, la región 3'
no codificante del gen CI-l seria de 93 pb.

Sii Anáuflifi del extremo fi'skfl.nBHA del gen 91:1

5.5.1. Smnendacfis’mdelRHAdelgenfllzl

Comoresultado del análisis de los clones de cDNA dis
ponibles, se comprobóque ninguno de ellos se extendía hasta al
gún sitio de iniciación de la traducción que justificara, un men
sajero codificante para una proteína de peso molecular de alrede
dor de 70 kD (el peso molecular calculado a partir de la secuen
cia de cDNAque se muestra en la Figura 20 fue de 63.669 kD).

Es por lo expuesto anteriormente que se decidió mapear
el extremo 5' del gen CI-l sobre el RNA.Para ello, se eligió una
secuencia de 21 nucleótidos que estuviera a 10 nucleótidos del
extremo 5' del clon 18CIcD12B,para sintetizar un oligonucleótido
complementarioa ella. Este oligonucleótido, una vez sintetizado
y marcado con (32P) se utilizó comoprimer para el ensayo de sin
tesis de cDNAsimple cadena a partir de RNApolyA+ inducido con
cicloheximida (ver 4.14.3.2.).

Comocontrol previo al ensayo, se sembró el oligonu
cleótido marcado en un gel de poliacrilamida 18%analítico y des
naturalizante, se expuso el gel con película autoradiográfica du
rante 15 min, tras lo cual se observó la existencia de una banda
intensa a la altura correspondiente a un oligonucleótido de 21 b
y bandas de intensidad muy débil (aproximadamente 1%de la inten
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sidad de la banda de 21 b), que correspondían a los oligonucleó
tidos intermediarios de la sintesis quimica (resultados no mos
trados).

Unavez realizada la sintesis de cDNAutilizando el
oligonucleótido de 21b comoprimer, se corrió un gel de poliacri
lamida 10%desnaturalizante, el cual o bien se fijó, se secó y se
puso a exponer, o lo utilizó para extraer la banda de cDNA para
su posterior secuenciación

El resultado de este ensayo se observa en la figura 22.
En la Figura 22A se observan a las 2 hs de exposición,

cuatro bandas de aproximadamente 73, 75, 77 y 83 b y de intensi
dad creciente en forma inversamente proporcional al tamaño de las
mismas, lo cual muyprobablemente, seria la consecuencia de la
aparición de stops inespecificos de la transcriptasa reversa. Es
to seria debido posiblemente a la existencia de estructuras se
cundarias no desarmadas a pesar del tratamiento del RNAcon hi
dróxido de metil mercurio y a la sintesis de cDNAen presencia de
Actinomicina D.

Para confirmar que no hubieran bandas de mayor tamaño
de muybaja intensidad debido al hecho de que sólo existieran muy
pocas moléculas de cDNAen las cuales la transcriptasa reversa
hubiera logrado sortear esos stops, se dejó exponiendo el gel du
rante una semana (Figura 22B). Al no encontrarse bandas de mayor
tamaño, se suposo que el extremo 5' del mensajero deberia estar
aproximadamente a 83 nucleótidos del oligonucleótido de 21 b.

Con el objeto de ampliar las secuencias conocidas del
mensajero hacia el extremo 5', se extrajeron las dos bandas más
fuertes del cDNAsintetizado a partir del oligonucleótido de 21b
(de 73 y 75b) de un gel de poliacrilamida 10%, y se secuenciaron
por el método de Maxamy Gilbert (ver 4.14.3.3.).
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Eigura 22: Sinigiia da QDNAa Rankin dal gliggnnglgáiidg
ainlánigg a: 21 h

A y B. Electroforesis en gel de poliacrilamida 10%, 7M
urea, del ensayo de primer extention realizado a partir
de mRNApolyA+ inducido y del oligonucleótido sintético
de 21h. M) Marcadores de peso molecular: pGlBH-Hian; I)
ensayo de primer extention. Se expuso por 2 hs a -70°C
sin pantalla intensificadora (A), y por 1 semana a -70°C
con pantalla intensificadora (B).
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La secuenciación de los fragmentos contenidos en las
mismaspermitió confirmar los datos obtenidos por la secuencia
ción de cDNA.Si bien los fragmentos de mayor tamaño hubieran si
do másútiles para extenderse hacia el 5', tenian muybaja acti
vidad específica comopara ser secuenciados.

