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A) F1JACION BIOLOGICA DE DINITROGENO Y SUS PERSPECTIVAS
DE MEJORA

La entrada del elemento nitrégeno a la Biosfera
se produce por procesos reductores que fijan el nitrégeno

molecular (N, , dinitrégeno) atmosférico en forma de amoniaco.

2
A estos se oponen los fendmenos de desnitrificacidén, realiza-
dos por ciertas bacterias que reducen los nitratos (el prin-
cipal compuesto nitrogenado asimilable por las plantas)
hasta &xidos de nitrégeno vy, principalmente, dinitrégeno.
En ecosistemas maduros el niti‘égeno no suele ser el elemento
limitante de la productividad bioldégica. Por el contrario,
en los simplificados ecosistemas artificiales impuestos por
el hombre en sus prdacticas agricolas, el suministro natural
de nitrégeno de nitrégeno por fijacién es insuficiente para
mantener la adecuada fertilidad de los suelos. En las tierras
de cultivo, aparte de las grandes cantidades de nitrdgeno
que se desvian del sistema en forma de biomasa de la cose-
cha, otra porcién no despreciable se pierde por lixiviacién
y desnitrificacién. Por esta razén, para sostener la fertili-
dad de estos suelos se requieren aportes externos de nitroge-

no fijado, incorporado como abonos.

Se calcula que anualmente se fijan unos 265 millo-
nes de Tm de nitrégeno atmosférico; la mayor parte (un
66%) corresponde a fijacién biolégica, realizada exclusiva-

mente por cilertos microorganismos procaridticos (llamados



fijadores o diazotrofos). La fijaciéon no biolégica se reparte
entre la debida a fendmenos naturales como descargas eléc-
tricas, incendios forestales, etc., y la industrial, proceden-
te de fabricacién de fertilizantes nitrogenados por el proceso

reductivo de Haber-Bosch (11 y 23%, respectivamente).

‘ La explosién demogrdfica, con la consiguiente
demanda incrementada de alimentos, la crisis energética
que encarece el precio de los fertilizantes, y los problemas
ecolégicos derivados de su emplec, han convertido en impres-
cindible e imperativa la investigacidén sobre la fijacién bio-
légica de dinitrégenc, con vistas a su mejor aprovechamiento
por el hombre de cara a satisfacer las necesidades futuras

de proteina de la poblacidn.

La capacidad de fijacién bioldgica de dinitrdgeno
estd restringida al reino Procariota, existiendo repfesentan—
tes diazotréficos en una amplia gama de taxones (Gordon
1981) que abarcan variados tipos de metabolismo: cianobacte-
rias, eubacterias fotosintéticas y quimiotrofas (aercbias
o microaerdfilas, anaerobias estrictas vy facultativas) e
incluso arqueobacterias. Estas dltimas se han incorporado
recientemente a la lista de fijadores, con dos especies meta-
nogéhicas; este descubrimiento, que implica a wun grupo
considerado como de origen evolutivo muy antiguo, va a
activar de nuevo el viejo debate sobre la significacién evo-
lutiva y funcional de la diazotrofia en la Tierra primitiva
(véase Postgate, 1982, 1984; Stackebrandt y Woese, 1981).
La diversidad de tipos fisiolégicos entre los fijadores ha
debido permitir su expansién a multitud de hdbitats donde
permanente o estacionalmente los niveles de nitrégeno combi-
nado son bajos, colonizando ambientes extremos, desde

fuentes termales a lodos cenagosos o terrenos antdrticos.



Algunos se pueden. asociar de manera mds o menos estrecha
con organismos eucaridticos (sobre todo plantas) para veri-
ficar la fijacidén, existiendo  h notables casos de simbiosis
intimas en las que se inducen adaptaciones anatémicas vy
fisiolégicas especiales. (El informe de Yamada y Sakaguchi,
1980, sobre una supuesta alga verde fijadora de nitrdgeno

no ha encontrado confirmacidn).

En los siguientes epigrafes se revisa brevemente
el estado actual de los conocimientos sobre aspectos de la

bioquimica y genética de la fijacidén de dinitrégeno, haciendo

especial referencia a Klebsiella pneumoniae, para pasar
posteriormente a considerar las posibles perspectivas de
ampliar y mejorar este importante proceso, con el objetivo
de conseguir en un futuro mayores rendimietos en la produc-

cién mundial de alimentos.



1. BIOQUIMICA DE LA FIJACION

1.1. COMPONENTES DE LA NITROGENASA

La reduccién bioldégica del dinitrdégeno hasta
amoniaco se cataliza por un complejo enzimdtico denominado
nitrogenasa, constituido por dos proteinas: la molibdoferro-
proteina (MoFe-proteina o componente 1) posee la actividad
dinitrogenasa propiamente dicha, que transfiere seis electro-
nes a cada molécula de nitrégeno molecular; la ferroproteina
(Fe-proteina o componente 2) actda como reductasa de la
dinitrogenasa, suministrdandole los electrones. Ninguno de
los dos componentes tiene actividad enzimdtica por separado.
La reaccién catalizada por el complejo requiere energia
en forma de ATP, un agente reductor que suministre los
electrones y un entorno molecular exento de oxigeno, ya
que éste inactiva irreversiblemente a las dos proteinas
de - la nitrogenasa. El estudio de las propiedades fisico-
quimicas de la nitrogenasa ha avanzado en los ltimos
arnios en buena parte debido a diversas técnicas espectroscéd-
picas particulares (Eady y Smith,1979; Mortenson y Thorne-
ley,1979; Burgess,1984).

El  componente 1 de K.pneumoniae (Kpl) posee

en su estado nativo un peso molecular de 220 KDal. Es una
proteina tetramérica (az 32) con dos tipos de subunidades,
de 50 y 60 KDal respectivamente. Cada tetrdmero contiene
dos dtomos de Mo y de 32 a 34 de Fe. Por andlisis espec-
troscépicos se han detectado dos tipos de grupos metdlicos:
por un lado existen grupos (4Fe-4S), llamados grupos "P",
y por otro estd el cofactor de hierro y molibdeno (FeMo-
co), en el que la relacién Fe:Mo-S es de 6-8:1:4 (Shah
y Brill, 1977). Audn se desconoce la verdadera estructura

y disposicién de estas agrupaciones. Sus potenciales medios



redox son de Em=-400 a -340 mV para los grupos "P" vy
de -260 a 0 mV para el FeMo-co, pero aun estd por aclarar
su exacta significacién dentro del transporte de electrones

durante la catalisis.

El componente Kp2 o ferroproteina es un dimero
homomérico (Yy) cuyo polipéptido constituyente pesa 32 KDd.
(Sundaresan y Ausubel, 1981). El dimero activo alberga
dos sitios para unién de MgATP y un grupo (4Fe-4S) ligado
a cisteinas. La informacién sobre este complejo metdlico
y su implicacién en la actividad nitrogenasa es todavia

confusa (véase comentario de Haaker y Veeger, 1984).

El  sitio de unién del sustrato, que muy proba-
blemente es el mismo sitio activo del complejo nitrogenasa,es
el cofactor FeMo-co (Hawkes et al., 1984) del componente
l. La capacidad de transferir electrones del componente
2 al 1 puede que resida en el grupo (4Fe-45) de la Fe-
proteina. De cualquier manera, se puede decir que mientras
no conozcamos la estructura y funcién de las agrupacio-
nes metdlicas, nuestra comprensién del complejo nitrogenasa

sera bastante parcial y,en cierto sentido, especulativa.

1.2 SUSTRATOS

La  nitrogenasa es relativamente inespecifica
en relaciéon a los sustratos: aparte del dinitrégeno , existe
una amplia gama de compuestos reducibles, la mayoria
de los cuales se pueden considerar como andlogos estructura-
les de aquél por cuanto poseen dos 4dtomos terminales unidos
entre si por triples enlaces covalentes. Entre ellos cabe

citar el cianuro, la azida y el acetileno. Todos ellos inhiben



la fijacién del dinitrégeno, y requieren también ATP para
su reduccién. La reduccién de acetileno a etileno viene
siendo aprovechada desde comienzo de la década de los
setenta para la deteccién y cuantificacién de la actividad
nitrogenasa, utilizando la sensible técnica de cromatografia
en fase gaseosa, que ha hecho avanzar notablemente los
estudios sobre los microorganismos diazotrofos (Postgate,

1972).

De enormes consecuencias fisiolégicas es el
hecho de que la nitrogenasa reduzca asimismo parejas de
protones hasta hidrégeno molecular (Schubert y Evans, 1976)
lo cual se verifica incluso en atmésferas de nitrégeno puro
con tensiones de este gas muy por encima de la K., aparente.
Ello es responsable de que una porcidén significativa del
flujo de electrones y de energia disponibles para la nitroge-
nasa sean desviados respecto de la reduccién del dinitrdgeno
lo que supone una merma de la eficacia potencial de ésta.
En contrapartida, algunos organismos fijadores (especialmente
la mayoria de cepas de cianobacterias y de aerobios) poseen
una hidrogenasa especial 'unidireccional”, capaz de oxidar
el hidrégeno liberado por la nitrogenasa, con lo que se
pueden recuperar electrones y energia. En general, no se
conocen los transportadores que establecen el vinculo entre
los electrones recuperados y las cadenas fotosintéticas o
respiratorias donde se produce el ATP. Muchos anaerobios

facultativos (como K.pneumoniae) o estrictos poseen hidroge-

nasas 'bidireccionales" que pueden tanto liberar hidrégeno

como oxidarlo. La obtencidn de mutantes de K.pneumoniae

defectivos en la liberacién de hidrégeno molecular a partir
de sus reacciones fermentativas permitié deducir que la
pérdida media de H debida a la nitrogenasa supone el 30%
del flujo de electrones a través del enzima (Andersen y

Shanmugan, 1977). El tema del hidrégeno en relacién a



la fijacién ha sido revisado por Robson y Postgate (1980)

y por Evans et al. (1981).

1.3. TRANSPORTE ELECTRONICO A LA NITROGENASA Y PODER
REDUCTOR

En K.pneumoniae el transporte de electrones

hacia el complejo nitrogenasa implica dos productos especifi-
camente sintetizados en condiciones de fijacién: una flavo-
proteina (flavodoxina) con una cadena polipeptidica de
22 KDal y cuyo grupo prostético es el FMN (Nieva-Gémez
et al., 1980) se encarga de reducir al componente Kp2,
y por otro lado wuna piruvato:flavodoxin-6xidorreductasa
que actuia acoplando la oxidacién de intermediarios metabdli-
cos como el piruvato a la reduccién de la flavodoxina (Bo-

gusz et al., 1981; Shah et al.,1983).

En general, no hay demostracién clara de cudles
son los transportadores electrénicos para la nitrogenasa
en otros diazotrofos, aunque deben ser proteinas del tipo
de las ferredoxinas y flavodoxinas, con grupos metdlicos

(4Fe-4S), (3Fe-3S), etc., y con potenciales redox entre -
-200 y -450 mV.

El tema de cudl es la fuente \ltima de poder
reductor sigue estando debatido. En los udltimos afios se
va abriendo paso la idea de que los equivalentes de reduc-
cién para la nitrogenasa son suministrados por la fuerza
proténmotriz  (potencial electroquimico de protones: Ap) que
se crea entre ambos lados de la membrana citopldsmica,
concretamente por el componente eléctrico (potencial de mem-

brana: ¥) Ello pondria de manifiesto la importancia del



estado de energizacién de la membrana para la fijacidn

del dinitrégeno ( Veeger et al, 1G80)

l1.4. ESTEQUIOMETRIA Y ASPECTOS ENERGETICOS

Debido a que, como se dijo, la liberacién de
hidrégeno molecular es algo intrinseco a la catdlisis de
la nitrogenasa, hay que incluir en la férmula estequiométrica

la consideracién de dicha reaccién '"lateral":

N, + BH' + 86 ——um 2NH,  + H,
Aunque esta reaccién tendria que ser exergénica, de hecho
€s acentuadamente endergdnica, requiriéndose la hidrdliisis
de dos moléculas de ATP por cada electrén transferido (16
moles de ATP por mol de nitrégenc fijado). Es evidente
que alguna sutileza, que hoy por hoy se nos escapa, del

mecanismo de la nitrogenasa, hace que esto ocurra asi (Vee-
ger et al., 1981).

1.5. MODO DE ACCION DE LA NITROGENASA

El mecanismo molecular de la catdlisis de la
nitrogenasa aun no ha sido explicado satisfactoriamente,
existiendo muchas lagunas que requieren aclaracidén, pero
hay que reconocer el ingente esfuerzo que diversos laborato-
rios vienen dedicando a uno de los enzimas m4s complejos.A
continuacién se ofrece una panordmica del modelo acentado
como plausible para su funcionamiento, as{ como algunas

precisiones introducidas ultimamente (Burris et al., 1981;



Postgate, 1982; Burgess, 1984; Haaker y Veeger, 1984).

Se puede considerar la accién de la nitrogenasa
en una serie de pasos: La Fe-proteina acepta un elec-
tron de la flavodoxina (o del correspondiente transportador
electrénico); en esta forma reducida la Fe-proteina muestra
sefial en espectro de resonancia electrénica paramagnética
(epr-positiva). Dos moléculas de MgATP se unen a la Fe-
proteina reducida, de modo que ésta cambia su conformacidn,
lo que afecta al grupo metdlico (4Fe-4S) y acarrea un
descenso del potencial redox desde -300 a -400. Entonces
la MoFe-proteina, en su estado oxidado (activo para epr)
se une a la Fe-proteina reducida y activada por ATP, para
formar el complejo nitrogenasa. A continuacién se transfiere
un electrén desde el grupo (4Fe-4S) de la Fe-proteina a
los dtomos de Fe del cofactor FeMo-co del componente 1,
con lo que éste queda silencioso para epr; este flujo de
electrén estd acoplado a la hidrdlisis de las dos moléculas
de ATP. Segin algunos, el complejo se disociaria en sus
dos componentes, quedando la ferroproteina oxidada y prepa-
rada para una nueva reduccidén. Sin embargo, como se comen-
ta mds adelante, los datos actuales apuntan mds bien a
que el complejo no se disocia durante todo el ciclo catalitico
Tras estas fases, el sustrato reducible se une al cofactor
FeMo-co a través del dtomo de Mo, que previamente se encon-
traba en un estado de oxidacién disminuida; el sustrato
primario (antes que el dinitrégeno) parece ser un protén,
que forma wun grupo hidruro al unirse al Mo. Los pasos
anteriores se repiten con otro protén, de modo que, al final
de un segundo ciclo como el descrito, se origina un derivado
dihidruro de la MoFe-proteina. En presencia de dinitrégeno,
entra ahora una molécula de éste al centro activo, despla-

zando una molécula de hidrégeno, y secuencialmente van



incorpordndose otros seis electrones, transfiriéndose de uno
a otro componente de la nitrogenasa por el mecanismo citado;
se provocaria asi la aparicién sucesiva de intermediarios
cada vez mds reducidos de nitrégeno, hasta la liberacién
de dos moléculas de amoniaco; se han propuesto series de
intermediarios de la reduccidén del dinitrégeno en base a
sistemas-modelo quimicos, pero falta evidencia directa sobre
los intermediarios reales que se pueden formar; ni siquiera
se sabe si las dos moléculas de amoniaco se liberan simultd-

nea o secuencialmente.

Datos recientes parecen imponer modificaciones
en el modelo hipotético que se acaba de comentar (Haaker
y Veeger, 1984; Haaker et al., 1984): la Fe-proteina tiene
dos centros metdlicos (4Fe-4S) parcialmente acoplados vy
se comporta como transportadora de parejas de electrones.
En su estado reducido se une una molécula de ATP, vy
en el oxidado, a dos. El ATP se une después de que se
haya formado el complejo entre los dos componentes de la
nitrogenasa. Ademds, parece imponerse la idea de que el
complejo no se disoccia durante la catdlisis (Eady, 1973; Roberts

et al., 1978).

Se necesita mds informacién sobre la intervencidén
de los grupos metdlicos en el transporte de electrones desde
el componente 2 al 1. La hipdtesis de Haaker et al. (1984)
supone que uno de los electrones de Fe-proteina reducida
es transferido a un centro metdlico de la MoFe-proteina
con potencial redox superior al potencial medio de la Fe-
proteina reducida (posiblemente se trata del centro "P'":
-480 mV), y el otro electrén es donado a un centro con
potencial inferior (posiblemente el FeMo-co:-290 mV). Conco-
mitante a este flujo electrdénico (acoplado a hidrélisis de

ATP), la Fe-proteina oxidada queda en conformacién distinta,



a la que se unen dos moléculas de ATP, cuya hidrdlisis
suministra energia para transferir electrones desde el compo-
nente 2 al 1. No estda aclarado el papel especifico del ATP
en la catdlisis de la nitrogenasa, ni el mecanismo de aco-

plamiento entre su hidrdélisis y la transferencia de electrones.

1.6. MODULACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA

La actividad potencial del complejo nitrogenasa
puede verse afectada rdpidamente por una serie de factores,

a través de variados mecanismos (Eady 1981).

1.6.1. Suministro de energia y carga energética

Se ha comprobado que el ADP es un poderoso
inhibidor competitivo de 1la nitrogenasa, afectando tanto
a la reduccién de los sustratos como a la hidrdlisis del
ATP.

Los diazotrofos, cuando <crecen en condiciones
de fijacién, pueden emplear hasta el 40% de su ATP en
la reaccién de la nitrogenasa, lo que condiciona una carga
energética disminuida (0.5-0.7) en comparacién con la existen-
te en medios ricos en nitrégeno combinado (0.9); por consi-
guiente, la tasa de crecimiento a expensas de nitrdgeno

molecular es menor.

Se ha comprobado que pequefios cambios en la
relacién ATP/ADP afectan marcadamente a la actividad nitro-
gensa, pero no estd aclarado el mecanismo por el cual

se produce in vivo esta alteracién (Upchurch y Mortenson,
1980) .



1.6.2. Estado energético de la membrana

Todos aquellos factores que afectan la energiza-
cién de la membrana influyen sobre la actividad nitrogenasa.
Entre ellos se incluyen la intensidad de luz (para los fototro-
fos), el suministro de oxigeno y los niveles de amonio en

el medio. En K.pneumoniae se ha demostrado que la expresidn

de los genes nif requiere el sistema anaerdbico de transporte
al fumarato; se precisa actividad fumarato reductasa para
proporcionar la adecuada energizacién de la membrana, vy
por lo tanto, la energia para la fijacién (Stotnicki y Rolfe,
1978).

1.6.3. Modificacién covalente de la nitrogenasa

En las bacterias fotosintéticas de la familia Rho-

dospirillaceae se ha encontrado una inactivacién reversible

y rdpida de la nitrogenasa ('"desconexién'), en respuesta
a determinadas condiciones ambientales adversas para la fija-
cién: oscuridad, presencia de oxigeno o de nitrégeno combina-
do. Esta inactivacién se debe a que cada dimero de ferropro-
teina es modificado covalentemente por adenosin monofos-
fato (Johansson et al., 1983; Ludden et al., 1984). La desa-
paricién de las condiciones ambientales inactivantes provoca
la rdpida reactivacién de la nitrogenasa por medio de una
reaccién especifica, sensible al oxigeno, que elimina el grupo

modificador.

Exceptuando este grupo de bacterias fototrofas,
parece que en casi ningin caso se da inhibicidén de la nitro-
genasa por amonio o por otras fuentes de nitrégeno (Gordon
et al., 1981). Sin embargo, un informe reciente (Klugkist
y Haaker, 1984) parece sefialar en Azotobacter la existencia
de wuna inhibicién por amonio a bajas tensiones de oxigeno,

baja tasa respiratoria vy pH reducido.



1.6.4. Accién del oxigeno

Cada uno de los componentes de la nitrogenasa
se inactiva irreversiblemente por exposicién al oxigeno, siendo
la Fe-proteina mds sensible (vida media, 30 seg) que la MoFe-
proteina (vida media, 10 min). Parece que ello se debe a
interacciones entre el oxigeno y formas reducidas de los poli-
péptidos del complejo enzimdtico, lo que da lugar a una serie
de cambios que alteran los grupos metdlicos. El oxigeno puede
igualmente tener un efecto indirecto sobre la nitrogenasa,
al causar peroxidacién de membranas y representar un compe-

tidor por fuente de poder reductor.

Los diversos microorganismos diazotréficos han
desarrollado estrategias para proteger a la nitrogenasa del
oxigeno o para desreprimir su sintesis bajo condiciones espe-
ciales. Este importante capitulo de la fisiologia de los fijado-
res ha sido revisado por Robson y Postgate (1980), Gallon
(1981) y Bergersen (1984). En general, y dejando aparte la
obvia proteccién por-evitacidén del oxigeno en los anaerobios,

los principales tipos de proteccién son los siguientes:

-Eliminacién metabdlica del oxigeno.- Algunos

diazotrofos aerobios, como Azotobacter, poseen una alta tasa
respiratoria, regulable en funcién de la tensién de oxigeno.
A altas concentraciones de este gas usan una ramificacién
especifica de la cadena respiratoria,. menos acoplada a pro-
ducciéon de ATP, y que sirve para mantener una concentracidn
interna de oxigeno lo suficientemente baja como para no afec-

tar a la nitrogenasa (proteccién respiratoria).

Otras bacterias poseen una hidrogenasa que oxida
el hidrégeno molecular liberado por la nitrogenasa, de modo
que transfiere los electrones a una cadena cuyo aceptor final
es el oxigeno, con lo cual éste se elimina, al tiempo que

se recupera ATP para la fijacién. Este mecanismo puede ser



especialmente importante en condiciones de limitacién de fuen-
te de carbono, en que la proteccién respiratoria no es opera-

tiva.

Hay que destacar que, aunque en principio, los
anaerobios facultativos fijan sélo en ausencia de oxigeno, de
hecho casi todos poseen cierta capacidad de proteccién respi-
ratoria, por lo que pueden reducir dinitrégeno en condiciones

de microaerofilia. Este es el caso de K.pneumoniae, que incluso

muestra cierta fijacién mejorada cuando crece en quimios-
tatos con bajas concentraciones de oxigeno (Hill, 1976a, b),
debido a que desvia la energia por fosforilacidén oxidativa

hacia la nitrogenasa.

-Barreras fisicas y separacién espacial.- Las

cianobacterias han de evitar que el oxigeno liberado durante
la fotosintesis afecte a la fijacidén. Algunas especies producen
células especializadas, llamadas heteroquistes , que carecen
de fotosistema 1l funcional, por io que no desprenden oxige-
no, y donde se verifica la fijacién del dinitrégeno. Los hete-
roquistes desarrollan una gruesa pared, impermeable al oxige-
no, de modo que éste tampoco puede difundir desde el medio

ni pasar desde células vegetativas adyacentes.

Otro caso notable de barrera fisica se da en
los nédulos radicales de las leguminosas, donde los bacteroi-
des de Rhizobium (que se encuentran en el interior de las
células del nddulo, pero rodeados de membrana derivada del
plasmalema) fijan nitrégeno simbidticamente. Un nddulo tipico
posee un sistema que permite el acceso de aire a su interior,
lo que asegura una oxigenacién adecuada a sus células. En-
tre los bacteroides y la membrana peribacteroidal se sitdan
grandes cantidades de una hemoproteina especifica, la leg-
hemoglobina, que tiene una alta especificidad por el oxige-

no. La oxi-leghemoglobina evita que el oxigeno difunda direc-



tamente al bacteroide, pero se lo va suministrando a una
tasa tal que es consumido en unas cadenas respiratorias muy
eficaces, de modo que al tiempo que se evita que se acumule
oxigeno intracelularmente, se obtiene la energia para la fija-
cién del dinitrégeno. La peculiar distribucién y propiedades’
de la leghemoglobina hace que el flujo de oxigeno sea practi-
camente homogéneo para toda la poblacién de bacteroides de
cada célula, incluidos los mds alejados de su superficie.
En los noédulos de las plantas lefiosas no leguminosas induci-
dos por el actinomiceto Frankia se han detectado hemoglobinas
que parecen estar implicadas igualmente en la difusién con-

trolada del oxigeno al microsimbionte.

-Proteccién por cambio conformacional.- Algunos

microorganismos mantienen la nitrogenasa en una configuracidén
reversiblemente inactiva, pero protegida del oxigeno, cuando
otros medios de proteccidén han sido desbordados. Esto ocurre
con células de Azotobacter expuestas al oxigeno cuando el
flujo de electrones a través de sus cadenas respiratorias es
bajo; en estas condiciones la nitrogenasa queda acomplejada
por unidén no covalente de una sulfoferroproteina (proteina
de Shetna). Cuando se restablece un adecuado flujo de elec-—
trones y es operativa la proteccién respiratoria, el complejo
se disocia y la nitrogenasa libre reemprende inmediatamente

su actividad .

-Separacién temporal respecto de condiciones inac-

tivadoras.- Algunas cianobacterias que no forman heteroquis-
tes, como Gloeothece, ‘relegan la fijacién de dinitrégeno a
los periédos de oscuridad. Ademds, poseen un complejo sistema
de membranas internas, cuya integridad depende de iones

++ . . s
Ca ', que puede suponer una proteccién por compartimentacion

intracelular.



2. GENETICA DE LA F1JACION

A pesar de la irrelevancia econdémica para la

fijacién global de dinitrégeno que tiene K.pneumoniae, esta

enterobacteria ha sido la especie mds estudiada a nivel de
genética y de regulacién, merced al importante desarrollo
de las técnicas previamente puestas a punto sobre Escherichia
coli. Desde el empleo de transduccidon generalizada con fago
P1, que permitié situar con cierta precisién el locus de fij‘a—
cién dentro del mapa genético, se pasd al uso de pldsmidos
conjugativos de resistencia a drogas, a partir de los cuales
se obtuvieron R primas portadores de los genes de fijacidn
(nif) que pudieron ser transferidos a otras enterobacterias
no fijadoras naturales, donde se expresaron funcionalmente.
En la segunda mitad de la década de los setenta la mutagé-
nesis por transposones, aliada a los cldsicos andlisis de com-
plementacién genética llevé a la elaboracién de mapas de
la regidén nif y a la obtencién de valiosos datos sobre bio-
quimica y fisiologia de la fijacién. En afios recientes la in-
corporacién de las técnicas de manipulacidén in wvitro del ADN
ha facilitado una detallada diseccién molecular, con un énfa-
sis especial en los aspectos de regulacién genética. La his-
toria de estas investigaciones se puede rastrear en las revi-
siones de Brill (1980), Roberts y Brill (1981), Dixon (1984a)
y Drummond (1984).

2.1. ORGANIZACION DE LA REGION GENETICA nif

El estudio de los genes nif experimentd un gran
impulso al construirse cepas recA , que permitian andlisis

de complementacidén entre mutaciones nif cromosdémicas y muta-



ciones portadas extracromosdémicamente en plésmidos' conjugati-
vos o en fagos lambda transductores especializados (MacNeil
et al., 1980). El orden de los grupos de complementacién fue
reveldndose mediante cruces transduccionales con fago P1
(StJohn et al., 1975; Kennedy, 1977). El uso de elementos
genéticos transponibles suministré una gran variedad de muta-
ciones polares por insercién y deleccidn, que contribuyeron
a confeccionar mapas genéticos finos (Bachuber et al., 1976;
Dixon et al, 1977; Elmerich et al., 1978; MacNeil et al.,1978a,
b; Merrick et al., 1980). La organizacién transcripcional ha
sido estudiada creando operones hibridos entre los distintos
promotores nif y la porcién codificadora del gen lacZ (g-galac-
tosidasa) de E.coli, recurriendo al fago recombinante Mu d1

(Ap, lac) (MacNeil et al., 1981). M4s recientemente, la apli-
cacién de las técnicas del ADN recombinante in vitro ha lle-
vado a la elaboracién de mapas fisicos correlacionados con
los genéticos (Riedel et al., 1979) y a la clonacién molecular
de la regidn nif, completa o en diversos fragmentos separados,
en vectores genéticos (Cannon et al., 1977, 1979; Riedel et

al., 1979; Puhler et al., 1979a, b).

La caracterizacién de los productos codificados

por los genes nif de K.pneumoniae no ha sido completada

aun, pero se han realizado avances partiendo de las grandes
colecciones de mutantes obtenidos y de los genes clonados

y aislados. La observacién de los efectos pleiotrépicos de

determinadas mutaciones, la complementacidén in vitro entre
extractos o productos purificados de mutantes diferentes

(usando la cromatografia gaseosa para medir la actividad
reductora de acetileno como indice de la actividad nitrogenasa)
han sido reforzados por técnicas electroforéticas capaces de
detectar formas alteradas de las proteinas nif (Roberts et
al., 1978; Imperial et al., 1984) y por "cartografia proteica"
(Roberts y Brill, 1580; Pihler y Klipp, 1981).



De la aplicacién de este conjunto de técnicas
y estudios ha surgido el siguiente cuadro de la organizacidén
genética de los genes nif (Robson et al., 1983; Dixon, 1984a;
Drummond, 1984) (véase fig 1):

Existen 17 genes implicados en la fijacién de

dinitrégeno en K.pneumoniae, que se disponen contiguamente

en una regidén de unas 23 kb, entre los marcadores his y
shiA (MacNeil et al., 1979) agrupdndose en 7 u 8 unidades
de transcripcidén: nif], nifHDKY, nifENX, nifUSV, nifM, nifF,

nifLA y nifBQ. Al parecer, nifM puede ser transcrito igual-

mente desde el promotor de nifUSV. El sentido de transcripcién
de todos los genes nif, a excepcidén de nifF y nif] es el mismo

que el del cercano operdén his.

Los genes estructurales de la nitrogenasa son
el nifH, que codifica el polipéptido de la Fe-proteina, Kp2,
y nifD y nifK, responsables, respectivamente, de las subuni-
dades @ y B de la MoFe-proteina, Kpl. En el procesamiento
y maduracién de la nitrogenasa intervienen los productos
de otros genes nif: para que Kp2 sea funcionalemente activa
se requiere la participacién de nifM, y sobre Kpl intervienen
nifS y nifU (Roberts et al., 1978). Los genes nifN, nifE y

nifB estdn involucrados en el ensamblaje de Mo, Fe y S para

la formacidén del FeMo-co (Roberts et al., 1978; Shah et al.,
1984). El gen nifQ estd implicado en una fase tardia del pro-
cesamiento del Mo (Imperial et al., 1984). La funcién del
gen nifV ha sido muy debatida, pero actualmente se le adju-
dica -un papel al final de la sintesis del FeMo-co, o en su

insercién como centro activo en Kpl; los mutantes nifV tienen

un patrén alterado de especificidad de sustratos (Hawkes
et al., 1984).

En el transporte electrdnico especifico a la nitro-

genasa actuian los genes nif], codificador de la piruvato:fla-
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Fig 1: Organizacién genética del reguldén nif de Klebsiella

pneumoniae y funciones desempefiadas por los dis-
tintos genes.




vecdoxin--6xidorreductasa, y nifF, responsable de la sintesis
del polipéptido de la flavodoxina (Bogusz et al., 1981; Nieva-
Gémez et al., 1980; Shah et al., 1983).

El operén nifLA estd relacionado con la regula-
cién de los genes nif, integrdandolos en una unidad de control
(regulén), 7 a su vez establece un vinculo con el sistema
general bacteriano de modulacién genética del metabolismo

del nitrégeno (ver apartado 2.2.1). El producto de nifA es

un activador transcripcional, mientras que el de nifl partici-
pa en la desconexién especifica de la expresiéon de la fijacidn

ante presencia de oxigeno o fuente de nitrégeno combinado.

Hay dos genes , nifX y nify que no tienen

asignada aun una funcién.

2.2. REGULACION GENETICA DE LA FIJACION

La fijacién bioldégica de dinitrégeno precisa una
gran inversién de energia, se ve afectada por una serie de
factores ambientales (presencia de oxigeno, disponibilidad de
molibdeno, etc.) y seria un verdadero lujo metabdlico cuando
en el medio existiera ya una fuente rica de nitrégeno combi-
nado; por lo tanto, no es de extrafiar que a lo largo de la
evolucién se hayan desarrollado para ella estrictos controles

de su expresidén genética . En K.pneumoniae la sintesis de

nitrogenasa es reprimible por diversas fuentes de N (amonio,

aminodcidos), por oxigeno disuelto, y por elevadas temperatu-

ras.



2.2.1. Control por fuente de nitrégeno y por oxigeno

Durante cierto tiempo se pensd que, en Enterobac-
terias, la glutamina sintetasa (GS), producto del gen glnA,
aparte de su funcién catalitica como primera enzima de la
ruta asimilativa del amonio, tenia un papel directo en la re-
gulacién de ciertos operones implicados en el catabolismo de
fuentes pobres de nitrégeno, asi como en la de los genes nif,

en K.pneumoniée (Streicher et al., 1974; Tubb, 1974). Se pro-

puso un modelo en que la represién por amonio era mediada
por la GS, independientemente de su actividad biosintética.
Los conceptos de finales de la década de los setenta (Magasa-
nik, 1977; Mortenson, 1978; Tyler, 1978; Brill, 1980) tuvieron
que ser abandonados al descubrirse que glnA no es sino uno
mds de los elementos sometidos a un sistema de regulacién
general de metabolismo de nitrégeno (ntr) que afecta a los
operones de catabolismo de ciertos aminodcidos y al reguldn
nif (Leonardo y Goldberg, 1980; DeBruijn y Ausubel, 1981;
Espin et al., 1982). La accién del sistema ntr sobre los genes
nif se ejerce a nivel del operdn nifLA, que codifica las dos
proteinas controladoras especificas de la fijacién. El producto
de nifA se necesita para activar la transcripcién de los ope-
rones I_’I_Lf_ (Dixon et al., 1980; Buchanan-Wollaston et al.,
1981b), mientras que el de niflL estda relacionado con la des-
conexién genética de la fijacién ante fuentes de nitrégeno vy
., 1981b; Hill et
al., 1981; Merrick et al., 1982) (véase Fig 2).

oxigeno disuelto (Buchanan-Wollaston et al

2.2.1.1. Sistema general ntr

El primer nivel de regulacién de la fijacién es

el sistema centralizado ntr, general de las Enterobacterias,
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encargado de controlar a los operones hut (utilizacién de la
histidina), put (utilizacién de la prolina}, aut (utilizacién
de la argininal, y a los loci reguladores del transporte peri-
pldsmico de la histidina (dhu) y de la arginina (argTr)
(véase Magasanik, 1982). El sistema ntr consta de tres genes:

ntrA, ntrB y ntrC. Los dos iultimos forman un operdn, transcri-

bible desde un débil promotor constitutivo P2 ntrBC  (Alvarez-

Morales et al., 1984), y a su vez estdn ligados estrechamente

al gen glnA, constituyendo el operdn complejo PlglnA P, ntrBC
y Kustu, 1984).

S

(Pahel et al., 1982; Krajewska-Grynkiewicz
El promotor de glinA (denominade, en principio, ”Pl“} es , en
realidad, una intrincada regidén regulatoria donde se han lo-
calizado decs promotores en tandem: uno distal, que da origen
al transcrito "RNA2" (o t, en E.coli) y otro proximal, responsa
ble de "RNAL1" ( equivalente a tzl‘ (Dixon, 1984b; Reizer y Ma-
gasanik, 1985). El tercer elementc, el gen ntrA, no esta liga-
do a los anteriores {lLecnardo y Goldberg, 1980; DeBruijn y
Ausubel, 1983). Los circuitos reguladores establecidos por es-
tos genes son relativamente complicados y auin no estan sufi-
cientemente esclarecidos, aunque se ha adelantado mucho en
los dltimos cinco afios (Dixon, 1984a; Dixon et al., 1984,para
una visidén de conjunto, a contrastar con las referencias de

1985 que se citan en los siguientes parrafos).

La expresidén del gen ntrA parece que es constitu-
tiva (DeBruijn y Ausubel, 1983). Su productc es un polipéptido
de 75-85 KDal (Magasanik, 1982), imprescindible para la expre-
sién de los genes activables por el sistema general ntr y por
el especifico nif (Leonardo y Goldberg, 1980; Merrick, 1983;
Ow y Ausubel, 1983]).

El producto de ntrC es un polipéptido de 54 KDal

que forma dimeros (Reitzer y Magasanik, 1983) que tienen la

capacidad de wunirse a determinadas secuencias conservadas
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de las regiones promotoras de los genes controlados por el
sistema general (Ueno-Nishio et al., 1984; Reitzer y Magasa-
nik, 1985). Es una proteina reguladora bifuncional, con un

comportamiento complejo:

~ Por si sola, en ausencia de producto de ntrB,
NtrC es capaz de reprimir la transcripcién desde el promotor
PZ de ntrBC, independientemente de la disponibilidad de ni-
trégeno en el medio {Reitzer vy Magasanik, 1983; Ueno-Nishio
et al., 1983; Alvarez-Morales et al., 1984}. Igualmente, el
producto de ntrC ejerce accidn negativa sobre el promotor dis—
tal ("RNA2") de glnA, pero mientras Reitzer y Magasanik
(1985) indican que, en E.coli esta represién es independiente
de NtrB, el grupc de la universidad de Brighton ha rectifica-
do un informe previo (Alvarez-Morales et al., 1984} vy asegura

que, en K.pneumoniae se necesita el concurse adicional de

NtrB (Dixon, 1984b). La proteina NtrC no puede, en cambio,
ejercer accidén represora sobre el promotor de nifLA (ni si-

quiera con NtrB)} (Alvarez-Morales et al., 1984).

- Aparte de su potencialidad como represor, NtrC
posee también funciones activadoras sobre otros promotores,
las cuales se ejercen cuando la bacteria se encuentra en me-
dios limitados en nitrégeno, y para las que precisa que el
el producto de ntrA sea operative (Merrick, 1983; Ow y Ausu-

bel, 1983). La activacién de los operones nifLA ¥ hutUH re-

quiere sélo la intervencidén de ntrC y ntrA (Espin et al.,1982;
Drummond et al., 1983; Ow y Ausubel, 1983), mientras que
la del promotor proximal ("RNA1") de glnA necesita adicional-

mente la colaboracidn de nirB (Alvarez-Morales et al., 1984).

La proteina codificada por ntrB no ejerce ninguna
accién regulatoria directa per si misma, sino que parece ser
un modulador de la actividad de NtrC, representando un ele-
mento del sistema general ntr que responde a sefiales metabd-

licas que informan de los niveles intracelulares de amonio.
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Se ha sugerido que NtrB es capaz de recibir la informacién
sobre la situacién celular respecto del nitrdégeno (McFarland
et al., 1981; MacNeil et al., 1982 ; Backman et al., 1983);
ésta le seria suministrada de alguna forma por los productos

de dos genes (glnB y glnD) que forman parte del mecanismo

de modificacién de la actividad catalitica de la glutamina
sintetasa por adenilacién-desadenilacién, en funcidén de la re-
lacién entre o-cetoglutarato y glutamina (Chen et al., 1982;
Backman et al., 1983; Krajewska-Grynkiewicz y Kustu, 1983).
A su vez, NtrB modula rdpidamente la funcién activadora de
NtrC (Alvarez-Morales et al., 1984). Segun Reitzer y Magasa-
nik (1985), en medio limitado en nitrégeno, NtrB se encarga-
ria de que NtrC adquiriera un estado capaz de estimular una
intensa transcripcién desde el promotor proximal ("RNA1") de
glnA. En estas condiciones se producen grandes cantidades
de glutamina sintetasa y cantidades menores de los productos

de ntrB y ntrC (La razén de que se sintetice menos NtrB y

NtrC que GS, a pesar de que en esta situacién se expresan
desde el mismo promotor parece adjudicable en parte a que
muchas ondas de transcripcién acaban en la regién intercis-

trénica entre glnA y ntrB, donde se localiza una secuencia

de terminacidén transcripcional independiente de rho: Ueno-
Nishio et al., 1984; Reitzer y Magasanik, 1985). Si en el me-
dio entra una fuente rica de nitrégeno, NtrB detecta rdpida-
mente la nueva situacién metabdlica y provoca la inutilizacién
de las facultades activadoras de NtrC, de forma que ésta ya
no puede estimular la transcripcién desde el promotor proxi-
mal de glnA. Es decir, se trata de un mecanismo de anti-ac-
tivacién y no de una verdadera represién (Dixon et al., 1984b;
Reitzer y Magasanik, 1985). Al parecer (al menos en E.coli),
aparte de la interconversién rdpida entre los dos estados de
NtrC, existe la posibilidad de interconversidn lenta, en ausen-

cia de NtrB (Reitzer y Magasanik, 1985).
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El mecanismo por el cual se inhibe la transcrip-
ciéon de nifLA en presencia de niveles altos de amonio en el
medio parece que depende igualmente de una anti-activacién
de NtrC (Alvarez-Morales et al., 1984) y, en cualquier caso
es un proceso muy rdpido, no exnlicable por cese de la sinte-
sis de los activadores de este operén y posterior dilucién de

los mismos (Cannon et al., 1985).

2.2.1.2. Regulacién especifica nif

El segundo nivel de regulacién de los genes nif
es especifico de ellos, y se debe a la accién de los productos
del operdn Ef_Lﬁ, cuyo promotor es, como se ha dicho, la dia-
na de la activacién general por NtrA+NtrC (Dixon et al., 1980;

Drummond et al., 1983). El producto de nifA es responsable

de la activacién transcripcional del resto de los operones nif
(Roberts et al., 1978; Dixon et al., 1980; Buchanan-Wollaston
et al., 198la) y para ello es imprescindible que el gen ntrA
sea funcional (Merrick, 1983; Ow y Ausubel, 1983) y que en
el medio existan niveles muy bajos o nulos de nitrégeno com-
binado y oxigeno. Por consiguiente la expresién de los genes
nif se puede considerar como promovida por un mecanismo en
cascada que permite producir elevados niveles de las protei-

nas requeridas para la fijacién , especialmente la nitrogenasa:

- el operdén glnA ntrBC se expresa intensamente
desde el promotor proximal de glnA (activado por NtrC+NtrB,
con participacién de NtrA); los productos de ntrA y ntrC inter-

vienen en la activacién de nifLA; si el nivel de fuente de

nitrégeno es suficientemente bajo, el producto de nifA

activa, junto con NtrA, la transcripcién de todos los operones
nif, sin la participacién de NtrC. Los mdximos de transcrip-

cién de nif coinciden la depresién en el perfil de sintesis de
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ARN total, caragteristica de la respuesta estricta bacteriana.
Tras estos mdaximos, la produccidn de transcritos nif decrece
acusadamente mientras va aumentando la actividad nitrogenasa
(Cannon et al., 1985).

Segin Dixon (1984a) el mecanismo de regulacién
en cascada puede haberse desarrollado para permitir una
considerable amplificacién de la expresién de los polipéptidos
nif (sobre todo los de la nitrogenasa) sin tener que recurrir
a una utilizacién excesiva de NtrC, proteina que se '"reserva'

para la activacién de los operones bajo control general.

