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RESUMEN 

El presente trabajo describe la constTucción de tres 
vectores de integración y un vector de replicacion 
autónoma de Socdulronryt:a ~ Dichos vec­
tores se caractérizan por poseer el gen LEU2 de le­
vadura y los genes de resistencia a ampicilina y tetraci­
clina que sirven como marcadares geneticos en E.st:M­
TÜ:hill coli. Por otro lado, el gen LEU2 puetk ser 
utilizado en la selección de transfonnantes de Stlc­
clulromyces ~ Los plasmidos VCpl, VCp2.1, 
VCp2.2 y VCp2.3 transfonnan a la levadura en baja 
frecuencia (aproximadamente JO transfonnantesjug 
de DNA) y se comportan como vectores de integracion 
verdaderos. 
Los plasmidos VCp 1 y VCp2.1 fueron utilizados para 
la constTucción de dos genotecas de Newosporg C7ti.Uil 

a fin de aislar secuencias de replicación autónoma de 
Neurosporu en levadura. A partir de la genoteca en 
VCpl, se pudo aislar un plasmido portadar de un 
inserto que corresponde a un fragmento de 3.5 kb de 
DNA del hongo. 

INTRODUCCION 

El análisis de secuencias de DNA eucariótico 
ha sido facilitado por la simplicidad con la cual el 
DNA de estos organismos puede ser clonado en 
procariontes mediante los sistemas de transforma­
ción (Cohen et al. 1972) y vectores desarrollados para 
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[ Con.stnu:tioll of integrating vecton of Saa:Juzromyces 
~ ll1lll lheir application in the gmome of 
NeutOIJIO'fl crassa ) 

1ñis work describes the constTuction of three 
integrating anda replicating vector from Soccharomy­
as~ Such vectors carry the yeast LEU2 gene 
and the ampicillin and tetracycline resistance genes 
utilized as genetic markers in E.rcherichitz coli. There­
fore, the LEU2 gene can be used in the selection of tr­
ansformants in Saccharomyces cerevisiae. The plas­
mids VCpl, VCp2.1, VCp2.2 and VCp2.3 showed /ow 
transfonnation frecuency ( about JO .transfonnantsjug 
DNA) and behaved as tTue integrating vectors. 

1ñe VCpl and VCp2.1 plasmids were used to 
constTUct two genome librarles from Neurospora crwsa 
to isolate autonomously replicatíng sequences from 
Nt:llr08J.X1'0 cru.rsa in yeast. From the VCpl NewvspotU 
genomic library, it was possible to iso/ate a plasmid 
canying a DNA insert of 3.5 kb from the fungus. 

estos últimos (Balbas et al.1986; Bolívar et al., 1977). 
Secuencias de DNA eucarióticas pueden ser ob­
tenidas y alteradas facilmente iD vivo e in vitro 
mediante el uso de técnicas de genética molecular y 
DNA recombinante. Esto permite estudiar el efecto 
de cambios inducidos e:li."Perimentalmente sobre la 
función y expresión de los genes analizados. 

La mayoría de los estudios a este nivel, 
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requieren de la construccibn de una genoteca del or­
ganismo en un vector adecuado para el hospedador a 
utilizar. Algunos genes de organismos eucariontes 
inferiores se expresan en E. coli. De hecho, muchos 
genes de S. c:erevisiae han sido clonados y selecciona­
dos por expresión en E. coli. Sin embargo, otros genes 
muestran grados de funcionalidad variable y no es 
posible expresarlos en dicha bacteria. Esta situacibn 
hace necesario recurrir a otras estrategias para su ais­
lamiento. 

La utilizacioo de hongos como hospedadores 
de clonado, podría ser ventajosa como estrategia de 
clonamiento de genes que no se expresan en E. coli. 
En relación a ésto, S. cerevisiae puede constitutir una 
alternativa conveniente para la clonación molecular 
de aquellos genes eucarioticos que no pueden ser se­
leccionados por complementación en la bacteria. 