5.5.2.mmmmmdghmm
A partir de la base 389 del clon genómico, comienza un

tracto de 9 nucleótidos: CCACCATGG,que conserva un 93% de homo
logia con la secuencia consenso descripta para el codón de ini
ciación de la traducción en eucariotes superiores: GCC(A/G)CCATGG
(Kozak, 1987). Por otro lado, no se encontró ninguna región con
una homología significativa respecto de la secuencia consenso del
codón de iniciación deducido a partir de las secuencias de 20 ge
nes de Neurospora crassa, la cual es: (A/G)TCA(A/G)AATGG.

Para confirmar o descartar que el ATGde la posición
394 sea el codón de iniciación, se digirió el pGEMZ-BOA,con la
enzima de restricción NcoI, cuya secuencia es: 5'C*CATGG3'y se
marcó radioactivamente por rellenado de extremo 5' protruyente.
Luego, se recortó con la enzima de restricción KpnI (tiene un si
tio de corte en la posición 102, otro en la posición 974, y otro
en la posición 4330), se separó el fragmento de 568pb de un gel
de poliacrilamida nativo, y se llevó a cabo un ensayo de protec
ción contra la nucleasa 51, según se describe en 4.10.1. Luego.
se corrió un gel de poliacrilamida 10%desnaturalizante, cuyo au
toradiograma se muestra en la figura 23. Según se puede apreciar.
existe una protección de un fragmento de aproximadamente 75pb. En
la figura 24, se representa este exón comouna caja llena. flan
queada por dos cajas vacías que dan cuenta de la imposibilidad de
hacer alguna aseveración acerca de la extensión de la secuencia
5' no-codificante y de la terminación exacta de este primer exón.
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traduccionmrensamdeñl
A) Electroforesis en gel de poliacrilamida 12%, 7Murea, M)

V

marcadores de peso molecular pFH3-Hian; INPUT:fragmento
[32P]*NcoI-KpnI; —: más 15pg de tRNA; +: más 15pg de RNA
total inducidos por cicloheximida. La flecha indica el
fragmento protegido de aproximadaMente 75h.
Esquemadel ensayo donde se representa con un asterisco
el sitio NcoI marcado con [32P] y con una caja llena el
fragmento protegido.



B Gen CI-l

5' - luIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIJ3!

mRNA CI-1 +—-—-———-——i
¡kb

Kim ZA:W delgen(11:1
En la parte superior de la figura se representa el frag
mento genómico de 4,4kb que contiene al gen CI-l. En la
parte inferior el mRNAdel mismo. Los exones están repre
sentados por cajas llenas, la región 3' no codificante
por caja vacia y las cajas punteadas y rayadas represen
tan zonas no confirmadas.
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5-5- AWDELAESIBDQIDRADELGEHM

En la Figura 24 se muestra la organización del gen CI-l
de acuerdo al análisis de los datos emergentes de la secuencia
ción del mismo,del estudio de 1a unidad transcripcional realiza
do por medio de mapeo con la nucleasa Sl y la secuenciación de
cDNAcorrespondiente. El estudio del extremo 5' por sintesis de
cDNAa partir del oligonucleótido específico y la confirmación
del posible codón de iniciación de la traducción, permitió com
pletar el esquemadel gen CI-l.

5.6.1. munición de inmensa

Con respecto a los intrones, se puede afirmar que exis
tirían por lo menos3, los cuales se describen a continuación.

Intrón I

La longitud de este intrón de la figura 24 es totalmen
te especulativa, ya que no se puede descartar que exista un exón
pequeño entre la posición 473 y la 1571, cosa que parecería pro
bable, ya que hasta el momentono se ha descripto ningún intrón
de hongos mayor de 500pb (ver más adelante).

Intrón II

Adiferencia del intrón I. este intrón presenta las ca
racterísticas descriptas para la mayoría de los intrones de Neu
rospora crassa, un tamaño de 127pb, un sitio 5' de splicing de
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secuencia GTTTGTy una secuencia consenso interna TGCTAACAsitua
da a 14b del sitio 3' de splicing CAG(ver más adelante secuen
cias consenso de splicing de N. crassa).