El papel de NifA en el circuito especifico es
semejante al de NtrC en el general: los productos de ambos
genes requieren NtrA para sus funciones activadoras y poseen
propiedades bioquimicas similares (Merrick, 1983). Ademés,
NifA puede sustituir a NtrC en su papel activador: en una

serie de experimentos con mutantes ntrC en los que nifA se

expresaba desde promotores constitutivos se comprobd que
NifA, aparte de activar a los demds operones nif podia hacer
lo propio con glnA y otros genes que normalmente son activa-
dos por el circuito general (Merrick, 1983; Ow y Ausubel,
1983), asi como intervenir positivamente sobre la transcrip-
cién de su propio operén nifLA (Drummond et al., 1983; Ow
y Ausubel, 1983). El reciente y detallado informe de Cannon
et al.(1985) apoya mds directamente la visidén de que, en
condiciones fisioldgicas, nifLA estd autorregulado positivamen-
te por NifA, al demostrar que dicho operdédn se transcribe en
dos oleadas distintas durante la desrepresidn: la primera
exhibe un mdximo una hora antes que el resto de operones
nif, y corresponderia a la activacién general por NtrC, mien-
tras que la segunda coincide en el tiempo con aquellos vy
seria el reflejo de la auto-activacidn especifica. Sin embargo,

a diferencia de NtrC, NtrA no ejerce ninguna accién represora:



concretamente, aunque puede unirse al promotor proximal de
g_l_r_li’\_ para estimular el inicio de transcripcién, no puede re-
primir simultdneamente al promotor distal como hace NtrC.
Esto podria tener algun significado fisiolégico relacionado
con la optimizacién de la concentracién de GS a la hora de
una asimilacién eficiente del amonio procedente de la fijacién
(Ow y Ausubel, 1983; Dixon, 1984b). Por otro lado NtrC no
puede participar en la activacién especifica de los operones

nif, a excepcién de nifLA (Sundaresan et al., 1683).

La regulacién negativa de la fijacién por pre-
sencia de nitrégeno combinado parece seguir dos vias alterna-

tivas, segun el tipo de fuente (Collins y Brill, 1985):

-a) en la regulacién por amonio hay que distin-
guir el control ejercido por cada uno de los dos sistemas
imbricados: por un lado, cuando en el medio existen niveles
medios de amonio, alguna funcién gln (relacionada con el
metabolismo de la glutamina) modifica a la proteina NifL de
modo que ésta induce la desconexidén de la transcripcidén de
todos los operones nif, menos nifLA, por anti-activacién de
NifA (Dixon et al.,1984). Si los niveles de amonio suben mds

la transcripcién de nifLA cesa también, por anti-activacidén

de NtrC, probablemente mediada por NtrB (Alvarez-Morales
et al., 1984).

-b) la presencia en el medio de ciertos amino-
dcidos, como glutamina o serina, provoca la capacitacién
anti-activadora de NiflL sobre NifA, pero por algin mecanismo
que no depende de las funciones gln, mientras que el sistema
ntr no responde a estos aminodcidos, y por lo tanto no repri-

me la transcripcidén de nifLA.

De este modo la fijacién de nitrégeno, aparte
del wvinculo con el sistema centralizado ntr, establecido a

través del operdédn nifLA, y que reacciona frente a niveles
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"altos" de amonio, es regulada de forma independiente y fina
por un circuito propio, ante niveles "medios" de imonio y an-
te determinados aminodcidos, circunstancias incapaces de in-
fluir sobre el sistema general. Todo ello, junto a la sensibi-
lidad del sistema regulador particular nif frente a oxigeno,

permite que K.pneumoniae se adapte rdpidamente a una amplia

gama de condiciones ambientales, evitando despilfarros meta-

bdélicos.

El producto de niflL es asimismo el responsable

de la ‘"represidén por oxigeno'" de la fijacién de dinitrégeno
(Hill et al., 1981; Merrick et al., 1982). En condiciones de

desrepresién el producto de nifL se sintetiza, pero queda

en un estado inactivo. La introduccién de incluso pequefias
tensiones de oxigeno en un cultivo fijador desconecta rdpida-
mente la transcripcién de los operones nif, menos nifLA, aun-
que no elimina el patrén de sintesis de ARN total disminuida,
propia de la respuesta estricta, que se produjo al comenzar
la desrepresién de nif; al restablecer la anaerobiosis en este
cultivo se recupera rdpidamente la expresién de los genes
nif. Todo esto ha sido interpretado por Cannon et al. (1985)
como un indicio de que, durante la ''represién' por oxigeno,
el cultivo permanece en un estado fisiolégico especial, pre-
dispuesto para la expresidén inmediata de nif en cuanto las

condiciones de gases disueltos se hagan favorables de nuevo.

2.2.1.3. Aspectos moleculares

Estd en curso la caracterizacién molecular deta-
llada de los circuitos reguladores que se acaba de explicar
(Ausubel, 1984; Dixon, 1984a,b; Dixon et al., 1984). Uno de
los rasgos que primero ha saltado a la vista es que la es-

tructura primaria de los promotores de los genes activados



por ntr y/o por nif difiere notablemente de la normal en En-
terobacterias: carecen de las tipicas secuencias conservadas
en -35 y -15 ("mdédulo Pribnow'"). Los promotores nif sometidos

exclusivamente a activacién por NifA poseen una secuencia

consenso distintiva:

-27 -24 -15 -11
CTGGCACNNNNNTTGTCA

donde las bases subrayadas estdn conservadas de manera
absoluta en todos los promotores. La observacién de que los
promotores de genes normalmente no regulados por NifA (nifL,

proximal de glnA, dhuA, argTr) se diferencian de esta se-

cuencia solamente en que las bases en -26 y/o -27 son distin-
tas, ha llevado a Beynon et al. (1983) a proponer que es
precisamente el ‘tetranucleétido CTGG el que proporciona la
especificidad de sitio activable por NifA. La secuencia TTGCA
parece esencial para la funcién de promotor activable por
nif o ntr, (quizd equivalente a un "médulo Pribnow") como
se desprende del comportamiento de mutantes afectados en
ella (en nifL: Dixon et al., 1984 y en nifH: Brown y Ausubel,

1984).

El producto de ntrA, requerido en todas las
activaciones transcripcionales, puede qu2 sea una protefna
sigma especifica que confiera a la ARN-polimerasa la capaci-
dad de reconocer estos promotores. Ahora bien, los promotores
activables de ambos circuitos precisan de proteinas activado-

ras adicionales (NtrC sola o con NtrB, o NifA).

El comportamiento de los activadores, represores
y anti-activadores, descrito en pdginas anteriores, ha llevado
a postular una clasificacién de los diversos promotores impli-
cados (Alvarez-Morales et al., 1984; Dixon, 1984a,b; Dixon
et al., 1984), que aqui se intenta actualizar a la vista de

los nuevos datos:
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a) promotores controlados positivamente, como
p. ej., los diversos nif. S6lo poseerian sitios de reconoci-
miento para la ARN-polimerasa modificada por NtrA; requieren
proteinas activadoras para que se produzca el nivel desre-
primido de transcripcién: NtrC para nifLA y NifA para los
demds nif. La 'represién" se verifica por anti-activacién
mediada respectivamente por NtrB (que responde a amonio)
y por NiflL (que responde a fuentes de nitrégeno y a oxigeno).
Este tipo no contendria secuencias reconocibles para la

forma represora de NtrC.

b) promotores controlados exclusivamente de

forma negativa, como p. ej., el P2 de ntrBC. Tendrian un

nivel basal (no regulado) de transcripcién relativamente
bajo, lo que indica que pueden ser reconocidos por la holo-
enzima normal de la ARN-polimerasa. Se postula que contie-
nen un sitio reconocible por la forma represora de NtrC. La
represién es (al menos parcialmente) indiferente a la situa-
cién celular en relacién al nitrégeno. No contendrian secuen-

cias para su activacién.

c) promotores controlados de forma positiva
y negativa, como el "Pl" de glnA. Se anticipé que alberga-
rian dos sitios: uno similar a P2 de ntrBC , que permite
bajos niveles de transcripcidén, reprimibles por NtrC (junto

con NtrB, si se sigue el trabajo de Dixon, 1984b), y otro,
cuya activacién requiere la ARN-polimerasa modificada por
NtrA y la concurrencia de NtrC y NtrB. Segun Reitzer y Maga-
sanik (1985), la desconexidén de este Wdltimo promotor se pro-
duciria por anti-activacién de NtrC mediadada por NtrB, en
presencia de amonio. Como se ha visto, la previsién de que

"Pl" es un promotor doble fue rdpidamente demostrada en

K.pneumoniae (Dixon, 1984b) y en Z. coli (Reitzer
y Magasanik, 1985).
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Los promotores sujetos a control negativo por

NtrC (o NtrC+NtrB) tienen la siguiente secuencia conservada:

——

TGCACTANNNTGGTGCAA
en la que aparecen zonas de simetria binaria que correspon-
den bastante bien a las secuencias encontradas en los sitios
cromosémicos de unién de represor (Dixon, 1984b; Reizer
y Magasanik, 1985). En experimentos de proteccién in vitro
de este tipo de promotores contra DNasa-1 se ha demostrado
la alta afinidad de NtrC por esta zona canédnica (Ueno-Nishio
et al., 1984; Reitzer y Magasanik, 1985). Es interesante
la observacién de que esta secuencia aparece en el promotor

distal (RNA1l) de glnA de K.pneumoniae solapdndose con un

perfecto mdédulo de Pribnow, lo que probablemente debe tener

alguna significacién en la regulacién (Dixon, 1984b).

Uno de los puntos auin confusos es el papel
que juega el promotor distal de glnA en los circuitos regula-
dores, y su posible relacién con el promotor proximal, que
es de donde se inicia la transcripcién intensa en fuente
pobre de nitrégeno. Dixon (1984b), a partir de sus estudios

en K.pneumoniae sugiere que las secuencias distales son

importantes para la optima activacién del proximal por NtrC+
NtrB, al bloquear estos productos a la ARN-polimerasa el

acceso al promotor distal ineficiente. El producto de nifA

puede activar el promotor proximal de glnA, pero a diferen-
cia de NtrC, no es capaz de interaccionar negativamente
con las secuencias distales. En cambio, Reitzer y Magasanik
(1985) han demostrado que en E.coli el promotor distal se
encuentra reprimido por catabolito en medios con glucosa,
mientras que en medios limitados en fuente de carbono o
en caldo sin glucosa se expresa eficientemente (mientras

se desconecta el promotor proximal en presencia de amonio).



2.2.2. Control por temperatura

K.pneumoniae no puede fijar nitrégeno a tempe-

raturas mayores de 35°C (Hennecke y Shanmugan, 1979).
Las elevadas temperaturas producen una 'represién" de la

transcripcién de todos los operones nif, menos nifLA (Zhu

y Brill, 1981). La adjudicacién de la responsabilidad de
este fendmeno ha sido controvertida: mientras Merrick et
al. (1982) sostenian que se debia a wuna induccién de la
capacidad represora (anti-activadora) de NifL, Buchanan-
Wollaston et al.(1981b) argumentaban una inactivacién térmi-
ca del producto de nifA. Los datos de MacNeil y Brill (1978),
de Brooks et al. (1984), y de Collins y Brill (1985) apoyan

claramente la segunda alternativa, confirmando que la tempe

ratura provoca una incapacitacién reversible de NifA, sin
que el gen nifl tenga aqui intervencidén alguna. Se desconoce
si esto tiene alguna significacidén fisiolégica de adaptacién
a determinadas condiciones ambientales mds o menos transi-

torias.

2.2.3. Control por molibdeno

El tema de la supuesta implicaciéon del Mo en
la regulacién genética de la fijacién ha sido revisado por
Shah et al., (1984), quienes favorecen la idea de que el
Mo no tiene ningdn papel directo. Dixon et al. (1980) vy
Kahn et al. (1982) habian sugerido previamente la existencia
de un circuito de regulacién autogénica en que =1 componente
Kpl maduro (o sea, con el FeMo-co insertado) haria que
la transcripcién del operdén nifHDKY fuera Sptima. Sin embar-

go, esto parece entrar en conflicto con la evidencia de que
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los mutantes defectivos en la incorporacién de Mo a la apo-

Kpt (nifB, nifE o nifN) pueden activar de manera normal

la expresidén de dicho operén (Shah et al., 1984).

2.2.4. Otras modalidades de regulacidn

Hasta hace ©pocos afios no se ha comenzado
a evaluar la posible influencia que pudiera jugar el estado
metabdlico general de la célula en el control de la sintesis
de la nitrogenasa. Jensen y Kennedy (1982) han aportado
pruebas de que el regulén nif puede verse afectado por la
concentracién intracelular de nucledtidos. Determinadas muta-
ciones en el operdn his (de biosintesis de la histidina) dan
lugar a fenotipos Nif ‘totales o parciales que son explicables
por algin mecanismo especifico tendente a desconectar la
sintesis de nitrogenasa en situaciones en que el nivel de
ATP es insuficiente para sostener la actividad del complejo

nitrogenasa.

Se ha 1investigado la relacién del nucleétido
hiperfosforilado ppGpp sobre la fijacién del dinitrégeno (Rie-
senberg y Kari, 1981; Riesenberg et al., 1982). En Entero-
bacterias, este nucledtido es uno de los elementos mds impor-
tantes de un sistema que reorganiza todo el metabolismo
celular durante la respuesta estricta (Gallant, 1979). Asf,
por ejemplo, el cambio desde un medio rico a otro pobre
en nitrégeno provoca un acentuado reajuste de procesos celu-
lares: disminuye la sintesis de ARN total, de lipidos, de
carbohidratos, aumenta la proteolisis, etc. Estos fendmenos
van precedidos de un aumento del nivel de ppGpp, que es
sintetizado a partir de GDP por transferencia de pirofosfato

desde ATP, en una reaccién catalizada por el producto del



g=n relA. Los mutantes relA ('relajados') son incapaces de
dar la respuesta estricta y no acumulan ppGpp en grandes

cantidades. (Para revisién reciente, Lamond y Travers, 1985) .

En K.pneumoniae el aumento del ppGpp en condi-

ciones de bajo nivel de nitrdégeno parece tener importancia
en la desrepresién de los genes nif. Se han aislado mutantes
relA que son simultdnemente Nif . La respuesta estricta y
la fijacién de dinitrégeno se recuperan simultdneamente al

) . +
serles transferidos el alelo silvestre relA . Descontando el

efecto general por el que el ppGpp impide durante la res-
puesta estricta el agotamiento de la reserva de ATP (lo cual,
evidentemente, favorece el mantenimiento de la actividad ni-
trogenasa), el acuimulo de este nucledsido hiperfosforilado
estimula de 5 a 10 veces la sintesis de la nitrogenasa (Rie-
senberg y Xari 1981). Sin embargo, se desconoce si esta esti-
mulacién se ejerce a nivel de transcripcién o de traduccién,
y si se produce de manera directa sobre el sistema nif, o

a través del circuito general ntr.

3. PERSPECTIVAS DE MEJORA EN LA FI1JACION BIOLOGICA
DE DINITROGENO

Como ya se apuntd, en los ecosistemas silvestres
en equilibrio el nitrégeno no suele ser el nutriente limitante,
ya que la fijacion biolégica de dinitrégeno suministra las
cantidades adecuadas de este elemento para mantener su
fertilidad. Los sistemas agricolas, sobre todo los cultivos
intensivos modernos, introducen desequilibrios en amplias

zonas de la Biosfera, al tiempo que la productividad de los
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suelos agricolas depende en buena medida del aporte de ni-

trégeno en forma de fertilizantes.

Es ya un lugar comin hablar de la gravedad
del desafio que habrd de encarar la humanidad en las préxi-
mas décadas en cuanto a la produccién de alimentos. El cre-
cimiento demogrédfico parece desbordar las posibilidades de
suministrar una dieta minima a toda la poblacidén. Suponiendo
incluso que el sistema distributivo de la riqueza entre las
naciones alcanzara una mayor equidad y eficacia, las previ-
siones sefialan las insuficiencias de la productividad agricola
global para un préximo futuro, acentuada ademds por desas-
tres ecolégicos que estdn suponiendo la desertizacidén acelerada
de enormes extensiones de tierra. La mayor parte de las tie-
rras cultivables estdn ya aprovechadas (no siempre para ta-
reas agricolas), por lo que la roturacidén de suelos marginales
no tendrd apenas relevancia. La destruccién en curso de las
pluvisilvas tropicales, ecosistemas complejos donde reside
la clave de muchos equilibrios de la Biosfera y que represen-—
tan una reserva genética irremplazable para el futuro del
planeta, no es seguro que represente un "adelanto" agrondmico

ni siquiera a medio plazo.

La dependencia de la agricultura contempordnea
de la energia de los combustibles fdsiles (en forma de fertili-
zantes, irrigacién, tecnologia de labranza y laboreo posterior
a la cosecha) ha condicionado que, a partir de la reciente
crisis energética, se tome mds en serio el desafio de conseguir
mejoras en la productividad de los sistemas agricolas, dismi-
nuyendo los costes energéticos y las cargas ecolégicas inde-
seables que puedan mermar la potencialidad de los suelos.
En este contexto adquieren interés las expectativas abiertas
por las nuevas biotecnologias y su aplicaciéon al campo de

la produccién vegetal (véase, por ejemplo, Andersen et al.,



1980; Cocking et al., 1981; Swaminathan, 1982; Flawell y Ma-
thias, 1984). A su vez, actualmente , los estudios enfocados
a mejorar o ampliar la fijacién biolégica de dinitrégeno ocu-
pan un lugar prioritario en las programaciones de investiga-
cién de numerosos paises y organismos internacionales, dada
la enorme trascendencia econdémica de este proceso natural
en la fertilidad de los suelos, y sus repercusiones concretas

en Agricultura (véase la perspectiva que dan Bartony Brill,1983).

En principio, podemos distinguir dos tipos de
lineas de trabajo tendentes a aumentar la fijacién por siste-

mas bioldgicos:

a) se podria aumentar la eficacia de los micro-
organismos y simbiosis fijadores, y/o extender el uso de aque-
llos que presentan mayores eficiencias.

b) se podria intentar la ''creacién'" de nuevos

sistemas fijadores recurriendo a las recientes biotecnologias.

Olivares (1982) ha comentado algunas de las
posibilidades de mejora de la fijacién ante la nueva etapa
de técnicas basadas en la manipulacién racional del material

genético de los seres vivos.

3.1. MEJORA DE LOS SISTEMAS FI1JADORES NATURALES

Aqui se plantea la alternativa de actuar sobre
algunas de las fases del proceso que conduce a la fijacién
del dinitrégeno, mejordndolo directamehte ¢ interviniendo sobre
las condiciones ecolégicas, fisiolégicas, etc., que afectan

al microorganismo o asociacién fijadora.

Asi por ejemplo, estd perfectamente clara la

importancia esencial de la disponibilidad de niveles adecuados



de fuente de carbono para la fijacién eficiente de los hetero-
trofos. En este sentido es significativa la estrecha influencia
del aporte de fotosintato sobre la fijacidn por las bactérias
que forman simbiosis con las raices de plantas superiores.
Por lo tanto uno de los temas que se investiga activamente
en la actualidad es la relacién fotosintesis-fijacidn, especial-
mente en el sistema Rhizobium-leguminosa. Un punto de actua-
cién prometedor serfa incrementar la tasa fotosintética neta
promoviendo un descenso en la fotorrespiracién. Como no es
factible crear atmésferas enriquecidas en CO2 a gran escala,
habria que conseguir la alteracién de la afinidad de la ribu-
losabifosfato carboxilasa/oxidasa hacia el oxigeno. Sin embar-
go, parece que tal modificacién no es posible de conseguir
sin afectar simultdneamente la actividad carboxilasa del enzi-

ma. (Para una revisién del problema, véase Ogren, 1984).

Un factor limitante en muchos sistemas fijadores,
incluida la simbiosis Rhizobium-leguminosa, es la ausencia
de unaeficaz actividad hidrogenasa unidireccional que recicle
electrones y evite el desperdicio de energia que representa
la liberacién de hidrégeno molecular por la nitrogenasa. La
estrategia en este caso seria introducir en estas bacterias
algin tipo de genes hup (hidrogenasa unidireccional). El
origen de estos genes podria estar en alguno de los pldsmidos

Hup caracterizados en razas de Pseudomonas vy Alcaligenes

metabolizadoras de hidrégeno (Lim et al., 1980) o en genes
aislados de cepas de Rhizobium Hup+. Los esfuerzos podrian
ir en la linea de clonar genes hup en vectores estables en
el diazotrofo Hup a mejorar, que posteriormente seria inocu-—
lado en los suelos de donde es nativo (lo cual evitaria o
paliaria los arduos problemas que surgen cuando se pretende
establecer un nuevo microorganismo en suelos que ya presen-

tan comunidades nativas maduras y bien adaptadas). El tema



de la perspectivas de actuacidén sobre el metabolismo del hi-
drégeno en Rhizobium ha sido tratado recientemente por Brewin
{1984).

Uno de los mayores escollos con los que se en-
frenta la voluntad de modificar los factores que inciden sobre
la fijacién es la inviabilidad actual de "dirigir"” las comple-
jas redes ecoldgicas en el suelo. Estamos lejos de una "inge-
nieria de las comunidades -eddficas", cuando son aun muchas
las lagunas de conocimientos bdsicos. De antiguo se sabe,
por ejemplo, que el haber scleccionado en laboratorio una
cepa de Rhizobium con buenas propiedades simbidticas no
es garantia de que tenga éxito en el campo de cultivo; de
hecho, la cepa puede quedar desplazada por estirpes indige-
nas que compiten eficazmente ante las condiciones ecoldgicas
naturales. En los suelos tropicales la situacidén estd aun com-
plicada por otros factores de pH, humedad, climatologia, etc.
que hacen muy dificil introducir estirpes fordneas de Rhizobium
que no sean del heterogéneo (y poco conocido) grupo 'cowpea'.
Por otro lado, existen muchas incdgnitas en el sistema R.pha-
seoli-judia, de gran importancia econdmica en muchos paises,
Yy que por razones oscuras fija cantidades relativamente ba-

jas de N en la mayor parte de las condiciones de campo.

A los factores ecolégicos que afectan a Rhizobium
en el suelo se suman los que lo hacen en el proceso de induccidn
de la simbiosis y establecimiento y mantenimiento de la fija-
cién. En este sentido, en los dltimos afios hay una tendencia
a dirigir mayor atencidén a la participacién del macrosim-
bionte: aporte de fotosintato al ndédulo, produccién de leghe-
moglobina, senescencia del nddulo en funcién del estado fi-
siologico de la planta, etc. {(Quispel et al., 1984). La influ-
encia negativa del nitrégeno combinado del suelo sobre la

infeccidn, nodulacién y efectividad fijadora es conocida des-—



de hace tiempo, y se pretende actuar sobre estos niveles pa-
ra que se amortiglien los efectos potencialmente adversos a

la tasa de fijacién final.

Continuando con los sistemas Rhizobium-legumi-
nosa, una prometedora linea de investigacién se ha abierto
recientemente con la caracterizacién de la simbiosis que se
forma en ciertas plantas tropicales de suelos encharcados:

en los géneros Sesbania y Aeschynomene se producen nédulos

fijadores tanto en la raiz como en el tallo, en gran nudmero.
El nitrégeno fijado alcanza fdcilmente los 200 kg Ha—len cada
cosecha. Una peculiaridad de la fijacién caulinar en la sim-
biosis de Sesbania es que no se reprime por nitrégeno combi-
nado: la planta puede absorber amonio o nitrato por sus
raices y simultdnemente puede ser efectiva la fijacidén por
los noédulos del tallo. Una aplicacién inmediata de estos estu-
dios serd la promocidén inmediata de este tipo de plantas co-
mo '"abono wverde', por cultivo intercalar en explotaciones
agrarias y forestales; asi por ejemplo ya han mostrado su
superioridad sobre los fertilizantes quimicos en el aporte
de nitrégeno a los arrozales. Un objetivo a mds largo plazo,
pero no descabellado, es transferir los determinantes genéti-
cos de la nodulacién caulinar a otras leguminosas, lo que
podria hacerlas menos sensibles a los niveles de nitrdgeno

del suelo (Legocki y Szalay, 1984).

El conocimiento que se tiene de la genética
de cereales, y los métodos de hibridacidén cldsicos, usados
con éxito en seleccionar y transmitir multitud de caracteres,
tendrian que facilitar conseguir variedades de plantas capa-
ces de interaccionar mas eficazmente con sus respectivos mi-

crosimbiontes rizocendsicos (de los cuales Azospirillum ha

side uno de los mds estudiados en el Ultimo decenio).



En general, la mejora de los sistemas asocia-
tivos diazotréficos vendrda de la mano de dos tipos de inves-
tigaciones:

a) estudios bdsicos y bdsico-aplicados destina-
dos a profundizar la comprensién de la asociacidén, caracte-
rizacién de las bacterias implicadas, factores fisiolégicos,
genéticos, ecoldgicos, las  interacciones planta-bacteria,
etc. {(como ejemplo, véanse los estudios sobre Enterobacterias
fijadoras asociadas a raices de plantas: Vose, 1983; Brough-
ton, et al., 19B84).

b} estudios méds empiricos, destinados sobre
tocdo a mejoras de la capacidad del macrosimbionte de esta-

blecer la asociacidén y promover la fijacidn.

3.2. CREACION DE NUEVQOS SISTEMAS FI1JADORES

3.2.1. Nuevos procariotas fijadores.

Desde el ailslamiento inicial de pldsmidos con-

jugativos portadores del regulén nif de K.pneumoniae {Cannon

et al., 1974; Dixen et al., 1976) se ha logrado transferir
la informacién genética de la fijacidn de dinitrégeno a dife-
rentes bacterias no fijadoras en la Naturaleza, en algunas
de las cuales se ha expresado funcionalmente: en E.coli
(Dixon y Postgate, 1972; Dixon et al., 1976), en Salmcnella

typhimurium {(Postgate y Krishnapillai, 1977}, en K.aerogenes

{(Dunican y Tierney, 1974), en Erwinia herbicola y en Serra-

tia marcescens (Krishnapillai y Postgate, 1980).

Hoy es técnicamente posible lograr derivados
fijadores de ciertas bacterias del suelo, pero la aplicacidn
practica queda limitada por las mismas razones que convier-

ten en irrelevante la fijacién por los heterotirofos libres
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naturales: la fijacién impone unos requerimientos energéticos
que no pueden ser satisfechos a partir de las bajas concen-
traciones de fuente de carbono orgdnico del suelo. Una posi-
bilidad mds atractiva seria manipular bacterias que de por
si establecen relaciones mds o menos estrechas con raices
de plantas, beneficidndose de sus exudados. En este caso
el microorganismo deberia ser capaz de exportar al menos
parte del nitrégeno fijado, de modo que la planta se benefi-
ciara de modo inmediato de él. La comprensién de los meca-
nismos por los cuales Rhizobium exporta todo el amonio pro-
cedente de la fijacién (Dilworth y Glenn, 1984; Clenn y Dil-

worth,1965) podria hacer factible ,este objetivo en un futuro.

Una alternativa que apenas se ha considerado
hasta ahora es la de ampliar el rango y la eficacia de la
fijacién por bacterias del rumen; en este peculiar ecosistema
anaerobio no hay limitacién de fuente carbonada, y los bene-
ficios de una alta tasa de fijacién redundarian directamente

en proteina animal.

3.2.2. Manipulaciones con plantas

La madurez en que van entrando las técnicas
de manipulacién in vitro de ADN ("lIngenieria Genética'") ha
dado un impulso a los deseos de modificar racionalmente el
genomio de los seres vivos, introduciendo por clonacién mole-
cular genes que se desea expresar en organismos a veces
muy alejados en la escala evolutiva. En cuanto a la fijacién
de nitrégeno, el '"suefio dorado" seria llegar a realizar el
paso que la Naturaleza no ha dado: hacer que organismos
e ucaridticos, idealmente plantas de cultivo, alberguen genes

de fijacién funcionales y bien regulados, de modo que se
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logren vegetales menos dependientes de abonos nitrogenados,
con los esperables beneficios econdémicos que se derivarian.
Eviidentemente se trata de un deseo de muy dificil (si no
imposible) plasmacién, al que sin embargo, de una forma
u otra ird encaminada buena parte de la investigacidén de
un proximo futuro dentro de las nuevos enfoques de la mejo-

ra vegetal.

A continuacién se comentan algunas perspecti-
vas abiertas, o con posibilidad de serlo en plazos mds
o menos cortos. Como es légico, se trata de un capitulo en
buena parte especulativo, pero nos encontramos en un terre-
no que demanda buenas dosis de 1magilnacidén y de osadia

visionaria.

3.2.2.1. Técnicas de manipulacién de protoplastos

El desarrollo de métodos para obtener proto-
plastos o esferoplastos de células vegetales, y de inducir
fusién entre protoplastos de razas o especies diferentes por
tratamiento con polietilénglicol (PEG) permite, en principio,
superar las restricciones que los mecanismos sexuales impo-
nen al intercambio genético entre organismos separados evo-
lutivamente. En algunos casos en que estdn implicadas espe-
cies préximas, la fusién da lugar a un heterocarionte que
puede eventualmente formar hibridos nucleares estables.
Si tras la regeneracién de la pared celular las células del
cultivo conservan su totipotencia, la organogénesis subsi-

guente rinde plantas completas que son verdaderos hibridos

somdticos.

La aplicacién de esta técnica para lograr

nuevos sistemas fijadores podria ir en la linea de conseguir



hibridos somdticos de plantas no leguminosas que pudieran
establecer simblosis con Rhizobium. Los experimentos de fu-
s1én entre protoplastos de leguminosas y otros tipos de plan-
tas (revisados por Davey y Cocking, 1980) han logrado,
hasta ahora, la formacidn de heterocariontes y, raramente,
la fusién de niclecs, pero no se ha podido regenerar renue-
vos. De hecho, no han dado resultado los intentos de organo-
génesis a partir de cultivos tisulares de leguminosas (parece
que la potencialidad embriogénica de estos cultivos es bastan-
te limitadal). Sin embarge, ello no tiene por qué constituir
una dificultad 1nsalvable para la hibridacidn somdtica con
no leguminosas, ya que escogiendo plantas con alto potencial
regenerador se podrian originar hibridos que retuvieran
algunos caracteres de la leguminosa, tal como la capacidad
de asociacién simbidtica con Rhizobium. Algo similar se po-
dria 1ntentar con otras plantas que en la naturaleza forman
simbiosis fijadoras eficaces, como las que ocurren en los

nédulos de alisos y otras lefiosas con el actinomiceto Frankia.

En los experimentos iniciales de fusién de
protoplastos por PEG se observé que se originaba un encogi-
miento rdpido y generalizado de las células, como consecuen-
cia de la induccidén de la plasmolisis (Knutton y Pasternak,
1979} Esto llevd a considerar la posibilidad de usar este
agente para provocar la captacidn de pequefias entidades
bioldégicas {orgdnulos, virus o bacterias) por los protoplastos.
Los resultades nan sido gratificantes en muchos casos de
transfusién de mitocondrias, cloroplastos y virus de unas

células a otras (Ferenczy, 1981).

Los primeros estudios de captacidn de bacte-
rias por protoplastos vegetales mostraban que las células
bacterianas se adherian primerc a la superficie del plasma-

lema del protoplasto, origindndose invaginaciones en la zona
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de contacto, al producirse la plasmolisis . Posteriormente
estas 1invaginaciones se cerraban por coalescencia del plas-
malema en el extremo abierto, de modo que la bacteria en-
traba al citoplasma rodeada de membrana (Davey y Power,

1975) .

La idea de utilizar esta técnica para inducir
la formacién de '"endosimbiosis artificiales'" entre células
vegetales (de las que se pudieran regenerar plantas enteras)
y microorganismos fijadores era, pues, muy tentadora. Como
"microsimbiontes” la eleccién inicial mds légica parecia la
de aquellos que, en su estado natural, fijan dinitrdgeno
tolerando el oxigeno, principalmente Cianobacterias y Azoto-
bacter. Las primeras presentan, ademds, el atractivo de
su capacidad fotosintética, su probable relacidén filogenética
con los cloroplastos, y su participacién natural en ciertos
organismos que se pueden considerar como auténticas endo-

simbiosis (como en Cyanophora paradoxa).

Burgoon y Bottino (1976) introdujeron Gloeothece,
cianobacteria de vida libre, en protoplastos de maiz y taba-
co, aunque no informaron sobre actividad nitrogenasa del
sistema, ni dieron detalles ultraestructurales sobre el estado

del microorganismo dentro de las células vegetales.

Giles y Whitehead (1975, 1976, 1977) informaron
de lo que podria ser la primera (y hasta ahora inica) endo-
simbiosis artificial diazotrdfica. Indujeron con PEG el englo-

bamiento de Azotobacter vinelandii por protoplastos del hongo

Rhizopogon, formador de ectomicorrizas en ciertas gimnosper-
mas. Lograron la seleccién de colonias del hongo que crecian
en medios exentos de nitrégeno. El ensayo de reduccién de
acetileno daba picos de actividad nitrogenasa que fueron

atenudndose en sucesivos subcultivos, pero se detectaba aun
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tras varios meses. Las observaciones a microscopia electréni-
ca mostraban hifas que albergaban unas estructuras semejan-
tes a formas L bacterianas, o a mitocondrias modificadas,
rodeadas de membrana citopldsmica del hongo. Se puso de
manifiesto la presencia de grdnulos de poli-8-hidroxibutirico,
tipico producto de quistes de Azotobacter. Es evidente el in-
terés de profundizar en estos experimentos, e intentar repro-
ducirlos usando protoplastos de otros origenes, incluyendo

de plantas superiores.

Yamada y Sakaguchi (1981) introdujeron células

de A.vinelandii y de la cianobacteria Anacystis nidulans

en protoplastos de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Muchas de las células bacterianas (que aparecian dentro
de vesiculas o vacuolas) mostraban signos de estar en tran
ce de desintegracién, quizd debida a heterofagia de la leva-
dura, promovida por adquisicién de la funcién lisosdmica.
No se pudo detectar actividad nitrogenasa y, en general
las asociaciones eran bastante inestables, desapareciendo

al poco tiempo.

Para que el método de la capatacién de bacterias
por parte de protoplastos vegetales diera origen a asociacio-
nes fijadoras estables, se pueden imaginar dos posibles des-
tinos del microsimbionte diazotréfico: por un lado, si la
bacteria conservara mds o menos su integridad, deberia di-
vidirse de manera mds o menos acompasada con las células
del hospedador, deberia aprovechar nutrientes de éste y
no suponer una excesiva carga ni fuente de dafios; por otro
lado, podria ocurrir que la integridad del microorganismo
no fuera necesaria, sufriendo degradacién y/é medificacién
parcial, y adaptdndose al nuevo nicho celular. En este sen-
tido seria interesante estudiar las endosimbiosis naturales

en cuanto al estado y relaciér de la ""bacteria" respecto




del hospedador. Ejemplos de tales sistemas son los xenosomas

de tipo bacteriano presentes en el ciliado Parauronema (Soldo

et al., 1983) y los orgdnulos de tipo bacteriano descubiertos
en hongos formadores de micorrizas vesiculo-arbusculares
(Macdonald et al., 1982).

3.2.2.2. Técnicas de manipulacién in vitro de ADN

Con la llegada de la era de la llamada "Ingenie-
ria Genética" las posibilidades de alterar el material heredi-
tario de los seres vivos se ha ampliado extraordinariamente.
Como era de imaginar, uno de los objetivos mds ansiosamente
buscados en cuanto a aplicaciones agricolas, es el de conse-
guir introducir de manera estable y funcional la informacidn
necesaria para que las plantas de mayor interés econdmico
(principalmente los cercales), puedan fijar de la atmdsfera
el dinitrégeno necesario para poder cubrir sus necesida-

des de este elemento.

Para ello se requiere en primer lugar vectores
genéticos eficientes que permitan la incorporacién de ADN
exégeno al vegetal. Ademds, se han de eliminar las barre-
ras que se puedan opener a la expresién de los genes nif
en un entorno celular eucaridtico, as{ como los problemas
derivados de la necesidad de proteccién de la nitrogenasa

respecto del oxigeno.

En la naturaleza existe un sistema por el que
se transfiere ADN desde una bacteria a plantas superiores:
se trata de la integracién de una porcidén del pldsmido Ti

de Agrobacterium tumefaciens en el genomio de células vege-

tales. Esta transferencia forma parte de un interesante fend-

meno de 'colonizacidén genética': la bacteria tiene la capaci-



dad de infectar la mayor parte de las dicotiledéneas y algu-
nas gimnospermas a partir de heridas a nivel de la corona
de la raiz. Una parte del pldsmido Ti, denominada regidn
T, uede entrara las células (al parecer en forma de circulos)
y finalmente se integra en variadas localizaciones cromosdémi-
cas; en el estado integrado (donde se le denomina ADN-T)
varios de sus genes se expresan funcionalmente: wuno de
ellos codifica una opina-sintasa, responsable de la produc-
cién de un derivado especial de arginina (octopina, nopalina
o agrocinopina,segun la variante de pldsmido Ti) que es

aprovechado por Agrobacterium como fuente de carbono, nitré-

geno y energia. Otros genes del ADN-T son responsables
de la sintesis de fitohormonas (auxinas y citoquininas) a
niveles tales que alteran el equilibrio enddgeno de
estos compuestos, lo que provoca un crecimiento neopldsico
de células indiferenciadas, que configuran el caracteristico
tumor de agalla ('"crown-gall") (Hooykaas y Schilperoort,
1985). Las funciones de transferencia de la regién T deben
de reconocer las repeticiones imperfectas de 25 pares de
bases (pb) de sus extremos, y son proporcionadas en trans
por los genes vir, situados en =zonas de Ti distintas del

ADN-T. (Nester etal., 1984 para una revisién sobre fisiologia).

Asi pues, el tumor en agalla constituye un nicho

ecolégico especial para Agrobacterium,inducido por la expre-

sién en las células del tumor de unos genes bacterianos
incorporados a éstas. Las opinas producidas por el tumor

son metabolizables sdélo por Agrobacterium. No se requiere

la preseicia de la bacteria una vez producida la transferen-
cia del ADN, para mantener el estado tumoral. (Véanse las
revisiones de Bevan y Chilton, 1982, y de Zambryski et al.,
1983a) .



El desentrafiamiento de este extraordinario caso
de "ingenieria genética natural"” ha conducido,como era légi-
co, a su aprovechamiento como sistema de introduccién de
genes heterdlogos en plantas. En este sentido, dos avances
experimentales han sido de especial importancia: por un
lado las técnicas de regeneracién de plantas completas a
partir de callos procedentes de células transformadas con
ADN-T, 'y por otro la creacién de versiones 'desarmadas"
de dicho ADN-T, que reteniendo la capacidad de insertarse
en el genomio vegetal, han perdido buena parte de su poten-
cialidad tumorigénica (Barton et al., 1983; de Greve et al.,
1981). Los pldsmidos 'desarmados" inducen tumores atenua-
dos, de los que proliferan renuevos, a partir de los cuales
se pueden regenerar plantas enterar normales, que conservan
en todas sus células copias del ADN introducido. La progenie
sexual de estas plantas hereda de forma mendeliana el ADN-
T (Barton et al., 1983).

Basdndose en esta linea de trabajos se ha logra-
do la expresién funcional de genes bacterianos de resisten—
cia a drogas en células vegetales, poniendo dichos genes
bajo control de promotores del mismo ADN-T (Bevan et al.,
1983; Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et al.,1983a),
y la creacién de una amplia gama de vectores y sistemas
de transferencia (Shaw et al., 1983; Schrdder et al., 1983;
Zambryski et al., 1983b). Entre los dltimos sistemas perfec-
cionados (que han eliminado el problema del manejo in vitro
derivado del gran tamafio de Ti) cabe citar el de Herrera-
Estrella etal.l1583b,1984, que recurre a la recombinacién homd-

loga en Agrobacterium entre pequefios pldsmidos conjugativos

de amplio rango de hospedadores, portadores de la regién
T manipulada, y el pldsmido Ti residente, y el método de
Bevan (1984), que emplea un juego doble de pequefios vecto-

res co-residentes: un vector portador de los genes vir de
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Ti y otro vector en que el gen a transferir ha sido clonado
entre las repeticiones de 25 pb del ADN-T, reconocibles por

las funciones de transferencia (vir) en trans.

Recientemente se ha venido a afiadir una posibi-
lidad mds: la de transformar el genomio de los cloroplastos

con el sistema de Agrobacterium. Tras co-cultivar protoplas-

tos de células de mesdéfilo de tabaco con Agrobacterium por-—

tadores de pldsmidos Ti que llevaban el gen cat del transpo-
son Tn9, De Block et al. (1985) han regenerado plantas re-
sistentes al cloramfenicol que exhiben herencia materna
de dicho cardcter, y que muestran ADN cloroplastidial al

que se ha incorporado el gen cat.

Paszkowski et al. (1984) han informado del pri-
mer caso de transferencia y mantenimiento estable de ADN
fordneo sin recurso al sistema Ti: el gen de resistenicia
a kanamicina de Tn5, colocado entre las regiones de control
5' y 3' de un gen del virus del mosaico de la coliflor, fue
clonado en un pldsmido bacteriano de tipo pUC e introducido
por transformacién en protoplastos de tabaco, obteniéndose
callos y renuevos de donde se regeneraron plantas resisten-

tes al antibidtico, con herencia mendeliana del marcador.

Todo ello estd suponiendo un aumento de las
posibilidades de manipular los genomios de plantas superio-
res, lo que de hecho abre las puertas a nuevas y poderosas

vias de mejora vegetal (Caplan et al., 1983).

Una de las limitaciones que, en principio parece

tener el tipo de vectores basados en Ti es que Agrobacterium

no infecta a monocotiledéneas, entre las que se encuentran
algunas de las mds i1mportantes plantas de interés econdmico,
y precisamente las mds dependientes de fertilizantes nitroge-

nados. 5in embargo, Hooykaas-van Slogteren et al. (1984)



han demostrado que el ADN-T es capaz de entrar en células
de al menos algunas monocotiledéneas, aunque no induce

tumores.

La wutilizacién de virus vegetales como vectores
genéticos se encuentra con varios problemas (Hull, 1982).
Por lo pronto, la mayoria son virus ARN, cuyo manejo es
mds complicado que cuando se trata de ADN. Los virus ADN
se reducen a los pequefios geminivirus, con ADN de cadena
sencilla, y a los caulimovirus, cuyo estrecho espectro de
hospedadores no incluye a las monocotiledéneas, y cuyo ge-
nomio consiste en unas 8 kilobases de ADN de doble hebra.
Sobre estos ultimos se han centrado algunos esfuerzos desti-
nados a convertirlos en vehiculos genéticos vegetales (Honhn
et al., 1982), que han permitido propagar (Gronenborn et
al., 1981) y expresar (Brisson et al., 1984) ADN bacteriano
en vegetales. Sin embargo, quedan por resolver los nrolemas
de la virulencia de los vectores virdsicos, y el mds arduo
de superar los limites del ADN clonable, impuesto por el
pequefio tamafic de estos virus y las pocas secuencias de

ADN virdsico que son dispensables.