La eficiencia de los sistemas de clonacibn de 
genes en hongos, depende de la disponibilidad de 
vectores para el desarrollo de los respectivos sistemas 
de transferencia y expresion g~nica. Es así como la 
utilidad que prestan los vectores de integración de S. 
cerevisiae para el aislamiento de secuencias de repli­
cación autonoma de otros hongos y para la reali­
zación de experimentos de mutag~nesis dirigida, es 
enorme. 

Los vectores de integracibn de S. cerevisiae, 
transforman en baja frecuencia, aproximadamente 1 
a 10 transformantes por ug de DNA, integrandose en 
una regibn de homología en el genoma de la levadura 
y generalmente son estables mitoticamente. Una ex­
cepción a ~sto, ocurre con aquellos vectores de inte­
gración que son portadores del gen LEU2 de este or­
ganismo. Dicho gen se encuentra ubicado en el cro­
mosoma IIl de S. c:erevisiae (Broach, 1981). En la 
posición 5' respecto a la dirección de transcripcion, se 
encuentra ubicada una de las 50 copias (aproximada­
mente) del transposon Tyl de la levadura (Cameron 
et al.1979; Scherer et al.1980; Kingsman et al. 1981). 
En ambos extremos de este transposOn existen 2 se­
cuencias repetidas directas (DR) denominadas se­
cuencias Ó. Estas características hacen que los vec­
tores de integracion pOrtadores del gen LEU2, trans­
formen con una frecuencia mayor de la esperada, 
para un vector de esta naturaleza. Todos los plásmi­
dos que llevan el gen LEU2, poseen parte del ex­
tremo de dicho elemento gen~tico y por lo tanto 
pueden integrarse por homología en otras regiones 
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fuera dcllocus LEU2, aumentando por lo tanto la 
frecuencia de transformacibn. De esta manera, tales 
vectores no pueden ser utilizados para aislar secuen­
cias ARS mediante seleccion por incremento de la 
frecuencia de transformacion. Por otro lado, se han 
construído cepas au:x:otroficas para leucina que tienen 
dobles mutaciones en el gen LEU2. Dichas cepas de 
S. c:eft\'isiae son muy estables y no se ha detectado 
reversión en ellas. 

Los antecedentes recién mencionados sugie­
ren que la elaboracibn de W!dores de integracion de 
S. cerevislae portadores del gen LEU2, que carezcan 
de las secuencias de Tyl del extremo de dicho gen, 
seran de mucha utilidad para aplicarlos en la se­
leccion de secuencias de interes y elaboradon de 
vectores de clonacibn para otros hongos tales como 
N. crassa. 

En el presente trabajo se describe la cons· 
truccion de vectores de integracibn de S. cerevisiae y 
su utilizacion en la construccion de genotecas de N. 
crassa. 

MATERIALES Y METODOS 

Cepas 

En este estudio se utilizO Escberlcbia coli cepa C600 
(F' thi 1, thr l, leu B6, lac Yl, ton A21, sup E44~; Ap· 
pleyard, 1954) y la cepa HB101 (F ,hsd 20 (r B·,mB-), 
rec Al3, ara 14,pro A2, lacY11 gal K2, rps L20 
(Sm-), xy/15, mtll, sup E44, ~ -; Boyer et al., 1969). 

S.cerevisiae, cepa Sc483 (a, leu2.3, leu2.112, his4, 
canl; Jimenez et al.,1980). Esta cepa fue propor­
cionada por el Dr. Antonio Jiménez (C.S.I.C. Es­
paña), cepa 0234-38 (alfa, leu2.3, leu2.112, his 3.11, 
ura 3.52, trp 1.289, te m ). Esta cepa fu~ proporcionada 
por el Dr. J.W. Szostak (Harvard Medical Schoo~ 
Boston, MA., U .SA.). 

Plasmidos 
Los plAsmidos pBR322, (Bolívar et al., 1977) 

e YRp7 (Tschumper et al.,1980) fueron utilizados 
para la construcción de vectores. También se utilizó 
el pJAsmido pTS1.2, derivado de pBR322 al cual se le 
ha insertado un fragmento Sal I- Xho I de 2 kb 
portador del gen LEU2 de levadura en el sitio Sal I de 
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dicho plasmido y fue obsequiado gentilmente por la 
Dra. Teresa Suarez, Depto. de Genetica, U . de Sala­
manca, España. 