Intrón III

Las características de este intrón también coinciden
con las descriptas para N. crassa. Tiene un tamaño de 129pb, un
sitio 5' dador de secuencia GTGAGTy una secuencia consenso in
terna TGCTAAGCsituada a 5b del sitio 3' aceptor TAG.

5.6.2. Secuencias consenso de splicim

De los 30 intrones descriptos hasta el momentoen Neu
rospora crassa, la mayoría tiene un tamaño que oscila entre 50 y
130pb, no habiéndose descripto ninguno de más de 520pb (Hawkins,
1988; Gurr et al, 1987). El análisis de las secuencias 5' dadoras
y de las secuencias consenso internas cercanas al sitio 3' acep
tor, muestran una considerable variabilidad, lo que apoya la hi
pótesis que sostiene que los intrones de hongos filamentosos pre
sentan una mayor semejanza con los intrones de eucariotes supe
riores, que con los de levaduras (Bowmanet al‘ 1988).

En la figura 25 se presentan las secuencias consenso y
las longitudes de 13 intrones de Neurospora crassa, entre los
cuales están los del gen CI-l.

De los datos de la figura 25 se puede concluir que
existen por lo menos12 secuencias distintas para el sitio 5' da
dor y que en las secuencias consenso internas se conserva inva
riablemente la secuencia CT(A/G)A.
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longitud
5' 3' (vb)

VIa-l GTAAGC.....103.....TGCTGLCL.....ll.....TAG.....131

Via-l GTAAGG. . . . ..36.....GGCTAACC.....10.....TAG . . . . ..63

Vla-l GTLAGT. . . . ..52.....TGCTAATA . . . . ..5.....CAG . . . . ..74

Via-2 GTAAGT. . . . ..36.....TGCTGACA . . . . ..5.....TAG . . . . ..58

via-2 . GTAGLT. . . . ..35.....CGCTGLTL . . . . ..7.....CAG . . . . ..59

Vla-l GTATGG. . . . ..36.....AGCTGAGA . . . . ..1.....TAG . . . . ..60

Ill-l GTATGT. . . . ..49.....GGCTAACC.....14.....TAG . . . . ..80

VIa-l GTGAGG. . . . ..30.....ALCTGACC . . . . ..8.....CLG . . . . ..55

Vla'l GTGCGT. . . . ..38.....CGCTAACC.....10.....AAG . . . . ..65

Via-2 GTGTGT. . . . ..40.....AGCTGACA.....14.....CLG . . . . ..71

Via-2 GTTGGT. . . . ..32.....GTCTAACA . . . . ..1.....CAG . . . . ..56

cipTOI 671167. . . . ..96.....TGCTIACI.....14.....CAG.....121

cipïo II 616161.....109.....TBCTIAGC.... ..5.....TAG.....129

Rima 2:2:magnificas da distinth Mmm de Neurosporacrassa

Se muestran remarcados los dos intrones totalmente caracterizados
del gen CI-L
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5.7. WMMMWAWMLAW
DELmRflADELGEflflzl

La secuencia aminoacidica de la cip70 deducida a partir
de la secuencia de cDNAy que se muestra en la figura 21, dio un
peso molecular calculado de 63.669 si se considera desde el nu
cleótido 1571 hasta el codón de terminación.

Con el objeto de buscar secuencias conservadas con fun
ción biológica conocida o dominios característicos a partir de
homologías con otras proteínas, esta secuencia se comparó por
computadora con el universo de proteínas reportadas hasta el mo
mento, que figuran en el GENBANK.

Se comprobóque la cip70 presenta homologias significa
tivas con tres integrantes de la superfamilia del citocromo P450.
Unadescripción detallada del sistema del citocromo P-450 se pre
senta en la Introducción.

5.7.1.1. HQanQEíadelnRflAdeflzlcgnintemnmsdelasm

Se ha comprobado que en todos los citocromos P450 que
se han clonado y secuenciado, ya sean de mamíferos, de levadura
(P450 lan) y de Pseudomonas (P450cam), existe un dominio altamen
te conservado, que contiene una secuencia de 7 aminoácidos situa
da cerca del COOHterminal, la cual seria la responsable de la
formación del hueco donde se acomodaría el grupo hemo para permi
tir la unión del Fe con una cisteína altamente conservada (Nebert
et al, 1987).