Una alternativa que estd comenzando a explorarse
actualmente es la de usar elementos genéticos transponibles
de plantas como vectores para introducir ADN extrafio en
vegetales (a este respecto, véase la perspectiva ofrecida
por Howell, 1982). El conocimiento molecular que ya se ha
adquirido de algunos de estos transposones, como el elemento
mutador Mu del maiz (Freeling, 1984) permitird probablemente
lograr en plantas refinamientos parecidos a los conseguidos

en Drosophila con el transposén P.

En general, se puede decir que la introduccién

de genes nif es un problema técnico que solo requiere buenos



sistemas vectores; como hemos visto,algunos de los existentes
estdn ya en un elevado grado de perfeccién, por lo que

este objetivo serd factible en un cercano futuro.

Los verdaderos problemas comenzarian con las
previsibles (e imprevisibles) barreras que se opondrian a la
expresién funcional de dichos genes en el nuevo entorno
celular. Los primeros obstdculos estarian representados por
la sospechable incapacidad de la maquinaria eucaridtica
de reconocer las sefiales de transcripcidén, traduccidén y re-
gulacién de los genes nif. La estrategia seria eliminar los
promotores propios de nif y fusionar las porciones codifica-
doras a sefiales genéticas reguladoras vegetales. Una difi-
cultad adicional se deriva del hecho que las células euca-
ridticas no pueden leer mensajes policistrénicos; habria que
construir grupos de genes quiméricos a partir de cada operdn

poligénico nif.

Supuesta la eliminacién de estos problemas, que-
darian los dependientes de las especiales caracteristicas
bioquimicas y fisiolégicas de la fijacién: proteccién de la
nitrogenasa respecto del oxigeno, ensamblaje de los grupos
metdlicos, especialmente el FeMo-co, suministro de energia,
cadenas transportadoras de electrones al complejo enzimd-
tico, estado energético de la membrana, poder reductor,etc.
¢Qué genes nif serfan dispensables y funcionalmente sustitui-
bles por otros de la planta? ;Qué tipo de control genético
y metabdlico tendria la fijacidén?... Los interrogantes se
multiplican, imponiendo escepticismo para el logro de un
objetivo de esta envergadura. Puede que nunca se llegue
a obtener el ansiado eucariota fijador, debido a barreras
inherentes a la organizacién eucaridtica. El hecho de que

la evolucién no haya conducido a tal tipo de organismos
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(todo lo mds a estrechas simbiosis entre procariotas fijadores
y plantas superiores) puede ‘que sea indicio de que en reali-
dad nos encontramos ante un umbral infranqueable. El tema
se complica adin mds por las grandes lagunas que tene-
mos de la organizacién y expresién génicas en vegetales.
Sin embargo, mientras se espera que la investigacién bdsica
en Biologia Molecular de vegetales alcance el suficiente des-
arrollo, se puede recurrir a sistemas eucariéticos mds senci-
llos y mejor conocidos para intentar la expresién de la fija-
cién de dinitrégeno por técnicas de manipulacicnes in vitro.
En este sentido contamos con un hongo ascomiceto unicelular,

la levadura Saccharomyces cerevisiae, de la que se dispone

de una ingente cantidad de informacién a nivel bioquimico
y genético, y en la que se han desarrollado sofisticadas
técnicas de diseccidn y manipulacién genéticas, tanto in

vivo como in vitro, que convierten a este organismo en el

"Escherichia coli del reino Eucariota'. Con vistas a la ex-

presién de los genes nif presenta, ademds, la ventaja de

que puede crecer en atmoésferas anaerobias.

A continuacién se hace una revisién de algunas
de las técnicas de manipulacién genética en levadura que
se han ido incorporando en los dltimos afios y que la con-
vierten en un sistema muy atractivo para clonar genes de

otros organismos.
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B) LA LEVADURA Saccharomyces cerevisiae COMO UN ORGA-
NISMO EUCARIOTICO MODELO PARA ESTUDIOS DE
ADN RECOMBINANTE

En los dltimos diez afios los estudios genéticos

en la levadura S.cerevisiae han experimentado una auténtica

revolucidén, como fruto directo de la madurez de la tecnologia
del ADN recombinante in vitro. La posibilidad virtual de ais-
lar cualquier gen, insertarlo en vehiculos genéticos e introdu-
cirlo en cepas de levadura por transformacién, la generacién
in vitro de mutaciones dirigidas a determinadas zonas genéti-
cas, la sustititucén de genes silvestres por versiones altera-
das, la creacién de cromosomas artificiales, son sdlo algunos
de los sillares sobre los que se estd asentando el estudio
a nivel molecular de este ascomiceto unicelular. Esta nueva
genética de la levadura abre,ademds, una serie de perspectivas
de aplicacién econdémica (junto con otras biotecnologias) que

pueden llegar a revestir una gran importancia.

Desde un punto de vista histérico, la época de
las manipulaciones genéticas in vitro en levaduras comenzd
con el aislamiento de genes de rutas biosintéticas, en forma
de fragmentos de ADN clonados en vectores bacterianos, que
eran capaces de complementar algunas mutaciones auxotréficas
de E.coli (Struhl et al., 1976; Ratzkin y Carbon, 1977: Struhl
y Davis, 1977). Hacia la misma época se habia puesto a punto
la técnica de la transformacién de esferoplastos de levadura

(Hinnen et al., 1978) y se habian construfdo los primeros
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vectores bifuncionales, con facultad de replicacién en bac-
terias y levaduras (Beggs, 1978). Ello hacia posible reintro-
ducir los segmentos de ADN de levadura que habian mostrado

complementacién en E.coli en cepas mutantes de S.cerevisiae,

y determinar con exactitud el gen que se habia clonado. Que-
daba asi abierto el camino para nuevos enfoques en los estu-
dios de la 'biologia de este microorganismo eucaridtico: expre-
sién y regulacién génicas, replicacién de su ADN, recombina -

cidén, control del ciclo celular, etc.

En las siguientes pdginas se revisan algunas de

las facetas de las nuevas técnicas en S.cerevisiae, con espe-

cial referencia a los sistemas vectores, su base molecular
y sus consecuencias en los estudios bdsicos, para pasar des-
pués a aspectos de expresién genética a nivel de secuencias
de ADN implicadas; finalmente, se revisard la bibliografia
que da cuenta de los intentos de expresién de genes heterdlo-
gos. Una reciente valoracién del impacto de "la Ingenieria

Genética en levaduras se hallarda en Struhl (1983).
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4. SISTEMAS DE TRANSFORMACION GENETICA EN LEVADURA

Los sistemas de transformacién desarrollados en
levadura son esenciales para obtener adecuados rendimientos
de los métodos de manipulacién in vitro, ya que representan
el lazo de unién entre la estructura genética de los ADNs
clonados artificialmente y su respectiva funcionalidad, que
se pone de manifiesto haciéndolos ~operar in vivo en el

entorno celular adecuado.

La transformacién es un cambio genotipico de una
célula, dependiente de la captacién por la misma de una
molécula de ADN desnuda desde el exterior. Su fundamento,en
levadura, es el cldsico de otros sistemas: introducir un gen
en una cepa receptora de tal modo que se disponga de métodos
para seleccionar o distinguir los clones derivados de adquisi-
cién de ADN de aquellos inalterados. En levaduras, el ADN
con el que se pretende transformar suele ir insertado en un
vector que pueda replicarse y seleccionarse previamente en
bacterias, con objeto de obtener grandes cantidades del frag-
mento a introducir en levaduras. El tipo de vectores capaces
de propagarse en dos tipos de organismos distintos recibe

el nombre de bifuncional o de lanzadera.

El método original de transformacién de levadura
( Hinnen et al., 1978) consiste en obtener esferoplastos de
la cepa a transformar mediante digestién de la pared celular
con enzimas liticos adecuados ( B-glucuronidasa, zimoliasa,
etc.), incubar los esferoplastos (manipulados en soluciones
hipertdnicas) con el ADN, en presencia de polietilénglicol (PEG)
e iones Ca++, y finalmente sembrar los esferoplastos en me-
dios donde se puedan regenerar las paredes. No hay muchos
estudios sobre el mecanismo de entrada del ADN en esta moda-
lidad de transformacién: Harashima et al. (1984) han demos-

trado que la introduccién de ADN estd directamente asociada a
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la fusidén de esferoplastos inducida en la mezcla de PEG/C3?
Brzobohaty y Kovd¢ (1985) han aportado una serie de datos
que ellos encajan en el siguiente modelo: el ADN exégeno se
une fuertemente a la superficie de la membrana de los esfero-
plastos en un proceso temporal que requiere iones Ca++; poste-—
riormente el PEG induce la agregacién y fusidén de los esfero-
plastos, de modo que el ADN exdégeno adsorbido queda atrapa-
do entre las células de los agregados, apareciendo finalmente

en células que son productos de estas fusiones.

Se ha descrito un método de transformacidn
que no requiere la obtencién de esferoplastos, sino que se
basa en el tratamiento de células intactas con determinados
cationes monovalentes (especialmente Li¥ ) en presencia de
PEG (Ito et al., 1983).

Recientemente se ha demostrado la transformacidn
genética de esferoplastos de levaduras por medio de pulsos
eléctricos simples, que probablemente ocasionan poros tempora-
les en la membrana,a través de los cuales puede pasar el
ADN fordneo (Karube et al., 1985).

5. TIPOS DE VECTORES Y DE TRANSFORMANTES

Los vectores que se usan para introducir ADN en
levaduras suelen ser pldsmidos hibridos obtenidos por recom-
binacién in vitro entre tipicos vectores bacterianos y material
genético de levadura. Contienen, como es habitual en todo
vector, al menos un sitio diana unico para alguna endonu-
cleasa de restriccién, en el cual es posible insertar fragmen-

tos de ADN generados por la misma endonucleasa o algun isos-
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quizémero de ella. Las secuencias bacterianas incluyen un
origen de replicacién procedente de un pldsmido (en la mayo-
ria de los casos se trata del correspondiente a ColEl, via
pBR322 o derivados) y al menos un marcador fdcilmente selec—
cionable en bacterias (habitualmente un gen de resistencia
a alguin antibiético). El ADN de levadura presente en el vec-
tor puede ser de varios tipos, lo que a su vez determina
diferentes clases de vectores bifuncionales segin su comporta-
miento tras su entrada en la célula de levadura. Para deno-
minar las diferentes modalidades de wvector en el contexto
de esta revisién emplearemos la nomenclatura propuesta por
Struhl et al. (1979):
a) vectores integrativos (YIp)
b) wvectores basados en el circulo -'"episoma'-
2ym de levadura (YEp)
c) vectores basados en secuencias cromosdémicas
de replicacidén auténoma (YRp)

d) vectores basados en secuencias centroméricas
(YCp).

A pesar de su diversidad, todos ellos contienen un marcador
seleccionable en levaduras (normalmente genes de rutas bio-
sintéticas capaces de complementar mutaciones del locus cromo-
sémico correspondiente de la cepa receptora). A continuacidn
se revisan los fundamentos y propiedades de los vectores
citados, haciendo referencia a algunos aspectos de la biologia

molecular de la levadura que nos permiten desentrafar.

5.1. VECTORES INTEGRATIVOS (Ylp)

Histéricamente fueron los primeros en usarse (Hin-

nen et al., 1978). En su versién mds sencilla consisten en
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el marcador seleccionable de levadura clonado en un vector
bacteriano normal. Carecen, en principio, de secuencias repli-
cativas funcionales en levadura, por lo que el udnico modo
de mantenerse establemente en ésta es integrdndose en la
regién homéloga del marcador (o de cualquier otra regidn
del genomio que presente suficiente homologia ). El fendmeno
de integracién se da con una frecuencia baja, lo que determina

una escasa tasa de transformantes (1-10 por ,g de ADN).

La disposicién de las secuencias integradas sugie-
re que el evento de integracién se produce por un mecanismo
de tipo Campbell: los transformantes presentan la dos versio-
nes del gen (el marcador seleccionado y el alelo mutante
de la cepa receptora) separadas entre si por las secuencias
bacterianas del wvector. Ello es indicio de que ha ocurrido
una recombinacién homdloga sencilla entre las secuencias res—
pectivas de la levadura presentes en el pldsmido y en el
locus cromosdémico. Al igual que ocurre con los sistemas bacte-
rianos similares, la estructura resultante no es totalmente
estable: por un segundo evento de recombinacién homéloga
se produce una escisién de una copia del gen repetido junto
con las secuencias bacterianas del vector (eviccién de ADN),
dando origen a segregantes (0.1% por generacién). Segin que
la eviccién afecte a la versién silvestre o a la mutante,
se producen dos tipos de segregantes: los que recuperan el
genotipo original de la cepa mutante receptora, y los que
se convierten en prototrofos estables por retencién del alelo

silvestre procedente del vector.

A pesar de su baja frecuencia de transformacidn,
los vectores integrativos tienen mds estabilidad que los repli-
cativos de las clases YEp y YRp. La integracién en los cromo-
somas permite su consideracién en los transformantes como

marcadores convencionales a la hora de los cldsicos andlisis
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genéticos. En las cepas diploides segregan como elementos

mendelianos sencillos.

Hicks et al. (1979) realizaron experimentos de
transformacién empleando dos pldsmidos YIp distintos en la
misma mezcla, comprobando que dentro de la poblacidén trans-
formada la'proporcic’m de levaduras que habian recibido los
dos pldsmidos era relativamente alta. Esto es explicable te-
niendo en cuenta el mecanismo propuesto para la transforma-
cién de esferoplastos en PEG/Ca’", comentado en el apartado 4:
al estar asociada la entrada de ADN con la fusién de esfero-
plastos, es normal que, empleando una mezcla de pldsmidos
queden atrapados representantes de cada tipo en una fraccidn

significativa de los agregados de fusién.

5.2. VECTORES BASADOS EN EL PLASMIDO 2um (YEp)

Muchas cepas de levadura albergan un pldsmido
de ADN de doble hebra, de unas dos micras de longitud, que
recibe el nombre de pldsmido 2um o circulo 2pm. Estd presente
en unas 50 a 100 copias por genomio haploide, hereddndose
de forma no mendeliana. Se encuentra formando complejos con
histonas (Livingston y Hahne, 1979) y muestra una tipica
configuracién nucleosémica (Nelson y Jangman 1679;Fragelius vy
Livingston, 1984), lo que junto a otra evidencias bioquimicas
y genéticas (revisadas por Gunge, 1983) parece zanjar la

discusién sobre su localizacién en favor del nicleo.

Tras las primeras caracterizaciones fisicas del

pldsmido (Livingston y Klein, 1977), se determind su secuencia
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completa (Hartley y Donelson, 1980), consistente en 6318 pb ,
organizadas en dos segmentos idénticos invertidos de 599 pb
que delimitan dos zonas no repetitivas (L, grande y S, peque-
fia). El pldsmido se presenta en las células como una mezcla
equimolecular de dos formas isoméricas (A y B), diferenciables
por la orientacién relativa de L y S. Cada una de estas for—
mas se reconvierte en la opuesta debido a un sistema de re-
combinacién especifica (Broach et al., 1932); en él1 se hallan
implicadas interacciones entre determinadas secuencias de los
segmentos repetidos con una proteina codificada por el gen
FLP del pldsmido 2ym (Gerbaud et al., 1979; Broach y Hicks,
1980; Andrews et al., 1985). Se ha puesto a punto un ensayo
in vitro para este sistema recombinativo (Vetter et al., 1983)

y se ha sefialado su semejanza con sistemas procaridticos (Ja-

yaram y Broach, 1983 ; Jayaram, 1985; Jayaram et al.,1985).

Cada copia del pldsmido 2 uym se replica una sola
vez en todo el ciclo celular, al comienzo de la fase S (Zakian
et al., 1979), con la concurrencia de funciones cromosdmicas
del ciclo celular (genes CDC) (Livingston y Kupfer, 1977).
Broach y Hicks (1980) y Kikuchi (1983) identificaron su origen -
de replicacién (ORI) y dos genes plasmidicos (REP1, REP2)

involucrados en el control del numero de copias. Al parecer,
algunas copias del pldsmido pueden eventualmente abandonar
su estado auténomo e insertarse en varias localizaciones cromo-
sémicas (Falco et al., 1982, 1983). El pldsmido 2,m es bastante
estable en poblaciones silvestres (Futcher y Cox, 1983), pero
es posible eliminarlo con métodos genéticos de curacién como

los de dirnart y Hollenberg,(1981) , Ton-e y Wicxner (1981).

A excepcidén de un extrafio fendmeno de letalidad
en lineas clonales que se produce en cepas portadoras de de-
terminadas mutaciones cromosdémicas, el pldsmido 2,m no confie-

re ningun fenotipo detectable (Holm, 1982a, b), pero en cambio
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ha mostrado ampliamente su utilidad como vector de clonacién
para S.cerevisiae desde los primeros intentos de Beggs (1978),

Hicks et al. (1979), Kielland-Brandt et al., (1979) y Struhl

et al., (1979). Estos autores insertaron trozos del circulo 2
pm en pldsmidos originalmente integrativos, y obtuvieron rendi-
mientos de transformacién mejorados en varios érdenes de mag-
nitud. Ello se debe a que las secuencias de replicacién de
2ym determinan el que estos pldsmidos se mantengan en estado
auténomo (YEp), con wuna alta eficiencia de transformacién
(104—105 por ug de ADN). La pérdida de este tipo de pldsmidos
recombinantes por segregacién mitética estd alrededor de 1%
por generacién, y su nuimero de copias es parecido al del

2uym endégeno (Gerbaud et al., 1979; Chevalier et al., 1980).

Los wvectores YEp que no poseen entre sus secuen-—
cias de 2um el origen de replicacién no pueden transformar
cepas de levadura carentes de 2,m indigena (cepas c_irﬁo),
pero transforman eficientemente las cepas E£+' Esto se debe a
que la capacidad de transformar de este tipo de moléculas
Qﬁ_>depende enteramente de su recombinacién con copias del
pldsmido residente (Dobsen et al., 1980a, b; MacNeil et al.,
1980). En cambio, los vectores glg_fr transforman eficientemente
en ambos tipos de cepas, pero son algo mds estables en 21:0 ,
debido probablemente a que en éstas no tienen que competir
replicativamente con pldsmidos silvestres preexistentes (Blanc
et al., 1979; Erhart y Hollenberg, 1981). Un estudio reciente
(Futcher y Cox, 1984) no ha encontrado evidencias de un con-
trol estricto y especifico del numero de copias y de la incom-

patibilidad al estilo de los que se hallan entre los pldsmidos

bacterianos.

Como las cepas de levadura receptoras en las

transfor maciones suelen ser cir , la introduccidn de pldsmidos
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YEp puede conducir a recombinaciones in vivo, mediadas tanto
por el sistema de recombinacién especifica como por recombina-
cién homdloga provocada por el producto del gen RAD52 (White-
way y Ahmed, 1984). Esto puede ser causa de que el andlisis
de los pldsmidos recuperados a partir de transformantes se
complique algo, ya que pueden mostrar estructuras diferentes
de las del pldsmido original. Otro inconveniente potencial de
estos vectores se deriva de su gran numero de copias, y por
lo tanto del aumento de dosis génica de los fragmentos clonados:
cuando determinados genes se expresan intensamente (muy por
encima de su nivel normal) se pueden producir efectos deleté-
reos. A pesar de todo ello, el uso de pldsmidos YEp se ha
extendido considerablemente y hoy existe una amplia gama
de derivados adaptados a objetivos mds o menos especificos
(p.ej.: Storms et al., 1979; Ferguson et al., 1981; Morris et
al., 1981; Broach, 1983).

5.3. VECTORES BASADOS EN SECUENCIAS CROMOSOMICAS DE
REPLICACION AUTONOMA (YRp)

Las secuencias cromosémicas que confieren replica-
cién auténoma a ADN circular introducido en levadura (secuen-
cias ARS) fueron aisladas por primera vez, de forma casual,
en experimentos en los que se transformaban levaduras con
pldsmidos derivados de insertar fragmentos de ADN genémico

total de S.cerevisiae en vectores integrativos. Se observd que

determinados trozos de ADN proporcionaban a las moléculas
hibridas la capacidad de transformar con mucha mayor eficien-
cia que la del vector original de tipo Ylp. Ademds, estos
hibridos no se integraban, sino que se mantenian en estado

auténomo (Hsiao y Carbon, 1979; Struhl et al., 1979). Este
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fendmeno se debe a que en determinadas zonas de los cromoso-
mas residen secuencias que actian como origenes de replicacién
auténoma (ARS). Se han aislado varias secuencias de este
tipo: ARS1l, cerca del gen TRP1 (Stinchcomb et al.,1979; Kings-~
man e:—ez., 1979), ARS2, cerca de ARG4 (Hsiao y Carbon, 1979)
una ARS adyacente al gen HO del homotalismo (Kearséy, 1983),
etc. —Bi—\—/ersos datos indican que las secuencias ARS correspon-
den a los auténticos origenes cromosémicos de replicacién,
repartidos por el genomio a razén de uno cada 30-40 kb
(Beach et al., 1980; Chan y Tye, 1980).

La secuencia ARSl es hasta ahora la mejor caracte-
rizada. Tiene un tamafio aproximado de 300 pb , que conforman
tres regiones: un dominio central (A) que constituye el nucleo
de 11 pb , notablemente conservado en otras ARS (Kearsey,
1983), y dos dominios flanqueantes, B y C, de unas 200 vy
300 pb , respectivamente. Los estudios del grupo de Campbell
(Celniker et al., 1984; Srienc et al., 1985) han demostrado
que el dominio A, junto con 4 pb a cada lado, representa
la unidad minima replicadora, necesaria y suficiente para
mantener una débil actividad ARS; el papel de las zonas adya-
centes parece consistir en aumentar la probabilidad de que
el evento de replicacién ocurra durante la fase S Yy, en concre-
to, en el dominio C es donde se forma la "burbuja'" de replica-

cién observable a microscopia electrdnica.

La cloracién de ADN gendmico de diversos eucario-
tas en vectores integrativos ha permitido aislar fragmentos
que confieren igualmente la funcidn de replicacién autdnoma
en levaduras (Stinchcomb et al., 1980). Adn estd por aclarar
el significado funcional y evolutivo de esta complementacidn

interespecifica de la funcién ARS.
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El estudio de las secuencias ARS tiene un interés
intrinseco en cuanto que permite acceder a la diseccién gené-
tica de las funciones relacionadas con la replicacién en leva-
dura, tanto in vitro (Celniker y Campbell, 1982) como in vivo
(Fangman et al., 1983). Uno de los ejemplos de investigacidn
bdsica molecular facilitada por los pldsmidos YRp es el estu-
dio de la disposicién y ensamblaje de los nucleosomas, inclu-

yendo la aclaracién de las interacciones entre histonas vy

ADN (Zakian y Scott, 1982; Thoma y Simpson, 1985).

Las caracteristicas mds destacables de los pldsmi-
dos YRp son: elevada capacidad de transformacién en levadu-
ras (104 transformantes por ug de ADN); gran inestabilidad
mitética debida, al menos en parte, a que experimentan segre-
gaciones anormales asimétricas a la célula madre (Murray
y Szostak, 1983a), lo cual condiciona que en la poblacién
transformante llegue eventualmente a existir una minoria de
células que efectivamente llevan pldsmido; la segregacién
meidtica es igualmente asimétrica (4:0). De vez en cuando
pueden surgir variantes estables de los transformantes, origi-
nadas por recombinaciones homdlogas entre el pldsmido y loci

cromosémicos (Nasmyth y Reed, 1980; Larionov et al., 1984).

5.4. VECTORES BASADOS EN SECUENCIAS CENTROMERICAS

Los pldsmidos basados en ARS mejoran patentemente
sus propiedades de estabilidad y segregacién cuando partiendo
de ellos se construyen derivados (YCp) que llevan secuencias
relacionadas con la funcién del centrémero (Clarke y Carbon,

1980; Stinchcomb et al., 1982: Fitzgerald-Hayes et al., 1982).
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De hecho, este nuevo tipo de pldsmidos presenta una baja
frecuencia de pérdida mitética (alrededor de 10 —2), un modo
mendeliano de segregacién meidtica (2:2), un bajo numero
de copias (normalmente una por genomio haploide), y no su-
fren integraciones cromosdmicas. Todo ello indica que las
secuencias centroméricas (CEN) estabilizan los pldsmidos que
ya lleven ARS, confiriéndoles propiedades de minicromosomas
circulares, si bien esta estabilidad es mucho menor que la

de los auténticos cromosomas lineales (Haber et al., 1984).

5.5. TRANSFORMACION CON ADN LINEAL:
CROMOSOMAS ARTIFICIALES

Cuando un pldsmido integrativo se lineariza in

vitro cortando en la zona del marcador de levadura, y se

emplea en transformacién, se observa un incremento de unas
veinte wveces en la frecuencia de transformantes (Hicks et
al., 1979). Aunque este resultado pudiera parecer paraddjico
en principio (puesto que la integracién de ADN lineal exige
dos entrecruzamientos) se puede explicar en base a la gran
capacidad recombinogénica de los extremos de las moléculas
lineales, que intervienen en un proceso de recombinacién ho-
méloga mediada por RADS52, por invasién de cadenas y sintesis
reparadora de ADN (Orr-Weaver et al., 1981).

Al linearizar pldsmidos replicativos de tipo YEp, la
frecuencia de transformacidén sigue siendo elevada (aproxima-
damente la mitad de la normal para la versidén circular).
Esto ocurre incluso cuando los extremos de la molécula lineal

no son mutuamente cohesivos, lo cual indica que la levadura
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receptora tiene una gran capacidad para repararlos y ligar-
los eficientemente (Hinnen y Meyhak, 1982; Suzuki et al.,
1983).

Una muy importante derivacién de las técnicas
de clonacién en levadura ha sido la construccién de cromoso-
mas artificiales por reunién en una sola molécula lineal de
sus elementos esenciales: ARS, CEN y secuencias con funciona-
lidad de teldmeros (TEL) (Szostak y Blackburn, 1982). Tales
moléculas tienen un comportamiento de segregacién tanto mas
normal cuanto méas se acerca su longitud a la de los cromoso-
mas naturales (Dani y Zakian, 1983; Murray y Szostak, 1983b).
El aislamiento y caracterizacién de los elementos ARS, CEN
y TEL, junto a la disponibilidad de cromosomas artificiales
y la cada vez mds ampliada capacidad de manipular y redi-
sefiar los cromosomas naturales (Sugawara y Szostak, 1983)
estd permitiendo abordar diversos aspectos moleculares de
la estructura y comportamiento de los cromosomas eucaridticos.
Asi por ejemplo ocurre con las cuestiones relacionadas con
la peculiar replicacién de los teldmeros (Pluta et al., 1984;
Shampay et al., 1984; Walmsley et al., 1984) o con las inte-
racciones entre cromatina y aparato mitético (Blackburn vy
Chian, 1981; Bloom y Carbon, 1982). Para una visién general
de estos temas se puede acudir a las revisiones de Blackburn
y Szostak, 1984; Blackburn, 1985 y Murray, 1985.
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6. ESTUDIOS BASICOS EN LEVADURA CON TECNICAS DE ADN
RECOMBINANTE

Tras los aislamientos iniciales de genes de levadu-
ra se pasdé de manera légica a la obtencién de bancos de
genes y a los experimentos de perdigonada ("shot-gun') para
la localizaciéon de genes correspondientes a determinadas muta-
ciones o a fenotipos previamente investigados por técnicas

cldsicas. Esta primera fase de la Ingenieria Genética de S.ce-

revisiae ha quedado reflejada en wvarias revisiones, de las

cuales merece destacarse la de Botstein y Davis (1982).

Tras el aislamiento de un gen en forma de frag-
mento de restriccién insertado en wun vector bifuncional se
procede a su caracterizacidén por muy diversas técnicas: ma-
pas de restriccién, determinacién de los sitios de inicio de
transcripcidén, de poliadenilacién del mensaje, secuenciacidn,
etc. A continuacién se revisan algunos datos recientes que

aportan las nuevas técnicas a los andlisis genéticos.

6.1. METODOS DE ALTERACION Y SUSTITUCION DE GENES

Una de las consecuencias de mayor alcance de
la nueva genética es que permite crear mutaciones in vitro,
al azar o en lugares pre-determinados, dentro de moléculas
clonadas de ADN (mutagénesis dirigida) para reintroducirlas
después en la levadura con objeto de estudiar las alteraciones
posibles en el fenotipo que se puedan derivar. Esta nueva
modalidad de andlisis de mutaciones es lo que se ha dado

en llamar 'genética inversa', porque sigue el camino opuesto
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al andlisis tradicional.

Los métodos para provocar mutaciones in vitro
son muy diversos (Shortle et al., 1981) y capacitan la pro-
duccién de una enorme variedad de mutaciones definidas en
la secuencia del ADN. Los mds sencillos implican la genera-
cién de delecciones e inserciones de secuencias definidas.
Ultimamente se estd recurriendo bastante al empleo de exonu-
cleasas como la enzima Bal3l, que permiten producir una
coleccién de fragmentos que se diferencian en el numero
de nucledtidos eliminados desde los extremos del fragmento

original.

Para que las mutaciones in vitro rindan resultados
deben ser introducidas en la levadura, y a ser posible que
sustituyan a las respectivas versiones silvestres. Esta susti-
tucién de alelos, llamada trasplazamiento, es hoy perfectamen-

te factible en S.cerevisiae gracias a varias aplicaciones de

propiedades de los vectores integrativos. Cronoldgicamente
la primera fue la de Scherer y Davis (1979), que consiste
en clonar en un pldsmido de tipo Ylp provisto de un marcador
seleccionable (A") la versién mutada (b ) de un gen a  ensa-
yar. La construccién hibrida resultante se introduce en una
cepa que es a~,B", aplicando presidén selectiva para el marca-
dor AY. Surgen dos tipos de transformantes: los que proceden
de integraciones del pldsmido en el locus A, y los que proce-
den de B. Estos dultimos son reconocibles porque llevan los
alelos B' y b enmarcando al vector (en el que van incluidas
las secuencias de AT). Como ya se comenté (5.1) esta estruc-
tura es inestable y, por una segunda recombinacién homdloga
da lugar a evicciones del vector junto con una de las copias
del gen. Dependiendo de la copia afectada, B" o b, surgen dos
clases de segregantes: los que recuperan la estructura origi-

nal (a~, B™) y los que poseen una copia mutada del gen en



el locus que antes ocupaba la versidén silvestre (genotipo
a_, b ). En resumen, con esta técnica se seleccionan en dos
pasos dos fendémenos de entrecruzamiento entre secuencias homo-

logas del cromosoma y del ADN introducido (Fig. 3).

Posteriormente se han disefiado estrategias mds
rdpidas que no requieren el rastreo de productos de segrega-
cién. La técnica de disrupcién génica de Shortle et al. (1983)
emplea pldsmidos Ylp que, en vez de llevar la secuencia com-
pleta de un gen mutante, tiene clonado un fragmento de res-—
triccién interno de un gen (o sea, se trata de un mutan-
te de deleccién de ambos extremos). Tal fragmento suministra
homologia suficiente para la recombinacién con el alelo cromo-
sémico normal. La consecuencia de esta recombinacidén es que
en el locus original aparecen dos versiones deleccionadas
del gen, una en 5' y otra en 3'; por lo tanto se rompe en
un solo paso la estructura del gen silvestre cromosdémico (véa-

se la rig 4).

El método de Rothstein (1983) parte de un pldsmido
bacteriano que lleva un gen de levadura; la continuidad de
éste se rompe introduciendo en su interior el fragmento con
el marcador seleccionable de levadura (A'). El gen asi inte-
rrumpido se separa posteriormente de las secuencias bacteria-
nas cortando con enzimas de restriccién, y se emplea en esta
forma lineal para transformar la correspondiente cepa de
levadura. La transformacién se produce por doble entrecruza-
miento de frecuencia incrementada promovida por los extremos
recombinogénicos correspondientes a los segmentos desconecta-
dos del gen roto. Ello provoca la sustitucidn, en un solo

paso, del alelo silvestre por un alelo mutante sin funcionali-
dad (fig 5).
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Fig 3: Método de sustitucidn de alelos en dos pasos, de
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Una aproximacién conceptual y prdctica a estas téc-
nicas flexibles de eviccién y sustitucién de genes ha sido

suministrada por Winston et al. (1983)

Una modalidad de alteracién genética particular-
mente util para los estudios de regulacién es la de las fusio-
nes génicas entre las regiones promotoras o reguladoras de
un gen con la porcién codificadora de otro gen cuyo producto
o funcién sea fdcilmente ensayable. Este tipo de estrategia,
ampliamente usada en bacterias desde hace afios, ha sido
aplicada con éxito también a levaduras. El método consiste
en juntar la parte 5' no codificadora de un gen de levadura
(con o sin los primeros codones iniciales de dicho gen) a
la porcidn codificadora del gen lacZ (de la B-galactosidasa)
de E.coli (Guarente y Ptashne, 1981; Rose et al., 1981). Las
cepas transformadas con las fusiones construfdas expresan
la B-galactosidasa bajo el control del promotor y/o de las
secuencias regulatorias correspondientes y pueden hidrolizar
los cldsicos sustratos cromogénicos (como el '"Xgal"), de modo
que se hacen muy fdciles tanto la cuantificacién de la expre-
sién como la diferenciacién en placas de cultivo, de las colo-
nias Gal'. El método puede adaptarse para identificar y ais-—
lar grupos de genes sometidos a un mismo tipo de regulacidn.
Para ello se construye un banco de genes fusionados a lacZ,
en vectores especialmente disefiados; entre los transformantes
de levadura obtenidos a partir del banco gendmico de fusidn
se rastrean las levaduras que inducen la expresién de B-ga-
lactosidasa en respuesta a determinados tratamientos (Ruby
et al., 1983). De esta forma ha sido posible clonar varios
genes que se activan como consecuencia de daflos provocados
al ADN (Ruby y Szostak, 1985).
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Una vez logrado el aislamiento del gen, la misma
técnica de fusién génica permite abordar estudios sobre la
estructura, funcién y regulacién del gen. Para ilustrar esto
basta leer trabajos como los de Martinez-Arias et al. (1984)
sobre LEU2, de Yocum et al. (1984) que se han centrado
sobre la regién intercistrénica que separa GAL1l de GALIO,
o de Silver et al. (1984), donde se determina la localizacién

nuclear del producto de GALA4.

Ante el continuo aislamiento de nuevos genes
de levadura es légico que aumenten las posibilidades de
fusiones génicas artificiales, de modo que se puede lograr
que un gen se exprese con las caracteristicas de regulacién
de otro. Ello puede ser util cuando se pretende obtener vy
caracterizar el producto de un gen que se expresa a bajos
niveles: se acude a fusionar la porcién codificadora del
gen correspondiente con un promotor eficiente de otro gen
de elevada expresién. Este tipo de estrategia ya ha sido
aplicado por Laughon et al. (1984) para producir grandes
cantidades de la proteina regulatoria codificada por GAL4,

empleando como promotor "prestado’ el del gen GALI.

6.2. ESTUDIOS SOBRE TRANSCRIPCION Y TRADUCCION:
SECUENCI1AS IMPLICADAS

En levaduras, como en los demds eucariotas,
se dan tres formas de ARN polimerasa. La ARN polimerasa 1
transcribe el ADN correspondiente a los ARNr 185 y 25S.
La forma 111 se encarga de la produccién del ARNr 55 vy
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de los ARNt. La ARN polimerasa Il transcribe los genes tra-

ducibles a proteinas (para revisidén, véase Sentenac y Hall,

1982).

Al contrario que en procariotas, el producto pri-
mario de la transcripcién en eucariotas no sirve directamente
como mensajero, sino que previamente a su traduccién ha
de sufrir una serie de modificaciones que constituyen el
procesamiento del transcrito primario (Nevins, 1983; Hansen
y Sharp, 1984). Muchas de las reacciones tienen lugar en
el nﬁcleo, antes de la salida del transcrito al citoplasma.

Consisten, esencialmente, en las siguientes:

1) adicién de un residuo de guanina al extremo
5' original, por accién de una guanilil-transferasa, con
posterior metilacién, en N-7, de esta guanina (por una metil-
transferasa), lo que origina la caracteristica estructura
en "caperuza" (el llamado "cap-0"): m7GpppN... Este proceso
ocurre inmediatamente despues de que comience la transcrip-
cién, antes de que la cadena naciente de ARN tenga mas
de 100 nucledétidos. La estructura en caperuza parece jugar
algin papel en el mecanismo de inicio de la traduccidn,
interaccionando con proteinas especificas (Banerjee, 1981;
Shatkin, 1985), aunque también puede que intervenga en

la proteccién del ARN contra las exonucleasas (Nevins, 1983).

2) Procesamiento de la porcién terminal en 3'
del transcrito primario, posiblemente por incisién endorribo-
nucleotidica que genera un nuevo extremo 3', con posterior
adicién de novo de un conjunto de 20 a 200 residuos de
adenina, por accién de la poliadenina-polimerasa, lo que
produce la caracteristica 'cola poli-A" de los mensajeros
eucaridticos. La mayor parte de los mensajeros poli—A+
posee, a unas 10-30 bases del sitio de poliadenilacién una

secuencia conservada (AAUAAA , o muy similar) cuyo papel
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en el procesamiento del extremo 3' ha sido muy debatido
(Nevins, 1983). Los mds recientes trabajos parecen indicar
que esta secuencia es necesaria, pero no suficiente, para
la incisién endorribonucleotidica (Wickens y Stephenson, 1984).
Al parecer, mds alld del hexanucledtido AATAAA, (en sentido
3') se dan secuencias que igualmente intervienen en la for-
macién del ARNm maduro (Gil y Proudfoot, 1984). Se piensa
que la poliadenilacidén estd acoplada de alguna manera a
la incisién, pero aun necesita aclararse cdémo se determinan

ambas reacciones.

3) En muchos genes eucaridticos la porcién codifi-
cadora no es continua, sino que se encuentra formando seg-
mentos traducibles (exones) separados entre si por secuencias
no codificadoras (intrones). El transcrito primario, que com-
prende exones e intrones, es sometido a un proceso de madu-
racién por el que estos ultimos son eliminados, siendo los
exones reunidos de forma contigua ("splicing" del ARN).
En levaduras la mayor parte de los genes nucleares transcri-
bibles por ARN polimerasa 1l estudiados hasta ahora carecen
de intrones, habiéndose investigado en detalle el "splicing"
en los precursores de los ARNt y en los transcritos de genes

mitocondriales (véase Abelson et al., 1981).

En la produccién del transcrito, asi como en
su procesamiento y regulacién estdn implicadas secuencias
no codificadoras situadas a ambos lados de la porcién tradu-
cible. Una primera aproximacién a la elucidacién de estos
fenémenos consiste en la comparacién de secuencias 5' y
3' de diversos genes, con vistas a detectar regiones conser-
vadas candidatas a serles adjudicadas funciones en el inicio
o término de transcripcién y traduccién, o como sefiales de
regulacién. Pero la asignacién definitiva de un papel a

cualquier secuencia ha de venir precedida de de cuidadosos
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estudios genéticos y bioquimicos, con empleo de mutantes

afectados es las secuencias supuestamente implicadas.

6.2.1. Secuencias 5' implicadas en la transcripcién

Al igual que la mayoria de los eucariotas, las
levaduras poseen secuencias conservadas del tipo mddulo
de Goldberg-Hogness (TATAAA), pero a diferencia de lo que
ocurre en organismos superiores, se encuentran relativamente
alejadas del sitio de inicio de traduccién (hasta unas 100
bases) y no estdn enmarcadas en una regién rica en G+C.
Este hexanucleétido parece esencial para la correcta inicia-
cién de la transcripcién por la ARN-polimerasa 1l; posible-
mente facilita la adecuada colocacién del enzima sobre el
molde de ADN (Sentenac y Hall, 1982). La eliminacién de
esta secuencia no suprime (al menos totalmente) la trans-
cripcidn, pero ésta se inicia en sitios andémalos. Las levadu-
ras presentan numeros variables de inicios de transcripcién
para un mismo gen: el ADCl posee dos sitios (Bennetzen
y Hall, 1982a), mientras que E_Y__C_l muestra hasta siete sitios
alternativos (Faye et al., 1981). En el caso de SUC2 se ha
demostrado que sus dos Sitios corresponden a dos modalidades

de regulacién de la expresién (Sarokin y Carlson, 1984).

Muchos eucarioctas poseen a wunas 70 bases de
la secuencia TATAAA, en sentido S', una regién conservada
denominada mddulo CAT, que parece requerirse para que
la transcripcién de ciertos genes sea eficaz. Sin embargo
en levadura, aunque algunos genes albeman zonas similares
(caso de PGK: Hitzeman et al., 1982), por lo general no
es posible hallar tal secuencia, o en todo caso, se encuentra

muy desfigurada (Dobson et al., 1982).
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Aparte del médulo de Goldberg-Hogness, muchos
"promotores" de levadura poseen otros elementos esenciales,
conocidos como secuencias activadoras UAS ("upstream activa-
tor sequences"), situadas por lo general a gran distancia
del sitio de inicio de transcripcién, en sentido 5'. Se ha
comprobado que se requieren para la transcripcidén eficiente
de muchos genes en respuesta a diversas sefiales metabdlicas
y pueden ejercer su efecto dentro de un amplio margen de
distancias respecto del médulo Goldberg, asi como si se in-
vierte su orientacién (Struhl, 1982: Lowry et al., 1983; Gua-
rente y Hoar, 1984; Wrigth y Zitomer, 1984; Guarente, 1985).
Grupos de genes sometidos a un mismo tipo de regulacién
poseen secuencias homdlogas dentro de las UASs. Cuando
una UAS de un gen se fusiona artificialmente con el
médulo Goldberg y la porcidn codificadora de otro gen, con-
fiere a éste sus peculiaridades regulatorias (Hinnebusch
et al., 1985). Todos estos rasgos son similares a algunas
de las propiedades desplegadas por los elementos potenciado-
res ("enhancers") de muchos virus eucaridticos (Khoury vy
Grass, 1983) y de genes celulares (Serfling et al., 1985).
Sin embargo, a diferencia de los potenciadores, las UASs
de levaduras no pueden ejercer su efecto a distancias de
mds de 1 kb del lado 5', y no son funcionales en el lado

3' del gen.

La verdadera significacidn de los diversos ele—
mentos activadores Ccis y trans que intervienen en el comien-
zo de la transcripcidén, asi como sus posibles interacciones
serd un tema de intensa investigacién en los préximos afios.
Guarente (1985) ha resumido los diversos tipos de hipdtesis
en relacién a las funciones de los distintos mddulos: puede

que la secuencia Goldberg sea el verdadero promotor, el
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sitio de entrada para la ARN polimerasa 11, y que las UASs
posean exclusivamente funcidn regulatoria; o bien las UASs
podrian ser los lugares de entrada primaria del complejo
enzimdtico de inicio de transcripcidn, encargdndose el mddulo
Goldberg de fijar el sitio de comienzo efectivo de la sintesis

del ARN, en una regién corta precedente al primer codén tra-
ducible.