Condiciones de Cultivo 

E. coli fue cultivada en medio LB a 370 C. con 
agitacion constante (Davis et al. 1980). Cuando fue 
necesario se suplemento con ampicilina a una con­
centracion fmal de 100 ug/ml. y /o tetraciclina a una 
concentracion fmal de 15 ug/ml. 

S. cerevisiae fue cultivada a 3()QC en medio YEP o 
medio minimo SO suplementado con los requeri­
mientos metabolicos histidina o triptofano segU.n la 
cepa utilizada (Cifuentes, 1988). 

Puriticacion de DNA 

El DNA plasmidial fue purificado por el metodo de 
Clewell et al. (1969). Para minipreparaciones de 
DNA plasmidial se utilizO la tecnica de Birnboim et 
al (1979). El DNA plasmidial de S. cerevisiae fue pu­
rificado de acuerdo a Y eh et al. (1986). 

La purificacion de DNA a partir de geles de 
agarosa de bajo punto de fusion se realizo como se 
describe en Cifuentes,(1988). 

Transformacion genetica 

Las transformaciones de E. coli y S. cerevisiae 
fueron realizadas como se describe en Cifuentes 
(1988). Para la manipulacion del DNA mediante 
tecnicas de recombinación de DNA in vitro, se utilizo 
los metodos descritos en Sambrook et al., (1989). 

RESULTADOS 

La figura 1 muestra la estrategia utilizada 
para la construccion de los vectores de integracion 
VCpl, VCp2.1, VCp2.2, VCp2.3 y el vector replica­
tivo VCp3.1. El plasmido VCp1 fue construldo a 
partir del fragmento Hpal/ Aval de 5,5 kb del plasmido 
pTS 1.2. Los extremos cohesivos A va 1 fueron rellena­
dos con la enzima DNA polimerasa 1 (Klenow) de E. 
coli, luego fue ligado con DNA ligasa de T4 y fi­
nalmente se transformo E.coli C600. Se selecciona-

ron 6 transformantes con fenotipo Le u+, Ampr, Tet•. 
El analisis del DNA plasmidial de las colonias trans­
formantes indioo que todas portaban un plasmido de 
un tamaño de 5.5 kb que fue denominado VCpl. Ex­
perimentos de transformacion de E. coli C600 indi­
can que VCP1 tiene la capacidad de transformar en 
alta frecuencia (ver tabla 1). 

Para la construccion de los otros vectores se 
utilizO el plasmido pBR322 y el gen LEU2 de le­
vadura el cual fue obtenido a partir del plasmido 
pTS1.2 como un fragmento Hpa 1 Sal I de 1.8 kb (ver 
figura 1). El extremo cohesivo generado por Sall se 
relleno con DNA polimerasa 1 (Klenow) de E. coli. 
Por otro lado, el plasmido pBR322 fue digerido con 
EcoR 1 y sus extremos cohesivos fueron llenados con 
DNA polimerasa 1 (Klenow), luego ambos DNAs 
fueron mezclados y ligados con DNA ligasa de T4. 
Despues de transformar E.coli C600, se selecciona­
ron 2 clones capaces de crecer en medio minimo, 
complementando la mutacion LeuB6 de la bacteria y 
preservando las caracteristicas de resistencia a tetra­
ciclina y ampicilina. Los plasmidos, denominados 

VCp2.1 (6.2kb), yVCp2.2 (8.0 kb), fueron analizados 
por su capacidad de retransformar E.coli C600 (ver 
tabla 1) y mediante digestion con enzimas de restric­
cion (ver figura 2). Dichos plasmidos son capaces de 
cotransformar los genes LEU2, resistencia a ampici­
lina y tetraciclina. El analisis de restriccion muestra 
que el plasmido VCp2.2 posee el gen LEU2 en una 
orientacion opuesta a la presente el VCp2.1. Ademas, 
VCp2.2 es portador de una duplicacion en tandem del 
genLEU2. 