A su vez, estudios realizados sobre los datos de las
secuencias de 67 proteínas P450, parecen demostrar que la región
ubicada entre el residuo 180 y el 320, correspondería al dominio
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que incluye el sitio de unión especifica del sustrato, que además
presenta gran divergencia entre los integrantes de las distintas
familias.

Por otro lado, entre los distintos citocromos P-450 de
mamíferos, se conserva un segundo dominio ubicado en la región
NH2terminal y que está constituido por un tracto hidrofóbico el
cual determinaría su inserción en la membrana. En el caso del
P4500amde PBeudomonaputida, este dominio no está conservado ya
que se trata de una enzima soluble.

La comparación de la cip70, gentilmente realizada por
el Dr. Raúl Andino -en el Whitehead Institute for Biomedical Re
search, Mass., U.S.A., con las secuencias disponibles hasta el
momento en el GENBANK,arrojó los resultados que se muestran en
las Figuras 26A, 26H y 26€.

Como se puede observar, en la Figura 26A, el mRNA de
CI-l, presenta una homología del 49,2%, con una región de 180
aminoácidos situada a 11 residuos del extremo carboxilo terminal
del mRNAdel gen RATCYPLA(citocromo P450-LA-omega de rata; ácido
láurico omegahidroxilasa. Las líneas entre dos residuos denotan
identidad o presencia de sustituciones conservativas. El mRNAdel
gen CI-l presenta dos inserciones de un residuo cada uno, y una
de 17 residuos, tras las cuales se mantienen las zonas homólogas.

De la comparación con el mRNAdel citocromo P-450, S
mephentoin 4-hydroxylase humano (HUMCYPmp)(Figura26B), se com
probó la existencia de una homología del 48%con una región de
135 aminoácidos ubicada en el extremo COOHterminal del HUMCYPmp.
En este caso también existen 3 gaps, 2 de un residuo y uno de 15,
que están en las mismas zonas aunque no coinciden exactamente con
los encontrados en la comparación con el RATCYPLA.

Por último, el mRNAde CI-l presenta una homología del
44,98% con una región de 196 aminoácidos ubicada en el extremo
carboxiterminal del mRNAdel gen RABCY4Sg(citocromo P450- laura
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mRNAde citocrono P-450-LA-omegade rata (ácido láurico omega-hidroxila
sa)

Porcentaje de similitud: 49.180

* * * * ¡k
cip70 352 AISFAAIHTTTLVTTHAVYSLAADPKLQATLREEIQSVLQEHKGVFNTSA 401

I I l ll l II
Ratcypla 320 TFMFEGHDTTASGVSWIFYALATHPKHQQRCREEVQSVLGDGSSI.TWDH368

¡k ¡K ¡ti if ¡k

cip70 402 LQAMKKTDSFLKETHRFHPLGQTSFNRKVLRTFALSNGQVIPKGSTIEVP 451
ll l l lll Ill I II l I | ll IIII I l

Ratcypla 369 LDQIPYTTMCIKEALRLYP.PVPGIVRELSTSVTFPDGRSLPKGIQVTLS417
¡k ¡K ¡K ik 7k

cip70 452 NYAVSRDPEAYPNPDVFDPLRFYNLRNEAREKGEAEQGASGQFVSVNKEF501
lll JII lllllllll l

RatCYPla 418 TYGLHHNPKVWPNPEVFDPSRF . . . . . . . . . . . . . . . . APDSPRHSHSF 450
¡k X * * lt

cip70 502 LTFGYGRHACPGRFFAANEIKHILANLVHTYEHGLVEGETERYRDHDIAA 551
I ll l I | ll ll IIIIIII ll III l

Ratcypla 451 LPFSGGARNCIGKQFAMSEMKVIVALTLLRFELLPDPTKVPIPLPRLVLK500

cip70 552 GT 553
l

Ratcypla 501 SK 502EimZfiA:What;
Las líneas verticales señalan identidad de aminoácidos o sustituciones
conservativas. Los puntos suspensivos indican los gaps ex1stentes en los
dos mRNAs.
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mRNAde citocromo P450mpde higado humano (S-mefentoín 4-hidroxilasa

Porcentaje de similitud: 48.000

cip70

Humcypmp

cip70

Humoypmp

cip70

Humcypmp

cip70

Humcypmp

cip70

Humcypmp

Ejglgra afin:

Las lineas verticales señalan
conservativas. Los puntos suspensivos indican los gaps existentes en los
dos mRNAs.