Paralelamente al estudio de las secuencias invo-
lucradas en el inicio de transcripcién en levaduras se vienen
desarrollando trabajos destinados a diseccionar genética vy
bioquimicamente las modalidades de regulacién de la trans-
cripcién, para lo que estdn resultando indispensables las
técnicas descritas en el apartado 6.1. Hoy se sabe que gru-
pos de genes sometidos a controles comunes comparten médulos
UAS homélogos que responden al mismo tipo de sefiales regu-—
ladoras. Ademds, determinados genes pueden presentar UASs
adicionales correspondientes a otras clases de control mas
o menos especificas. Entre los sistemas génicos mds estudia-

dos estdn: los de los citocromos-1 (CYC1, CYC7: Guarente,

1985); la compleja red de genes biosintéticos de aminodcidos
(Jones y Fink, 1982) que estd regulada coordinadamente por
los productos de al menos cinco genes (denominados GCN)
(Struhl, 1982; Penn et al., 1983, 1984; Hinnebusch y Fink,
1983) ,y los tres genes de la asimilacién de la galactosa

(GAL7, GAL10 y GAL1) sometidos no sdélo a la represién gene-

ral por catabolito sino a una regulacién especifica que actda
sobre secuencias conservadas palindrémicas (Citron y Donelson
1984; Torchia et al., 1984; Johnston y Davis, 1984; Yocum
et al., 1984; Bram y Kornberg, 1985).

Los fendmenos de represidén transcripcional en

levadura estdn peor caracterizados a nivel molecular, pero



estd consiguiéndose una gran profundizacién estudiando la
red de genes MAT y SIR implicados en el cambio de tipo de
cruce sexual (Brent, 1985 para una revisién breve). Reciente-
mente se ha descubierto una secuencia de ADN que es capaz
de desconectar la transcripcién de los genes a grandes dis-
tancias, en 5' o 3', e independientemente de su orientacidn.
Este mddulo regulatorio negativo, con caracteres posicionales
semejantes a los potenciadores, pero con efectos opuestos,
ha sido denominado "silenciador". Parece que funciona segun
un modelo en el que la represidn se establece por la crea-
cién de una estructura cromatinica que dificulta la transcrip-

cién a ambos lados del silenciador (Brand et al., 1985).

Parece muy probable que el mecanismo de poten-
ciadores y silenciadores implique interacciones de orden ma-
yor donde intervenga la estructura nucleosémica, la disposi-
cién de los cromosomas dentro del nicleo, y la transmisidn
de efectos a largas distancias por contactos entre zonas ale-

jadas de la cromatina que portan moléculas regulatorias.

6.2.2. Secuencias 5' implicadas en la traduccidén

El modelo de inicio de traduccién (hipdtesis del
rastreo: Kozak, 1978, 1981) propone que la subunidad ribosé-
mica 405, provista de los factores de iniciacién y del Met-
tARNr.lnEt reconoce el extremo 5' del ARNm (la estructura en
"caperuza') y desde alli avanza hacia el primer codén AUG
del transcrito, donde comienza la traduccién una vez gue
se incorpora la subunidad 60S. En su versién actual (Kozak,
1983) el modelo supone que la eficacia con que la unidad
L0S reconoce el AUG iniciador depende del contexto de secuen-

cia alrededor de este triplete iniciador , proponiéndose
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qie el contexto éptimo es éNNAUGG;

Las regiones 5' del ARNm eucaridtico carecen
de secuencias de tipo Shine-Dalgarno (GGAGG), cuya comple-
mentariedad con una secuencia 3' del ARNr 16S del ribosoma
procaridtico parece jugar un papel esencial en el inicio de
traduccién bacteriano (Shine y Dalgarno, 1974). Sin embargo,
se ha postulado en los eucariotas un papel semejante para
los posibles emparejamientos entre secuencias conservadas
en 5' del ARNm y en 3' del ARNr 185. La propuesta se ha
aplicado a alguwvs genes de levadura (Zalkin y Yanofsky,
1982) basdndose esencialmente en andlisis comparativos de
secuencias, pero la evidencia directa para apoyar esto es
mds bien débil. El caso de posible emparejamiento mds claro
lo proporcionan Hitzeman et al. (1982), que destacan la pre-
sencia, al comienzo del mensaje de P_G_E de un octanucledtido

complementario de la secuencia terminal 3' del ARNr 18S.

Algunos ARNm de levadura poseen, a unas diez
bases del AUG iniciador una secuencia conservada (PuCACAC)
(Dobson et al., 1982; Zalkin y Yanofsky, 1982); aunque se .
ignora si tiene algun significado funcional, su situacién su-
giere que podria colaborar en el comienzo de traduccién,
quizd formando parte del sitio de reconocimiento de los ribo-

somas (Stiles et al., 1981).

Hasta ahora son pocos los datos disponibles
sobre el control de expresién génica en levaduras a nivel
de inicio de traduccidén. El estudio mds detallado y promete-
dor es el reciente informe de Thireos et al. (1984) sobre el
gen GCN4 (uno de los cinco que intervienen en la activacién
de los genes biosintéticos de aminodcidos, y cuyo producto

es el encargado de interactuar positivamente con las secuen-
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cias UAS conservadas de todos ellos). El transcrito de GCN4

posee una regién 5' no traducible excepcionalmente larga
(577 bases) en la que existen cuatro tripletes AUG seguido
cada uno de ellos, a corta distancia, de un codén de termi-
nacién traduccional en fase. Al parecer, esta zona 5' con
4 cortos marcos de lectura debe sufrir alguna modificacién
post-transcripcional en repuesta a deprivacién de aminodcidos
lo que provoca un incremento en la eficacia de traduccidn
de la verdadera porcién codificadora del polipéptido activador

A su vez, los elevados niveles de producto de GCN4 son res—

ponsables de la activacién de los genes biosintéticos que
estdn bajo este control general. Otro gen regulador de un
circuito diferente, el ?_I_?_Iﬂ, aun no caractérizado en detalle,
muestra igualmente una regién 5' con cortos marcos de lectura
(Losson et al., 1983), lo que sugiere alguin mecanismo similar

a nivel de traduccidn.

6.2.3. Secuencias 3' no codificadoras

En la mayoria de los mensajeros eucaridticos
el sitio de poliadenilacién estd precedido, a unas 10-30 bases
de la secuencia candnica AAUAAA. Algunos genes de levadura
poseen una secuencia similar en una situacién parecida. Asfi,
el gen ADCl (de la alcohol deshidrogenasa citopldsmica) pre-
senta tres repeticiones de AATAAG , separadas entre si por
trechos de 28 y 24 pares de bases, y que se correlacionan
con tres regiones distintas y alternativas de terminacién de
la transcripcién (Bennetzen y Hall, 1982a). Sin embargo, mu-
chos genes de levadura no se ajustan a esta estructura. Zaret

y Sherman (1982) propusieron, a la vista de secuencias 3'
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de varios genes, que la estructura candnica candidata a

constituir la sefial de terminacién y/o poliadenilacién es:
TAT..... TA(T)GT...(zona rica en A+T)...TTT...

Por otro lado, se ha propuesto (Henikoff et al., 1983; Heni-
koff y Cohen, 1984) que en levaduras la secuencia TTTTTAA,
presente en regiones 3' no codificadoras, condiciona la termi-
nacién de la sintesis del transcrito a unos 50-90 nucleétidos
de ella, con intervencidn de secuencias adicionales aun no
caracterizadas, que podrian suministrar alguna sefial para
la detencidén de la ARN polimerasa 11, con posterior disgrega-

cién del complejo de transcripcién.

7. INTRODUCCION Y EXPRESION DE ADN HETEROLOGO EN LEVADURA

Las posibilidades de 1la Ingenierfa Genética
en levaduras no se detienen con los estudios bdsicos sobre
estructura y funcién génicas. Las levaduras se pueden usar
como sistema de ensayo para la expresién de material heredi-
tario de otros organismos, procaridticos o eucaridticos. Los
resultados pueden adquirir importancia econdmica dentro del
marco de las nuevas biotecnologias: se pueden obtener, en
gran escala, sustancias bioldgicas cuya purificacién a partir
de los organismos productores naturales presente problemas
o no sea rentable desde el punto de vista comercial. Ademds,
las manipulaciones realizadas en levadura pueden constituir
un primer paso hacia la expresién de genes en otros siste-

mas mds complejos. Todo ello puede redundar, en dltima ins-
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tancia, en una mejora de varios procesos de interés agrond-

mico, industrial o farmacoldgico.

7.1. EXPRESION DE GENES EUCARIOTICOS

Beggs et al. (1980) fueron los primeros en in-
tentar la expresién de un gen de un eucariota superior en
levadura. Clonaron el gen de la B -globina de conejo en un
vector replicativo de tipc YEp, pero su expresién era and-
mala: la transcripcién comenzaba en sitios incorrectos y se
detenia en el segundo intrén del gen, mientras que las se-

cuencias de ARN del primer intrén no eran procesadas.

Kiss et al. (1982) demostraron que el gen de
la timidin-quinasa del virus del herpes simple no se expresa-
ba en levadura a no ser que se colocara tras secuencias
promotoras - de ésta. Estos resultados parecian indicar que
la levadura no puede madurar adecuadamente los transcritos
en mosaico (con intrones) de genes de otros eucariotas y que
para que la transcripcién comience correctamente se requieren
secuencias regulatorias propias de la levadura. El grupo
de Beggs ha investigado posteriormente la especificidad de
la maquinaria de 'splicing" (Watts et al., 1983): el gen de
la alcohol deshidrogenasa de Drosophila fue clonado bajo

control transcripcional de S.cerevisiae, estudidndose su capa-

cidad para madurar correctamente los transcritos prima-
rios de dicho gen. Se observé que sélo se eliminaba el prime-
ro de los tres intrones; los andlisis de secuencia mostraron
que este intrén posee muchos rasgos en comdin con los intrones
de levadura, por lo que es légico que ésta pueda procesarlo

normalmente.
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La impresién general que se desprende de estos
trabajos de expresién de genes en mosaico al introducirse
en levadura es que tal expresién serd incorrecta si no se
elimina previamente el conjunto de los intrones no procesables.
Para ello se suele obtener el ADN complementario (ADNc) co-
rrespondiente al ARNm maduro, por transcripcidén inversa in
vitro, y se clona dicho ADNc bajo el control de un promotor
de levadura. Sin embargo, se ha obtenido alguin éxito ocasio-
nal de aislamiento directo de ADN gendmico de otros eucariotas
en base a su complementacién de mutaciones cromosémicas

de levadura: tal es el caso del gen ADE8 de Drosophila, que

es capaz de expresarse en S.cerevisiae (Henikoff et al., 1981).

En uno de los primeros experimentos de expre-
sién heterdloga se obtuvo una pobre expresién de ovoalbuimina
de pollo a partir de la regién regulatoria del operén lac

de E.coli (Mercerau-Puijalon et al., 1980).

Hitzeman et al. (1981) lograron la expresion
de un gen humano de interferdn (rlFN-aD), colocando su re-
gién codificadora (que carece de intrones) tras las secuencias
5' no codificadoras del gen ADCl (también denominado ADHI).
En trabajos posteriores se mejoraron los rendimientos reclo-
nando el gen en vectores de expresién regulables metabdlica-
mente: Tuite et al. (1982) y Hitzeman et al. (1983a) utiliza-
ron el promotor de PGK (fosfoglicerato- quinasa), por lo que
la sintesis del interferdén quedaba sujeta a control por fuente
de carbono no fermentable, mientras que Kramer et al. (1984)
emplearon el promotor de PHOS5 (fosfatasa alcalina reprimible),
que permitia la induccién de la expresién por privacién de

fuente de fosfato inorgdnico.

Dentro de los programas de desarrollo dJde vacu-

nas 'recombinantes' la levadura ha sido elegida como sistema
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d: expresién en varias ocasiones: en el caso del antigeno
superficial del virus de la hepatitis B se pudo producir a
partir de la regién promotora de ADC1 (Valenzuela et al.,
1982) y de PHO5 (Miyanohara et al., 1983); la eficacia de
la expresiéon aumenté clonando el gen del antigeno entre el
promotor de PGK y la regién 3' no traducible (terminador)
de TRP1 (Hitzeman et al., 1983b). Esta regién 3' aumenta
los rendimientos, ya que suministra sefiales adecuadas para
la correcta terminacién y poliadenilacién de los transcritos
del gen heterdlogo. Los vectores de expresién provistos de
sefiales 5' y 3' para insertar el gen a expresar entre ellas
(vectores '"sandwich") se estdn imponiendo tiltimamente, por
sus evidentes ventajas (Ammerer, 1983). Abdul-Jabbar et al.

(1985) expresaron desde el promotor de ADCl el ADNc de la

hemaglutinina del virus de la gripe provisto de su secuencia
lider correspondiente al péptido-sefial hidréfobo; la proteina
parecia haber sido procesada correctamente por la ruta secre-
toria de la levadura, mostrando un patrén de glicosilacidn.
Sharma y Godson (1985), igualmente desde ADCl, expresaron

la proteina superficial del esporozoito de Plasmodium know-

lesi.

Existen mds productos de interés médico que
se estdn produciendo en levaduras por técnicas de ADN recom-
binante. La al—antitripsina humana, con potencialidad tera-
péutica contra el enfisema pulmonar congénito estd mereciendo
gran atencién. Cabezén et al. (1984) clonaron el ADNc corres-
pondiente al gen, entre las regiones 5' y 3' de ARG3, obte-
niendo niveles de expresidn equivalentes a un 1% de la prote-
ina soluble total: simultdneamente Rosenberg et al. (1984)
informaron de la creacién por mutagénesis dirigida in vitro
de una versién del ADNc que era responsable de una forma

de antitripsina mds resistente a la inactivacion por dafios
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oxidativos a su centro activo.

Existe un informe reciente que podria suponer
una puerta abierta para la futura produccién de anticuerpos
monoclonales por técnicas de fermentacién: Wood et al.(1985)
han logrado que levaduras manipuladas sinteticen, maduren
y segreguen cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas,
detectando en el medio de crecimiento anticuerpos funcionales,

aunque en baja cantidad.

Entre los productos de interés para la industria
alimentaria sintetizados en levadura cabe mencionar: la qui-
motripsina de ternera (Mellor et al., 1983) y la c«-amilasa
de trigo (Rothstein et al., 1984), recurriendo a un sistema
basado en sefiales de EE_I_(_, y la taumatina-11, protefna‘ de
sabor dulce presente en los arilos de ciertos frutos tropicales,
desde el promotor de GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa) (Edens et al., 1984). El interés de estos dos ultimos
casos estriba en gran medida en que la traduccion de los
correspondientes mensajeros da proteinas precursoras inactivas
que la levadura es capaz de procesar adecuadamente hasta
proteinas maduras activas funcionalmente, indicando que los
segmentos peptidicos sefializadores son reconocidos para su
hidrélisis por el nuevo hospedador. Hasta un 60% de la o -
amilasa activa es segregada al medio de cultivo, lo cual
facilita su posterior purificacién y constituye un factor de

abaratamiento de los costes de produccidn industrial.

Cramer et al. (1985) han clonado en levadura
el ADNc de dos genes de faseolina de judia, pero en este
caso las sefiales de inicio y término de transcripcién proce-
dian de la misma judia; la transcripcién se producia eficien-
temente seguin las secuencias sefializadoras fordneas, si bien

el nivel de traduccién era menor del esperable segun el
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ARNm. Los polipéptidos de faseolina eran procesados y glico-
silados (aparentemente en los sitios naturales), sin ser secre-

tados al exterior.

Un paso prometedor para producir y purificar
a bajo coste proteinas heterélogas en levadura ha sido el
disefio de vectores de expresidén-secrecién: suministran sefiales
eficientes para la liberacién al medio del polipéptido codifi-
cado por el gen clonado. Emr et al. (1983) y Brake et al.
(1984) han construido pldsmidos que permiten la fusién en
fase de genes fordneos con el gen MFol, que codifica la fero-

mona sexual o de S.cerevisiae. El gen a expresar se inserta

en uno de estos vectores tras las secuencias de MFal, lo
cual hace que, en los transformantes se sintetice una proteina
hibrida (pre-feromona + producto del gen clonado) que es
procesada como si se tratase del precursor de la feromona:
de esta manera el producto heterélogo pasa al medio de culti-
vo, escindido de la porcién de la hormona sexual. Mediante
este disefio se estd logrando la produccién de varios productos
de interés farmacolégico: factor de crecimiento epidérmico hu-
mano, factor de liberaciédn de la hormona de crecimiento,

interleucina, etc.

7.2. EXPRESION DE GENES PROCARIOTICOS

Tras los éxitos obtenidos al comienzo de las
manipulaciones in vitro al clonarse genes de levadura en base
a su expresién funcional en bacterias, se realizaron ensayos
en sentido inverso: de este modo se logrd la complementacidn

de una mutacién leu2 de S.cerevisiae por expresidén de un
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gen silvestre equivalente (leuB) de E.coli, que codifica la
B-isopropilmalato deshidrogenasa (Storms et al., 1981). Sin
eribargo, en una primera etapa fueron los genes de resisten-
cia a drogas los que mds se utilizaron para estudiar la ex-

presién de secuencias bacterianas en levadura (Hollenberg,

1979, 1982).

La expresién de genes plasmidicos bla (TEM-
B-lactamasas) responsables de resistencia a ampicilinas, se
puede poner de manifiesto en levaduras mediante ensayos
colorimétricos fdciles (Chevallier vy Aigle, 1979; Roggenkamp

et al., 1981), si bien la levadura en si es siempre insensible

al antibidtico.

El gen @r del transposén Tn9, que codifica
una cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT) fue clonado integro
en un vector bifuncional y mostrd expresién en levadura,
confiriendo a los transformantes capacidad de crecer en me-
dios con fuente no fermentable de carbono en presencia de
cloranfenicol (Cohen et al., 1980). Posteriormente se aislaron
in vivo pldsmidos mutantes derivados del original que expre-—
saban la CAT a niveles muy superiores (Cohen et al., 1983);
se demostr6 que uno de ellos procedia de una deleccidén que
habia eliminado una secuencia en la que existfan dos triple-
tes ATG previos a la regién codificadora de Eg_rllr . Se supone
que la desaparicién de estos tripletes (que podrian dar ini-
cios andmalos de traduccidén de grgr en levadura) es respon-
sable de que los mutantes sean mds resistentes a la droga,
pero quedaria por aclarar la base molecular de la expresidn

"basal" en la construccién genética primitiva.

Los primeros informes sobre expresién en levadu-
ras de genes de resistencia a antibiéticos abrian la posibili-

dad de disponer de marcadores dominantes para seleccién
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positiva de transformantes en S.cerevisiae, eventualmente

aplicables a otros sistemas eucaridticos. En este sentido fue
esencial el trabajo de Jiménez y Davies (1980), quienes intro-
dujeron y expresaron en levadura un gen del transposdn
Tné_(_)_l_(%) que codifica una fosfotransferasa inactivadora
de ciertos antibidticos aminoglucosidicos. Las correspondientes
levaduras transformantes podian crecer en presencia de G418,
antibiético estructuralmente relacionado con la gentamicina;
la incorporacién del gen en vectores bifuncionales permite
la seleccién directa de los transformantes en base a la resis-
tencia a la droga (Webster y Dickson, 1984). Otro gen de
resistencia expresado en levaduras es el de la higromicina-
B-fosfotransferasa (Gritz y Davies, 1983; Kaster et al., 1984),
aunque en este caso se emplearon secuencias de inicio trans-

cripcional de levadura.

Muchos de los primeros experimentos no fueron
acompafiados de una caracterizacién molecular que aclarara
a qué niveles de secuencia comenzaba y ter inaba la trans-
cripcion de los genes bacterianos. Teniendo en cuenta que
en estos trabajos no solia manipularse previamente los genes
bacterianos (incluyendo sus propios promotores), pudiera ser
que se estuvieran expresando a partir de sus propias secuen-
cias en 5° (como parece ser el caso de bla: Breunig et al.,
1982), aunque también cabe la posibilidad de que la cons-
truccién de los pldsmidos los haya colocado tras secuencias

del vector capaces de actuar como sefiales para la ARN-poli-
merasa Il (Guarente, 1983; Langeveld et al., 1985).

Existen ejemplos posteriores de genes bac-
terianos a los que no se les fusionaron secuencias promotoras
de levadura y que se han expresado en ésta: el producto

pi‘imario de ompA, uno de los genes de proteinas de la mem-
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brana externa de bacterias Gram-negativas, fue sintetizado
y procesado hasta proteina madura por levaduras transforman-
tes (Janowicz et al., 1982); el gen polA de la ADN-polimerasal
(Spanos y Sedwick, 1984); el gen phr de la enzima fotorreac-
tivante de E.coli (Langeveld et al., 1985); el de la citosina-

metilasa, de modificacién especifica de Bacillus sphaericus

confiere al ADN de levaduras resistencia parcial a la endonu-

cleasa BspRl (Fehére et al., 1983); el gen dam, de la ade-

nosina-metilasa de E.coli induce igualmente en S.cerevisiae

un patrén parcial de metilacién (Hoekstra y Malone, 1985);

la descarboxilasa G2 de Pseudomonas pudo ser sintetizada

por levaduras a partir de un gen no manipulado (Clarke
et al.,1985).

Entre las proteinas bacterianas expresadas
en levadura recurriendo a promotores de ésta cabe citar:
la galactoquinasa de E:_o_l_i_, cuyo gen, gil_K, fue colocado
tras las secuencias regulatorias de CYCl (Rymond et al.,
1983), y la endonucleasa EcoRl, desde el promotor inducible
de GAL1 (galactoquinasa de levadura) (Barnes y Rine, 1985);
en este ultimo caso se demostrd que en condiciones de induc-
cién de _G_Al_,_l_, la enzima _I*_I_c_:_qRI sintetizada entraba en el nu-

cleo y rompia el ADN, llevando a la muerte de las células

de levadura transformantes.

En la literatura ha quedado constancia igual-
mente de intentos fallidos de expresar genes bacterianos no
alterados en levadura: asi ocurrié con el gen lysA de E.coli
(Chenais et al., 1981) y con un gen plasmidico codificador
de dihidrofolato reductasa; en este udltimo caso hubo de recu-

rrirse a fusiones génicas con promotores de S.cerevisiae para

lograr la expresién efectiva, de modo que los transformantes

pudieran crecer en medios con metotrexato y sulfanilamida
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(Miyajima et al., 1984){ Tampoco hubo expresién de una por-

cién del ADN-T del pldsmido Ti de Agrobacterium, a pesar

de que los genes de dicha regién son de tipo eucaridtico y
se expresan en plantas, si bien eran detectables moléculas
de ARN correspondientes (Hirsch y Beggs, 1984).

7.3. CLONACION DE GENES nif EN LEVADURAS

Como fruto de los intensos estudios genéticos

que sobre los genes nif de K.pneumoniae se venian realizando

desde la década de los sesenta, se pudo disponer de una
amplia coleccién de genes clonados en distintos vectores.
La regién completa nif habia sido aislada originalmente en
un experimento de recombinacién in vivo que implicé al plds-
mido RP4 (un pldsmido conjugativo del grupo IncPl, de amplio
espectro de hospedadores entre las bacterias Gram-negativas)

y a una amplia zona cromosémica de K.pneumoniae que

incluia el reguldén de fijacién de nitrégeno. El pldsmido resul-
tante (hoy conocido como pRD1: Dixon et al., 1976) sirvié
para transferir y expresar los genes nif en otras enterobac-
terias (véase el apartado 3.2.1). La regién nif, portada en
dos fragmentos Hindlll adyacentes, fue reinsertada in vitro
en vectores que permitian su fdcil manipulacién, dando lugar

a pWK120 y pWK220 (Piihler et al., 1979; Riedel et al., 1979).

Una vez disponible la técnica de transformacidn
de levaduras y conocidos los primeros éxitos en la expresidn
heterdloga, era tentadora la idea de introducir los genes

nif en este eucariota, como sistema modelo. Gerbaud et al.,
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fabricaron un pldsmido lanzadera de tipo YEp, y clonaron
en él el reguldén nif completo. Las construcciones hibridas
resultantes se mantenian en levadura, pero no habia indicios

de expresién de los genes de fijacién.

Se han introducido los genes nif de K.pneumo-
niae en levadura empleando un sistema de cotransformacidn
(Zamir et al., 1981; Compton et al., 1982). En este sistema
se usan dos pldsmidos: uno lanzadera de tipo integrativo
que porta un tipico marcador de levadura, y un pldsmido
totalmente bacteriano (el pWK220 ya citado) que lleva los
genes nif; ambos pldsmidos comparten una regién de homologia
consistente en un gen de resistencia a tetraciclina, habitual-
mente usado en los vectores genéticos; tras la introduccién
de los dos pldsmidos en una misma célula se pueden producir
dos fendmenos independientes de recombinacién homdloga: el
vector lanzadera se integra por recombinacién entre el mar-
cador seleccionable y laversién alélica cromosdmica; a su vez,
el pldsmido bacteriano nif se recombina con el otro por medio
de sus secuencias de resistencia comunes; con ello se logra
que la regién nif quede genéticamente ligada a la zona cro-
mosémica del marcador de levadura, mostrando caracteres
de estabilidad y segregacidén propios de los sistemas de trans-
formacidén integrativos. Tampoco en estos experimentos se pudo
evidenciar en absoluto la expresién, a cualquier nivel, de

las secuencias de fijacién de dinitrégeno.
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OBJETO DEL TRABAJO



Segun se ha expuesto en pdginas anteriores,

aunque la introduccién de los genes de la fijacién del
dinitrégeno en levadura es una cuestién técnica resuelta,
muy otro resulta el caso cuando se pretende su expresidn
funcional. Dicha expresién se encuentra con una serie
de problemas derivados de las diferencias entre los sistemas
de transcripcién y traduccién de procariotas y eucariotas,
y de las peculiaridades estructurales y funcionales del
complejo de la nitrogenasa, asi como de sus requerimientos

energéticos, de transporte electrénico, etc.

Aprovechando la nueva genereracién de vectores

bifuncionales disefiados para S.cerevisiae, intentamos

expresar el gen nifH de K.pneumoniae, responsable de la

codificacién del polipéptido de la ferroproteina Kp2, bajo
el control, en levadura, de un promotor eficiente, salvando
de este modo la barrera transcripcional. Se han manipulado
las secuencias bacterianas 5' no codificadoras previas a

nifH con objeto de evitar obstdculos para el correcto inicio

de la traduccion del mensaje de la ferroproteina en la leva-

dura.

Diversos experimen’tos encaminados a demostrar
en las levaduras transformadas con las construcciones genéti-
cas la transcripcién y traduccién de las secuencias bacteria-
nas son descritos, comentdndose los niveles de expresidn
logrados a la luz de diversos datos sobre la biologia mole-

cular de S.cerevisiae.

En el curso del trabajo se ha desarrollado
un nuevo vector de expresién que muestra una mayor esta-

bilidad mitdética en levadura.
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MATERIAL Y METODOS



1.— MICROORGANISMOS.

Las estirpes bacterianas y de levadura empleadas
en este trabajo, junto con sus caracteristicas genotipicas

y procedencia, quedan reflejadas en la Tabla 1.

Las cepas GM4, JA221 y HB10l1 de Escherichia
coli  sbélo fueron usadas como hospedadoras iniciales
y fuentes de los pldsmidos pSA30, pAAR6 e YEpl3, respecti-

vamente. Las moléculas de ADN hibrido conseguidas a lo

largo de este estudio fueron introducidas y amplificadas
rutinariamente en la cepa MC1061, de gran competencia hacia

pldsmidos.

Para los ensayos in vitro de actividad nitrogenasa

la fuente de los extractos de K.pneumonie fue la estirpe

CK2601 (un mutante nifH no polar), con UN como control

positivo.

Todas las pruebas con levadura se realizaron con

la raza 830 de Saccharomyces cerevisiae

2.-SISTEMAS GENETICOS.

Se describen a continuacién las peculiaridades mas
relevantes de los tres pldsmidos empleados como material

de partida para los experimentos descritos en esta memoria)
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Tabla 1:

CEPAS MICROBIANAS EMPLEADAS

(@]
D (D
o)
o)
w
<<

Genotipo o fenotipo

referencia

F.coli K12

MC1061

GM4

HB101
K. pneumoniae
UN (=M5al)
CK2601

S. cerevisiae

830

aralll39, o (ara, leu)7697, b lacX74
galU, galK, hsr , hsm', strA.

leub6, ]ag}@ trp AE5, recA,

hsr , hsm .

pro, leu, thi, chY, End, Dr.
recA, hsr , hsm , strR.
recA, hsr~, hsm'.

tipo silvestre . Dr.
nifli2260, hsdR1l, rpsLi
MATa, hish-713, leul-3, trpl-6 Dr.

Cannon

Cannon

A.

Iiménez

Referencias:

a)Casadadan 7

Zohen(1980);

b) Beggs (1978) ;

c) Boyer y Roulland-Dussoix (1969); d) Kennedy,
(1977).



en la Tabla 2 se resumen algunos de los rasgos de dichas
moléculas.

2.1.-FUENTE DEL OPERON nifHDKY: pSA30 (Fig 6)

El pldsmido pSA30 (Cannon et al., 1979) deriva
de la insercién del fragmento EcoRl de 6.8 Kb. portador
del operdn de los genes estructurales de la nitrogenasa de

K.pneumoniae en el vector pACYC184 (Chang y Cohen, 1978).

Este wvector se construyd a partir de un pequefio pldsmido
criptico (pl5A) de E.coli, y estd aparentemente relacionado
con ColEl, aunque es compatible con él. Se comporta como
pldsmido de control relajado de replicacién, siendo su nu-
mero de copias amplificable en presencia de cloranfenicol

O espectinomicina.

2.2.- VECTOR BIFUNCIONAL DE EXPRESION: pAAR6. (¥ig 7)

Se ha recurrido a uno de los ultimos vectores lan-
zadera desarrollados: el pAAR6, descrito por Ammerer (1983)
y enviado a nosotros previamente a su publicacion. Sus
principales caracteristicas son:

a) secuencias bactdrianas: derivadas de pBR322,de
Bolivar et al. (1977). Por lo tanto, el origen de replicacién

funcional en E.coli es el de ColEl (control relajado y am-

plificable). Como marcador seleccionable en bacterias retie-
R r
ne el de resistencia a ampicilina (Ap ).
b) Secuencias de levadura: por un lado, fragmento

de 1.45 Kb. del cromosoma 1V de S.cerevisiae, clonado ori-

ginalmente por Tschumper y Carbon (1980), y que contiene
el gen TRP1 y la secuencia ARSI. El primero confiere la

capacidad de complementar mutaciones trpC de E.coli y trpl
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Tabla 2: CARACTERISTICAS DE LOS VECTORES EMPLEADOS

VECTOR: pSA30 pAAR6E YEp13
marcadores .
(E. coli ) tet "~ amp', TRPI amp’, tet',LEU2

marcadores
(S.cerevisiae) - TRP1 LEU2

replicén en
bacterias P15A ColE1l ColEl

replicén en
levaduras - ARS1 ORI 2pm

vector de donde

deriva pACYC184 YRp7 pBR322
otros rasgos promotor y
de interés nifHDKY teminadorde ADC1 -

Los simbolos usados en los mapas de restriccidn son los
siguientes: E= EcoRl, H= HindIll, S= Sall, P= Pstl, B=
BamHl, BG= Bglll . Los éimbolos entre parentesis indi-

can sitios destruidos por la construccidn genética.



Fig 6: Mapa genético-fisico de pSA30. El vector pACYC184

se ha representado al doble de tamafio segin la

escala superior.



Fig 7: Mapa genético-fisico de pAAR6, vector bifuncional

de expresidn



de S.cerevisiae. La secuencia de replicacién autdnoma ARSI

mantiene a la molécula en estado plasmidico dentro de le-

dura.

Las caracteristicas de sistema para facilitar la
expresién de genes clonados (pldsmido de tipo "sandwich")
le son conferidas por un fragmento BamHl que consta de
las siguientes partes: o

a) segmento BamHI-EcoRl de unas 1500 p.b. (cons-
truido por Hitzeman et al., 1981). Contiene la regién flan-
queante 5' no codificadora del gen ADCl (de la alcohol-
deshidrogenasa ADH-1), desde la coordenada -1500 a la -
-15 ("promotor": fig 8a En posicién -128 comienza una tipi-
ca secuencia de Goldberg-Hogness. Los inicios del ARNm ma-
duro corresponden a las coordenadas -37 y -27.

b) A continuacién, un pequefio segmento adaptador
EcoRI-HindIll, de 105 pb , procedente del pldsmido 2um.

c) Finalmente, un segmento HindlI1-BamHl, de 450

pb que abarca las dltimas 133 bases codificadores del
gen ADCl y su regién 3'no traducible correspondiente ('ter
minador": Fig 8b). Hay tres zonas donde se puede producir
la poliadenilacién del ARNm, pero la mayoritaria estda cen-
trada alrededor de la coordenada +1132, a 85 nucledtidos

del coddn de final de traduccién (Bennetzen y Hall, 1982a).

2.3.-FUENTE DEL REPLICADOR DE 2um: YEpl13. (rig9 )

El vector bifuncional YEpl3 sirvié como material
de partida para obtener y purificar el origen de replica-
cién del pldsmido 2um de levadura. Su construccidén estd
descrita en Broach et al. (1979). Consiste, en esencia, en
un pBR322 al que se le ha insertado el fragmento pequefio

EcoR1 de la forma B del 2um, mds un fragmento portador
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_1?

-1500 -410 —l128 —4(|)
* *
I[ // { TATAAATA // TCAAGCTATAACCAAGCATACAATCAA [GGAATTCC]
BamH1 Sphl caja G-H ligador
' EcoRl
+911 +1044 +1071 +11'11. +112l3.2
***L*** AxHwfhk Ak ®
TAA— GATTTTT AAATTTT AGGTTT
Hind111 BamHl
Fig 8a: Esquema del segmento BamHl-EcoRl del vector pAAR6 portador de la regién promotora
del gen ADCL. Se indica la caja de Goldberg-Hogness (G-H) y los sitios de inicio de
la transcripcién (*). Los niuimeros de coordenadas estdn referidos a los originales del
gen ADCl silvestre, considerando como +1 el primer nucledtido codificador (Hitzeman et
al.. 1981)
Ffig 8b Esquema del segmento Hind111-BamHl de pAAR6, que contiene el extremo 3' codificador

de ADC1 y la regién de terminacién y poliadenilacién de la transcripcidén del mismo gen.
Se indican (*) los puntos del ADN equivalentes a los extremos 3' del ARNm (excluyendo

la cola de poliadenina). Las coordenadas son las originales del gen ADCI (Bennetzen y

Hall, 1982a).



Fig 9: Mapa genético-fisico del vector bifuncional YEp1l3



del gen LEU2, para seleccién en mutantes adecuados de
levadura.

3. MEDIOS DE CULTIVO.

Excepto donde se indique, las férmulas de los me-
dios de cultivo van referidas a un litro de agua destilada.
Para los medios liquidos correspondientes, se omite el agar.
Los medios se esterilizan en autoclave, a 1212C durante

15 min., salvo los que incluyen glucosa, que son sometidos
a 115°C durante 30 min.

3.1.-MEDIOS PARA LAS ESTIRPES BACTERIANAS.

Medio completo LB (Miller, 1972)

Es el medio que, convenientemente suplementado con anti-
bidticos, sirvidé para aislar transformantes bacterianos,
o para los aislamientos en pequefa escala de pldsmidos.

Su composicién es:

Bacto triptona (Difco) 12 g
Extracto de levadura 5¢
Cloruro soédico 1 g
Agar 20 g

pH ajustado a 7-7.5

Medio semisintético M9CA (Maniatis et al. 1982)

Convenientemente suplementado con requerimientos nutritivos

y con antibidticos, es el medio empleado para crecer en
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gran escala las cepas de E.coli de las que se aislan plds-
midos. Para su preparacién, en un litro de agua destilada

se disuelve:

fosfato disddico 6 g
fosfato monopotdsico 3 g
cloruro sédico . 0,5 g
casaminodcidos (Difco) 2 g

pH ajustado a 7.4
Tras esterilizar y enfriar esta solucién, se afiade, en
condiciones asépticas, -los siguientes volumenes de solucio-

nes acuosas:

sulfato magnésico 1M 2 ml
glucosa 20% 10 ml
cloruro cédlcico 1M 0.1ml
tiamina 0.5 mg.ml_1 2 ml

La tiamina es esterilizada por filtracién a través de mem-

branas de nitrocelulosa de 0.22ym de poro.

Medio NFDM (Cannon, 1980)

Este medio exento de nitrégeno combinado se empledé para
desreprimir la expresién de los genes de fijacién de dini-

trégeno, en anaerobiosis, Ppor K.pneumoniae. Para obtener

un litro se preparan y se esterilizan por separado las

dos siguientes soluciones:

Solucidén A

sulfato magnésico heptahidratado 0.1 g
molibdato sédico dihidratado 0.025 g
sulfato ferroso 0.025 g
glucosa 20 g
agua destilada 100 ml
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Solucién B

fosfato dipotdsico 12.06 g
fosfato monopotdsico 3.4 g
agua destilada 100 ml

Una vez esterilizadas y frias, ambas soluciones se mezclan

en condiciones asépticas.

Medio DM

Es idéntico al NFDM, excepto que incluye 10mM de sulfato

amoénico.

3.2.- MEDIOS PARA LEVADURAS.

Medio NG

Este medio semisintético se ha wusado para recuentos de

levaduras totales en placas.

sulfato magnésico heptahidratado 1 g
fosfato monopotdsico 2 g
sulfato amoénico 3 g
peptona seca de carne 3.6¢
extracto de levadura (Oxoid) 4L g
glucosa 10 ¢
agar 20 g

Medio YEPD

En su versién de caldo, se usd para cultivar las estirpes

de levadura que iban a ser sometidas a transformacién.
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extracto de levadura 10 g
peptona seca de carne 20 g

glucosa 20 g
pH ajustado a 4-4.5 -

Solucidn YNB

Se trata de una solucién que contiene todas las vitaminas
y minerales requeridas por la levadura para crecer. GSe
prepara concentrada (x20) disolviendo 13.4 g de "Bacto
Yeast Nitrogen Base" (Difco) en 100 ml de agua destilada,

y esterilizando por filtracién. Se guarda en oscuridad
a 4-8°C.

Medio MGCA
Este medio incorpora todas las sales, vitaminas y aminodci-

dos, a excepcidén del triptéfano. Para prepararlo, se di-

suelven en 950 ml de agua destilada:

glucosa 20 ¢
casaminodcidos (Difco) 5
agar purificado 17 g

pH ajustado a 4-4.5

Una vez esterilizada, la mezcla se deja enfriar hasta 45°C
y se afiaden 50 ml de solucidén concentrada de YNB(x20),

repartiéndose en placas en el caso de medio sdlido.

Medio de regeneracién MR

Es un medio hiperténico para la regeneracién de los esfero-

2 2 -+
plastos de levadura y seleccién de los transformantes Trp.
Incluye sorbitol a una elevada concentracién, que suminis-

tra la tonicidad adecuada para evitar el choque osmético.
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glucosa 20 g

sorbitol 182 ¢
casaminodcidos 5 g
YEPD liquido 10 ml
agar purificado (Difco) 25 g
agua destilada 950 ml

Una vez esterilizada la mezcla anterior, se deja enfriar

hasta 50°C y se completa con 50 ml de solucién YNB(x20).

4.—-ANTIBIOTICOS.

Los antibidticos y concentraciones empleados en
los medios de cultivo para seleccionar el mantenimiento

de pldsmidos portadores de resistencia son los siguientes:

ampicilina (sal sdédica)(Sigma) 50 mg.l'_1
tetraciclina base (Sigma) 10 mg.lu1
cloranfenicol (Sigma) 50 mg,.l_1

5.— METODOS DE AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO.

5.1.- AISLAMIENTO RAPIDO A PARTIR DE PEQUENOS CULTIVOS

Se aplicé el procedimiento de la lisis alcalina
de Birnbein y Doly(1979), con modificaciones.
Cada clon del que se desea aislar ADN es inocula-

do en 2 ml de caldo LB adicionado del antibidtico para
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el cual el pldsmido codifica resistencia. Se deja crecer
a 37°C en agitacién durante 12-16 h. Con cada cultivo
se llena un tupo Eppendorf (1,7 ml), que se centrifuga
a 12000g durante 1 min a temperatura ambiente. Eliminado
el sobrenadante, el sedimento se resuspende en 0.1 ml
de solucién litica (50mM glucosa, 10mM EDTA—Naz, 25mM
tris-ClH pH8.0, Z;mg.ml_1 lisozima) y se deja a temperatura
ambiente durante 5-10 min. Se afiaden 0.2 ml de solucién
de SDS alcalina (1% dodecil-sulfato sédico, 0.2N NaOH)
y se mezcla por inversién repetida del tubo (4-5 veces).
Se incuba sobre hielo durante 5 min. tras los cuales se
procede a la renaturalizacidén selectiva del ADN plasmidico
afiadiendo 0.15 ml de una solucién preenfriada (42C) de
acetato potdsico (3M en K * y 5M en ace.tato; pH 4.8) vy
agitando vigorosamente en vértex, dejando en frio durante
5-10 min. Tras centrifugar a 12000g durante 10 min., a
4°C, el sobrenadante se transfiere con micropipeta a un
tubo nuevo. Las muestras se desproteinizan por fenolizacidn:
una extraccién con fenol:cloroformo:isocamilalcohol (25:24:1),
seguida de otra con cloroformo:isoamilalcohol (24:1). La
La precipitacién del ADN de la fase acuosa final se provoca
a temperatura ambiente, mezcldndola con 0.6 volimenes
de isopropanol y dejando 5-10 min en reposo. El ADN se
sedimenta por centrifugacién (12000g, 5min), se descarta
el sobrenadante, y el material recogido se seca brevemente
al vacio, resuspendiéndose finalmente en 50 ul de tampdn
TE8 (10mM tris-CilH pH8.0, 1mM EDTA—Naz) adicionado de
ribonucleasa pancreatica (20 mg.l_l; precalentada a 100°C,
durante 10 min).El ADN asi preparado se puede usar para
varios andlisis de restriccién y en muchas manipulaciones

in vitro.
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5.2.-AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PLASMIDOS A
GRAN ESCALA

Cuando se pretendia obtener gran cantidad de
ADN plasmidico en forma purificada, se procedié de la si-

guiente manera:

Se preinocula con la cepa bacteriana en cuestién
5 ml de caldo M9CA suplementado con la concentracién ade-
cuada del antibiético para el que confiere resistencia el
pldsmido, incubdndose a 37°C con aireacién durante 16 h.
El cultivo definitivo se establece diluyendo el precultivo
1:250 en un litro de medio fresco M9CA+antibidtico e incu-
bando a 37°C con agitacién vigorosa, hasta que la D.O.
alcance un valor de 0.5-0.7 (a 600 nm), en que se afiade

cloranfenicol a wuna concentracién final de 200 mg.l_1

?
prolongdndose la incubacién en las mismas condiciones du-
rante 12-16 horas mds, al objeto de lograr la amplificacién

selectiva del numero de copias del pldsmido.