A partir VCp2.2 se procedio a construir otro 
plasmido, extrayendo una copia del gen LEU2 me­
diante digestion con EcoRI (ver figura 1 ). Después de 
ligar el DNA y transformar E.coli C600, se se­
leccionaron 10 transfcrmantes con fenotipo Le u+, 
Ampr y Tetr, cuyo DNA plasmidial fue analizado 
mediante digestion con las enzimas de restriccion 
BamHI y EcoRI. Se selecciono uno de ellos y se 
denomino VCp2.3 (6.2kb). Este plasinido fue pos­
teriormente analizado mediante retransformacion 
(ver tabla 1) y por digestion con enzimas de restric­
cion. Los resultados indican que VCp2.3 es portador 
de una copia del gen LEU2 en la misrr.a orientacion 
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1 Plásmido 
i 

Tabla l. Transformación de E. coll con vectores de clonado de levadura. 

Frecuencia de transformación 
(transrormante/ul de DNA) 

Amp' tet' leu • 
VCPl 3.8 x ¡(}S 0 3.6 X ¡(}S 
VCp2.1 5.2 X lOS 4.1 X lOS 4.1 X ¡(}S 
VCp22 4.0 x 1()5 2.3 X lOS 1.9 X 1()5 
VCp2.3 3.5 X ¡(}S 2,5 X ¡(}S 2.3 X lOS 
VCp3.1 5.5 X lOS 5.4 X lOS 4.7 X lOS 
pTS1.2 8.0 X lOS o 7.8 X lOS 
pBR322 7.4 x lOS 7.0 x ¡()!! O 
~7 Ux~ ~ O 
YEp13 7.2 X ¡()!! 6.3 X lOS 6.4 X lOS 

·_ Células competentes de cepa Escherichia C600 fueron transformadas con 50 o 80 ug de DNA de cada plásmido. 

Tabla 2. Transfonnación de Saccharomyces cerevisiae con vectores de clonamiento. 
Frecuencia de transformación 

1 Plásmido cepa (fransrormantes /ug de DNA) 

: VCpl 

1 

VCp2.1 
VCp2.1 

J VCp2.2 
' VCp23 
! VCp3.1 
!pTS1.2 
· YEp13 

YEp13 

Sc483 
Sc483 
D234-3B 
Sc483 
Sc483 
D234-3B 
Sc483 
Sc483 
D234-3B 

leu• trp• 

10 
15 
13 
13 
12 

983 
110 

1895 
2725 

o 
o 
o 
o 
o 

957 
o 
o 
o 

! Las cepas Sc483 (a, leu~3, 112; his4, canl) y D234-3B (oc: leu~3,112; his3, 11; ura3,52; trpl, 289; tcm) fueron transforma­
! das con 1 6 2 ug de DNA de cada plásmido. Los transformantes leu + o trp + fueron seleccionados en medio mínimo 
suplementado con histidina para la cepa Sc483 y uracilo, histidina y/o Jeucina para la cepa D234-3B. 

Tabla 3 Transformación de Saccharomyces cerevisiae cepa Sc483 con genotecas de Neurospora crassa en 
vectores de integración. 

A. Genoteca de N. crassa en \oepl B. Genoteca de N. crassa en VCp2.1 

Tipos de Transformantes Tipos de Transformantes 
Pequeño Grande DNA Pequeño Grande 

o o o o 
¡ DNA 

: YEp13 978 YEp13 10 1072 
· VCpl 15 7 VCp2.1 12 8 
Genoteca 599 255 Genoteca 429 163 

¡ Esferoplastos de la cepa Sc483 de Saccharomyces cerevisiae, fueron transformados con 1 ug de DNA de los plásmidos 
YEp13, VCpl y VCp2.1 respectivamente y con 5 ug de DNA de las diferentes mezclas de DNA de las genotecas respectJ­

, vas. 