350

286

400

WMWMMMXHW

ik * 1' * Jr

QLAISFAAIHTTTLVTTHAVYSLAADPKLQATLREEIQSVLQEHKGVFNT .
l I II Il ll I l I I Illl II lll

AVDLFGAGTETTSTTLRYALLLLLKHPEVTAKVQEEIERVIGRNRSPCMQ
* i i 1 i

SALQAHKKTDSFLKETMRFHPLGQTSFNRKVLRTFALSNGQVIPKGSTIE
l l l l Illll ll

DRSH.HPYTDAVVHEVQRCIDLLPTSLPHAVTCDIKFRN.YLIPKGTTIL
#4 7k 1' X lt"

VPNYAVSRDPEAYPNPDVFDPLREYNLRNEAREKGEAEQGASGQFVSVNK
I l II Illllllll Il I
ISLTSVLHDNKEFPNPEHFDPHHFLD . . . . . . . . . . . . . ..EGDNFKKSK

* ¡k ¡K* i.
EFLTFGYGRHACPGRFFAANEIKHILANLVMTYEHGLVEGETERYRDWDI

l l | l

YFHPFSAGKRICVGEALAGMELFLFLTSILQNFNLKSLVDPKNLDTTPVV
kk

AAGTIPDPTKDVMFRKL 566

l l ll l l
NGFASVPPFYQLCFIPV 435

WMMW
identidad de aminoácidos o
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mRNAde citocrono P450 (laurato omega-1 hidroxilasa) de conejo

Porcentaje de similitud: 44.898

cipTO

Rabcy453

cip70

Rabcy45g

cip70

Rabcy45g

cip70

Rabcy45g

cip70

Rabcy45g

EiguLaZiQ:

Las lineas verticales señalan
conservativas. Los puntos suspensivos indican los gaps existentes en los
dos mRNAs.

352

293

402

343

452

391

502

426

551

476

245.0.(Lnumggmegnihis1milasg)de '

i 3K ¡k * ik"

AISFAAIHTTTLVTTHAVYSLAADPKLQATLREEIQSVLQEHKGVFNTSA
lll ll ll I | | l llll ll III

DVFMAGTETTSTTLRYGLLLLMKHPEVIAKVQEEIERVIGRHRSPCMQDR
7K * X ¡K1K

LQAHKKTDSFLKETMRFHPLGQTSFNRKVLRTFALSNGQVIPKGSTIEVP

l

SR.HPYTDATVHEIQRYINLIPNNVPHTTICNLKFRN.YLIPKGTDVLTS
ii ¡F X ïk‘ *

NYAVSRDPEAYPNPDVFDPLRFYNLRNEAREKGEAEQGASGQFVSVNKEF
l ll IIIII III Il I l l

LSSYLHDDKEFPNPDRKDPGHFLDASGNFRKSD . . . . . . . . . . . . . ..YF
* X ¡IK :k 1k

LTFGYGRHACPGRFFAANEIKHILANLVMTYE.MGLVEGETERYRDHDIA
l Il III l l ll II lll ll I
HPFSTGKRVCVGEALARMELFLFLTAILQNFTPKPLVNPNNVDENPFSSG

*
AGTIPDPTKDVHFR 564

I l ll
IVRVPPLYRVSFIP 489

99112.19.

identidad de aminoácidos o
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to omega-1hidroxilasa de conejo)(Figura 260). Aqui se presentan
4 gaps, cuatro de 1 residuo cada uno, y uno de 15 aminoácidos
(éste está ubicado aproximadamente en las mismas zonas que los
gaps de 17 y 15 aminoácidos descriptas en las dos comparaciones
anteriores).