El litro de cultivo se recoge y se enfria sobre
hielo. (A partir de aqui, hasta que se diga lo contrario,
todos los pasos se realizan en frio, con soluciones previa-
mente mantenidas a 42C). Las células se recogen por cen-
trifugacién y se lavan en 200 ml de tampdén 50mM Tris-ClH
(pH8.0), S5SmM EDTA-Na, . Tras una posterior centrifuga-
cién, las células se resuspenden en tampdn de lisis (25mM
sacarosa, 50mM tris-ClH; pH8.0, 5mM 'EDTA—Nél2 , Smg.ml-1
lisozima). Se incuba sobre hielo durante 30 min, tras los
cuales se adicionan secuencialmente las siguientes soluciones
acuosas (mezclando por repetidas inversiones entre wuna
y otra): 2.5 ml de 0.5M de la sal tetrasodica de EDTA,
1.6 ml de Brij-35 (Sigma) al 5%, y 0.5 ml de desoxicolato

sédico al 5%. El tubo se deja sobre hielo otros 20 min.
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Los restos celulares 7 una buena parte del ADN cromo-
sémico son eliminados por sedimentacién en una centrifuga-
cién a 30000g, durante 30 min a 4°C, recogiéndose el sobre-
nadante. Para purificar el ADN plasmidico de éste se recu-
rre a ultracentrifugacién en gradientes de densidad de
cloruro de cesio, con bromuro de etidio como agente inter-
calante en las cadenas del ADN. Por cada ml de sobrena-
dante se disuelve 1 g de CICs sélido puro y bromuro de
etidio (BrEt) hasta O.6mg.ml—1 . La centrifugacién se lleva
a cabo a 16°C, en un aparato Beckman L5-50, empleando
un rotor vertical VTi65, a 45000rpm durante 12 h, o bien
un rotor Ty50, a 38000rpm durante 40 h.

Las dos bandas de ADN formadas. en la centrifuga-
cidén son patentes a simple vista, pero se visualizan mejor
iluminando los tubos con luz ultravioleta (de longitud de
onda larga, para minimizar los dafios en el ADN). La ban-
da inferior, plasmidica, se extrae por puncidén y succién

a través de una aguja del n%21 o similar.

La eliminacién del BrEt se realiza mediante ex-
tracciones sucesivas (5-6) con volumenes iguales de una
mezcla de isopropanol:agua (9:1), hasta que la fase acuosa
(inferior) se muestre incolora. Para precipitar el ADN,
se procede primero a diluir el ClCs, por mezcla con dos
volimenes de agua destilada; entonces se afiaden seis volu-
menes de etanol absoluto (preenfriado a -20°C), dejdndose
a -20°2C durante 2-3 h. El ADN se sedimenta por centrifuga-
cidén, en rotor Sorvall 5534, a 15000rpm, durante 20-30 min,
a 0°C, y se lava 1-2 veces con etanol al 70% en agua,
preenfriado. El sedimento se seca brevemente al vacio (2-
3 minutos , y se resuspende en 0.1-0.2 ml de tam-

pén TE al pH deseado.
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6.-EXTRACCION DE ARN DE LEVADURA.

El método aplicado por nosotros es una adapta-
cién de varios procedimientos, principalmente los descritos

por Zitomer v Hall(1976) y por Ammerer y Ruis (1979).

El problema esencial a la hora de obtener ARN
intacto es evitar la actuacién de toda ribonucleasa. Para
ello, se ha de tratar todo el material de pldstico y vidrio
con una solucién acuosa al 0.1% de dietilpirocarbonato
(DEPC), durante 2-12 h a temperatura ambiente, tras lo
cual se esteriliza al autoclave o al horno. Todas las solu-
ciones y tampones (a excepcidén del SDS y la cicloheximida)
van suplementados con 0.1% DEPC y se esterilizan en auto-

clave.

Las estirpes de levadura se hacen crecer en 200
ml de caldo MGCA (suplementado con 30 mg.l—1 de triptdéfano
en el caso de la cepa original 830 sin transformar) hasta
que su D.O. llega a a 0.6-0.8 (a 600nm). Se afiade entonces
cicloheximida (Calbiochem) hasta 100mg.1"1 , dejando en
agitacién a 30°C durante 5 min. Cada cultivo se enfria
rdpidamente sobre hielo y se centrifuga a 4°C, lavdndose
el sedimento de células dos veces en alicuotas de 40 ml
de tampdén 10mM TIris-ClH (pH7.5), 10mM acetato ambdnico,
10mM cloruro potdsico, 100mg.1_1 cicloheximida. Las célu-
las, tras el segundo lavado son recogidas y adicionadas
de 1 g de perlas de vidrio (de 0.45mm de didmetro) y de
4 ml de una mezcla a partes iguales de tampén LETS (100mM
Tris-ClH; pH7.5, 100mM cloruro de litio, 1mM EDTA-Na 9 )y
fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1). Se agita el tubo
en vértex, a la mdxima intensidad, durante 10 min. Las
mezclas se centrifugan a 10000g durante 15 min a 4°C.

La fase acuosa superior se pasa a un tubo nuevo, mientras
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que la interfase lechosa y la fase orgdnica inferior se
reextraen con otros 4 ml de LETS. Tras centrifugar, se
decanta la nueva fase acuosa y se mezcla con la primera
obtenida. El volumen resultante se extrae dos veces con
volumenes iguales de fenol:cloroformo:isoamilalcohol; para
cada extraccién se mezcla vigorosamente en vértex; durante
5-10 min, se separan las fases por centrifugacién, y se
transfiere la fase acuosa a tubo limpio. De esta fase acuosa
se elimina el fenol residual extrayendo una vez con un
volumen 1igual de cloroformo:isoamilalcohol (24:1). E1 ARN
se precipita ajustando la concentracién de acetato sédico
a 0.2M, mezclando con tres volimenes de etanol absoluto
y dejando en reposo a -202C durante unas 12 h, tras las
cuales se sedimenta por centrifugacién a 12000g, durante
30 min, a 49C. Desechado el sobrenadante el ARN del fondo
del tubo es secado al vacio, se resuspende en agua desti-
lada y se reprecipita ajustando la concentracién de acetato
sédico (pH5) a 3M, dejando a 4°C durante 2-12 h. Se cen-
trifuga a 12000g, 20 min, a 4°C y se lava dos veces con
20 ml de una mezcla 7:3 de etanol absoluto: 0.4M acetato
sédico. Se seca al vacio y finalmente se resuspende en
1 ml de agua destilada. Las preparaciones se conservan

a -752C hasta su uso.

7.-DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ADN Y ARN

Las preparaciones purificadas de ADN o ARN fueron
valoradas rutinariamente por determinacién espectrofotomé-
trica de su absorcién a 260nm, usando un espectrofotometro

Hitachi 100-80A.

Para el ADN de cadena doble se asume que 1A

-1 ‘
(a 260nm) equivale a SOug.ml  , y para el ARN la equi-
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1

valencia estd en 4Oug.ml~

En todas las preparaciones se determina asimismo

la absorbancia a 280nm. La relacién indi-
A260/A280 es un indi

ce de la pureza de la preparacién. Se consideraron acepta-

bles preparaciones de ADN con i{ndices 1.8-2.0 y de ARN
con indices 2.0-2.2.

8.— MANIPULACIONES in vitro DE MOLECULAS DE ADN

A continuacién se describen las técnicas empleadas
en este trabajo para modificar in vitro el ADN, incluyendo :
restriccién, ligado, tratamiento con polimerasas, fosforila-
sas, quinasas y nucleasas. En la actualidad existen buenos
manuales de métodos de '"Ingenieria Genética" que facilitan
grandemente muchas labores de laboratorio. Las técnicas
aqui descritas provienen en parte de estos manuales, con
las modificaciones que la prdctica personal y recomendacio-
nes de otros han ido introduciendo. Las recopilaciones de
protocolos mds consultadas han sido las de Maniatis et
al.(1982), Rodriguez y Tait (1983), y los volimenes de "Met-
hods in Enzymology" dedicados al ADN recombinante (vol.
68 , 100 y 101.),

8.1.- DIGESTION DEL ADN POR ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las restrictasas empleadas en este trabajo se ob-
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y de Ingenasa (Madrid). En vez de usar un tampén distinto
para cada enzima, se preparéd un tampén base (tampén
"Endo") que se preparaba a distintas fuerzas idnicas, segun
el tipo de enzima. La composicién de las distintas versiones

del tampdén (a concentracién x10 respecto de la presente

en la mezcla de reaccidn) es:

NaCl Tris pH7.5  MgCl, DITT

Tampén Endo-bajas sales - 100mM 100mM  10mM
Endo-medias sales 0.5M 100mM 100mM  10mM
Endo-altas sales 1.5M 500mM 100mM  10mM

La enzima Bglll fue usada en un tampdén especial cuya
composicién (en su férmula concentrada x10) es: 200mM  gli-
cina (ajustada a pH9.5 con NaOH), 100mM MgCl 70mM

2-mercaptoetanol.

2 ?

Todos los tampones se esterilizan por filtracidn

y se conservan congelados (-202C) en pequefias alicuotas.

Por lo general, la reaccién se lleva cabo durante
1-2 h a 37°C. La enzima se inactiva por adicién de EDTA-
Na2 hastalOmM o, en aquellas nucleasas susceptibles, por

calentamiento a 65°C durante 5-10 min.

8.2.- Nucleasa Bal-31

El preparado de esta exonucleasa provenia de
New England Biolabs. La reaccién catalizada por esta enzi-
ma se realizé en un tampén 20mM Tris-ClH (pH8.0), 1mM

EDTA-Na,, 12mM cloruro cdlcico, 12mM cloruro magnésico vy
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200mM cloruro sddico.

8.3.- LIGADO DE ADN

Se empled la ADN-ligasa del fago T4 (New England
Biolabs). El tampdén de ligado concentrado(x10) consiste
en 500mM Tris-CIH (pH7.8), 100mM MgCl 5» 200mM ditiotreitol,
10mM ATP y 500 ug.ml_l seroalbimina bovina. La reaccién en
tre moléculas con extremos mutuamente cohesivos se realiza-
ba en volumenes de 20 ul, con 400 unidades del enzima y
una concentracién de terminales 5'-P de 0.1-1 uM, incu-
bdndose por lo general a 42C durante 12 h. Para el ligado
de moléculas con los extremos romos, la reaccidén se llevaba

en 20 pl de mezcla de reaccidén, con 800 unidades de ligasa

e incubacién a 16°C durante 12 h.

8.4.- DESFOSFORILACION DE EXTREMOS DE ADN LINEAL

Se realizé mediante tratamiento con fosfatasa alca-
lina de intestino de buey, de la firma Boehringer, siguien-
do el protocolo de Maniatis et al. (1982), en tampdén CIP
5OmM Tris-ClH (pH9.0), 1mM cloruro magnésico, 0.1mM cloru-
ro de zinc, 1lmM espermidina. Como unica modificacién, la

temperatura de incubacién fue de 65°C.
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8.5.-FOSFORILACION DE EXTREMOS 5'-OH

En nuestro trabajo, la reaccién de fosforilacién
de extremos 5' desfosforilados se empled en dos tipos de
experimentos: preparacién de ligadores sintéticos (ver méto-
do 8.8.1) y en una fase del proceso de secuenciado (14.1).
En ambos casos se hizo uso de polinucledtido-quinasa de
fago T4 (New England Biolabs). El tampdén de reaccién con-
siste en 70mM Tris-ClH (pH7.6), 10mM cloruro magnésico
y 5mM ditiotreitol.

8.6.- MARCADO DE ADN POR DESPLAZAMIENTO DE MELLA
("NICK-TRANSLATION")

La obtencién de una sonda de ADN marcado radiac-
tivamente hasta una alta actividad especifica es muy fécil
y rdpida en un sistema enzimdtico en el que una endonu-
cleasa crea mellas al azar en en interior de la cadena,y
la ADN-polimerasa 1, en virtud de su actividades exonuclea-
sa 5'-—— 3' y polimerasa 5'--— 3', va reemplazando los
nucledtidos originales de la cadena por otros suministrados
en la mezcla de reaccién, entre los cuales uno al menos

, , 32 o
de los cuatro tipos estd marcado con P en posicidn
«. En este proceso, las mellas originales se desplazan

en el sentido de la actividad de la polimerasa.

Tampédn NT (x5)

Tris-ClH 250mM (pH8.0)
cloruro magnésico 25mM

-1
gelatina 250 g .ml
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ditiotreitol 2.5mM

dCTP 63 uM
dGTP 63 uM
dTTP 63 uM

Aparte se prepara una solucién madre de DNasa de pdncreas
de buey, a una concentracién de 50 ug.ml—len 0.15M NaCl
50% glicerol. Se guarda en pequefias alicuotas a -20°C.
Inmediatamente antes de establecer la reaccién se hace

una dilucién 1:1000 en agua destilada.

Para marcar cantidades de 0.2-1 ug de ADN se
procede de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf se
deseca al vacio un volimen de dfa - 32F’)ATP (Amersham)
equivalente a 10 uCi (actividad especifica 3000 Ci.rrmol_l).
El tubo se pasa luego a bafio de hielo y se afhade:

ADN a marcar(en tampdén TE8):0.2-1 ug

tampdn NT(x5) 3 ul
DNasal (50 ng.mlﬁl) 3 ul
ADN-polimerasa 1 1 ul(=5unidades)
agua destilada c.s.p. 15 ul

La mezcla se incuba a 13°C durante 1 h. Para detener
la reaccidn e inactivar las enzimas, se afiade ED'I‘A—.'\Ié2
a una concentracién final de 10mM.

El siguiente paso es separar el ADN sonda de los nu
cledtidos no incorporados. Ello se realiza por medio de
cromatografia en columna de Sephadex G-50, tal como se

describe en la seccién 11.
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8.7.— CONVERSION A EXTREMOS ROMOS DE TERMINALES DE
ADN PROTUBERANTES

8.7.1.— Conversién a cadena doble de terminales protube-

rantes 5' de cadena sencilla

Para rellenar los extremos 5' protuberantes que
se obtienen tras digestién de ADN con ciertas enzimas de
restricccién, o los que pueden quedar des'pués de un trata-
miento con la nucleasa Bal3l, se recurrié al empleo de
la llamada porcién Klenow de la ADN-polimerasa 1 (el frag-
mento mayor tras hidrdlisis con subtilisina), que retiene
la actividad polimerasa 5'---3', pero carece de la exonu-

cleasa 5'——=3"'.

El ADN (hasta 1yug) se disuelve en un mdximo
de 10 .l de agua destilada, se afiaden 2.5l de tampdén K
concentrado (500mM Tris-ClH; pH 7.2, 100mM sulfato magnési-
co, 1mM ditiotreitol, 500 ug.ml'1 seroalbimina bovina)
y 1 ul de cada una de las soluciones 2mM de los cuatro
desoxinucledsidos trifosfatos, completdndose el volumen con
agua hasta 25 yl. La reaccién se inicia adicionando 1 uni-
dad de enzima Klenow, y se incuba a temperatura ambiente
durante 30 min. Para detener la reaccién, se calienta a

652C durante S min.

8.7.2.— Conversién simultdnea de terminales protuberantes

5'-P y 3'-OH a extremos romos

En el transcurso de este trabajo se requirié con-
vertir a extremos romos un fragmento de ADN que tenia
los dos tipos de terminales protuberantes: 5'-P 'y 3'OH.

Para ello el fragmento se traté, en presencia de los cuatro
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desoxinucledsidos trifosfato, con la enzima ADN-polimerasa

del fago T4 que, ademds de la actividad polimerasa 5'-

-—=3' posee una gran actividad exonucleasa 3'--=5' sobre
cadena sencilla.

El ADN a tratar (hasta 1 ug en un mdximo de
10 u de agua destilada) se mezcla con 2 yul de tampdn
concentrado de polimerasa de T4 (330mM Tris-acetato; pH7.9
660mM acetato potdsico, 100mM acetato magnésico, 5mM ditio-
treitol, 1 mg.ml—1 seroalbimina bovina) y con 1 ul de cada
una de las soluciones 2mM de los dNTPs, completdndose
con agua hasta 20 ul. Se adicionan 2 unidades de ADN-
polimerasa de T4 (Bethesda Research Laboratories) y se
incuba 5-10 min a 37?C. La enzima se inactiva calentando

a 70°C durante 5 min.

8.8.— PREPARACION DE LIGADORES SINTETICOS EcoRI

Los ligadores de ADN son oligonucleétidos sintéti-
cos de doble hebra y con extremos romos, que contienen
la secuencia diana de una o varias enzimas de restriccién,
y que convenientemente preparados, se pueden unir a frag-
mentos de ADN para posteriormente suministrar los extremos

cohesivos correspondientes a la(s) restrictasa(s) en cuestién.

En nuestro trabajo hemos necesitado dotar a una
poblacién de fragmentos de ADN de extremos EcoRl, para
lo cual se ha empleado como ligador sintético el siguiente

dodecanucleétido, suministrado por Collaborative Research:

|
5'-C~C-C-G-A-A-T-T-C-G-G-G-3'
3'-G-G-G-C-T-T-A-A-G-C-C-C-5'



Los extremos 5' vienen hidroxilados, por lo que, con vis-
tas a la reaccién de ligado, hay que "activarlos" por
fosforilacién. En esta reaccién se emplea (y- 32‘[")1‘&'1‘?,
con objeto de poder verificar su efectividad, asi como
de permitir controles de funcionalidad previos al experi-
mento definitivo, mediante autorradiografia. El (y—32P)ATP

procedia de Amersham.

8.8.1.— Fosforilacién de extremos §5'.

Los ligadores sintéticos liofilizados se disuelven
en agua destilada hasta 1 mg.ml_l. La mezcla de reaccidn

de la fosforilacidén consiste en:

ligadores EcoRl (1mg.ml—1) 4wl (=4 .g)
(v=32P)ATP (3Ci.umol™};

104Ci. ul7h) 4wl (=13pmoles)
tampén seccién 8.5 (x10) 2 ul
agua destilada 5 ul
polinucledtido-quinasa T4 5 ul (=8 unidades)

La reaccidn se lleva a 372C durante 20 min. La "dilucion

fria" ("cold chase") se promueve a continuacién por adi-

cién de:
tampén seccién 8.5 (x10) 2 ul
ATP (10mM) 2 yul
agua destilada 12 ul
polinucleétido-quinasa T4 4 ypl (=6.4 uu)

Los 40 ul de mezcla final se incuban a 372C durante unos

30 min.
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8.8.2.- Reacciones de funcionalidad de los ligadores

fosforilados

1%) Capacidad de ligado: se comprueba en funcidn
de la formacién de multimeros del oligonucleétido fosforilado
en reaccién catalizada por ADN-ligasa. Se procede mezclando
2.5 wul de la solucién de ligadores obtenida al final del
apartado anterior con 400 unidades de ADN-ligasa de T4
en un volumen final de 10 wul de tampdn de ligasa (ver
8.3), incubando a 16°C durante 4 h, al cabo de las cuales

se inactiva la enzima por calor (65°C, 15 min).

2%) Susceptibilidad a la digestién por endonu-
cleasa de los multimeros del ligador: una alicuota de 5
vl de la mezcla de ligado anterior se emplea en una reac-
cién de hidrélisis por enzima EcoRl (35 unidades en 20
ul de tampdn Endo-sales altas; incubacidén a 372C durante

2 horas).

8.8.3.- Comprobacién de la funcionalidad de las reacciones

Para comprobar la efectividad de la fosforilacién
de los ligadores (8.8.1), con su consiguiente capacidad
de ligado (8.8.2.-1%) vy digestién por la correspondiente
endonucleasa (8.8.2.-22), se someten alicuotas de cada mez-
cla de reaccién (equivalentes en cuanto a contenido en
32P) a electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (ver
apartado 9.2). La electroforesis se desarrolld en una apa-
rato LKB-2001, hasta que el frente de azul de bromofenol
queda a la mitad del recorrido. El gel se extrae de su
molde, se deseca al vacio en un desecador de geles LKB

2003 sobre papel Whatman 3MM y cubierto con papel de
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celofdn; una vez seco, se usa para impresionar una pelicu-
la radiogrdfica (Fuji X-Film) en cajas Kodak X-Omat provis-
tas de pantallas intensificadoras (DuPont Cronex), a -70°C
durante 2 h. El resultado de una autorradiografia tipica
aparece en la rig 10a, Se observa efectivamente la fosfori-
lacién de los ligadores (calle A), la formacién de oligémeros

y multimeros (calle B) y la hidrélisis total de estos hasta

formar mondémeros (calle C).

8.8.4.- Eliminacidén del (y- 32P)ATP de la preparacidén de

ligadores fosforilados

Se empledé la cromatografia por filtracién en Se-
phadex G-50 (tipo "fine"), wutilizando como columna una
punta desechable de 1 ml de microdispensador Gilson. La
preparacién del Sephadex G-50 y el montaje de la columna
se describen en 11.1. En este caso el volumen de lecho era
de 0.65 ml. La muestra (final apartado 8.8.1) se aplica
a la columna, se deja que entre al gel. A continuacién
se conecta un reservorio de agua, y se van recogiendo
fracciones de 35 ,1, en un flujo de elucién de 350 ul.min -
La radiactividad de cada fraccién fue medida en contador
de centelleo. En la Fig 10b se muestra una curva de elucidn.
El pico 1 (fracciones 11-17) corresponde a los ligadores:
las fracciones correspondientes se juntan y se liofilizan

hasta su uso.
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Fig 10a:

Autorradiograma de un gel de poliacrilamida mos-
trando la migracidén electroforética de ligadores
sintéticos EcoRl fosforilados con 32 p (A),
oligémeros de estos ligadores formados  por
actuacién de ADN-licasa (B) y la regeneracion
los monémeros a partir de B), por digestion

con la endonucleasa EEERI (C)h.



c.p.m. X 103

2® fraceiin

Fig 10b: Curva de elucién de ligadores EcoRl (picol) y de
ATP (pico 1), por cromatografia en minico-

lumna de Sephadex G-50.



9. METODOS ELECTROFORETICOS

9.1.-ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

Como ya es normal en la mayoria de los laborato-
rios, el método rutinario de separacién y caracterizacién
de moléculas de ADN se lleva a cabo por electroforesis en
geles de agarocsa, en configuracién horizontal, e inmersos
en el seno del tampdn de electroforesis ("electroforesis sub-

marina" o sumergida).

Para los propdsitos generales se empled agarosa
tipo 11 (Sigma), mientras que con vistas a la elucién pre-
parativa de fragmentos de AD‘N por .fusién de agarosa se
recurrié a la variedad de baja temperatura de gelificacién
(BRL o Bio-Rad). En el primer caso, la agarosa se disuelve
en tampdén TBE (89mM [ris base, 89 mM dcido bérico, 2mM
EDT}’\—Na2 ;  pH final, 8.3), a la concentracién deseada
(en este trabajo se utilizé a 0.5, 0.6, 0.7 y 2%). En el
segundo caso, la agarosa es preparada en tampén TAE
(40mM Tris-acético, pH8.1, 2mM EDTA—Naz).

La solucidén de carga (tampdédn de muestras) consta
de 30% glicerol y 0.25% (p/v) azul de bromofenol.

Como patrones de pesos moleculares de ADN lineal
de doble cadena se emplearon los digeridos Hindlll del
ADN del fago lambda y Haelll de la forma RFIl del fago
@X174, suministrados por New England Biolabs.

Los voltajes y tiempos de electroforesis variaban
seguin la concentracién de agarosa y el rango de longitudes
moleculares que se pretendia discernir. Asi, p. ej., para
los geles de agarosa normal al 2% se acostumbrdé a emplear

-1 .
un voltaje constante de 5 V.cm durante 4-5 h, mientras

- 130 -



que para los geles de menor concentracién el voltaje fue
menor (1-1.5 V.cm -1), prolongdndose el tiempo de desarro-
llo (12-14 h). En estas condiciones la distancia relativa
de migracién de moléculas lineales de ADN es inversamente
proporcional al logaritmo de su longitud molecular, excepto
para las moléculas muy grandes, que tienden a migrar
mds rapidamente de lo que les corresponderia por extrapola-
cién. Terminada la electroforesis, el gel se tifie en una
solucién de 2 pg.ml_1 de bromuro de etidio, y el ADN se
visualiza con la luz ultravioleta de wun transiluminador
(UV-Products). Los geles se fotografiaron con cdmara Pola-
roid MP-4 provista de filtro Wratten 22A, empleando pelicula
665 o 667 de 3000 ASA.

Con las distancias de migracién relativa de los
ADN de longitudes moleculares conocidas se traza una recta
patrén en representacién semilogaritmica, a partir de la

cual se deducen los pesos moleculares de los ADN problema.

9.2.- ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE POLIACRILAMIDA

En este trabajo se empled la electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12% para evidenciar la efectivi-
dad de las reacciones que se realizan con oligonucledtidos
sintéticos (ver 8.8): distincién de mondmeros respecto de
los oligémeros y multimeros.

Para preparar la poliacrilamida (PAA) al 12%

se mezclan en un matraz:
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solucién acrilamida 29%, +

+bisacrilamida 1%, filtrada 20 ml
agua destilada - 23.9‘ ml
persulfato aménico 3% 1.05 ml
tampén TBE(x10) 5 ml

La solucién se degasifica -al vacfo, se afiaden 15 1l de
TEMED (catalizador de la gelificacién), vy la mezcla se
vierte sobre el molde del gel (en este caso se empled un
aparato de electroforesis wvertical, modelo 2001 de LKB),
evitando que se formen burbujas. Una vez manifestada la
gelificacion (por "la formacién de patrones de Schlieren al-
rededor de los los dientes del peine), se procede a lavar
los pocillos con agua destilada y a rellenarlos con tampdn
TBE(x1). Antes de realizar la electroforesis de las muestras
se hace pasar por el gel lOO V durante 1 h, para eliminar

los catalizadores.

Las muestras (en 25 ul de tampén TBEx1) se mez-
clan con 5 ul de solucidén de carga (30% glicerol, 0.25%
azul de bromofenol, 0.25% xilén-cianol) y se introducen
con una jeringa Hamilton en sendos pocillos. La electrofore-
sis se desarrolla a 40 V, y se desconecta cuando el frente
azul llega a la mitad de su recorrido (unas 13 h). El pro-

- cesamiento ulterior del gel queda explicado en 8.8.3.

9.3.- ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE DE ARN -

Esta técnica de separacién de ARN por tamafios
es similar a la electroforesis de ADN en geles sumergidos

pero éstos incorporan aqui formol.
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Se empleé agarosa tipo 11, al 1% en una solu-
cién 2.1M formol+tampdén MOPS (20mM 3-(N-morfolino)-propane-
sulfénico, 5mM acetato sdédico, 1mM EDTA-Na

pH7.0 con NaOH).

0 ajustado a

Cada muestra de ARN (disuelta en agua) se mez-
cla con solucién desnaturalizante (hasta unos valores
finales de 6% formol, 50% formamida, en tampdén MOPS),
se calienta a 60?C durante 5 min, y es adicionada de solu-
cién de carga concentrada (2 yul de 50% glicerol, 0.25%
azul de bromofenol en tampén MOPS por cada 10 ul de solu-
cién desnaturalizada de ARN). Enseguida se introduce en
un pocillo del gel de agarosa-formol, que se encuentra
sumergido en tampén MOPS, en el mismo tipo de cubetas
de electroforesis que las usadas para el ADN. Para un
gel tipico (150x105x8 mm) se aplican 100 V durante 4 h
(hasta que el azul de bromofenol migra al extremo anéddico
del gel).

En este trabajo la electroforesis de ARN se ha
empleado como paso previo para transferir las moleculas
de ARN, separadas por tamafios, a filtros de nitrocelulosa
(ver 13.2) con vistas a hibridacién con sondas radiactivas,
de modo que, en principio no serfa imprescindible tefiir
los geles. Sin embargo, tras la electroforesis se procedid
a tefiir la porcién del gel que lleva los marcadores de
pesos moleculares (ARN ribosémico de levadura o ADN de
fago lambda digerido por Hindl1l):se lavé 4-6 wveces: con
agua destilada a lo largo de 2 h, y dos veces con 0.1M
acetato aménico durante 1 h. La tincién se verifica sumer-
giendo la porcién de gel en una solucién de 1 pg.ml_lde
bromuro de etidio, 0.1M acetato aménico, 0.01M 2-mercapto-
etanol, durante 30 min. Para mejorar el contraste el gel

se destefifa en 0.1M acetato amdnico, 0.01M 2-mercaptoetanol
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durante 30 min.

La visualizacién de las bandas del ARN
se realiza por iluminacién a través del gel con luz
UV de onda corta. El ARN desnaturalizado migra a
lo largo del gel manteniendo wuna proporcién lineal

inversa con el logaritmo de su peso molecular.

10.- ELUCION DE FRAGMENTOS DE ADN DE GELES DE
AGAROSA

Dentro del ©proceso de clonado es necesario
frecuentemente recuperar un determinado fragmento de
ADN de un gel de agarosa, al objeto de someterlo a

ulteriores manipulaciones.

A continuacién se describen los dos métodos que
se aplicaron para tal fin en el presente trabajo.El primero
de ellos (electroelucién) requiere m&s tiempo y su eficicien-

cia es menor.

10.1.- ELECTROELUCION DE ADN.

Partiendo de un gel normal de agarosa tiﬁb 11
en el que se ha completado una electroforesis, se recorta
la porcién que alberga la banda de ADN de interés con
un escalpelo limpio, se trocea finamente, y se machaca,
de modo que se forme una pasta que, embebida en tampdn

TBE, se pasa a un tubo de electroforesis de disco que ter-
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termina en un estrechamiento provisto de un tapén laxo
de algodén hidréfilo o lana de vidrio siliconizada. Con
la ayuda de la varilla de vidrio, se apelmaza la pasta
de gel en el interior del tubo, y por encima se coloca otro
tapén de algodén impregnado en TBE. Al extremo inferior
estrechado del tubo se acopla una porcién de membrana
de didlisis cerrada y llena con TBE. Las dos cubetas del
aparato de electroforesis se llenan con el mismo tampén TBE.
Se introduce el tubo de electroforesis, de modo que su parte
inferior, con la membrana de didlisis, queda sumergida
totalmente en el seno del tampédn de la cubeta inferior.
Por cada tubo se hace pasar una corriente de 4mA durante
2 h, al cabo de las cuales se invierte la polaridad de
la corriente durante 2 min, con objeto de provocar la sepa-
racién del ADN elufdo y adsorbido a las paredes de la
membrana de didlisis. Se desconecta el aparato, se separa
el tubo de didlisis, su contenido se recoge y se somete
a fenolizacién. Finalmente, el ADN se precipita y lava con
etanol seguin los procedimientos habituales, y se resuspende

en el tampdn adecuado para realizar la siguiente manipula-

cién in vitro.

10.2.- RECUPERACION DE ADN DE GELES DE BAJO PUNTO DE
FUSION.

El procedimiento es el de Landgridge et al.(1980),

con modificaciones (A. Gonzdlez, comunicacién personal).

En este método se requiere preparar dos solucio-

neés saturadas: butanol saturado con agua, conteniendo
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CTAB ("But—HZO"), y agua saturada con butanol, igualmente
conteniendo CTAB ("H20—but"). Se obtienen mezclando voli-
menes iguales de n-butanol y agua destilada, agitando
vigorosamente. Se permite la separacién de las fases, en
reposo (la fase superior es butanol saturado con agua,
y la inferior, agua con butanol saturante). Cada fase se
recoge por separado. Por cada 100 mlide butanol con agua
se disuelve 1.5 g de CTAB; a continuacién se afiaden 100
ml de agua saturada con butanol, mezclando bien. Se deja
en reposo a temperatura ambiente hasta que las fases se
separen. Cada una de ellas se transfiere a un frasco con
cierre hermético. Antes de ser usadas, deben quedar pre-
calentadas a 37°C.

Una vez terminada la electroforesis en gel de
agarosa de bajo punto de fusidén (9.1), el gel se tifie sin
sacarlo de la cubeta, con bromuro de etidio. Localizadas
las bandas por iluminacién con luz UV de onda larga, se
recorta la porcién de gel que interese, se transfiere a
un tubo de polipropileno, y se funde calentando en bafio
a 65°C, durante 5 min. Las siguientes manipulaciones se
,O-but"

y otro volumen de "But-—HZO", mezclando bien por agitacién

realizan a 37°C: se afiade un volumen igual de "H

en Vértex, durante unos 15 seg; se centrifuga a 12000g
durante 1 min, pasdndose a un tubo nuevo la fase butand-
lica superior. La fase acuosa inferior se reextrae con un
volumen igual de '"But-H 20", y se agita y centrifuga como
antes; la nueva fase butandlica se recoge y se junta con
la primera, y el total se extrae con 1/4 de su volumen
de 0.3M acetato potdsico (pH7.0); tras agitar, se centrifuga
(ya a temperatura ambiente) a 12000g durante 2 min, vy
S¢ recoge la fase acuosa inferior que contiene el ADN. Para

eliminar de ella los restos de CTAB se extrae una vez con
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un volumen de cloroformo, se centrifuga (12000g, 1min),
se toma la fase superior y de ella se precipita el ADN

por incubacién en frio con etanol.

11.- METODOS CROMATOGRAFICOS

11.1.- SEPARACION DE OLIGONUCLEOTIDOS Y ATP POR
FILTRACION EN MINICOLUMNAS DE SEPHADEX

Se empled el Sephadex G-50 (tipo "fine"), siguien-
do para su preparacién las recomendaciones del fabricante.
Para montar la columna se usaron puntas desechables de
polipropileno, de 1 ml, del modelo acoplable a dispensador
Pipetman de Gilson. El extremo inferior estrecho va provisto
de un tapén laxo de lana de vidrio siliconizada, o gasa
estéril. Con una pipeta Pasteur se va llenando con la sus-
pensién preparada de Sephadex el interior de la "columna',
hasta lograr 0.65 ml de lecho. Para equilibrar y empaque-
tar el gel, se hacen pasar varios volumenes de agua desti-
lada.

La muestra se aplica dejdndola resbalar suave-
mente por las paredes internas, encima del lecho; una vez
que ha entrado, se conecta un reservorio de agua destilada .
El flujo libre era de 350 ul.min ' . Las fracciones, de 35

ul cada una, se van recogiendo a partir del momento de
aplicacidén de la muestra.
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11.2.- CROMATOGRAFIA DE ADN EN MINICOLUMNAS SOMETIDAS
A CENTRIFUGACION

Este método rdpido de filtracién en gel permite
eliminar de una solucién de ADN las pequefias moléculas
contaminantes, incluyendo fenol residual procedente de des-
proteinizaciones; igualmente estd indicado cuando se quiere

eliminar sales de un tampdn para sustituirlo por otro.

Se usé Sephadex G-50 (tipo "medium' o '"coarse"),
que se prepara por los procedimientos habituales. Con 1la
suspensién de Sephadex ya hinchado se llena una jeringa
de polipropileno de 1 ml (tipo insulina), que sirve como
minicolumna, provista en su punta de un tapén de gasa
de vidrio siliconizada. La jeringa se introduce en un tubo
de centrifuga de vidrio Corex, de 15 ml de capacidad,
de modo que queda suspendida por su parte superior, sin
que la punta llegue a tocar el fondo del tubo. Para empa-
quetar el Sephadex, se centrifuga en un aparato Sorvall
GLC-2 provisto de rotor basculante HL-4, a 2500rpm durante
1 min exactamente. Se extrae la jeringa, se llena hasta
arriba de agua destilada y se centrifuga en las mismas
condiciones anteriores. Se afiade a la parte superior de la
jeringa 0.2 ml de agua y se repite la centrifugacién. La
minicolumna asi empaquetada se introduce en un tubo Corex
de 15 ml, en cuyo fondo ha sido colocado previamente un
tubo Eppendorf, de modo que la punta de la jeringa se
alberga en éste. Se aplica la muestra de ADN (dilvuida
con agua hasta un volumen de 0.2 ml), se centrifuga em-
pleando las mismas condiciones a las que se ha aludido

mds arriba y se recoge el eluato que pasa al tubo Eppen-
dorf.
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11.3.- FILTRACION POR ULTROGEL.

Para poder separar fragmentos relativamente lar-
gos de ADN de oligonucleétidos, se ha recurrido a la filtra-
cién en Ultrogel AcA-34 (LKB), siguiendo las indicaciones

de A. Talavera (comunicacién personal).

El Ultrogel se suministra como partfculas de 60-
140 uym de didmetro, en suspensién acuosa, listas para
su empaquetado en columnas. Se usd como columna una pipe-
ta Falcon de borosilicato, de 5 ml de capacidad, provista
en su punta de un tapdén de gasa estéril. Se empaquetaron
3.7 ml de la resina, que fueron equilibrados con varios
volimenes de tampén 10mM Tris-ClH (pH8.0), 1mM EDTA-Na, ,
0.4M NaCl, a un flujo de 100 ul.min_1 . La muestra (100-
200 ul) se aplicé dejdndola resbalar suavemente por las
paredes; una vez entrada al lecho, se conecta un reservo-
rio del tampdn antedicho, y se establece un flujo de elucién
de 200 pl.min-l. Se recogieron 45 fracciones de 100 ,1 cada

una.

11.4.~- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE ARNm EN COLUMNAS
POLI-(U)-SEPHAROSE.

La existencia de largos segmentos de poliadeﬁina
(poli-A) en el extremo 3' de los ARNm eucaridticos se apro-
vecha para purificar estas moléculas por paso del ARN total
a través de columnas de afinidad preparadas a partir de
una matriz insoluble (Sepharose) que lleva ligados polimeros

de uridina o timina, que merced al establecimiento de puen-
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tes de hidrdégeno con la ''cola" de poli-A de los mensajeros,
retienen a éstos en el gel, del que son eluidos posteriormen-
te. En el presente trabajo se ha empleado la cromatografia

en Poly-(U)-Sepharose (Pharmacia).

Para preparar el gel se siguieron esencialmente
las recomendaciones del fabricante. Cada gramo del polvo
liofilizado de Poly-(U)-Sepharose 4B se suspende en 100 ml
de 1M cloruro sédico, y se lava sobre filtro de vidrio con
otros 100 ml de dicha solucién. Las particulas del gel, una
vez hinchadas, se lavan con 100 ml de tampdén de elucidn
(10mM tampén fosfato sddico; pH7.5, 10mM EDTA—Naz, 90%
formamida), donde se pueden conservar, en frio, durante

varios meses.

Como columnas se han utilizado jeringas de tipo
insulina (1 ml capacidad) provistas en su punta de tapdn
de lana de vidrio siliconizada. Con el extremo de salida
cerrado, se llena la columna hasta su mitad con tampdn
de elucién y se va afiadiendo la suspensién de poly-(U)-Se-
pharose, hasta lograr 0.3 ml de gel empaquetado. A conti-
nuacidén, se equilibra haciendo pasar unos 50 volimenes de
tampén TENF (50mM Tris-ClH; pH7.5, 10mM EDTA—Naz, 0.7M
cloruro sdédico, 25% formamida).

Unos 25 ul de la solucién de ARN total de levadu-
ra se diluyen con 125yl de tampdn TENF, y se aplican a
la parte superior de la columna, dejando abierto el extremo
de salida. Una vez que la muestra ha penetrado en el lecho,
se conecta un reservorio de TENF, del cual se hacen pasar

cinco veces el volumen del lecho.

Para eluir el ARN retenido, se aplican 0.2 ml
. del tampdén de elucién, que merced a su alta concentracién

de formamida, disocia los complejos poli-U/poli-A. Se recoge
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el eluato resultante y se precipita el ARN por mezcla con
tres volimenes de etanol absoluto y reposo, a -202C durante
12 h. Se centrifuga a 12000g, 15 min a 42C, y el sedimento,
desecado brevemente al vacio, se resuspende en 20 ul de

agua destilada.

Con objeto de eliminar posibles rastros de forma-
mida, el ARN se puede reprecipitar mediante ajuste de la
solucién a 0.2M de acetato sddico, adicidén de tres volimenes
de etanol y reposo a -202C durante 12 h, procediéndose a

una ultima centrifugacién, y resuspensién en 20 ul de agua.

12.— TRANSFORMACIONES CON ADN PLASMIDICO

12.1.- TRANSFORMACIONES DE E. coli.

El método es una derivacién .del de Mandel vy
Higa (1970), en el que las células, previamente concentradas
y lavadas en frio, se hacen competentes mediante un choque

, . . . ++
téermico en presencia de iones Ca .

Se obtiene en primer lugar un precultivo de la
cepa a transformar inoculando 5 ml de caldo LB con una
colonia reciente de dicha cepa, e incubando, con agitacién,
a 37°C durante 12-16 h. A continuacidén se inoculan 100 ml
de caldo LB, mantenido en un matraz de 250 ml, con 1 ml
del precultivo, y se incuba en bafio, con agitacién (200
rpm) hasta una D.0O. de 0.6 (a 600nm). El cultivo se enfria
sobre hielo, las células se sedimentan por centrifugacién
en frio (4°C), se resuspenden en 50 ml de una solucidén esté-

ril y fria de 50mM cloruro cédlcico, 10mM Tris-ClH, pH8.0
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y se mantiene sobre hielo durante 10 min, tras los cuales
se vuelve a centrifugar en frio, resuspendiéndose el sedimen-
to en 25 ml de la solucidn CaClZ—Tris citada, manteniéndose
en frio otros 15 min. Tras una centrifugacién final a 4°C,
las células se resuspenden en 2 ml de CaCLz—Tris, y se re-
parte en alicuotas de 0.2 ml, que se pueden conservar a
4°C durante 12-24 h con aumento de la capacidad de compe-

tencia sobre las células que se usen inmediatamente (Dagert
y Ehrlich, 1979).

Para transformar las células ya competentes,
se afiade a cada alicuota el ADN plasmidico, preparado en
tampén TE8 (10mM Tris pH8.0, 1mM EDTA~Na2) o en tampdn
de ligado de ADN (ver 8.3), en un volumen nunca superior
a los 100 wul. La concentracién final de ADN en cada mezcla
de transformacién era tipicamente de 0.5-2 ug.ml_l . Cada
mezcla se mantiene sobre hielo durante 30 min, tras los cua-
les los tubos se pasan rdpidamente a un bafio termostatizado

a 42°C, donde se mantienen durante 2 min.