5.71.2.Manelmdslgsnflzldslsimacnmdemmm
Comose mencionó anteriormente, en absolutamente todos

los citocromos P450 descriptos hasta el momento, se encontró a1
tamente conservada la región de 7 aminoácidos que incluye la cis
teína responsable de la unión al Fe del grupo hemo. Esta secuen
cia se encontró en el mRNAdel gen CI-l a 55 aminoácidos del ex
tremo carboxilo terminal del mismo. En la Figura 27 se observa la
alineación del CI-1 con respecto a las regiones conservadas de
los citocromos P450 de las distintas especies en que fueron des
criptas.

Comose puede apreciar, esta región del CI-l coincide
perfectamente con el perfil de los otros citocromos P450, ya que
los residuos que están conservados en todos los citocromos tam
bién lo están en el CI-l.

En general, comose describió anteriormente, los nuevos
clones de citocromos P450 surgieron a partir de la búsqueda con
otros genes de citocromos P450 relacionados. A partir de este he
cho, la confirmación de la identidad de un nuevo gen se basó fun
damentalmente en la presencia de los dos dominios funcionales
conservados: el tracto hidrofóbico en el NHzterminal y el sitio
activo en el COOHterminal.

El hecho de que el CI-l contenga el sitio activo de los
citocromos P450 y que, además, conserve una homologia significa
tiva (de 44%a 49%) para un tracto de 200 aminoácidos con otros
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Cys
Hzfl g COOH

-7 —4 -2 0 +2 +4 +6 +8 +10 +13

PseudomonasP4500am (CDEHIGS H LIGL'G‘ïH L A R REI I V T

Yeast (LT) F G G EJB H R C I G E H F A Y C Q L G V L
Fish P1450 (I) F G M D KF; R C I G E A I G R NrF V F L F

Chicken P450IIC (II) F[ÉÏAFG K R I C A GFEJG L A R M E I F L F

Bovine P450600 ÏXIA) F G W G V R Q C V GLÏ R I A[ÉJL E M T L F
Porcine cl7 (XVII) F G A G P R S C V G E M L A R Q E L F L F

Rabbit form 2 (II) F S L G K R I C L G E G I A R T E L F L F

RatP450pcn1 (III)FGNGPRNCIGERFALMTMEILE
Mouse P3450 (I) F G L G K R R C I G E I P A K WFF V F L F

Human P450021 (XXI) F G C G A R V C L G E P V A R L E L F V L

N.crassa CI-l F G Y G R H A C PLGÍFJF F A A N E I K M I____ _4 de __

Wim
Los números posicionan los aminoácidos ubicados a ambos lados de la
cisteína responsable de la unión al Fe del hemo, la cual se represen
ta con 0. Las cajas comprenden aminoácidos idénticos.
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citocromos P4506 (ver Figuras 26A, 26B y 26C), seria un argumento
de peso para considerar al CI-l comoun integrante de una familia
de genes que codifican para los citocromos P450 de Neurospora
crassa. Sin embargo, esta afirmación deberá ser confirmada por la
existencia de alguna actividad enzimática de la cip70 caracterís
tica de los citocromos P-450.

Hasta el momentono había sido clonado ningún citocromo
P450 de eucariotes inferiores, excepto el lan de levaduras (Kalb
et al, 1986).

Con respecto a los citocromos P450 homólogos al CI-l,
el RATCYPLAes el P4501VA1 según la nueva nomenclatura (Nerbert
et al, 1987), y pertenece a la familia P4501V(ver tabla II), la
secuencia completa de su cDNAdemostró que conserva una homologia
igual o menor al 33%con cualquiera de los integrantes de alguna
de las otras siete familias de citocromos de mamíferos (Hardwick
et al, 1987). Este gen se induce por el clofibrato ( un hipolipi
démico)(Reddy et al, 1980). En general, la vía metabólica de oxi
dación de ácidos grasos como fuente de energía, mediada por los
citocromos P450 (ácido láurico hidroxilasa) es una vía secunda
ria, salvo en el caso de ayuno, en donde adquiere una importancia
metabólica destacable.

En cuanto al gen de RABCY45g,responde al mismo induc
tor, y tiene homologia significativa con el de RATCYPLA
(P4501VA1),por lo que debe ser incluído en la misma familia.