Tras el choque térmico (en el que se produce
la entrada del ADN al interior de la célula), se afiade 1
ml de caldo LB a cada tubo , y se incuba a 37°C durante
1 h, con objeto de permitir el reinicio de la actividad meta-
bdélica y la expresién del cardcter de resistencia a droga
conferido por el pldsmido introducido. El contenido del tubo
es diseminado convenientemente sobre medio sélido LB suple-
mentado con la concentracién adecuada del antibidtico corres-
pondiente. Las cajas Petri se incuban a 37?C durante 12-
16 horas.
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12.2.- TRANSFORMACIONES DE S.cerevisiae

El procedimiento empleado es una modificacidn
del descrito por Hinnen et al. (1978), basado en la capta-
cién de ADN por los esferoplastos de levadura en presencia

de polietilénglicol e iones Ca'@

En un experimento tipico se parte de un preculti-

vo de la cepa 830 de S.cerevisiae en 10 ml de caldo YEPD,

incubado a 30°C con aireacién, durante 16-24 h. Se diluye
1 ml en 200 ml de caldo YEPD fresco, contenidos en un ma-
traz de 500 ml de capacidad. Se incuba a 30°C, con agita-
cién (200rpm) hasta mitad de la fase logaritmica (D.O 0.3-
0.4, a 600nm), en que las células se recogen por centrifuga-
cién a temperatura ambiente y se lavan dos veces en sorbi-
tol 1M estéril, resuspendiéndose al final en 20 ml de dicha
solucién. Se afiade la enzima glusulasa (Sigma), hasta una
concentracién 'de 1-2%, y se deja que proceda la digestién
de paredes celulares, a 30°C durante 1 h, con agitacién
suave. Para comprobar la formacién de esferoplastos, se
diluyen alicuotas de 10 ul de la suspensién anterior en gotas
- de dodecilsulfato sédico al 5%, y se observa al microscopio
de contraste de fases la formacidén masiva de formas aberran-
tes e hinchadas, que explotan finalmente. Normalmente basta-
ban 60-90 min de incubacién con glusulasa para que mds
del 90% de las células se conviertieran en esferoplastos.
A partir de aqui las suspensiones celulares se manipulan
con especial cuidado, para evitar la lisis; las centrifugacio-
nes se realizan a baja velocidad (1000g durante 10 min),
Yy a temperatura ambiente; para resuspender los esferoplastos

se recurre a pipetearlos suavemente.

La suspensién de esferoplastos se lava tres veces
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en volumenes de 20 ml de tampén TCS (10mM Tris-ClH; pH
7.5, 10mM cloruro cdlcico, 1M sorbitol), y el sedimento final
se resuspende en 1 ml del mismo tampédn, repartiendo en
tubos Falcon de polipropileno de 10 ml alicuotas de 0.2 ml
la suspensién resultante. A cada tubo (menos a un control)
se aflade una preparacién de pldsmido bifuncional (en nues-

tro caso, siempre portador del alelo silvestre TRP1) en un

volumen de tampén TE nunca superior a 10 ul. La concentra-
cién final de ADN era de 5-30 pg.ml—l , segun los casos.
Las suspensiones de esferoplastos con ADN se dejan en reposo
a temperatura ambiente durante 15 min, y a continuacidn,
a cada una se adicionan 2 ml de solucién PEG (40% polieti-
lén-glicol, 10mM Tris-ClH, pH7.5, 10mM cloruro cdlcico), mez-
cldndose con suavidad. Los tubos se dejan a temperatura
ambiente otros 15 min, y se centrifugan a baja velocidad.
El sedimento, que es ahora muy compacto debido a la aglu-
tinacién provocada por el PEG, se resuspende en 5 ml de
TCS, y se afiaden a un matraz que alberga 100 ml de medio
de regeneracién (MR), mantenido en  sobrefusién a 50°C,
y tras una mezcla cuidadosa, se reparte en 5 o 6 cajas
Petri que ya van provistas de una capa-base del mismo
medio. Una vez solidificado el medio vertido, las cajas se
incuban a 30°C durante 3-5 dias. Al cabo de este tiempo
los transformantes Trp+ son distinguibles netamente como
colonias grandes lenticulares en el seno del agar, sobre
un fondo de pequefias microcolonias crecidas por aprovecha-
miento durante pocas generaciones, de la pequefia cantidad
de YEPD que lleva incorporado el medio. En las condiciones
descritas, y con la cepa receptora 830, no se detectaron

revertientes espontdneos en las placas de control (K1x107
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13.— TECNICAS DE HIBRIDACION ENTRE ACIDOS NUCLEICOS

13.1.— HIBRIDACION in situ DE ADN A PARTIR DE COLONIAS

La técnica de hibridacién in situ de colonias,
descrita por Grunstein y Hogness (1975) es una herramienta
de gran sencillez y utilidad para localizar aquellos clones
que, procedentes de transformacién o transfeccidén, albergan
pldsmidos o fagos recombinantes con un determinado inserto
clonado, siendo claramente distinguibles de todos los demds

que carecen del fragmento en cuestidn.

La técnica se basa en crecer, sobre filtros de
nitrocelulosa, los clones a analizar, lisar directamente las
colonias, de modo que el ADN liberado se adhiera al filtro,
y someter dicho ADN a contacto con una sonda de ADN o
ARN radiactivos. La existencia de hibridacién, por comple-
mentariedad de =zonas mds o menos extensas, se pone de

manifiesto por ulterior autorradiografia de los filtros.

13.1.1.- Preparacién de las soluciones

Mezcla de prehibridacién (MPG)

tampén SSC" (x6)

solucién Denhardt#(x2)

ADN de esperma de salmén IOOug.ml_1
(desnafuralizado:lOO‘—’C, S min)

Antes de su uso debe ser precalentada a 562C

¥ S5C(x20) es 3M NaCl, 0.3M citrato sédico, pH7.0
# Denhardt(x100) es 2% ficol, 2% polivinilpirrolidona, 2%

seroalbumina bovina.
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Mezcla de hibridacién

tampdn SSC (x6)

solucién Denhardt (x2)

dextrdnsulfato 10%

ADN esperma salmén 100 ,,Lg.ml‘l

ADN sonda (107cpm.pg_17 10—100ng.m1_1

Antes de ser incorporadas a la solucién, las dos preparacio-
nes de ADN se desnaturalizan calentando a 1002C durante
5 min, y se enfrian a continuacién enseguida sobre hielo.

El resto de la solucién se precalienta a 65°C.

Soluciones de lavado

La primera (SLG-1) consiste en tampdén SSC(x6), solucidén
Denhardt (x1); la segunda (SLG-11), SSC (x2), dodecilsulfato-
sdédico(SDS) 0.1%; la tercera es tampdn SSC (x2) y SDS 0.1%.

13.1.2.- Procedimiento

Nuestra variante hace uso de la hibridacién en
solucién acuosa sin formamida, en presencia de dextrdnsul-
fato y a alta temperatura. El dextrdn sulfato tiene la venta-
ja .de permitir menores temperaturas de hibridacién debido
a que por su estructura ocupa en la mezcla un volumen
no accesible a los dcidos nucleicos, que ven asi aumentada
su concentracién efectiva, con la consecuente aceleracidn

de la cinética de hibridacidn.

i) Réplica de las colonias a papel de nitrocelulosa.

Las colonias transformantes se replican en hileras
sobre circulos de filtros de nitrocelulosa (Millipore, tipo
HAWP) que cubren la superficie de placas de medio sélido

de LB suplementado del antibidtico adecuado, conservando
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paralelamente placas matriz de las que posteriormente se
podrdan recuperar los clones de interés. Se dejan crecer las
colonias de 8 a 10 h, a 37°C. Si se desea, se puede pi‘ovo—
car la amplificacién de los pldsmidos, transfiriendo los fil-
tros a placas de LB con IOOpg.ml—1 de cloramfenicol e incu-
bando 12 h mds.

ii) Lisis in situ de las colonias

Los filtros, con las colonias en la parte superior,
se transfieren sucesivamente a bandejas provistas de papel

Whatman 3MM empapado en las siguientes soluciones:

12) 0.5M NaOH (para lisar las colonias) tiempo: 15 min
22) 1M Tris (pH7.5) (neutralizacidn) tiempo: 5 min
32) 0.5M; Tris (pH7.5), 1.5M NaCl (idem) tiempo: 5 min

Tras la permanencia del filtro en contacto con cada solucién
se debe secar aquél durante medio minuto, dejdndolo sobre
papel secante de laboratorio, antes de transferirlo a la
siguiente solucién. Es importante cuidar que ninguna de
las soluciones moje directamente la parte superior de los

filtros.

iii) Fijacién del ADN a los filtros

El ADN liberado y adsorbido a las membranas
de nitrocelulosa se fija fuertemente cociendo los filtros al

vacio a 809C, durante 2 horas.

iv) Prehibridacién

Cada filtro se sumerge (permitiendo primero que
se moje totalmente desde su cara inferior) en la solucién

de prehibridacién (MPG), en wun cristalizador de Pyrex de
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‘100 mm de didmetro. Para 5 filtros de unos 80 mm se emplea-
ron 10-15 ml de mezcla de prehibridacién (MPG). El trata-
miento se realiza en estufa de aire a 652C durante 5 h,

estando el cristalizador herméticamente cerrado, y en reposo.

v) Hibridacién

Tras eliminar la mezcla de prehibridacién, se
afiade la de hibridacién (MHG). Para 5 filtros se usan 10
ml. La cantidad de sonda incorporada solia ser de 0.2-0.5
pg de ADN marcado con SZP, con una actividad especifica
de unas 107cpm. pg—l . El tiempo de hibridacién empleado
oscilaba entre 4 y 12 h, a 65°C. Por conveniencia horaria,

se puede prolongar durante una noche.

vi) Lavados

Terminado el periodo de hibridacién, se decanta
la MHG y los filtros se pasan a un recipiente grande, donde
se someten a seis lavados, dos por cada una de las solucio-

nes de lavado (SLG-1 a 111, en este orden), en volimenes
de 500 ml.

vii) Autorradiografia de los filtros

Los filtros se secan sobre papel secante, bajo
ldmpara incandescente, y posteriormente se pegan con cinta
adhesiva a una hoja de papel Whatman 3MM o similar, tras
lo cual se envuelve todo en papel de celofdn. En camara
oscura se coloca sobre la cara del papel 3MM que lleva
los filtros un trozo de pelicula radiogrdfica (Fuji X-Film)

y se introduce en el interior de una caja Kodak X-O-mat
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provista de pantallas intensificadoras Cronex (DuPont), vy

se expone a -752C durante 4 a 12 h.

Tras revelar las peliculas, cada mancha intensa
en la zona de los filtros denota una colonia cuyo ADN posee
homologia con la sonda, y por lo tanto, firme candidato
a albergar un pldsmido recombinante de los buscados. En
la réplica inicial de las colonias a los filtros se incluye
siempre un control positivo para evitar ambigiiedades de
interpretacién en la sefial de hibridacién de las autorradio-

grafias.

13.2.- HIBRIDACION DE ARN TRANSFERIDO A MEMBRANAS DE
NITROCELULOSA

En esta técnica se transfieren moléculas de ARN,
previamente separadas electroforéticamente por tamafios, a
filtros de nitrocelulosa, donde son sondeados con un ADN
marcado radiactivamente. La posterior autorradiografia de
los filtros permite la identificacién de un tipo determinado

de ARN. La técnica ha recibido el nombre popular de trans-
ferencia "Northern'" (Thomas, 1980).

13.2.1.- Preparacién de las soluciones

Mezcla de pretratamiento

tampén SSC (x5)
solucién Denhardt (x5)

tampén fosfato sédico 50mM (pH6.8)

“ 4;‘?\
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Mezcla de prehibridacién (MPN)

formamida 50%

dodecilsulfato sédico 0.1%

solucién Denhardt (x1)

ADN esperma salmén 250 ug.ml_1

(desnaturalizado:1002C, 5 min)

Mezcla de hibridacién (MHN)

Se prepara mezclando en proporcidn 4:1 solucién de prehibri-
‘dacién y dextrdnsulfato del 50%, e incorporando a la mezcla

32

una sonda de ADN marcado con P, previamente desnaturali-

zada por calentamiento a 100°C durante 5 min, y enfriada

rdpidamente sobre hielo.

Soluciones de lavado

La primera (SLN-1) consiste en SSC (x4) y dodecilsulfato-
sédico (SDS) al 0.1%. La SLN-1I es SSC (x2) y SDS al 0.1%.

13.2.2.- Procedimiento

Tras la electroforesis del ARN en gel de agarosa-
formol (apartado 9.3) éste se lava en varios volimenes de
10mM tampén fosfato sddico (pH6.8), durante 1 h. A conti-

nuacién se procede a través de los siguientes pasos:

i) Transferencia del ARN a membrana de nitrocelulosa

Se llena una bandeja o fiambrera con tampén
SSC (x20), y apoydndose en sus bordes, una placa firme

y lisa (p. ej. de cristal), en situacién horizontal. Sobre

- 150 -



esta placa se colocan dos hojas de papel 3MM empapadas
en SSC (x20). Los dos bordes cortos de estas hojas contac-
tan y se introducen en el reservorio de SSC (x20). Encima
de los papeles 3MM se sitia el gel ya lavado, y sobre la
cara libre de éste se deposita un trozo de membrana de
nitrocelulosa cuyas dimensiones exceden 1-2mm de cada lado
del gel, y que ha sido previamente sumergido en agua desti-
lada y en SSC (x20). A continuacidén se sitdan dos trozos
secos de 3MM, y por encima una pila de 5 a 8 cm de grosor
de trozos de papel de filtro normal, todos ellos cortados
a las mismas dimensiones del gel. Finalmente, y para lograr

presién sobre el gel, se coloca un objeto de medio kilo.

Merced a esta disposicién, se establece un flujo
de solucién SSC (x20) desde el reservorio, a través del papel
3MM empapado que sirve de mecha, hasta la membrana de
nitrocelulosa, donde queda retenido el ARN. La transferencia
de los dcidos nucleicos queda virtualmente completada en

12-15 h, a temperatura ambiente.

ii) Fijacién del ARN a la membrana

Se recoge el papel de nitrocelulosa con pinzas,
se seca bajo ldmpara incandescente y se cuece al vacio,
a 80°2C, durante 2 h, con lo que el ARN queda firmemente
adherido. El filtro, que ahora es muy frdgil y quebradizo,
se deja mojar desd§ abajo, depositdndolo sobre la superficie
de wuna solucién de SSC (x3), y sumergiéndolo totalmente

después durante 2 a 5 min.

iii) Pretratamiento

Con €l se persigue eliminar sales e impurezas
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procedentes de los pasos anteriores. El filtro se empareda
entre dos trozos de pldstico que sea fdcilmente sellable por
calor. Se cierran los cuatro lados, menos una pequefia aber-
tura, por donde se introduce la solucién de pretratamiento:
15 ml para un filtro de 150x90 mm. Se eliminan las burbujas
de aire y se cierra herméticamente la bolsa. El pretrata-
miento se lleva en bafio con agitacién, a 42°C, durante 2

horas.

iv) Prehibridacién

Sirve para saturar lugares del filtro que pueden
adherir dcidos nucleicos inespecificamente. - Para un filtro
del tamafio descrito se emplean unos 10 ml de mezcla MPN

y se incuba a 42°C durante 2 h.

v) Hibridacién

Se emplean 10 ml de mezcla de hibridacidén que
lleva 0.2 ug de ADN sonda, con una actividad especifica
de 107cpm. ug-l . La hibridacién se lleva a 42°C durante
48-72 horas.

vi) Lavados

Abierta ' finalmente la bolsa, y eliminado toda
la MPN, se recoge el filtro y se somete a sucesivos lavados
de media hora cada uno: tres lavados en volimenes de unos
300 ml de SLN-1 a temperatura ambiente, seguidos de dos
lavados en volumenes de S00 ml de SLN-11, a 65°C.

La exposicién del filtro sigue el mismo procedi-

miento descrito en 13.1.2.vii.
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14.— SECUENCIADO DEL ADN

El método de secuenciado escogido es el de método
quimico original de Maxam y Gilbert (1977), segin las mo-
dificaciones ulteriores introducidas por los mismos autores
(Maxam y Gilbert, 1980), junto a variaciones de A. Gonzdlez

(comunicacién personal).

La técnica consiste, en esencia, en marcar uno
de los extremos de una de las hebras de un trozo de ADN,
romper dicho ADN parcialmente en cada una de las cuatro
clases de bases, por medio de cuatro reacciones distintas,
y desarrollar una electroforesis en la que los productos
resultantes se separan por su tamafio. La autorradiografia
del gel permite deducir la secuencia observando los nucledti-
dos sucesivos en que fue rota la cadena por la reaccidn

correspondiente.

14.1.- OBTENCION DEL FRAGMENTO DE ADN MARCADO EN UN
EXTREMO

La estrategia empleada en este trabajo consiste

en lo siguiente:

12) Cortar el ADN con una enzima de restriccién
(en nuestro caso, la EcoRl). Uno de los fragmentos que se
generan contiene la secuencia a elucidar. En la estrategia
aplicada aqui, no es necesario separar y purificar este
fragmento respecto de los demds.

32p

2?2) Marcar los extremos 5' con Para ello

se eliminan los fosfatos 5' terminales originales y se susti-

tuyen con fosfato marcado procedente de (y- 32P)ATP.

32) El fragmento de cadena doble en el que se
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encuentra la secuencia de interés debe manipularse
de tal manera que queden separados sus dos extremos marca-
dos en 5'. Se recurre aqui a romper dicho fragmento con

una segunda enzima de restriccidn.

42) Purificar el subfragmento a estudiar (que
estd marcado en uno de sus extremos) tras electroforesis

preparativa en gel de agarosa.

Procedimiento

En este trabajo se partia de unos 20ug de plds-
mido purificado, de unas 14 kb, que se sometian a diges-
tién con Ec_oRI, reaccién que rinde dos fragmentos, consti-
tuyendo el fragmentos de interés el 43% del total de ADN.
Tras inactivar la restrictasa por calor, los extremos de los
fragmentos de ADN se defosforilaron a 37¢C en 30 min, en
un volumen de 50ul de tampdn de fosfatasa alcalina (ver
8.4), con una preparacién de enzima purificada de intes-
tino de ternero (Boehringer). A continuacién se inactivé la
fosfatasa y se desproteinizd la mezcla por dos extracciones
con fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1). Los restos de
fenol y las sales de los tampones se eliminaron por paso
de la muestra por minicolumna de Sephadex G-50 sometida
a centrifugacién (ver 11.2). El eluato se ajustaba a 0.3M
acetato sbédico (pH6.0) , el ADN se precipitaba con etanol,

se sedimentaba por centrifugacién y se secaba al vacio.

Este ADN defosforilado se marcd en sus extremos,

resuspendiéndolo en

agua destilada 9 ul
tampdén quinasa (xlO)(#8.5) 2 ul
(y=22P)ATP (3Ci.mol™%;
333pmol.u1”h) 7 ul
polinucledtido quinasa T4 2 ul (=20 unidades)
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La mezcla se incubaba durante 30-45 min. Se ajustd luego
el volumen hasta 200 ul con agua destilada, y se procedid
a desproteinizacién por dos fenolizaciones. La fase acuosa
final se sometié a cromatografia en minicolumna de Sephadex
bajo centrifugacién. El eluato se ajusté a 0.3M acetato sédi-
co (pH6.0), con posterior precipitacién y lavados del ADN
por mezcla con etanol frio. El sedimento, una vez secado
al vacio, se resuspendia en 40 yul de tampén de Bglll, pro-
cediéndose a la segunda digestién  con  restrictasa
g_&l_ll (20 unidades, en un volumen de 50 ul, a 37°C, durante

2 horas).

Finalmente la muestra se sometia a electroforesis
en gel de 1% de agarosa de bajo punto de fusidn. La banda
de ADN de la que se queria secuenciar (fragmento EcoRI-
Bglll, de wuna 500 p.b.) se extrajo y purificé del gel por
el procedimiento descrito en 10.2. E1  ADN se  resuspendid

en 30 ul de agua destilada.

14.2.- REACCIONES DE ROTURA QUIMICA ESPECIFICAS DE BASES

El punto central del método de Maxam y Gilbert
consiste en las roturas de la cadena del ADN a nivel de
las cuatro bases. La preparacién de ADN marcado en un
extremo se divide en cuatro alicuotas, y con cada una de
ellas se realiza una reaccidén quimica distinta. La reaccidn
puede ser especifica de una o de dos bases, y se verifica
en tres pasos: primero, modificacién de la estructura electré-
nica de la base , lo que facilita las otras fases, elimina-
cién de la base modificada respecto del esqueleto azicar-
fosfato y finalmente, rotura de dicho esqueleto a nivel de
la base desplazada. En los dultimos protocolos desarrollados
el desplazamiento de base y rotura de la cadena se logran

T
,v,/
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simultdneamente por piperidina. El primer paso se ha de
realizar en condiciones tales que permitan la modificacién
de una sola base por cadena en la zona que se pretende

secuenciar.

14.2.1.- Tampones y soluciones

El tampén DMS consiste en 50mM cacodilato sédico
(pH8.0), 1mM EDTA-Na, . La mezcla de parada del dimetil
sulfato (MP-DMS) es 1.5M acetato sbédico (pH7.0), 1M 2-mer-
captoetanol, 100 ug.ml-lARNt de levadura.

Piperidina 1M : se prepara inmediatamente antes
de su uso, diluyendo piperidina pura (99%) en agua (1:10).
La solucién de piperidina-formiato (P-F) se prepara ajustan-
do a pH2.0 con piperidina, una solucién de dcido férmico

en agua, al 4%.

El dimetilsulfato (DMS), de 99% de pureza se
obtuvo de Aldrich; la hidrazina (HZ) empleada era de grado

reactivo (95%), de la casa Eastman-Kodak .

La mezcla de parada de la hidrazina (MP-HZ)
se compone de 0.3M acetato sdédico, 0.1 mM EDTA-Na 100

1 2
ARNt de levadura.

pg.ml”

La solucién de formamida y colorantes (FXA) se
emplea para desnaturalizar el ADN introducido en los geles
de secuenciado; consta de 80% (v/v) formamida, 50mM tampén
tris-borato (pH8.3), 1mM EDTA-Naj, , 0.1% xiléncianol, 0.1%

azul de bromofenol.
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14.2.2.- Procedimiento

i) Rotura del ADN a nivel de guaninas (reaccién G)

En un tubo Eppendorf de polipropileno se mezclan

5 #l del ADN marcado (final apartado 14.1) y 200 wul de
tampén DMS. El tubo se mantiene sobre bafio de hielo; para
comenzar la reaccién se afiade 1 ul de dimetilsulfato (DMS)
y se pasa el tubo a un bafio termostatizado a 20°C. Se incu-
ba durante 3 min y la reaccién se detiene adicionando 50
ul de MP-DMS preenfriada a 0°C y pasando a bafio de hielo.

Para precipitar el ADN, se afiaden 750ul de etanol absoluto
frio y se mantiene el tubo sobre nieve carbénica hasta la
congelacién de la mezcla. Tras centrifugar (12000g, 5 min
a temperatura ambiente), el sedimento de 4dcidos nucleicos
se resuspende en 250 ul de acetato sdédico 0.3M (pH7.0) pre-
enfriado (0°C) y se reprecipita por mezcla con 750ul de eta-
nol absoluto frio y congelacién sobre nieve carbénica (unos
5 min). Tras centrifugacién y lavado en etanol del 70%,
el sedimento se seca brevemente al vacio y se resuspende
en 100ul de piperidina 1.0M. El tubo, bien cerrado, se incu-
ba a 90?C durante 30 min.

ii) Rotura del ADN a nivel de purinas (reaccién G+A)

Se diluyen 10 ul del ADN marcado con 10 ul de
agua destilada, en tubo Eppendorf emplazado en bafio de
hielo. Se afiaden 2ul de solucién P-F , y se incuba a 37°C
durante 30 min para conseguir la modificacién y eliminacién
limitada de purinas, deteniéndose la reaccién por congelacidn
de la muestra sobre hielo seco. A continuacién, dicha mues-

tra se somete a liofilizacién, tras lo cual el ADN se rompe
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especificamente mediante su resuspensién y tratamiento en

100yl de piperidina 1M a 90¢2C durante 30 min.

iii) Rotura del ADN a nivel de pirimidinas (reaccién T+C)

Se toman 10 ul del ADN marcado y se mezclan
a 02C con 10wl de agua destilada. Se afiaden 30yl de hidra-
zina y se incuba a 20°C durante 20 min. La reaccidén de
modificacién de pirimidinas se detiene afiadiendo 200yl de
la mezcla MP-HZ a 0°C. Para precipitar el ADN se adicionan
y mezclan 750ul de etanol absoluto frio, y se pasa a nieve
carbénica hasta congelacién de la muestra. Se centrifuga
y se elimina el liquido, el sedimento se lava con etanol
del 70%, y se seca al vacio, resuspendiéndose finalmente
en 100 yl de piperidina 1M. Se calienta a 902C durante 30
minutos.

iv) Rotura del ADN a nivel de citosinas ( reaccién C)

Se mezclan 5ul del ADN marcado con 15ul de clo-
ruro sdédico S5M a 0°C. Se afiaden 30pl de hidrazina y se
procede exactamente igual que en la reaccién T+C del apar-

tado anterior.

14.3.- ELECTROFORESIS DE SECUENCIADO

Las cuatro muestras sometidas a las respectivas
reacciones detalladas en 14.2 se preparan para ser sometidas
a electroforesis en geles delgados de poliacrilamida-urea
que permiten discernir fragmentos de ADN que se diferencian
en una sola base. Las muestras se congelan sobre nieve

carbdénica y se liofilizan durante unas 12 h, con objeto de
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eliminar la piperidina. El ADN de cada tubo se resuspende
en 10 yl de la solucién de formamida y colorantes (FXA),
en la que es desnaturalizado por calentamiento a 90°C du-
rante 2 min, pasados los cuales los tubos son pasados rapi-
damente a bafio de hielo para evitar la renaturaliza -
ciébn. Las muestras se aplican lo antes posible a sendos

pocillos de un gel de secuenciado.

14.3.1.- Preparacién de los geles

Ya que en este trabajo sélo se requeria conocer
una secuencia corta a partir del extremo marcado (no mds
de 50 nucledétidos), sdélo se hizo uso de geles de secuenciado
de 20% de poliacrilamida. La electroforesis necesita geles
delgados de gran longitud, que permiten una perfecta resolu-
cién de bandas sucesivas correspondientes a moléculas que
difieren en un solo nucleétido. Siguiendo las recomendaciones
de Maxam y Gilbert (1980), para hacer el molde se emplearon
dos placas de vidrio de 40x20 cm, y separadores de tefldn
de 0.5 mm de grosor que, impregnados de grasa de vacié
se colocaron en los dos lados mayores. El conjunto se cierra
por los dos bordes mayores y por uno de los cortos con cinta
adhesiva pldstica resistente, y como precaucién adicional

para evitar escapes se colocan varias pinzas 'bulldog".

Para preparar el gel se mezclan los siguientes

componentes:

solucidén acrilamida 38%+

+ bisacrilamida 2%, filtrada 6 ml
urea 15 g
agua destilada 10 ml
tampén TBE (x10) 3 ml
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Una vez lograda la disolucién total de la urea, la mezcla
se filtra a través de una membrana de nitrocelulosa (Milli-
pore tipo HAWP; 0.45um de didmetro de poro) y se degasifica
al vacio. Para iniciar la gelificacién rdpida se afiaden 200
ul de una solucién fresca de persulfato aménico al 10% y
18ul de TEMED, y se homogeniza por rotacién suave del fras-
co. La mezcla se vierte inmediatamente en el molde hasta
que llegue a la parte superior. Entonces se coloca el peine
de teflén para producir los pocillos. El molde se coloca aho-
ra en posicién inclinada cercana a la horizontal. Producida
la polimerizacién de la poliacrilamida se quita el peine
lavdndose los pocillos con tampén TBE(x1), rellendndose luego
con dicho tampén. Se retira la cinta adhesiva y el molde
se coloca en el aparato de electroforesis wvertical, con las
cubas llenas de TBE (x1). Antes de colocar las muestras
se procede a una pre-electroforesis en blanco, con objeto
de eliminar los catalizadores y precalentar las placas de

vidrio, a 1600 voltios durante 30-60 min.

14.3.2.- Desarrollo de la electroforesis y autorradiografia

del gel

El orden de 1los pocillos correspondientes a las
muestras es, de izquierda a derecha: G, G+A, C+T, C. Las
muestras se aplican inyectdndolas con aguja Hamilton de

extremos romos, al fondo de los pocillos.

La electroforesis se desarrolla a 1400 voltios
(aunque eventualmente haya que reajustar el voltaje para
que la temperatura de los cristales quede a unos 502C) vy
se desconecta cuando el frente de azul de bromofenol ha
recorrido la tercera parte de la longitud del gel. Se retira
el molde del aparato de electroforesis. Se retira uno de los

cristales; sobre la superficie ahora libre del gel se coloca
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un trozo de papel Whatman 3MM empapado en agua, cuidando
que se adhiera al gel sin formar arrugas. Se invierte el
conjunto y se retira la segunda placa de cristal. La superfi-
cie del gel libre se cubre con celofdn transparente, evitando
la formacién de arrugas y burbujas. El gel asi cubierto

se seca en un desecador de geles, durante 2 h.

En cdmara oscura, el gel seco se pone en contac-
to, por la superficie cubierta con celofdn, con un trozo de
pelicula radiogrdfica y se introduce en caja hermética Kodak
X-O-mat. La exposicién sin pantallas intensificadoras (3-

4 dias a -75°C) da mejores resoluciones.

14.3. 3 Interpretacidén de los resultados

Tras la exposicién y revelado de la pelicula
radiogrdfica, ésta muestra un patrén de bandas apiladas
que representan moléculas marcadas en el mismo extremo.
Las bandas de un mismo callején proceden de moléculas
de tamafios discretos diferentes, obtenidas por rotura parcial

de del ADN , en una reaccién mono- o biespecifica.

La lectura de la secuencia se realiza -observando

el patrén de bandas en cada nivel horizontal:

- una banda ha de aparecer en A+G o en T+C.

- si una banda purina (A+G) va acompafiada
en el mismo nivel horizontal por una banda en la calle A,
se concluye que esa posicién corresponde a adenina. En caso
contrario, se trata de guanina.

-~ similar razonamiento se sigue con las pirimidi-

nas (callejones T+C y C).

Procediendo de esta manera se va anontando la

secuencia hasta el limite de resolucién de la autorradiografia.
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15. MARCADO DE PROTEINAS DE LEVADURA Y ELECTROFORESIS
EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS

El método de pulso de marcado in vivo de protei-

nas de S.cerevisiae fue derivado a partir del de Hitzeman

et al.(1983a).Cada cepa de levadura se inocula en caldo
MGCA y se incuba a 30°C hasta mitad de la fase logaritmica
(D.0.=0.5-0.7, a 600nm), en que los cultivos se centrifugan
y se lavan en caldo MG (sin casaminodcidos). Alicuotas co-
rrespondientes a 2-107 células se centrifugan y el sedimento
se resuspende en 0.2 ml de caldo MG suplementado con una
mezcla de todos los aminodcidos, a excepcién de metionina.
El pulso radiactivo se verifica afiadiendo 10 pCi de (355)—
metionina e incubando a 30°C durante 1 hora, con agitacidn
suave, tras lo cual las células son recogidas, resuspendidas

en 50yl de tampdén de carga de muestras (0.1M Tris~-ClH ,pH6.8
2% dodecilsulfato sdédico, 10% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol,
0.1% azul de bromofenol) y lisadas calentando a 95°C durante
5 min. Los extractos asi preparados se usan para desarro-
llar electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10%,
segin la técnica de Laemli (1970). Como patrones de pesos
moleculares se incluyeron las proteinas marcadas del fago
029 (suministradas por M.Salas) o las del virus de la esto-

matitis vesicular (cesidén de L. Carrasco).

Terminada la electroforesis, el gel se¢ sumerge
durante 30 min en wuna solucién 1M de salicilato sédico,
se seca al vacio y se expone a una pelicula de rayos X,
previamente fogueada con un destello de luz roja. El tiempo

de exposicién es de 1-3 h, a -70°C.
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16.— ENSAYO DE NITROGENASA CON EXTRACTOS LIBRES DE
CELULAS

16.1.- PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE K.pneumoniae

Se hizo siguiendo en buena parte las recomenda-

ciones de Dixon et al (1977) y Cannon (1980).

Para conseguir los cultivos en condiciones activa-
doras para la nitrogenasa se procedié de la siguiente mane-
ra: se inocula una colonia reciente de la cepa de K.pneumo-

niae en 5 ml de caldo LB y se incuba a 37°C, con airecién

durante 3-5 h. Dos mililitros del precultivo obtenido se dilu
yen en 250 ml de caldo DM en un matraz de cierre hermético
de medio litro de capacidad. Se incuba a 30°C durante 12-
15 h, con agitacién. Al cabo de este tiempo, se centrifuga
el cultivo a temperatura ambiente y las células se resuspen-
den en caldo NFDM, que estd exento de nitrdégeno combinado ,
en frascos de cierre hermético, en los que inmediatamente
se establece una atmésfera libre de oxigeno y enriquecida
en nitrégeno. Los frascos se agitan, a 30°C, durante 5-6

horas.

A partir de aqui, en el proceso de obtencién
de extractos, todas las soluciones y suspensiones se manipu-
lan bajo atmésfera de nitrégeno. Los tubos estdn hermética-
mente cerrados y sus tapones van provistos de un circulo
de goma a través del cual se facilita la inyeccién de los
gases y liquidos.requeridos. Las soluciones que aparecen
a continuacién son burbujeadas intensamente con nitrégeno
antes de afiadir el ditionito sdédico con las que todas van

suplementadas ( a excepcidén del tolueno).

El cultivo final se centrifuga, las céllulas se
lavan en 50 ml de 25mM Tris-ClH (pH7.4), 0.1 mg.ml ditioni-
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to sédico, y se vuelven a centrifugar. El sedimento se resus-
pende en 4 ml de tampén HMD (25mM HEPES, pH7.4, 5mM
sulfato magnésico, 0.1 mg.ml_lditiotreitol, 0.2 mg.ml_1 ditio-
nito sédico), afiadiéndose 0.25 ml de tolueno e incubdndose
a 25°C durante 30 min bajo atmdsfera de nitrégeno. Las
muestras se congelan en nitrégeno liquido hasta el momento
de la preparacién de la reaccién de la nitrogenasa; entonces
las muestras, ya descongeladas son adicionadas de tritén

X-100 hasta 3%, y se agitan a 30°C durante 30 min bajo at-
mésfera inerte.

16.2.— PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE LEVADURA

Se realizé adaptando un procedimiento de lisis
osmética de esferoplastos. Cincuenta mililitros de un precul-
tivo de 15 h de la cepa de levadura en cuestién, en caldo
MGCA, se mezclan con 200 ml de MGCA fresco, en un frasco
hermético de medio litro, en el que se crea una at-
mésfera de nitrégeno. Se incuba a 30°C, con agitacidén, hasta
que la D.O. alcance 0.5-0.7 (a 600nm). Las células se re-
cogen por centrifugacién en tubos saturados de nitrégeno
y se resuspenden en 25 ml de solucién SED (1M sorbitol,
25 mM EDTA-Na,, 50mM ditiotreitol 0.1 mg.ml” ditionito sédi-
co), incubdndose 15 min a 30°C. Las levaduras se centrifu-
gan y se lavan dos veces en tampén TS (10mM T[ris-ClH,
pH7.5, 1M sorbitol, 0.1 mg.ml—lditionito sdédico). Para obtener
los esferoplastos, las células, resuspendidas en 25 ml de
TS se incuban con 0.3-0.5 ml de B8-glucuronidasa, a 30°C,
durante 1 hora. Los esferoplastos se recogen por centrifuga-

cidn y se lavan tres veces en volumenes de 25 ml de TS.
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Finalmente, para provocar el choque osmético, se resuspenden
en 1 ml de tampén HMD (ver 16.1) y tritén X-100 hasta 1%

agitando a 302C durante 30 min.

16.3.— ENSAYO in vitro DE LA NITROGENASA

Los detalles técnicos del método seguido estdn
descritos por Eady (1980). La reaccién de la nitrogenasa
se lleva en viales herméticos de cristal de unos 10 ml de
capacidad, en 1 ml de mezcla consistente en 25mM HEPES
(pH7.5), 12.5 mM cloruro magnésico, 5mM ATP, 3.5mM creatin-
fosfato, 0.1 mg.ml’lcreatin—quinasa, 0.5 mg.ml_1 seroalbimina
bovina, 20 mM ditionito sdédico, bajo atmédsfera de 90% nitréd-
geno y 10% acetileno. Dentro del volumen de mezcla de reac-

cién se incluyen alicuotas de los extractos de K.pneumoniae,

(con una concentracién de 2 mg.ml—-lde proteina), de levadu-
ra (20-60 mg.ml “lae protefna), o mezcla de ambos.Los tubos
se incuban a 302C, a diversos tiempos (hasta 12 h) y la
reaccién se detiene por adicién de dcido tricloroacético, has-—

ta 3%.

La actividad nitrogenasa se determina como capa-
cidad de reduccién de acetileno a etileno, analizando mues-
tras de la atmdsfera de cada tubo al término de la reaccidn
mediante cromatografia gaseosa. Se empled un cromatdgrafo
Perkin-Elmer F33, provisto de detector de ionizacién de llama
y columna Poropak de alumina, de 80 mesh y 45 cm de longi-
tud, a 1152C, y con nitrégeno como gas po?tador, con flujo

de 50 ml.min“1

Las determinaciones de proteina de los extractos

se hicieron segun el procedimiento de Lowry et al. (1951).
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EXPERIMENTOS Y RESULTADOS



1.-CLONACION DEL FRAGMENTO nif DE pSA30 EN pAAR6.

El operdén estructural que codifica los polipépti-
dos de la nitrogenasa de K.pneumoniae (nifHDKY) estd inclu-

ido en el fragmento EcoRl de 6.8 kb del pldsmido pSA30 (a

dicho fragmento lo denominaremos a partir de aqui Eco-nif30).
Segun los datos de secuencia de la zona 5' que precede

a nifH (Scott et al., 1981; véase Fig 25), entre el sitio Eco

Rl proximal a este gen y su correspondiente coddén iniciador
existen 291 pares de bases. En esta zona se dan tres triple-
tes ATG inespecificos, o sea, que en bacterias no son codi-
ficadores al no encontrarse dentro de un marco abierto de
lectura ni poder servir como inicios procaridticos de sintesis
de proteinas, al no disponer de secuencias previas adecuadas
para unién de ribosomas. Si estos tripletes tuvieran que
funcionar ., »Dues, como 1inicios de traduccién en levadura,
darian marcos de lectura totalmente incompatibles con la

sintesis del producto de nifH: los dos primeros tripletes

(los mds préximoes al sitio EcoRl), situados respectivamente
en las coordenadas (-278 a -276) y (-187 a -185) respecto
del inicio de codificacién de nifH (coordenada +1) origina-
rian cortas sec.uencias traducibles que terminarian antes

de nifH., £l tercer triplete (-52 a -50) iniciarfia un marco

de lectura que se introduciria en nifH, pero sin coincidir

con la fase correcta de este gen.

En un experimento inicial se procedié a clonar

el fragmento Eco-nif30 en el vector bifuncional pAAR6,que
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es un pldsmido de tipo '"sandwich" que suministra sefiales
para el comienzo y la terminacién de la transcripcién en

S.cerevisiae. Con ello se pretendié obtener una construccidn

genética destinada a expresar la regién nif en levadura
a nivel de transcripcién, pero a partir de la cual previsi-
blemente no se produciria traduccién del mensaje de nifH

por las razones antes expuestas.

Se extrajo el pldsmido pSA30 de E.coli GM4 usan-
do la purificacién por centrifugacién en gradiente de cloru-
ro de cesio. Unos 25 ug de este pldsmido se digirieron total-
mente con 50 unidades de la endonucleasa EcoRl. El ADN
se sometié a electroforesis preparativa en gel de 0.7% de
agarosa. Tras tefiir el gel con bromuro de etidio se visuali-
zaron con luz UV de onda larga las dos bandas correspon-
dientes respectivamente al fragmento Eco-nif30 (6.8 kb) y
al vector pACYC184 (4 kb). La porcién del gel que contenia
el fragmento nif fue utilizada para aislar y purificar su
ADN por electroelucién, tal como se describe en Material
y Métodos (apartado 10.1) El ADN electroelufdo, una vez
sometido a dos fenolizaciones sucesivas para eliminar conta-
minantes de la agarosa, fue finalmente disuelto en 10ul de
tampén TEB. Se recuperaron unos 4 ug de fragmento nif,
lo que teniendo en cuenta el material de partida, supone un
rendimiento del 25% de eficiencia de recuperacién de ADN

tras el proceso de electroelucién.

Por otro lado, el vector pAAR6, purificado igual-
mente por gradiente en cloruro de cesio, fue hidrolizado
con EcoRl. Un microgramo de vector asi linearizado fue tra-

tado con fosfatasa alcalina para desfosforilar sus extremos

y finalmente suspendido en 10ul de tampén TE8.
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En un volumen de 20 ul de tampédn de ligacién
se mezclaron 0.5pg de pAAR6 linearizado desfosforilado vy
1 yg de fragmento Eco-nif30, afiadiéndose 400 unidades de
ligasa de T4. La reaccién de ligacidén se llevéd a 4°2C durante
12 h. Pasado este tiempo la mezcla se usd directamente para
transformar células competentes de E.coli MC1061. La frecuen-
cia de transformantes resistentes a ampicilina (ApR) fue
del orden de 6.103— 1.10% por ug de ADN. Un control en
paralelo qué implicé transformacién con una concentracién
idéntica de pAAR6 linearizado, desfosforilado y tratado con
ligasa rindié solamente 20 transformantes por ug, lo que
supone indicio de wuna alta eficiencia de desfosforilacidn,
y por lo tanto gran frecuencia esperable de recombinantes

entre los transformantes.

Se analizaron varias colonias al azar de entre
los transformantes para la presencia de pldsmidos hibridos
(utilizando la técnica de extraccién de pldsmidos en pequefia
escala seguida de una sencilla caracterizacién por endonu-
cleasas). Los «clones contenian, en efecto, pldsmidos con
insertos del fragmento nif en las dos orientaciones posibles.
La orientaciones se dedujeron empleando la digestién por
Bglll, enzima que tiene un sitio diana en la porcién del
vector y otro en la zona nif. El pldsmido recombinante que
lleva el fragmento Eco-nif en posicidén orientada correcta-

mente (o sea, con los genes nif con su sentido de transcrin-

c1én correspondiénte al el nromotor de ADC1l: confisuracién

5'-promotor-nif-terminador-3') fue denominado pEIl.



2.- MODIFICACION in vitro DE LA REGION 5' PREVIA A
nifH

Debido a los previsibles problemas de tra-
duccién errénea en levadura del mensaje de nifH a par-
tir del pldsmido pEll a causa de los tripletes ATG situados
en la regién 5' precedente al operdén nifHDKY, todo intento
de lograr la expresién del polipéptido de la ferropro-

teina de la nitrogenasa en S.cerevisiae debe pasar por

la eliminacién de dichos tripletes, de modo que sea el
primer coddn de nifH el que suministre el inicio de sintesis

proteica.

En la corta secuencia que media entre el tercer
triplete erréneo (coordenadas 52 a -50) y el coddén inicial
de nifH no se da ninguna diana para alguna enzima de
restriccién que no sea capaz de cortar simultdneamente
en el interior de Eco-nif30. Por lo tanto, para eliminar
la porcién 5' no codificadora se recurrié a una estrategia
de delecciones progresivas in vitro, de forma controlada,‘
desde los extremos del fragmento Eco-nif30, empleando
la enzima Bal3l. Se pretendia, pues, obtener delecciones
que afectaran mds alld de la coordenada -52, pero que
no alcanzaran la coordenada +1, lo que supone lograr
que, dentro de la heterogeneidad de fragmentos generados
por Bal3l haya wuna buena representacién de delecciones
de mds de 239 pb y de menos de 291, contabilizadas desde

el extremo EcoRl proximal a nifH.

Para aumentar las expectativas de éxito en el
experimento definitivo se procedié previamente a calibrar
la actividad de Bal3l frente a una alicuota de la misma

preparacién de ADN que habria de utilizarse en el ensayo
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final. Se purificé ADN de pEIl por gradiente de cloruro de
cesio. Unos 50 ug de la preparacién se digirieron totalmente
con 30 unidades de EcoRl. Tras inactivar la endonucleasa
y desproteinizar por fenolizacién, se precipité el ADN con
etanol, y se resuspendié en 12.5 ul de tampdén TE8. Tras
unas pruebas de tanteo inicial, las condiciones de ensayo
para determinar la actividad de Bal3l sobre la muestra de
pEll digerida por EcoRIl quedaron asi: 10ug de dicha muestra
se disolvieron en 50ul de tampdén de reaccién de Bal3l (apar-
tado 8.2 de Material y Métodos), preincubdndose en bafio
a 30°C durante 5 min. La reaccién se inicié afiadiendo 0.5
ul de una preparacidén de Bal3l, equivalentes a 1.5 unidades .
A los 8 y 12 min se detuvo la reaccién de sendas alicuotas
de 25ul por adicién de EGTA (dcido etilénglicol-bis-(B-amino-
etil éter)-N,N'-tetraacético) hasta 20mM, a 0°C. Para compro-
bar la magnitud de la digestién desde el extremo EcoRl

proximal a nifH (uno de los 4 extremos sobre los que actda

la enzima en esta mezcla), alicuotas de cada tiempo de tra-
tamiento (asi como wun control no tratado) se sometieron a
digestiones por Bglll, enzima que corta a 728 pb de EcoRI
en el fragmento Eco-nif30 original, y se determinaron, a
partir de electroforesis en 2% de agarosa (Hg 11), lasdismi-
nuciores de los tamafios del segmento primitivo EcoRI-Bglll.
En la Fig 12 se representan los resultados. Como se aprecia,
a los 8 min de tratamiento por Bal3l el fragmento EcoRI-
Bglll ha quedado reducido a una poblacién heterogénea de
fragmentos cuyos tamafios oscilan mayoritariamente entre
580 y 680 po . A los 12 min la mayor parte de los fragmen-
tos estd comprendida entre 480 y 680 pb , con una zona
muy intensa en la electroforesis, correspondiente a 520-530
pb Tomando en consideracidén este ultimo valor, se deduce

que la enzima Bal3dl ha eliminado bajo las condiciones des-
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Fig 11:

A B CD

Calibracién actividad Bal3l sobre ADN de pEll
digerido previamente por EcoRl, y posteriormente
hidrolizado por Bglll. A) control sin Bal3l; C)
muestra tratada, 8 min. D) muestra tratada, 12
min.” B) patrén ADN de &X174 (RFI1) digerido por
Haelll.
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Representacidén semilogaritmica de la Fig 11: pobla-
cién de segmentos derivados del fragmento EcoRIl-
Bglll de 728 pb (punto 2), tras digestién de los
fragmentos Eco-nif de pEll por Bal3l durante 8 min
(A) y 12 min (B). El punto 1 representa el fragmen-
to _E_g_gRl—_B_gUl de 1500 pb, correspondiente a la por-
cidn de pAAR6 de pEIl



critas unas 16-17 po por minuto desde el extremo EcoRI
proximal a nifH. (Esta tasa de digestién coincide con la
que se determina si a los 8 min se considera 600 pod
como la longitud media representativa). Obsérvese que a
los 12 min el limite superior de tamafios de fragmentos apre-
ciables en el gel (unos 680 pb ) es prdcticamente similar
al encontrado a los 8 min. Esto indica que muchas moléculas

de Bal3l se detienen en su accidn tras haber eliminado unas

50-60 pb Se ha descrito que la enzima Bal3l tiende a atas-

carse en zonas del ADN ricas en G+C. En nuestro caso, a
unas 60 pb de EcoRI existe una regidn que posee abun-
dantes G y C (fig 25), lo que seguramente constituye una

barrera al avance de muchas moléculas de la nucleasa.

Los fragmentos nif con delecciones adecuadas
a nuestros propdsitos deben rendir, tras el corte con Bglll
sub-fragmentos de 437 a 488 pb . Como se ve en el experi-
mento de calibracién, a los 12 min hay wuna zona patente
en la electroforesis correspondiente a 480-550 pb , por lo
que se puede asegurar que bajo las condiciones empleadas
se obtienen delecciones del fragmento original que cumplen
los requisitos buscados, aunque la mayor parte de ellas

estdn cercanas al limite superior de tamafio admisible.

Para el experimento definitivo de reseccién del
fragmento Eco-nif30 de pEIl se reprodujeron todas las condi-
ciones descritas mas arriba, variando los tiempos de trata-
miento para mejorar la proporcién de moléculas buscadas:
10 ug de la misma preparaciéon de ADN digerido por EcoRI

se incubaron en 50ul de tampdn con 1.5 unidades de Bal3l

a 302C. Sendas alicuotas de 25ul fueron inactivadas para la
enzima a los 13 min (210-220 pbh que se espera queden

eliminados) y a los 15 min (240-260 pb ). Tras desproteini-
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zar y precipitar el ADN de cada muestra, ésta se resuspende
en 25ul de tampén TEB, empledndose 5ul de cada una para
la digestién con Bglll con vistas a la confirmacién de la

cuantia de la actuacién de la nucleasa Bal3l. La subsecuen-

te electroforesis (Fig 13) muestra que a los 13 min los frag-
mentos pequefios detectables en el gel oscilaban entre 600
y 420 pb de longitud (130 a 310 pb eliminadas). A los
15 min la mayor dispersién de tamafios hace que la poblacidén
de moléculas pequefias sea poco visible en el gel, pero asu-
miendo que Bal3l actda a igual velocidad desde los cuatro
extremos presentes en la mezcla, se puede deducir, tomando
como control el fragmento EcoRl-Bglll de 1500 pb (corres-
pondiente al vector pAAR6) que se han eliminado de 200 a
650 pb de cada extremo. Por lo tanto, también en la ali-
cuota tratada durante 15 min debe haber asimismo moléculas

adecuadas a nuestros propdsitos (Fig 14).

3.— CLONACION DE LOS FRAGMENTOS nif RESECCIONADOS EN
EL VECTOR DE EXPRESION pAAR6.

Tras las delecciones in vitro se procedidé a reali-
zar las manipulaciones pertinentes para insertar las molécu-
las nif en el wvector pAAR6. En primer lugar se aislaron
los fragmentos nif deleccionados respecto de los fragmentos
igualmente acortados correspondientes al vector, presentes
en la mezcla de pEIl tratado por EcoRl y Bal31l. Para ello

se recurrié a electroforesis preparativa en 0.5% de agarosa

(en la Fig 15 se muestra el aspecto del gel tras la electrofo-
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Fig 13:

"ABCOD

Actuacién de Bal3l sobre pEll previamente digeri-
do por EcoRl, visualizado tras hidrélisis con BglllI,
por electroforesis en 2% agarosa. A) control sin
Bal3l; C) muestra tratada durante 13 min. D)
muestra tratada durante 15 min. B) patrdn de

ADN de @X174 (RFI1) digerido por Haelll.
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Representacién semilogaritmica de los resultados
de la Fig 13. La zona B representa el rango de ta-
mafios del fragmento EcoRI1-Bglll de 728 pb, tras
una digestion por Bal3l de 13 min. La zona A es
el rango derivado del fragmento de 1500 pb de pAAR6

después de un tratamiento de 15 min.
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Fig 15: Electroforesis de los fragmentos _E_g_g_RI de pEIl trata-
dos por Bal3l durante A) 0 min., B) 5 min., C)

13 min., D) 15 min.



resis de muestras correspondientes a distintos tiempos de

tratamiento con Bal3l).

Unos 4 ug de ADN de pEll digerido con EcoRl
y tratados 13 min con Bal3l se repartieron en varios pocillos
de gel para evitar la saturacién de ADN en un solo callején
y el consiguiente riesgo de solapamientos de bandas corres-
pondientes a los dos fragmentos. Una vez terminada la elec—
troforesis y tefiido el gel, se recorté la banda formada por
los fragmentos nif, sometiendo el ADN a electroelucién, puri-
ficacién por fenolizacién y precipitacién con etanol. Final-

mente se resuspendié en 20yl de tampdn TE(pH7.6).

Debido a que la accién de Bal3l sobre las dos
cadenas puede no ser uniforme, suelen quedar muchas molé-
culas con cortos extremos protuberantes, heterogéneos. Con
objeto de uniformar toda la poblacién de moléculas a extre-
mos romos, que se requieren para el paso ulterior, los frag-
mentos nif (1ug de ADN electroeluido) se trataron con la
enzima Klenow en presencia de los cuatro desoxinucledsidos
trifosfatos (Material y Métodos, 8.7.1). Terminada la reaccidn
e inactivada la enzima por calor, el ADN se precipité por

etanol y se resuspendié en 18,1l de agua destilada.

Con estos 18yl de ADN (correspondientes a unos
0.25 picomoles de fragmento nif) se resuspendieron 2ug del
oligonucledtido sintético portador de la diana para EcoRI,
previamente preparado segun Material y Métodos (8.8). Se
afiadieron 2u1‘ de tampoén de ligacién concentrado (x10) vy
800 unidades de ligasa de fago T4. La concentracién aproxi-
mada del ligador EcoRl en la mezcla es de 12.5uyM, y la
de nif es de 12.5nM. Por lo tanto, se usé un exceso molar
de 1000 veces de ligador respecto de los fragmentos nif pro-

vistos de extremos romos. La reaccién se llevd a 169C duran-
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te 16 h. Inactivada la ligasa por adicién de EDTA, el ADN
se precipité y lavd con etanol, siendo finalmente resuspendi~

do en 36yl de agua destilada.

El siguiente paso consiste en convertir a extre-
mos protuberantes EcoRIl las moléculas ligadas en la reaccidn
anterior, y purificar los fragmentos nif respecto de los oli-
gonucledtidos en exceso no unidos a dichos fragmentos nif.
Los 36 ul de solucién de ADN del pdrrafo anterior se ajusta-
ron a 40 ul con tampén concentrado (x10) "Endo-altas sales"
y se afiadieron 70 unidades de enzima EcoRI, incubdndose
a 37°C durante 4 h. Tras inactivar la enzima por EDTA,
la muestra se sometié a filtracién por columna de Ultrogel
tal como se describe en Material y Métodos (11.3), con objeto
de separar los fragmentos nif respecto de los oligonucleétidos.
Se recogieron 45 fracciones de 0.1 ml cada una, y se midid
la emisién beta procedente de los ligadores marcados en
un contador de centelleo, obteniéndose la curva de elucién
mostrada en la rig 16. Las fracciones que configuran el
primer pico (n? 11-17), que contienen el ADN de alto peso
molecular correspondiente a los fragmentos nif, se juntarop

y dicho ADN se precipitd y secé al vacio.

Este ADN fue resuspendido en 10 1l de tam-
pén de ligacién en el que previamente se habfa disuelto
0.5ug de vector pAAR6 linearizado por EcoRl. La unidn cova-
lente de ambos tipos de moléculas fue promovida por adicién
de 400 unidades de ligasa e incubacidén a 4°C durante 12

horas.

La mezcla procedente de la ligacién, repartida
en dos alicuotas de 5ul, se empleé para transformar sendas
preparaciones de células competentes de E.coli MC1061. La

Sug—Ide pPAARG.

frecuencia de transformantes fue de 2.10
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Fig 16: Curva de elucién de los fragmentos nif respecto de los

ligadores EcoRl no incorporados. Filtracién en mini-
columna de Ultrogel AcA-34. e




El andlisis electroforético de varias decenas de
pldsmidos procedentes de distintos transformantes sdlo reveld
patrones de migracién similares a pAAR6, lo que indicaba
una elevada proporcién de auto-ligamientos del vector. Para
localizar a los recombinantes se recurrié a la técnica de
hibridacién de colonias in situ (Material y Métodos, 13).
Un total de 420 colonias transformantes Apr se rastrearon
para pldsmidos hibridos empleando una sonda marcada con
32? basada en el fragmento Eco-nif30 (actividad especifica:
1O7cpm.pg_1). Los autorradiogramas de los filtros revelaron
15 colonias que daban sefial positiva de hibridacién (Esto
supone una proporcién de 3.6% de recombinantes sobre el

total de transformantes). Los pldsmidos quiméricos albergados

por estos clones constituyeron la serie que denominamos pBA.

4L.— CARTOGRAFIA DE LAS DELECCIONES PORTADAS POR LOS
PLASMIDOS DE LA SERIE pBA

Cada pldsmido de la serie pBA se sometid a un

andlisis de restriccidn con objeto de determinar la extensidén

aproximada de las delecciones en la regidn proximal a
nifH, por comparacién con el fragmento Eco-nif30 original.

La estrategia empleada consistié en realizar digestiones se-
cuenciales por Bglll y EcoRl, con posterior electroforesis
de los productos en geles de 2% de agarosa. Se dedujeron
las magnitudes de las respectivas delecciones calculando
la longitud del fragmento pequefio Bglll-EcoRl, reflejo de

la hidrélisis que Bal3dl produjo en la reseccién in wvitro.
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La Fig 17 muestra geles tefiidos en los que se realizaron
electroforesis de ADN doblemente digerido de algunos de los
pldsmidos pBA. El resultado del cartografiado de las delec-
ciones, expresado como la situacién aproximada del punto:
final afectado por Bal3l en relacién al segmento EcoR-Bglll
original, queda expresado en la Fig 18 . Hay dos pldsmidos,
pBA12 y pBAl5 que, a juzgar por la longitud de sus respec-
tivos trozos EcoRl-Bglll, deberian albergar, con mucha pro-
babilidad, delecciones eliminadoras de los tres tripleles

ATG inconvenientes para la correcta traduccién de nifH en

levadura, pero que respeten la porcién codificadora de este
gen. Hay otros dos pldsmidos (pBAlO y pBA5) que parecen
proceder de delecciones que terminaron cerca de los limites
permisibles (superior e inferior, respectivamente) para ser
considerados como adecuados, aunque la capacidad resolutiva
de los geles de agarosa no permite certeza absoluta sobre
su total adecuacién a los objetivos propuestos. Por esta ra-
z6n, en adelante sblo se continud el trabajo con los pldsmi-
dos pBAl12 y pBAIlS.

La orientacién de los insertos nif en ambos plds-
midos resulté ser la antiparalela, es decir, opuesta a la
que daria lugar a un transcripto con sentido en relacidn
al fragmento clonado (véase la electroforesis de pldsmidos
digeridos por Bglll, fig 19).Por lo tanto se recolocaron los
.insertos en su sentido correcto, hidrolizando por EcoRl vy

religando, con la consiguiente transformacién de E.coli, ca-

racterizando los pldsmidos por andlisis de restriccién (Fig
20). El derivado reorientado de pBAl2 se denomindé pBA21,
y el correspondiente a pBAl5 se llamé pBAS51l. En la figura
21 se representa el mapa de restriccién general de los plds-—

midos con insertos paralelos.
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Fig.

17

Electroforesis de ADN de pldsmidos de la serie pBA
digeridos por EcoRI+Bglll: B) pBA7, C) pBA8, D)
pPBA10, E) pBA4, F) pBAll, G) pEI1, H) pBA12,
1) pBA13, ) pBAl4, L) PBA 15, M) pBA9. En A)
y en K), patrones de pesos moleculares de ADN

#X174 (RF11) digerido por Haelll.
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Mapa del - segmento EcoRI1-Bglll del fragmento Eco-
nif30 original, con la situacién aproximada de los
puntos finales de las delecciones de que derivan los

pldsmidos de la serie pBAn.



Fig 20.1:

20.2:

ABC 2 aABCoDE

Electroforesis de ADN de A) pBA21 y B) pBAS51 di-
geridos por Bglll. En C), patrén de ADN de fago
lambda digerido por HindIlII,

Electroforesis de ADN de A) pBAl2, B) pBAl5, D)
pBA21 y E) pBA5l digeridos por Bglll+EcoRl. En
C) patrén de ADN de X174 (RFI11) digerido por
Haelll.
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Fig 21. Mapa genético-fisico de los pldsmidos pBAn con

insertos paralelos en relacién al promotor ADCI
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fig 22: Esquema del proceso de construccién de los pldsmidos

pBA21 y pBA5I.



En la Fig 22 se representa la estrategia completa

que se siguié para conseguir los pldsmidos pBA21 y pBASl.

5.— SECUENCIACION DE LAS REGIONES 5' PREVIAS A nifH

EN LOS PLASMIDOS pBA21 y pBA51

Para confirmar que los pldsmidos pBA21 y pBAS51
proceden de delecciones que han eliminado todos los triple-
tes ATG que pudieran suponer inicios anémalos de traduc-
cién de nifH en levadura, se determiné la secuencia de ADN
desde el sitio EcoRl de sus respectivos fragmentos Eco-

nif en direccién a la porcién codificadora de

nifH, compardndose con la secuencia original en el fragmento
Eco-nif30.

La estrategia de secuenciacién queda resumida
en la fig 23. Los detalles del experimento estdn recogidos

en Material y Métodos, apartado 14.

Se hidrolizaron unos 20ug de ADN de cada plds-
mido con E_c__o_RI ; se eliminaron los fosfatos terminales en
5' y se sustituyeron con fosfato radiactivo a partir de
(Y—32P)ATP en reaccién catalizada por polinucledtido-quinasa
a continuacién se corté el ADN con la segunda restrictasa

(Bglll), y los fragmentos se resolvieron por tamafios en ge—

les preparativos de 1% de agarosa de bajo punto de fusién;

se fundié la porcién de los geles que contenia el ADN marca-
do correspondiente al fragmento pequefio EcoRI-Bglll, y se

purificé dicho ADN. Posteriormente éste se sometié a las cua-
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Fig 23: Estrategia de secuenciacién de la regién 5' no codi-

ficadora previa a nifH en pBA21 y pBASL.



tro reacciones de rotura limitada del método de secuenciacién
de Maxam y Gilbert (1980). Las moléculas resultantes se
separaron por electroforesis en geles de urea-poliacrilamida
al 20%. Los autorradiogramas obtenidos (fig 24) permiten
establecer las secuencias, referibles a la de la regién 5'
original de Eco-nif30 (fig 25). Se aprecia que tanto pBA21
como pBALDl son construcciones genéticas adecuadas a los
objetivos propuestos: ambas carecen de los tres tripletes
ATG incorrectos; pBA21 tiene su término de deleccidén en la
coordenada -42, y pBA51 en la -28. Se confirmd, pues, que
los dos pldsmidos recombinantes podian ser empleados en
los subsiguientes experimentos de expresién de las secuen-

cias nif en levadura.

6.- INTRODUCCION EN LEVADURA DE LOS PLASMIDOS nif DERI-
VADOS DE pAAR6

Una vez construfdos y caracterizados los plasmi-
dos recombinantes, se procedié a introducirlos en una cepa

de levadura apropiada para seleccién del marcador TRPI1.

Se empledé la estirpe 830 de S.cerevisiag, que lleva el alelo
mutante trpl-6, de baja frecuencia de reversién. La introduc-
cién de los pldsmidos bifuncionales se realizd segin un pro-
tocolo de transformacién (Material y Métodos, 12.2), usando
esferoplastos obtenidos por digestién enzimdtica de paredes
celulares. Se introdujeron por separado los pldsmidos pBA21
y PpBAS51, sus respectivas construcciones antiparalelas (pBA1l2

y PpBAl5), el pldsmido pEIl (portador de la regién 5' nif
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Fig 24: Autorradiogramas de los geles de secuenciacién de

las regiones 5' proximales a nifH en los pldsmidos
recombinantes pBAS51 y pBAZ2l.
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sin manipular) y el vector pAAR6. Las frecuencias de trans-—
formantes fueron del orden de 10 %4 por célula superviviente
(103 transformantes Trp+ por yg de pldsmido, por cada 1O7cé—
lulas), similares a las obtenidas por otros autores usando

pldsmidosde tipo YRp.

Hasta ahora hay pocos estudios sobre el comporta-
miento replicativo y segregacional de pldsmidos basados en
ARS para su mantenimiento en levaduras, pero como se co-
menté en la Introduccidén, se sabe que incluso en un cultivo
sometido a presién selectiva en favor del pldsmido, sdlo
una porciéon de células alberga efectivamente copias del
mismo, debido a repetidas segregaciones mitdticas asimétri-
cas. Para medir la estabilidad mitética de pPAAR6 en la cepa

830 de S.cerevisiae, un clon individual transformante (repre-

sentado por wuna colonia recuperada directamente del medio
de regeneracién tras la transformacién) se sembrd en estrias
en placas de agar selectivo MGCA. Con colonias crecidas
al cabo de dos dias a 30°C en este medio se prepard una
suspensién en agua destilada estéril, a partir de la cual
se establecieron indéculos del mismo numero de células en
dos matraces conteniendo 100 ml de caldo MGCA, uno de
ellos sin triptéfano y el otro, suplementado con 50 ug.ml_1
de triptéfano. Los matraces inoculados se incubaron con agi-
tacion (200rpm), a 30°C; a intervalos de tiempo se extraian
muestras de cada matraz, se realizaban diluciones decimales
seriadas y se diseminaban alifcuotas en lotes de placas de
medio selectivo (MGCA) y no selectivo (NG). Tras el perfodo
de incubacién se procedia al recuento de colonias 'I‘rp+ y
totales. En la Tig 26 se representan las cinéticas de inesta—
m.mt;ihlidad mitética de PAAR6 deducidas del experimento. Se

observa que a las doce generaciones en medio no selectivo
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100

generaciones

Fig. 26: Cinética de segregacién mitdtica de pAAR6 en medio

MGCA con (—@—) y sin triptéfano (—8—),



(con triptéfano) la proporcidén de células que albergan el
pldsmido es menor de 5%, y que la carencia de triptéfano
en el medio no impide que se segreguen numerosas células
Trp , aunque en este caso el ritmo de pérdida del pldsmido
sea menor (a las 16 generaciones en MGCA hay 35% de cé-

lulas Trp .

La segregacién continua del pldsmido pAAR6 (y
por consiguiente, de sus derivados nif) es un fendmeno que,
obviamente, puede tener una incidencia negativa a la hora
de intentar obtener buenos niveles de expresién de un gen
heterdlogo en levadura. Por esta razén se decidié acomenter
la construccidén de un vector de expresién con cualidades
de segregacién mejoradas respecto de pAAR6, para reclonar
posteriormente los fragmentos nif obtenidos en los experimen-

tos anteriores.

7.— CONSTRUCCION DE pATM2, UN VECTOR DE EXPRESION CON
SEGREGACION MITOTICA MEJORADA . RECLONACION DE nif.

Partiendo de pAAR6 se construyé un derivado
que incorpora el origen de replicacién del pldsmido 2 um
de levadura. La estrategia seguida queda esquematizada
en la Fig 27. La fuente de la secuencia ORIl de 2um fue el
vector YEpl3 (también conocido como CV13; Broach et al.,
1979; Fig 9). Dicha secuencia se puede aislar como parte
de un fragmento Pstl-Sall de 2648 pb . Sin embargo, con

objeto de que el nuevo vector de expresiéon contenga un solo
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fig 27: Estrategia de construccién del vector bifuncional de

expresién pATM2.



sitio E_c_gRI utilizable para las clonaciones, hubo que elimi-
nar del fragmento Pstl-Sall de YEpl3 el sitio EcoRl que
posee. Para ello se deleccioné de dicho pldsmido el pequefio
segmento HindIIl que alberga el sitio EcoRl, y que no con-
tiene secuencias esenciales para las funciones de replica-
cién, por digestidén con Hindlll, religacién in vitro y trans-
formacién de E.coli a resistencia a ampicilina. Los clones
transformantes sensibles a la tetraciclina contenian el plds-
mido deleccionado que denominamos YEpl3aH (fig 28 para
andlisis de restriccién). Dicho pldsmido fue purificado en
gradiente de cloruro de cesio, 20 ng fueron digeridos con
Pstl en tampén "Endo-wmediassales", y mds tarde con Sall
(previo ajuste de la fuerza idnica hasta conseguir un tampén
"Endo-altas sales"). Terminadas las reacciones de restric-
cién por adicién de EDTA, los productos de esta doble diges-
tidn secuencial se separaron por electroforesis preparativa
en gel de 0.6% de agarosa; la porcién de gel en la que
aparecié la banda correspondiente al fragmento PstI-Sall
de 2.5 kb fue utilizada para electroelucién de ADN. Unos
4pg del fragmento se mezclaron con 2ug de pAAR6 linearizado
por Sall en tampdén de ligacién, con ligasa de T4. En esta
mezcla no se pueden producir recombinantes circulares entre
una copia de cada tipo de moléculas, sino que se han de
formar hibridos lineales con un extremo de cada tipo, Sall
y Pstl. Ambos extremos protuberantes fueron convertidos a
romos en reaccién catalizada por la ADN-polimerasa de fago
T4 que, por su actividad polimerasa 5'-——3' introduce los
nucleétidos complementarios al extremo protuberante Sall
y por su actividad exonucleasa 3'--—-—5' sobre cadena senci-
lla elimina las bases no apareadas del extremo Pstl. Tras
la reaccién la mezcla se desproteinizé por fenolizacién, el

ADN se precipité con etanol en frio y se resuspendié en 20
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Fig 28: Comparacién de los patrones de restriccidn EcoRlI

de A) YEpl3 y B) YEp13 H. En C), ADN de Mdigeri-
do por HindIlI. k



ul de tampdén de ligacién con 800 unidades de ligasa de
T4. La unién de extremos romos tuvo lugar a 16°C durante
12 h. La mezcla de ligacidén se empled para transformar
una alicuota de 0.2 ml de células competentes de E.coli.
Unos 240 transformantes ApR fueron analizados por hibrida-
cién in situ de colonias empleando como sonda el fragmento
Hind111-Pstl de YEpl3, portador de ORI de 2 um, marcado
por desplazamiento de mella con 32P hasta una actividad
especifica de 107cpm. ug_l - Se detectaron dos clones que
daban sefial positiva de hibridacién. Uno de ellos contenia
un pldsmido que, sometido a andlisis de restriccidén, reveld
la estructura presentada en la Fig 29, y que fue designado
como pATM2.

Introducido pATM2 en levadura por transforma-
cidén de. esferoplastos, se estudié su estabilidad mitética
en presencia y ausencia de presién selectiva (porcentajes
de células Trp’ en cultivos liquidos de MGCA y MGCA+Trp,
siguiendo el disefio experimental del apartado anterior).
Los resultados (Fig 30) muestran que el nuevo vector es,
en efecto, mds estable bajo ambos tipos de condiciones que
el pAAR6: al cabo de mds de 13 generaciones bajo presién
selectiva mds del 80% de las células son Trp ", y sin pre=-
sidén para seleccién del pldsmido aun queda un 55% que pa-

recen portarlo.

Los fragmentos EcoRI-nif de pBA21 y pBASl fue-
ron aislados y purificados por electroelucidn, empledndose
en sendas reacciones de ligacién con el vector pATM2 lineari-
zado por EcoRl y cuyos terminales habian sido desfosforila-
dos por fosfatasa alcalina. Las respectivas mezclas de liga-
cidén sirvieron para transformar células competentes de E.co-

L. R . .
li. El andlisis de restriccién de transformantes Ap" indivi-
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Fig. 29: Mapa genético-fisico del vector PATMZ y de sus de-
rivados nif, pYN2 y pYNS.
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duales (#ig 31) permitié localizar clones con pldsmidos recom-
binantes de los diversos tipos posibles: los que poseen
el fragmento nif en orientacién paralela respecto del promo-
tor de ADCl1 se denominaron pYN2 (inserto nif procedente
de pBA21) y pYN5 (nif de pBA51). Las respectivas construc-
ciones opuestas se denominaron pYN12 y pYNI5. La Fig 29
muestra el mapa general correspondiente a pYN2-pYN5. En
la fig 32 se aprecian los patrones de restriccién Bglll y
HindIIl de dichos pldsmidos, comparados con los de pAAR6
y PATM2.

Los pldsmidos de la serie pYN fueron introduci-
dos en la cepa 830 de levadura, siendo la frecuencia de
transformacién de 104.ug—1 de ADN. El comportamiento segre-
gacional mitético de estos pldsmidos queda 1ilustrado en la
Fig 33 por la cinética de pérdida del pYN2 en presencia y
ausencia de presién selectiva. Es de destacar que, en com-
paracién con pATM2, los pldsmidos con inserto de la serie
PYN son algo mds inestables en medio no selectivo, aunque
en medio selectivo segregan siguiendo una cinética muy

similar.

8.— TRANSCRIPCION EN LEVADURA DE LAS SECUENCIAS nif

Mediante el procedimiento descrito en el apartado
6 de Material y Métodos se purificé el ARN total de la cepa-
830 de levadura y de diversos derivados de transformacidn

portadores de pldsmidos de las series pBA y pYN, asi como
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ABCDEF

Fig 31: Electroforesis de pldsmidos hidrolizados por Belll:
A) pYN5, B) pBAS1, D), E) pAAR6, F)} pYNIS. En
C), patrén de ADN de X digerido por HindIl[I.



Fig 32:

ABCDEFGH |

Caracterizacién de pldsmidos de 1la serie pYN:
A-C, digestiones ' por Bglll, D-], digestiones
por HindlIl. Los ADNs corresponden a pYNI15
(A,G), pYN2 (B,E) y pYN5 (C,F). Como compara-
cién y patrones pesos moleculares: ADN de ‘A(D),
de pAAR6 (1) y de pATM2 (H).
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Fig. 33: Cinética de segregacién mitdética de pYN2 en medio
MGCA con (—e@—) y sin triptéfano (—m—).



de pEIl y de losvectores pAAR6 y PATM2.

Para demostrar que las cepas que albergan los
pldsmidos con secuencias nif insertadas entre el promotor
y el terminador de ADC1 producen ARNm correspondiente al
fragmento nif se recurrié a la técnica de hibridacién de
de ARN adsorbido sobre membranas de nitrocelulosa ("North-
ern blotting”: Material y Métodos, 13.2). El ARN extraido
se desnaturalizd, se sometid a electroforesis en geles de
agarosa-formol y se transfirié a filtros de nitrocelulosa,
donde fue expuesto a una sonda de ADN marcado con 32?
derivada del fragmento Eco-nif30 (10 7cpm. pg—l de actividad
especifica). Los autorradiogramas de los filtros asi tratados
mostraban bandas de hibridacién correspondientes a ARN homé-
logo de la sonda (en algunas radiografias aparecieron ban-
das artefactuales correspondientes a los ARN ribosémicos).
En la rig 34 se muestra el resultado que se obtuvo al emplear
ARN total de las estirpes que albergan los pldsmidos pBA21,
PBASl, pYN5, pYN15, pAAR6 y PATM2. En el caso de estos
dos dltimos no se detectan bandas de hibridacién, como es
de esperar de controles negativos carentes de insertos nif.
Las calles del gel por donde han corrido ARNs extrafdos
de cepas portadoras de pldsmidos que llevan nif insertado
en el sitio EcoRl del correspondiente vector muestran una
banda de hibridacién de unas 7 kb. Como es légico, el siste-
ma promotor no discrimina la orientacién del inserto, lo
cual es patente en la banda de hibridacién del ARN de la
levadura transformada con PYN15. La longitud deducida para
el ARN que da la sefial de hibridacién es coherente con la
esperada para un transcripto que se iniciara en la regién
=30 del promotor de ADC1, siguiera a lo largo de unas 6.3
kb del inserto nif (mds ligadores EcoRl), continuara por

la regién del segmento EcoRI-HindIIl de 105 pb del vector
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y abarcara la zona de 220 po de la regién terminadora
de ADCl. En el caso de ARN poliadenilado hay que afadir
unas 100 bases mds. La cepa 830(pEIl) produce igualmente
transcriptos que hibridan con la sonda de ADN de
nif, con una banda de hibridacién ligeramente  retrasada
en relacién a las de las series PBA y pYN (aunque esto
no siempre es apreciable en los autorradiogramas debido
al rastro "difuminado" que suelen dar las bandas de ARN:
datos no mostrados).

Para comprobar que el ARNm de nif en levadura
estd poliadenilado como un mensajero eucaridtico normal,
se realizaron experimentos similares de hibridacién emplean-
do ARN elufdo de columnas de cromatografia de afinidad en
poli-U-Sepharose. La Fig 35 muestra el resultado para ARN
poliadenilado purificado de las cepas transformadas por
PBAZ1, pBA51, pYN2 y pYN5. Se aprecia aquf igualmente la
banda de hibridacién en la zona aproximada de las 7 kb,
lo cual indica que los transcriptos nif son termina-
dos y procesados correctamente merced a las secuencias ter-
minadoras de ADCI1.

En  un dltimo experimento sobre transcripcién
se pretendid realizar una comparacién no cuantitativa entre
la intensidad de 1la transcripcién promovida por el promo-
tor cromosdmico de ADC1 y por el promotor plasmidice. Se
hicieron crecer diversas estirpes derivadas de la 830 en
caldo MGCA sin triptéfano, hasta mitad de fase logaritmica
(D.0.=0.6-0.8, a 600nm), y de cada una se extrajo el ARN,
que fue transferido a filtros de nitrocelulosa tras electrofo—
resis desnaturalizante. Para detectar los transcriptos produ-
dicidos a partir de ADC1l se obtuvo una sonda marcada com
32? a@ particr del fragmento Hindlll de 0.8 kb, de pAARG,
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la cual se empled en hibridacién con los ARNs adsorbidos
a los filtros. Los resultados quedan reflejados en los auto-
rradiogramas de la Fig 36. La cepa 830 sin transformar pre-
senta una banda de hibridacién de unos 1400 nucledtidos
correspondiente a la longitud del transcripto de ADC1 silves-
tre, deducida por Bennetzen y Hall (1982a). Las cepas de
transformacién por pAAR6 y pATM2 presentan este mismo
transcripto cromosémico y otro menor, de unos 450 nucledti-
dos, que es el "mensajero-blanco" (no codificador) originado

en estos vectores por las secuencias ADCl. Las levaduras

que llevan pldsmidos con insertos nif presentan, ademds
del ARN del gen cromosémico ADCl, un transcripto de unas
7 kb, adjudicable a nif. Llama la atencién que la intensi-
dad de hibridacién de las bandas nif sea mucho menor

que la debida a la transcripcién desde los promotores ADC1

cromosémicos e incluso los plasmidicos de los vectores. En la
seccién de Discusién se comentard ampliamente esta pobre
transcripcién de las secuencias nif en comparacién con la

transcripcién silvestre de ADC1.

9.— ENSAYOS DE EXPRESION DE nif EN LEVADURAS A NIVEL
DE TRADUCCION

Tras la demostracién de la transcripcién del ope-
rén nifHDKY en levaduras se emprendieron experimentos desti-
nados a detectar la expresién a nivel de sintesis de protei-

na. Debido a las peculiaridades del sistema de traduccidn
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Fig 34:Autorradiograma de filtro de hibridacién “"Northern"

conteniendo ARN de derivados de S.cerevisiae '

830, usando como sonda ( 32 P)_ADN de] fragmento

Eco-nif30. A): cepa 830 sin transformar: B):
830 (pBA21); C): 830 (pBAS1):; D): 830 (pAAR6G):

E) 830 (pYNS5); F): 830 (pYN15); G): 830 (pATM2).
Las flechas indican la posiciéon de los transcriptos
nif, 'y de los marcadores de ARNs ribosémicos

mayoritarios de levadura.



Fig 35:
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Autorradiograma de hibridacién "Northern" entre
ARN  poliadenilado de cepas transformantes de

S. cerevisiae 830 y la sonda de ADN de Eco-

——

nif30. A): cepa con pYN2; B): con PYN5; C):
con pBAZ21; D): con pBAS5I1.
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Fig. 36: Autorradiograma de  hibridacién "Northern"

entre  ARN de cepas derivadas de S.cerevisiae

830 y una sonda de ADN consistente en el fragmento
Hind1ll de 0.8 kb de pAAR6. A): 830 sin transfor-
mar; B): 830 (pBA21); C): 830 (pBAS51): D):
830 (pAAR6); E): 830 (pYN2); F): 830 (pYNS);
G): 830 (pEIl1); H): 830 (pATM2).



del citoplasma de eucariotas, por las que los ribosomas,
una vez escindidos del mensajero al reconocer el codén de
terminacién son incapaces de reiniciar la sintesis proteica
en codones AUG mds alejados del mismo transcripto, sélo
se espera en todo caso que, a partir de las construcciones
genéticas adecuadas descritas en los apartados anteriores
se produzca el polipéptido de la ferroproteina de la nitroge-

nasa, correspondiente al primer gen (nifH) tras el promo-

tor plasmidico de ADCI1.

En primer lugar se intentéd la deteccién fisica
del polipéptido de Kp2 en extractos crudos de las levaduras.
Distintos derivados de transformacién de la cepa 830 se hi-
cieron crecer hasta mitad de la fase logaritmica, sus pro-
teinas fueron marcadas in vivo por incubacién en presencia
de 3SS—metionina Yy separadas por electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS (Material y Métodos, 15). Las autorra-
diografias de estos geles mostraron un patrén de bandas
prdcticamente idéntico en las distintas cepas transformantes
ya contuvieran las construcciones tedricamente adecuadas
a la expresién de nifH o las que poseen insertos inapropia-
dos (Fig 37). En concreto, de haberse producido sintesis
en suficiente cantidad de polipéptido de Kp2 se esperaria
una banda en la zona de los 32-35 kDalton; tal banda no
es discernible en los .canales de las construcciones correc-
tas; la regidén de los autorradiogramas en ese rango de pesos
moleculares es indistinguible entre las distintas estirpes,
incluyendo la cepa sin transformar. Sin embargo, con esta
Prueba no se puede descartar que se esté producietco efectiva-
mente polipéptido de la ferroproteina, aunque a niveles no
suficientes para ser detectados en las autorradiografias so-

bre el fondo comdn de proteinas propias de la levadura.
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Fig 37:
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Autorradiograma de una separacidn en gel de PAA-SDS
de polipéptidos marcados con ( 99 S)-metionina,
procedentes de derivados de S.cerevisiae 830
transformados por A) pAAR6, B) pYN2, C) pYNS,
D) PpATM2, E) pYNI5. Se indican a la derecha

las  situaciones y pesos moleculares {en kD)

de los principales polipéptidos del virus de

la estomatitis vesicular , como marcadores.
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Igualmente se aplicé un ensayo funcional in vitro
encaminado a demostrar la presencia, en extractos de
levaduras apropiadamente manipuladas, de actividad
de nitrogenasa reductasa capaz de complementar a extractos

de un mutante no polar nifH de K.pneumoniae en cuanto

a .capacidad de reduccién de acetileno a etileno. En
estos experimentos de complementacién (ver Material
y Métodos, 16) se mezclaban extractos anaerobios de

S. cerevisiae y K.pneumoniae en las condiciones adecuadas

que promueven la actividad nitrogenasa. Los resultados
quedan recogidos en la tabla 3 . Como puede observarse,
no hubo aumentos significativos en la reduccidn de acetileno
por los extractos del mutante CK2601 cuando se le afiadian
extractos de cualquiera de las levaduras transformantes.
Los ligeros aumentos, situados siempre en la zona de
error experimental, son  similares cuando el extracto
procede de transformantes con construcciones corretas
que cuando procede de transformantes con pldsmidos
inapropiados para la correcta traduccién de nifH. Estos
ligeros aumentos son producidos exclusivamente por el
extracto de levadura en si, independientemente de 1la
construccién genética o incluso de la presencia de pldsmido,
y no son achacables en absoluto a su combinacién con

los extractos bacterianos.
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Tabla 3: ENSAYOS DE COMPLEMENTACION DE ACTIVIDAD REDUC-
TORA DE ACETILENO EN EXTRACTOS DE K.pneumoniae,
POR EXTRACTOS DE LEVADURA.

extracto de extracto de actividad especifica
K.pneumoniae levadura (nmol,CZHl"/mg/min)
UN - 24
CK2601 - 0.38
- sin pldsmido 0.10
- pATM2 0.12
- pYNS 0.15
CK2601 + pATM2 0.45
CK2601 + pYN5 0.50
CK2601 + pPYN2 0.40
CK2601 + pBAS1 0.43
CK2601 + pYN15 0.42
CK2601  + pEIl 0.48

Los resultados son la media de tres experimentos




DISCUSION




1.-SOBRE EL DISENO GENETICO Y SU REALIZACION.

Como ya se expuso en el capitulo de Introduc-
cién, numerosos son los problemas con los que se ha de
enfrentar el empefio de expresar la capacidad de fijacién
de nitrégeno en eucariotas. El sistema de eleccién para
los primeros intentos en este sentido es la levadura, debido
a2 su gran facilidad de manipulacién genética y a que es
capaz de crecer en anaerobiosis. Zn las publicaciones de
Gerbaud et al. (1981) y de Zamir et al (1981) se habfa

informado de 1la introduccién en S.cerevisiae de todo el

reguldn nif de K.pneumoniae, pero no hubo ninguin indicio

de expresién de las secuencias bacterianas. Es evidente
que los obstdculos mds inmediatos para la expresién de
nif en levadura proceden de los distintos sistemas que usan
procariotas y eucariotas para la transcripcién y traduccién

de la informacién genética.