Con respecto al gen HUMCYPmp(P450IIC9), es inducido
por S-mefentoina (5-fenil-5 etil-N-metilhydantoina). Esta droga,
que es un anticonvulsivo, sufre la N-demetilación y una 4-hidro
xilación catalizada por el producto del gen HUMCYPmp(Shimada et
a1, 1986).

Resulta aventurado tratar de adjudicar una función a la
cip70 ante la agresión sufrida por el tratamiento con ciclohexi
mida a partir de su homologia con los respectivos citocromos P450
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y la naturaleza química de estos inductores. De todos modos esto
se discutirá más profundamente en las conclusiones.

5.8. Berfildeindncsáóndenfimsenlncsmuufidepflndads
amingáddgsamnáticgs

Conel objeto de inhibir la síntesis proteica en condi
ciones más "fisiológicas", se deprivó de L-Phe, L-Trp, L-Tyr, PAB
e inositol a la cepa M246(qa2-, arom9-), incapaz de crecer sin
la suplementación del medio de cultivo con los mismos (ver 4.3.
4.). Se purificó RNAde dicha mutante crecida en medio de cultivo
suplementado con aminoácidos aromáticos y posteriormente transfe
rida ya sea a un medio con o sin el agregado de los mismos. Se
realizó un ensayo de Northern blot y se hibridó ya sea con el in
serto EcoRI-BamHIdel plásmido pGEM2-30Ao con las sondas corres
pondientes a los genes que codifican para las proteínas induci
bles por cicloheximida de 27 kD y de 31 kD (Grotewold et al,
1988). Los resultados se muestran en la Figura 28.

Comose puede apreciar en la misma, sólo fueron induci
dos los mensajeros homólogos a las sondas correspondientes a las
proteinas de 27 kD y de 31 kD, mientras que el mRNAdel CI-1 no
lo fue. Esto podría deberse a una diferencia en la sensibilidad
del mecanismo de inducción del gen CI-l a la inhibición de la
sintesis proteica, o estaria evidenciando que el gen CI-l y los
genes de las proteinas de 31 kD y 27 kD se inducirian por meca
nismos diferentes (ver Conclusiones).



Eigura 25: Eiegig del ¿lung de aminoácidos aromálicgs de la
gmdgN. crassaZAfisgbrelaexnmsiándenlgu

Electroforesis en gel de agarosa 1,5%, formaldehído 6% de
distintos RNAs de N. crassa provenientes de cultivos de
60 hs suplementados con aminoácidos aromáticos tratados lue
go de la manera que se indica. 1) inducción por 6 hs con ci
cloheximida 2pm, 2) 12 hs más aminoácidos aromáticos, 3)
12 hs sin aminoácidos aromáticos, 4) 25 hs más aminoácidos
aromáticos, y 5) 25 hs sin los mismos. Luego de corrido el
gel, se transfirió a GeneScreen y se hibridó con distintas
sondas: A) Hibridado con el pGEMZ-BOA(gen de cip70); B) Hi
bridado con el EBBHHll (gen de cip31); C) Hibridado con el
EBBHHZQ(gen de cip27)
Para todos los ensayos la exposición fue por 12 hs a -70°C
con pantalla intensificadora.
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QQHGLDSIQHES

Las evidencias hasta aqui mostradas, permiten suponer
que el gen CI-l de Néurospora crassa, inducible por cicloheximi
da, codifica para una proteina del tipo de los citocromos P450.
Si bien debiera medirse alguna actividad enzimática de la cip70
purificada relacionada con las actividades descriptas para los
citocromos P-450, existen argumentos de peso para afirmar lo an
tedicho en base a la conservación de dominios con respecto a
otros citocromos P-450. Las homologias aminoacidicas son eviden
tes no sólo en la' región del sitio activo, sino en tramos de
aproximadamente 180 aminoácidos de la región COOHterminal, que
es generalmente la más conservada entre los miembros de esta su
perfamilia de genes.

Tomandoen cuenta que la expresión del CI-l es inducida
por cicloheximida y suponiendo que realmente este gen codifica
para un citocromo P450, una hipótesis sobre la posible acción de
la cip70 sería la metabolización de la cicloheximida como agente
tóxico para el hongo.