En el presente trabajo el objetivo primordial

era lograr la expresién en S.cerevisiae de uno de los genes

estructurales del complejo nitrogenasa de K.pneumoniae,

el nifH, codificador del polipéptido de la ferroproteina
(Kp2), intentando superar las barreras transcripcionales

Y traduccionales que se oponen a tal fin.
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Para obtener wuna adecuada ‘transcripcidén se
empleé el vector pAAR6 (y mds adelante un derivado mds
estable, pATM2, construido en el transcurso de la investiga-
cién). Al comienzo de este estudio habia aun pocos vectores
de expresidén disponibles en levadura. Las primeras comuni-
caciones sobre expresién heterdloga se basaron en sistemas
que portaban sélo secuencias no codificadoras en 5' de
algin gen de elevada expresién en levadura, sin recurrir
simultdneamente a las secuencias en 3' que condicionan
la terminacién de la transcripcién. El gen a expresar,
con su propio codén de iniciacién era fusionado a la regién
promotora del vector (desprovista de su coddn de inicio
traduccional), creando as{ una fusién transcripcional. En
muchos casos, la terminacién de la transcripcién no venia
fijada por el gen clonado, sino que parecia ocurrir en
secuencias alejadas 3' de otras regiones del vector. Asf,
en la expresién original que se obtuvo de ADNc de interferdn
(Hitzeman et al.1981) la terminacién se daba al llegar la
onda de transcripcién al extremo 3' del gen TRP1 presente
como marcador seleccionable del vector. S4lo a partir de
1983 comenzé a generalizarse el uso de vectores "sandwich"
diseflados para insertar segmentos a expresar entre secuen-
cias 5' promotoras y 3' terminadoras de genes de levadura.
Los efectos positivos de este tipo de construccién sobre
la expresién heterdloga quedan ilustrados por diversos traba-
jos; asi, Mellor et al. (1983), al intentar la expresién
en levaduras del gen de la quimosina (renina) detectaron
aumentos de 10 veces en el producto si el vector iba conve-

Nientemente provisto de las sefiales en 3" del gen PGK.

Aunque los efectos de las secuencias terminadoras sobre
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la estabilidad del ARNm son posibles, este extremo no estd
probado de forma indiscutible. Los pldsmidos generados
por la Universidad de Washington (Ammerer 1983) usando
las seflales del gen ADCl siguen el mismo principio, siendo
pAAR6 uno de ellos, disefiado para clonar fragmentos en
sitio EcoRl. La regién 5' de ADCl en pAAR6 contiene una
deleccién que afecta a las 14 pb previas a lo que seria
el sitio de inicio de traduccién de este gen. Tras el punto
final de deleccién se sitda una secuencia derivada de un
ligador sintético EcoRl, que suministra la diana para la
insercién de ADN heterdlogo (Fig 8a). Esta secuencia modifi-

cada de la regién 5' de ADCl no altera el patrén de comien-

zo de transcripcién en los genes hibridos creados (Ammerer

1983).

Por lo tanto, para clonar nifH en pAARG este
gen habia de formar parte de un fragmento EcoRIl. Se empled
el fragmento de 6.8 kb, que abarca el operén completo
estructural (nifHDKY) y parte de nifE, y que estd clonado
en el vector amplificable pACYC184, constituyendo el pldsmido
pSA30 (Cannon et al. 1979).

La clonacién directa del fragmento nif de pSA30
(Eco-nif30) en pAAR6 forma un recombinante (pEI1l) que
no parece adecuado para la traduccidén del mensaje de nifH
en levadura, ya que segin el modelo del rastreo del comien-
zo de sintesis proteica en eucariotas, los ribosomas reconoce-
rian el primero de los tres tripletes AUG presentes en la
regién 5' previa a este gen. Cada uno de estos tripletes,

colocado en primera posicidén tras el promotor de ADCIl daria

fases de lectura erréneas : los dos primeros originarian

fases que finalizan antes de nifH, mientras que el tercero
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se interna dentro del gen, pero con una fase de lectura des-
plazada. Por esta razén hubo que manipular el fragmento
Eco-nif30 para asegurar la eliminacién de estos tres tripletes.
El disefio de la transformacidn a que fue sometido queda resu-
mido en la Fig 22, y se basa en su reseccién a partir de
los terminales, por digestién nucledsica de §§_13_1, adicidn
de ligadores sintéticos EcoRl y reinsercién de los fragmentos
deleccionados en el vector pAAR6. Lo fundamental en el expe-
rimento era controlar la actividad de Bal3l de modo que se
produjera una buena representacién de delecciones adecuadas
(ya que Bal3l no actia homogéneamente sobre todas las molé—
culas del fragmento), o sea aquellas que eliminan los triple-
tes ATG previos a _r}_i_f_Ii, incluido el tercero, centrado en la
coordenada -51, pero sin afectar a la porcién codificadora.
Asi pues, las delecciones buscadas habian de terminar dentro
de una estrecha zona de unas 50 pb, eliminando un mdximo

de 291 pb y un minimo de 239 pb, desde el extremo EcoR1

Tras el tratamiento con Bal3l del fragmento Eco-
nif30, se purificaron por electroelucién los fragmentos resul-
tantes, se completaron los posibles extremos de cadena senci-
lla a cadena doble, se convirtieron en terminales E_cczRI por
unién de dodecanucledtidos sintéticos adecuados (y subsiguien-
te digestién por la restrictasa), y finalmente se insertaron
en el sitio EcoRl de pAAR6. Los clones de E.coli portadores
de pldsmidos recombinantes constotufan una pequefia proporcidén
(3.6%) de la poblacién transformante, y fueron identificados
recurriendo a la hibridacién in situ de colonias sobre papel

de nitrocelulosa, con una sonda marcada radiactivamente.

La cartografia por andlisis de restriccién de di-
chos pldsmidos, constituyentes de la serie denominada pBA,

Permitié detectar dos delecciones que se ajustan a los reque-
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rimientos buscados: las de los pldsmidos pBAl2 y pBAl15 (Fig
28), cuyos insertos fueron reorientados correctamente en rela-
cién al sentido de transcripcién iniciable en el promotor de
ADC1, obteniéndose pBA21 y pBAS5Sl, respectivamente. La verifi-
cacién del punto exacto de término de deleccidn en estas dos
construcciones se realizé secuenciando la zona 5' previa a
nifH, desde el extremo EcoRl proximal. El punto final de
pBA21 se sitda en la coordenada -42, y el de pBASl, en
la coordenada -28 (Fig 25). Por tanto, ambas carecen efecti-
vamente del obstdculo traduccional que suponian los tripletes

inespecificos ATG para un comienzo correcto del gen de la

ferroproteina.

2.— COMPORTAMIENTO MITOTICO DE LOS PLASMIDOS EN LEVADURA.
CONSTRUCCION DE UN NUEVO VECTOR BIFUNCIONAL

Las construcciones genéticas recombinantes que
se acaba de describir, asi como el vector pAAR6, fueron

introducidas en la cepa 830 de. S.cerevisiae, por transforma-

cién de esferoplastos. Uno de los factores que pueden condi-
cionar una pobre expresién en sistemas heterdlogos es un
bajo nimero de copias y/o una alta tasa de pérdida del gen
introducido, lo cual normalmente depende de las cualidades
del vector usado. Las medidas de inestabilidad mitética de
PAAR® en la citada cepa de levadura, por recuento de los
clones segregantes Trp  que aparecen a lo largo de un perio-

do de unas 15 generaciones de cultivo confirman el comporta-

- 223 -




miento de reparto mitético descrito en pldsmidos basados en
‘secuencias de replicacidn autdnoma (ARS): en ausencia de
presién selectiva, el vector pAAR6 se pierde con extrema rapi-
dez, de modo que al final a las quince generaciones el por-
centaje de segregantes auxotrofos para el triptéfano es del
98%. En medio selectivo para el mantenimiento del pldsmido
la tasa de pérdida es menor, pero a las 16 generaciones
los clones Trp+ constituyen una minoria de un 35%. Esto datos
estdn en concordancia con los constatados en otros pldsmidos
de tipo YRp: Stinchcomb et al. (1979) detectan 1-5% de clones
YRp+ a las diez generaciones en medio selectivo. Hyman et
al. (1982) hallan valores de 5-30% en medio selectivo. El
estudio mds detallado de estos fendmenos lo han realizado
Murray y Szostak (1983a), quienes recurriendo a la microma-
nipulacién han podido seguir durante varias generaciones
la descendencia completa de levaduras transformantes indivi-
duales, llegando a la conclusién de que las moléculas circu-
lares ARS experimentan segregaciones mitéticas asimétricas,
fuertemente sesgadas hacia la permanencia de las nuevas

copias en la célula madre.

Aplicando a pAAR6 la férmula del indice de inesta-
bilidad (i= células sin pldsmido x (células con pldsmido) :
X (generaciones)_l) se obtiene un valor de 0.11 en medio
selectivo y de 3.22 en medio no selectivo ( cdlculos reali-

zados a partir de los datos representados en la Fig 26).

La elevada inestabilidad mitética de PAARG, incluso
en medio selectivo, nos indujo a construir un derivado que
pudiera exhibir una segregacién menos andmala. La mejor
manera, en principio, de estabilizar un pldsmido YRp seria
afladiéndole una secuencia centromérica (CEN) (Clarke y Car-

bon, 1980), pero a costa de un descenso en el numero de
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copias (normalmente 1-2 por genomio haploide). Por ello no
resulta aconsejable convertir un vector de expresién con el
que se pretenden altos niveles de traduccidén de un gen hete-
rélogo a versidn centromérica, sino que es mejor incorporarle
el eficiente origen de replicacién del circulo 2 um de levadu-
ra, que permite numeros de copias relativamente elevados,

con estabilidades mayores que las de los pldsmidos YRp.

La fuente del origen replicativo del pldsmido
2um en el presente trabajo fue el vector bifuncional YEp13
(Broach et al., 1979), que porta el segmento EcoRl de 2.2
kb de la forma B. La mejor manera de incorporar el ORI
de 2um a pAAR6 sin inactivar funciones dtiles de éste se des-
cribe en el apartado 7 de Resultados (véase Fig 27). Se pre-
tendia aislar el fragmento Pstl-Sall, pero previamente se
requirié eliminar su sitio EcoRI interno, con objeto de lograr
que el nuevo vector sélo contuviera el sitio EcoR1 destinado
a clonacién de ADN viajero. El plasmido YEp13 fue desprovisto
del pequefio fragmento HindIlI, vuelto a ligar, y el segmen -
to Pstl-Sall de 2500 pb del derivado de deleccién YEp13
AH fue aislado, purificado y wunido al vector pAAR6 abierto
por su diana Sall. Esta reaccidén de ligamiento produce recom-

binantes lineales entre una copia de cada tipo de moléculas,

dejando un extremo protuberante 5' (uno de los Sall del vec-
tor) y otro extremo protuberante 3' (el Pstl del fragmento

portador de ORI de 2uym). Para poder circularizar esta estruc—
tura hubo que convertir ambos terminales a extremos romos,
lo que se logré recurriendo a 1la ADN-polimerasa del fago
T4, que rellend el extremo Sall e hidrolizdé la parte de cadena
sencilla de Pstl. Tras la ligacién de extremos romos y trans-

formacién en E.coli se aislé y caracterizéd el pldsmido que

denominamos PATM2, una de las dos formas de recombinante
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posibles que podian aparecer en el experimento.

El estudio de la estabilidad mitética del nuevo
vector demostrd sus mejores cualidades de segregacién, acen-
tuadas sobre todo en medio no selectivo, donde al cabo de
mds de 13 generaciones habfia sdélo un 45% de células carentes
de pldsmido. Este valor es précticamente idéntico al obtenido
por Futcher y Cox (1984) con YEpl3 cultivado en medio rico
(YEPD) suplementado con leucina. Seguin esto, el pldsmido
PATM2 ha adquirido las propiedades de estabilidad mitdtica
de YEp13.

Cuando se obtuvieron los pldsmidos recombinantes
entre pATM2 y los fragmentos nif, para constituir la serie
PYN, se realizd igualmente un estudio de estabilidad sobre
un representante de éstos. Se observé que la cinética de pér-
dida de pYN2 es bastante parecida en MGCA a la de pATM2
(i=0.02), mientras que en medio no selectivo la inestabilidad
aumenta hasta un indice i=0.16, mds del doble de la mostrada
por pATM2 en iguales circunstancias. Este aumento de inesta-
bilidad podria ser achacado exclusivamente a algun efecto
negativo del aumento del tamafio del recombinante respecto
del vector de que procede, con el cual comparte una misma
organizacién genética. Un fendémeno similar ha sido descrito
por Gerbaud et al. (1981) y por Futcher y Cox (1984). En
el informe de estos iltimos se constata que al pasar desde
el pldsmido YEp13 (10.7 kb) a su derivado TLC (15.2 kb)
S¢ produce un aumento de inestabilidad de unas dos veces.
Es decir, tanto en este informe como el aqui presentado, un
aumento del 50-60% en el tamafio del pldsmido supone wuna
duplicacién de la inestabilidad, dentro de unos valores abso-

lutos de tamafio bastante parecidos para ambos sistemas.
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A efectos prdcticos de la expresién de nifH en

levadura, el dato de estabilidad a tener en cuenta es el de
pocentaje de clones Trp+para células de la cepa 830 transfor-
madas por pYN creciendo en medio selectivo, a mitad de la
fase de crecimiento exponencial, ya que éstas son las condi-
ciones de cultivo elegidas para los ulteriores ensayos de ex-
presién. La curva de segregacién de pYN2 en caldo MGCA
(Fig 33) indica que, a mitad de la fase logaritmica, el por-
centaje de células con pldsmido es de 80-90%. A este dato
habria que afiadir el del nudmero de copias del pldsmido hi-
brido. Aunque en el presente estudio no se han realizado
valoraciones sobre el numero medio de copias, se puede aven-
turar, en base a los datos aportados por Futcher y Cox (1984)
y por la semejanza genética entre sus pldsmidos TLC y nues-
tros pYN (manifestada incluso funcionalmente por {ndices de
inestabilidad semejantes), que la media de moléculas de pYN

en la levadura debe de estar alrededor de diez.

3.— TRANSCRIPCION DE nif EN LEVADURA

Los resultados de las hibridaciones de tipo "Nor-
thern" entre ARN total de los diversos derivados de transfor-
macién de la levadura y la sonda de (32 P)-ADN de Eco-nif30
indicaron que las levaduras que albergaban pldasmidos con
segmentos nif clonados en el sitio EcoRl de los correspondien-

tes vectores, entre el promotor y el terminador del gen de

la isoenzima 1 de la alcohol deshidrogenasa de S.cerevisiae

(ADC1), producfan ARN hibridable de un tamafio (unas 7 kb)
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explicable por una transcripcién iniciada en las apropiadas
secuencias plasmidicas 5' de ADC1, continuada a lo largo
‘de todo el fragmento nif, y finalizada en las secuencias 3'
de ADCl. La transcripcién de nif es patente tanto en las
construcciones en que el inserto es paralelo (coherente) con

el sentido de expresién promovido por las secuencias de ADC1

como cuando el inserto estd invertido. Experimentos de hibri-
dacién empleando ARN poliadenilado elufdo de columnas de
afinidad de poli-U-Sepharose dieron igualmente resultados
positivos, lo que indica el correcto procesamiento del extremo
3' de los transcritos ﬂ primarios, debido a las pertinentes

sefiales suministradas por el terminador de levadura.

El experimento de hibridacién en que la sonda
de ADN era el pequefio fragmento HindIIl (0.8 kb) de pAAR6
(que contiene el trozo BamHI-HindIIl donde se localizan las
secuencias de terminacién y poliadenilacién) merece un comen—
tario especial; el objeto de esta prueba era adquirir una
idea aproximada sobre la eficiencia de transcripcién de 1la
informacién nif en relacién a la transcripcién de las secuen-
cias de &C_l, bien en su versién de gen cromosémico silves-—
tre, bien en la versién "fytil", carente de la mayor parte
de la porcién codificadora, presente en los vectores pAAR6
y ATM2. El autorradiograma (Fig 36) muestra intensas ban-
das de hibridacién correspondientes a las dos clases de trans-
Critos ADCl: todas las cepas exhiben mensajeros de unas 1400
bases, correspondientes a la expresidén transcripcional de
del gen ADC1 cromosémico; las cepas transformadas con los
vectores producen, ademds, transcritos de unos 450 nucledti-
dos, explicables por la transcripcién iniciada en el promotor
Plasmidico, continuada por el segmento conector de 105 pb

derivado del pldsmido 2um y por la porcién codificadora ter-



miral 3' de ADCl hasta la sefial de parada y procesamiento

de la transcripcién (otras 220 pb ), a lo que hay que afadir
unas 100 bases de la cola de poliadenina. Sin embargo, lo
mds destacado del autorradiograma es que las cepas que lle-
van construcciones nif produéen una banda de hibridacidn
de la region nif que es relativamente débil en comparacién
con las generadas por los transcritos ADCl. Este resultado
fue en principio un tanto inesperado, habida cuenta de que
se partia de pldsmidos multicopia, siendo los de la serie
pYN bastante estables, y provistos de un eficiente sistema
de inicio y término de la transcripcién (en las cepas silves-
tres el ARNm de ADCl llega a constituir el 1-2% de los mensa-

jeros celulares totales: Ammerer, 1983).

Otros autores (Dobson et al., 1983; Mellor et
al., 1983) han hecho notar igualmente que sus respectivos
sistemas de expresién heterdloga en levadura rendian niveles
de ARNm del gen fordneo inferiores a los esperables del uso
de promotores fuertes. Mellor et al. (1985) acaban de publicar
un detallado informe sobre los factores que afectan a la ex-

presién heterdloga en S.cerevisiae; han comparado los niveles

estacionarios de ARNm correspondiente al ADNc del interferdn
IFNo2 con los de la fosfoglicerato quinasa de levadura (PGK),
expresados a partir de las sefiales 5' de PGK, comprobando
que la concentracién de transcritos del gen heterdlogo era
de 5 a 10 veces menor que la del gen de levadura, expresa-
dos ambos en el mismo tipo de vectores extracromosémicos.
Las causas de estos bajos niveles de ARNm de 1FNa2 podrian
residir en una alta tasa de 'turnover" de los transcritos
€N una transcripcién ineficaz, o en loé dos factores al mismo
tiempo. Hasta ahora no hay ninguin estudio que haya intenta-

do verificar estas alternativas. Mellor et al (1985) se limitan
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a comentar resultados no publicados que parecen descartar,
en su sistema, un elevado "turnover" de los mensajeros. Sin
embargo, nosotros presentamos a continuacién una racionaliza-
cién de nuestros resultados de transcripcién en base, esen-
cialmente, a los estudios de expresién génica en levadura
llevados a cabo por el equipo de Lacroute (Losson y Lacroute,
1979; Pelsy y Lacroute, 1984), que indican que el mensajero
se encuentra protegido y estabilizado de alguna manera por
los ribosomas durante la traduccién. Trabajando con diversas
mutaciones dmbar de URA3 y ocre de URA1l que afectan a re-
giones distintas de los respectivos genes, demostraron que
la estabilidad de los ARNm especificos se encuentra alterada
de acuerdo con la situacién de la mutacién respecto del co-
mienzo del transcrito: cuanto mds cercana esté la mutacién
sin sentido al promotor del gen, menor es la vida media del
mensajero, reduciéndose los niveles estacionarios de dicho
mensajero. La degradacién de los transcritos de genes mutados
en la regidén proximal parece ocurrir rdpidamente, pero siem-
pre a partir del mensaje completo, procesado y poliadenilado,
que suministra hibridaciones con sondas especificas equivalen-
tes solamente a un 10-25% de las que proporcionan los mensa-
jeros silvestres, o los mutados en su porcién terminal en
3'.

Proponemos que 1los bajos niveles de transcritos
nif detectables podrian deberse, al menos parcialmente, a
un fenémeno similar. El primer coddn sin sentido en el mensa-
jero nif producido en levaduras a partir de las construccio-
nes pBA y pYN de insertos ""paralelos'" es el TGA de termina-
cién de nifH, situado hacia la coordenada +1000 en relacidn
al inicio de dicho transcrito. Debido a la imposibilidad de

lectura de operones policistrénicos, este codén equivaldria
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en levadura a una mutacién sin sentido "épalo', que provoca
el cese 'prematuro" de la traduccién en un mensajero casi
seis veces mayor que la porcién efectivamente codificadora
de proteina. De esta manera, y siguiendo las interpretaciones
del grupo de Lacroute, la mayor parte del mensaje nif queda-
ria sin proteger por los ribosomas, lo que podria inducir
una rdpida degradacién, y por lo tanto, condicionar una
escasa acumulacién de mensajeros completos poliadenilados.
Una posibilidad de comprobacién de esta hipdtesis seria intro-
ducir los pldsmidos en cepas portadoras de alelos supresores
para el codén TGA, y comparar los niveles de ARNm nif en

ellas con los producidos por cepas isogénicas no supresoras.

En el autorradiograma de la Fig 36 la cepa trans-
formada con pBA21 muestra una banda adicional, de unas
2400 bases, y cuya intensidad es menor que la de 1400 bases.
La explicacién de la hibridacién en la zona de las 2400 bases
puede estar en una serie de observaciones relativamente re-
cientes sobre la regulacién del gen ADCl. Hasta hace poco
se creia que ADCl se expresaba constitutivamente, pero Denis
et al. (1983) observaron que, al pasar las levaduras de un
medio con glucosa a otro con etanol, descendia la expresién
de este gen, tanto a nivel de ARNm como proteina; ademds,
parte del ARNm no era traducible a alcohol-deshidrogenasa
I (ADH-1); de manera simultdnea aumentaba la sintesis de
la isoenzima ADH-I11, codificada por ADR2. Lo fundamental
en relacién a nuestra observacién es que en esas condiciones
s¢ da una transcripcién de ADC1 a partir de un punto situado
unas 1000 bases por arriba (5') del normal funcional en me-
dio glucosado. Este transcrito no debe ser traducible a ADH-

1, debido a que en la zona lider 5' aparece un marco de
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lectura que se cierra antes de la regién codificadora de ADC1.

(Ammerer, 1983). Por los estudios de Beier y Young (1982)
se sospecha que esta regién 5' estd implicada en la regula-
ciébn de la sintesis de las isoenzimas de ADH en diversas
fuentes de carbono. El transcrito de 2400 nucledtidos detectado
en 830 (pBA21) debe ser sin duda este supuesto ARN futil
de ADCl, que se comienza a producir en medios con glucosa
cuando las células entran en el final de la fase logaritmica
(Ammerer, 1983). Al parecer, aunque el cultivo de este trans—
formante fue recogido a una densidad éptica similar a la
de las otras cepas, debid de entrar de hecho en la fase esta-—
cionaria antes de lo normal, o bien se disparé de una manera

prematura la sintesis del mensajero mayor de ADCI.

4.— EXPRESION TRADUCCIONAL

Los dos métodos aplicados para intentar detectar

la expresién del producto de nifH en levadura no dieron re-

sultados positivos. El patrén de proteinas marcadas detecta-
bles en geles desnaturalizantes de PAA-SDS no reveld ninguna
banda adicional patente en las cepas transformadas, ya lleva-
ran construcciones adecuadas para la traduccién de nifH,
las opuestas, o los vectores. Si efectivamente se estd produ-
ciendo polipéptido de la ferroproteina Kp2 en las levaduras
con pldsmidos idéneos, el nivel de éste es insuficiente para
destacar sobre el fondo de bandas propias de levadura: no
¢ aprecian alteraciones significativas e inequivocas del pa-
trén en 1la regién de las 35 kDal, donde se espera que apa-

rézca la banda del mondémero de la ferroproteina (Roberts

- 232 -



et al., 1978; Cannon et al., 1979).

De igual manera, la prueba de funcionalidad no
dio tampoco resultados positivos. Dicha prueba consistié en

mezclar extractos de K.pneumoniae CK2601, que lleva una mu-

tacién no polar en nifH, con extractos de transformantes de
levadura, y medir la capacidad de reduccién de acetileno
a etileno. Los niveles de etileno producido por CK2601 no
aumentaban significativamente tras la adicidn de los extractos
de levadura, no siendo nunca superiores a 3% de la capaci-
dad reductora de la cepa silvestre UN, lejos del 10% que
normalmente se toma como limite para considerar una auténtica
complementacién (Cannon et al., 1979). Se podria argumentar
aqui como en la prueba anterior: es bastante probable que
la técnica de complementacién de extractos tenga una sensibi-
lidad inferior a la que se requeriria para detectar unas su-
puestas bajas cantidades de proteina Kp2 con capacidad com-
plementadora funcional sintetizada por las levaduras. Preci-
samente debido a que la prueba exige que la eventual protei-
na Kp2 sea activa funcionalmente, se impone una seria restric-~

cidén adicional a la deteccidén del producto de nifH en levadu-

ras, ya que aun cuando se estuviera produciendo y acumulan-
do el polipéptido correspondiente, éste podria verse sujeto
& una gran variedad de factores derivados del peculiar en-

torno celular que impidieran o destruyeran su funcionalidad.

Hay wuna razén, derivada de la propia bioquimica
de la fijacién de nitrégeno, que podria condicionar negativa-
mente el éxito de una prueba de funcionalidad segun el ensa-
Yo de complementacién in vitro. Roberts et al. (1978) ya ha-
bfan sefialado que se requiere el producto de nifM, un poli -

Péptido de 15 kDal para que el dimero de Kp2 sea activo.
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La naturaleza de esta modificacidn activadora de la ferropro-
teina es desconocida, pero un reciente informe (Berman et
al., 1985b) apunta que la proteina de nifM estd implicada
en la sintesis, regulacién o estabilidad del mondmero de Kp2,
pero no en su ensamblaje hasta dimero. Segin Eady (comuni-
cacién personal, 1985) no se ha demostrado, hasta el momento
una activacién in vitro de la apoproteina de Kp2 por el pro-
ducto de nifM. Esto podria ser otra explicacién de los resul-
tados negativos en el ensayo funcional, ya que aunque los
extractos de levadura contuvieran en efecto proteina Kp2,

ésta no lograria ser activada a posteriori por el producto

de nifM suministrado por los extractos de CK2601. Dicha cepa
mutante contiene el alelo nifH2260, caracterizado por Kennedy
(1977), que es una mutacién no polar responsable de una
ferroproteina inactiva cuya movilidad en geles desnaturalizan-
tes es ligeramente mayor que la de la cepa silvestre (Dixon
et al., 1977). La mutacién es totalmente complementable en

K.pneumoniae (Dixon et al., 1977).

Entre los factores derivados del entorno celular
eucaridtico en que se encuentra nifH, y que podrian ocasionar
problemas a la traduccidén del mensaje a niveles suficientes
cabe citar la capacidad de lectura de los ribosomas de leva-
dura del transcrito nif y el sesgo de codones del gen nifH,

distinto del uso de codones propio de S.cerevisiae.

a) capacidad traduccional del ARNm de nif en levadura

A pesar de que las pertinentes manipulaciones
in_vitro descritas en este trabajo lograron crear fusiones
transcripcionales entre el promotor de ADCl y el operdn nif
HDKY, de modo que el primer codén AUG del mensaje coincidie-

Fa con el inicio de nifH, quedaria la posibilidad de que el
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contexto de secuencia previo a este gen no fuera el mds ade-
cuado para un comienzo eficiente de la sintesis proteica por
los ribosomas citopldsmicos de levadura. Segun Kozak (1983),
los codones iniciadores funcionales de eucariotas superio -
res se dan en un entorno de secuencia especial, en que ma-
yoritariamente aparece una purina (esencialmente A) en coor—
denada -3, y otra purina (sobre todo G) en +4, aunque en
muchos casos parece que secuencias adicionales intervienen
para aumentar la frecuencia de iniciacién. La regla "A en
-3 y G en +4" no es totalmente aplicable a levaduras. Dobson
et al. (1982), comparando los entornos de secuencia de los

codones iniciadores de 17 genes de S.cerevisiae confirma la

universalidad de A en -3, pero en +4 existen bastantes ejem -
plos de bases pirimidinicas en genes de elevada expresidn,
incluyendo ADC1, que muestra una T. La importancia de la
A en -3 para una buena expresidén traduccional en levadura
ha sido resaltada recientemente de forma elegante por Zitomer
et al. (1984). En posicién +6 es muy frecuente una pirimidina,
normalmente timina. Segun todo esto, los alrededores del coddn
iniciador de nifH no diferirian de los de muchos genes de

levadura, ya que se dan sendas adeninas en -3 y +4, y una

citosina en +6.

Un rasgo predominante en la zona §' previa a
muchos genes de levadura, la riqueza en A y T, junto con
la ausencia o extrema rareza de G (Holland y Holland, 1980;
Montgomery et al., 1980; Holland et al., 1982 , no se encuen-—
tra en las regiones 5' bacterianas de nifH que quedan en
las construcciones genéticas de este trabajo: en el segmento
de 20 bases previas al ATG inicial de nifH existe cuatro G

Y una sola T, mientras que en el segmento andlogo de ADCI
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no se da ninguna G y existen seis T (Bennetzen y Hall, 1982a).
La significacién de un segemento 5' con estas caracteristicas

para el comienzo de la traduccién es desconocida.

Segun Zalkin 'y Yanofsky (1982), la secuencia
PuCACACA, que se localiza poco antes del ATG iniciador del
gen TRP5, podria jugar un papel en el inicio de la traduccidn.
Secuencias parecidas se detectan en situaciones similares en
otros genes (véase compilacién de Dobson et al., 1982) y en
el mismo ADCl, donde se observa ACAATCAA entre las coorde—
nadas -22 a -15. Curiosamente, entre las posiciones -21 a
-15 de w la secuencia es TCAACAA, que se ajusta relativa-
mente a la candnica de levadura. De cualquier manera, estu-
dios con genes mutantes de levadura afectados en esta zona
sefialan que no es indispensable a la hora de la expresidn
traduccional (Sherman y Stewart, 1982; Zitomer et al., 1984).
Igualmente, diversos genes heterélogos que no se ajustan a
esta secuencia han mostrado su expresién a alto nivel en

levadura (Hitzeman et al., 1981).

La longitud de la secuencia lider del ARNm no
parece que sea un factor de importancia a la hora de la
expresién eficiente, como han mostrado Sherman et al. (1982)
y Zitomer et al. (1984). De cualquier manera, la longitud
del lfder no traducible de las dos construcciones genéticas
nif de nuestro trabajo (65 nucledtidos para pBA21/pYN2 vy
51 nucledtidos para pBA51/pYN5) estd dentro del rango normal

de muchos genes de levadura.
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En unos detallados estudios genéticos Zito-
mer et al. (1984) hnan demostrado que los ribosomas
de levadura pueden iniciar la sintesis proteica en los triple-
tes AUA y UUG, aunque con mucha menor eficiencia (un
8% respecto de la del coddén AUG), cuando dichos tripletes
se encuentran en un contexto adecuado (principalmente adeni-
na en -3). La presencia de cualquiera de estos dos codones
iniciadores minoritarios en 5' y fuera de fase respecto
del AUG 1induce un descenso muy marcado de la eficacia
de traduccidén del mensaje auténtico. Observando la porcién
bacteriana correspondiente a la regién lider de los ARNs
producidos a partir de nuestras construcciones no se detecta
ninguno de estos dos tripletes, por lo que se puede descar-
tar totalmente un efecto negativo sobre la expresién de

nif en levadura por esta causa.

En resumen, no parece que el contexto de secuen-
cia en torno al primer codén AUG de w, ni en general
toda la zona no traducible 5' del mensajero producido en
levadura, sean especialmente inadecuados para la actuacién
de la maquinaria de 1iniciacién traduccional en el nuevo
hospedador; exceptuando la presencia de varias guaninas
en la regidén previa al gen de la ferroproteina, el resto
se acomoda relativamente bien a las peculiaridades de mu-

chos genes de levadura.

b) uso de codones

La tabulacién del uso de codones de varios genes

de S.cerevisiae (Bennetzen y Hall 1982b, Hitzeman et al.

1982) muestra un acentuado sesgo para los genes que se
expresan a elevados niveles; concretamente, 25 de los 61

tripletes representan méds del 95% de la capacidad codifica-
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dora, existiendo una notable correlacién entre su .propia

frecuencia de uso y la abundancia en levadura de los respecti-
vos ARNt isoaceptores. Las proteinas minoritarias se apartan
menos de un patrén aleatorio de uso de codones; existe
un grupo de otros 20 ARNt que estdn presentes a baja con-
centracién y que, compararativamente, participan mds en
la traduccién de los mensajes de productos minoritarios.
El gran sesgo de uso de codones en genes como ADCl, PCK,
etc. puede que sea una respuesta evolutiva a una presién
selectiva que opere sobre la eficiencia de sintesis de produc-
tos requeridos a grandes concentraciones para el normal
metabolismo del microorganismo, y podria tener influencias
sobre la expresién de genes clonados heterdlogos que se
apartaran marcadamente del sesgo propio de S.cerevisiae

(Bennetzen y Hall 1982b, Tuite et al. 1982).

En la tabla 4 se compara el uso de codones
en nifH y en varios genes de proteinas abundantes de leva-

dura.las mayores discrepancias se pueden resumir asf:

codones de leucina: mientras que en levadura
el mds representado, con diferencia sobre los demds codones
es el TTG (90%), éste no es usado en nifH, el cual recurre
a dos codones no existentes en los genes tabulados de S.ce-
revisiae (CTG y CTC).

codones de wvalina: en los genes de levadura
no se usa GT &, que es el codén mds abundante en nifH.

codones de glutamina: el CAG, ausente en levadu-
ra, es el mds usado en nifH.

codones de cisteina: el mds abundante en el

gen bacteriano (TGC) no es usado en levadura.
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Tabla 4: USO DE CODONES EN CUATRO GENES DE LEVADURA
Y EN nifH DE Klebsiella pneumoniae.
GAP- GAP-
PGK  "49"  "63" ADTI (%) nifH PGK 4T 63" ADCL (R} aif
phe/TTT 1 0 0 0 (2) 2 ala/GCT 32 26 23 19 (70) 1
T1C 18 10 11 8 (98) L Gce 10 6 10 16 (30) 14
GCA 1 0 0 0 (0) 1
leu/ TTA 5 0 o 2 (6) ] GCG 0 s} 0 0 (0) 13
TTG 36 21 20 19 (90) 0
cTT 0 0 0 0 (0) 1 tyr/ TAT 0 0 0 0 (0) 1
cre 0 0 0 0 (0} 7 TAC 7 10 10 13 (100) 8
CTA 0 0 1 3 (3 0
CTG ¢ 0 0 0 (0) 1 his/CAT 1 0 0 1 (6) 0
CAC 7 8 8 10 (94) 2
1le/ ATT 9 9 7 9 (41) 7
ATC 14 1n 12 12 (59) 17 gln/CAA 8 5 6 9 {100) 2
ATA 0 0 0 0 (c) 0 CAG 0 0 0 0 {0) 8
met/ATG L 6 7 7 (100) 15 asn/AAT 1 0 0 0 (2) 1
AAC 13 12 14 11 (98) 11
val/GTT 16 22 23 19 (55) 2
GT<S 22 15 12 17 (£5) 8 asp/GAT 8 8 7 2 {29) 5
GTA 0 0 0 0 (0} 0 GAC 18 17. 13 14 (71) 1
GTC 0 0 0 0 (0) 12
glu/GAA 28 14 15 20 (99) 18
ser/TCT 16 13 1 12 (56) 0 GAG 1 0 0 0 (1) 11
TCC 6 12 14 7 (40) 5
TCA 2 0 0 0 (2) 1 cys/TGT 1 2 2 8 (100) 2
TCG 0 0 0 0 (0) 2 TGC 0 0 0 0 (0) 7
AGT 0 0 0 0 (0) ]
AGC 2 0 0 0 (2) 1 trp/ TGG 2 3 3 5 (100) 0
pro/CCT 0 0 1 2 (6) 0 arg/CGT 3 0 0 0 n 4
cce 0 0 0 1 (2) 3 cGe 0 0 0 0 10) 9
ccA 17 12 10 10 (92) 1 CGA 0 0 0 0 (0) 0
cee 0 0 0 0 (o) 4 cGG 0 0 0 0 (0) 0
AGA 10 11 1 8 (93) 0
the/ ACT 10° 12 10 5 (45) o AGG 0 0 0 0 {0) 0
ACC 8 12 13 9 (s1) 12
ACA 0 0 0 0 (o) o gly/GGT 35 25 24 A (98§) 5
ASG 0 0 0 0 to) 4 GGC 1 0 0 0 (1 20
° GGA 0 [o] 0 [+] {0) 1
Referencias: PGK: Hitzeman et al. (1932) ; GaP: Holland y GGG 1 o] ] o} 1 1

y Holland (1980}: ADCl: Bennetzen y Hall (1982a}); niiH:
Szttt et al. (1951,




codones de arginina: el CGC, mayoritario en
nifH, estd ausente en las cuatro secuencias de levadura,

mientras que CGT (4 apariciones en nifH) sdélo se muestra

tres veces en uno de los genes de levadura (PGK).
codones de glicina: el GCC aparece 20 veces
en nifH, pero una sola vez en los cuatro genes de levadura
codones de prolina: no se usan en estos genes

de levadura CCG ni CCC, siendo los mds tipicos de nifH.

codones de alanina: el GCG, segundo mds abun-

dante en nifH no estd representado en los genes de proteinas

de alta concentracidén en levadura.

En resumen, los genes de proteinas mayoritarias
de levadura suelen carecer de determinados codones que
estdn muy representados en la secuencia de la ferroproteina

de K.pneumoniae. Mientras que aquellos tienden a evitar

los codones que llevan GC, CG, GG o CC siempre que esto
es posible por la disponibilidad de otro tipo de codones
sinénimos, el gen nifH se aparta patentemente de esta regla
al incluir entre sus tripletes mds abundantes a algunos

de estos ''codones prohibidos'.

La influencia real que todo esto pueda tener
para la traduccién eficiente de un mensaje heterdlogo es
desconocida. Autores como Tuite et al. (1982) achacan (aun-
que con base especulativa) parte de la responsabilidad
de los rendimientos inferiores de expresidén heterdloga a

problemas derivados de uso diferente de los codones.

£n nuestro caso es aun dificil aventurar hipdtesis
en esta linea. La no deteccién de proteina de Kp2 en levadu-
ras transformantes con las técnicas empleadas sugiere que

existen problemas post-transcripcionales, pero no cabe cali-
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brar la responsabilidad que en ello puede tener el que
la informacién de nifH se aparte en varios puntos del sesgo
de tripletas de levadura. Debido a que la expresién de
nif viene ya previamente condicionada por niveles relativa-
mente bajos del ARNm, es de suponer que la reserva de
ARNt's minoritarios requeridos para traducir el gen de
la ferroproteina serd comparativamente menos limitante que
si el nivel de transcriptos nif fuera el éptimo. De cualquier
manera, cabria esperar que el mensaje de nifH fuera tradu-
~cido a niveles similares a los de las proteinas minoritarias

de levadura.

Durante el curso de elaboracién de la presente
discusién han aparecido dos nuevos trabajos del grupo de’
Zamir que informan de la expresién en levaduras del gen

nifH de K.pneumoniae: Berman et al. (1985b), con una estra-

tegia similar a la nuestra, han insertado nifH, desprovisto
de sus secuencias 5' no codificadoras hasta la coordenada
-12 en el mismo vector pAAR6, obteniendo el pldsmido denomi-
nado pJB81. Mediante la técnica inmunoquimica de inmunoblo-
tting han detectado el polipéptido de la ferroproteina a par-
tir de extractos fraccionados en geles desnaturalizantes de
PAA-SDS. El crecimiento de las levaduras transformantes
en presencia de oxigeno no afecta al nivel del polipéptido de
Kp2 (lo que sugiere que la inestabilidad de éste en K.pneu-
moniae se debe a la bacteria y no es intrinseca al producto
de nifH). El contexto de secuencia en p|B81 (que es similar
al nuestro hasta -12) no parecia el 6ptimo para la expresidn
del gen, ya que los rendimientos de produccién del polipép-
tido aumentaron en una construccién en la que el inicio

de traduccién era suministrado por un ATG procedente de
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pBR322 situado a 12 codones del ATG propio de nifH, vy
cuya regidén 5' previa era bastante parecida a la del gen

LEU2 de S.cerevisiae. En el trabajo paralelo (Berman et

al., 1985a) desarrollaron un sistema de ensayo inmunoqui-
mico para componentes nativos de nitrogenasa en lisados
celulares que les ha permitido detectar la forma dimérica
de la ferroproteina, similar a la sintetizada por K.pneumo-

niae en cuanto a peso molecular aparente, inmunorreactivi-

dad, sensibilidad al oxigeno y labilidad en presencia de
Mg-ATP.

Se pueden hacer algunas precisiones sobre "las
diferencias entre estos dos informes y nuestro trabajo. Supo -
niendo que el uso de cepas hospedadoras diferentés no in-
fluye significativamente, la variacién fundamental entre
los experimentos del grupo de Zamir y los aqui presentados,
en cuanto a disefio genético, estriba en que aquéllos reali-

zan la clonacién de nifH solamente, mientras que nosotros

manipulamos un fragmento mucho mayor en donde se inclu-

yen, ademds, nifD, nifK, nifY y parte de nifE. Por lo tanto,

si la interpretacién que se ha dado mds arriba sobre nues-

tros bajos niveles de ARNm de nif es correcta, el clonar

sélo nifH llevaria a niveles superiores de transcritos; de

hecho, estos investigadores israelies informan de niveles
altos de ARN hibridable con sondas especificas (aproximada-
mente similar a la cantidad de ARN de ADC1 expresado desde
el cromosoma). Sin embargo, a pesar de estos buenos resul-
tados con la expresidén transcripcional, los niveles de poli-
péptido de ferroproteina son reconocidos explicitamente como
bajos (Berman et al., lgng). Sus intentos de detectar Kp2

por marcado in vivo con ““Fe, o por ensayos funcionales
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similares a los empleados por nosotros, fueron infructuosos.
Por lo tanto, cabe concluir que existen factores post-trans-
cripcionales que, tanto en su sistema como el aqui descrito,
condicionan pequefias cantidades de la ferroproteina. Latre
estos factores no se puede descartar unos valores altos de

tasa de '"turnover" de la proteina fordnea (como aprecian
Mellor et al., 1985).
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CONCLUSIONES



[+

Se ha clonado el operdn de genes estructurales

(nifHDKY) de la nitrogenasa de Klebsiella pneumoniae

en vectores de expresién bifuncionales, entre el pro-

motor y el terminador del gen ADCl de Saccharomyces

cerevisiae, bien en forma de un fragmento

EcoRl original (no manipulado), bien como fragmentos
reseccionados in vitro, carentes de tripletes ATG pre-
vios al codén iniciador del gen de la ferroproteina
(nifH).

Los pldsmidos bifuncionales recombinantes portadores
de las secuencias nif promueven en levadura la trans-
cripcién de todo el segmento nif clonado, origindndose
mensajeros poliadenilados. La produccién de transcri-
tos nif es independiente de la orientacién del inserto
en el vector y de la manipulacién previa de la re-

gién 5' no codificadora de nifH. Los niveles de trans—

critos nif son inferiores a los esperables de un siste-
ma de expresién basado en pldsmidos multicopia por-
tadores de un eficiente promotor de levadura, estan-
do por debajo de los niveles de transcritos del gen

ADC1 cromosémico de la cepa receptora de las cons-—

trucciones genéticas.

A pesar de la obtencién de pldsmidos recombinantes
carentes de potenciales inicios andémalos de traduccidn
para nifH en levadura, la expresién a nivel de pro-

teina de dicho gen no pudo ser evidenciada por nin-

- 245 -



guno de los dos métodos aplicados (electroforesis de
proteina marcadas in vivo, vy ensayo funcional de
complementacién de la actividad reductora de acetileno

de un mutante nifH de K.pneumoniae).
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