En este sentido, los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio (Grotewold et al, 1988) sobre la inducción de la to
lerancia, llevada a cabo por bajas concentraciones de ciclohexi
mida (ver Introducción), se explicarian por el hecho de que con
centraciones subletales de cicloheximida inducirían la expresión
del citocromo P450 (cip70). Por lo tanto. al aumentar la concen
tración de cicloheximida en el medio de cultivo, ya existirían
intracelularmente, cantidades suficientes de cip70 comopara me
tabolizar la cicloheximida neutralizando su efecto tóxico.

En experimentos realizados con el hongo Sclerotium
rolfbii (Sullia y Maria, 1985), se postuló que en la adquisición
de tolerancia a bajas concentraciones de cicloheximida estaba in
volucrada una conversión de la cicloheximida a metabolitos menos
tóxicos, específicamente la isocicloheximida.
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Por otro lado, el tratamiento de Neurospora crassa con
puromicina, otro inhibidor de la síntesis proteica, no demostró
provocar un aumento en la transcripción de este gen, pero si de
dos de las 4 proteínas inducibles por cicloheximida (99 kD y
31 kD, respectivamente)(Grotewold et al, 1988).

El ayuno de aminoácidos aromáticos de la cepa M246 (au
xótrofa para L-Phe, L-Tyr, L-Trp, PABe inositol)(ver 5.8 ), mi
metiza la inhibición de la sintesis proteica; sin embargo, esta
situación no produjo ningún incremento en el nivel de expresión
del gen CI-l, a diferencia de los que codifican para las protei
nas inducibles por'cicloheximida de 27 kD y 31 kD (Grotewold et
al, 1989a). Esto indicaria que la inducción del CI-1 se produce
exclusivamente por la presencia de la cicloheximida per se, y no
por su efecto sobre la sintesis de proteínas. Los mismosresulta
dos se obtuvieron en experimentos donde la inhibición de la sín
tesis proteica se llevó a cabo por ayuno de nutrientes producidos
por pasaje de un micelio de N. crassa a buffer fosfato e incubado
por 48 hs (Grotewold et al, 1988), lo cual sería otra evidencia
para descartar la incidencia directa de la inhibición de la sín
tesis proteica en la inducción del CI-l.

Sin embargo hay otra serie de evidencias que obligan a
ser prudente en cuanto a los posibles mecanismos de acción que se
le atribuirían a la cip70.

Por un lado el agregado a un cultivo de Neurospora cra
ssa , del inhibidor de la ODC,el DEMO,produce la inhibición de
la biosintesis de poliaminas, y en última instancia la inhibición
de la síntesis proteica. Este tratamiento fue capaz de inducir el
gen CI-l; sin embargoesta inducción se revirtió si al mismocul
tivo en presencia de DFMOse lo suplementaba con espermidina o
putrescina (Grotewold et al, 1988). Si la inducción de la cip70
estuviera regulada por el agente tóxico per se, (DFMOen este ca
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so), no deberia esperarse que el agregado de poliaminas exógenas
revirtiera este efecto siendo que el DFMOseguia presente en el
medio de cultivo.

Por otro lado en experimentos realizados en este labo
ratorio (Grotewold et al, 1989b) se demostró que al tratar con
cicloheximida una cepa resistente a la misma(por tener una pro
teína ribosomal modificada), no se observó ningun incremento en
la expresión del mRNAde la cip70. Comose mencionó anteriormente
esta cepa no era afectada a nivel de 1a síntesis de proteínas, y
aunque no se ha descartado que exista una actividad enzimática
responsable de la hidrólisis de la cicloheximida, este resultado
constituiría un argumento en contra de la suposición de que la
cicloheximida per se induce al citocromo P450 (capaz de metaboli
zarla).

Las evidencias presentadas hasta aquí demuestran que se
está en una etapa preeliminar para asignarle a la cip70 una fun
ción concreta; sin embargo, los datos aportados acerca de la na
turaleza de la cip70 sirven como punto de partida para futuras
investigaciones que en última instancia esclarezcan el papel
exacto que cumple esta proteína en la respuesta al stress produ
cido por el tratamiento de Neurospora crassa con cicloheximida.
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