Tabla 4 Tiempo de generación de transformantes de Saccharomyces cerevisiae con plásmidos 

1 

(Á)-___ __ ----- - · Tiemp~ d-; provenientes de las genote(~) Tiempo de 

generación generación 
! Transformante (horas) Transformante (horas) 

,

1

· Control (Sc483) 3.5 Control 3.5 
Sc483-YEp13 2.5 Sc483-YEp13 2.5 

1 
Sc5.30 3.5 YeT-5 4.0 

1 Scl4.12 8.0 YeT-19 4.1 
! Sc5.10 10.0 YeT-32 3.8 
'ScB.4 12.0 YeT-41 3.5 
Sc14.14 14.0 YeT-44 4.5 
Sc15.5 15.0 YeT-67 4.6 
Scl4.1 20.0 YeT-69 4.6 

YeT-70 4.4 
1 El tiempo de generación fue determinado mediante el crecimiento de los transforman tes en medio minimo suplementado · 

4 i con histidina . El crecimiento fue medido como el aumento de la D.O. 6f:IJ • 
L___ , _____ j 

.... 

.. 
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Figura l. 
Estrategia utilizada para la construcción de los vectores de clonado de Saccharomyces cerevisiae. 
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Figura 2. Electroforesis. en gel de agarosa de los productos de digestión de los plásmidos YCp2.1 y VCp2.2 con 
diferentes endonucleasas de restricción. El DNA plasmidial fue tratado con las endonucleasas de restricción y 
los productos de la reacción fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. 1) DNA del 
bacteriófago )\ + Hindlll. 2) al 9) VCp2.1 digerido con: 2) Pstl. 3) EcoRI. 4) Sa11. 5) Pstl + EcoRI. 6) Pstl + 
Sall. 7) EcoRI + Sall. 8) Ecorl + BamHI. 9) Hindlll + Pstl. 10) al17) VCp2.2 digerido con: 10) Pstl. 11) 
EcoRI. 12) Sall. 13) Pstl + EcoRI. 14) Pstl + Sall. 15) EcoRI + Sall. 16) EcoRI + BamHl. 17) Hindiii + 
Pstl. 18) DNA del bacteriófago h + Hindiii. 
Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de digestión de los plásmidos YCp2.1 y YCp3.1 con 
endonucleasas de restricción. Los productos de la reacción fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa 
al 0.7% 1) DNA del bacteriófago A+ Hindlll. 2) YCp2.1 EcoRI. 3) YCp3.1 + EcoRI 4) VCp3.1 + Pst16) DNA 
del bactnófago ~ + Hindlll. 
Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidial de un transformante (SC14.12) de Saccharomy· 
ces cerevisiae rescatado en Escherichia coli C600. A: DNA sin digerir: 1) SCp14,2) DNA de " + Hindlll. B: 
DNA plasmidial digerido con endonucleasas de restricción: 1) DNA de + Hindlll. 2) al5) YCp1 + Pstl. 6) 
al9) pUC9 + Sall. 10) y 11) SCp14 + Pstl. 12) DNA de A+ Hindlll. 
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que en VCp2.2 y que mantiene las resistencias a 
ambos antibioticos. 

Se construyo un nuevo vector de S.c:erevisiae 
insertando en el sitio Pvull de VCp2.1 un fragmento 
EcoRI de 1.45 kb, portador del gen TRPl y una 
secuencia de replicación autonoma (ARS1) de le­
vadur~. Dicho fragmento fu~ obtenido a partir del 
plasmtdo YRp7 mediante digestion con EcoRI. Los 
extremos cohesivos fueron rellenados con DNA po­
~erasa 1 (Klenow) de E.coli. El plasmido VCp2.1 
linearizado con Pvull y el fragmento de 1.45 kb 
portador de TRPl y ARSl fueron ligados y con la 
mezcla se transformo E. coli HB101. Como resultado 
se selecciono un don portador de un plasmido de 7.7 
kb, denominado VCp3.1 (ver ftgura 3). Este plasmido 
fu~ analizado mediante transformacion de E. coli 
C600 (ver tabla 1). Ademas, todos los transformantes 
prese~t~ el fenotipo de resistencia a ampicilina y 
tetractclina como se esperaba. 

Para comprobar que los vectores 
construidos (VCpl, VCp21, VCp2.2, VCp2.3 y VCp3.1) 
corresponden a lo esperado, se realizO experimentos 
de transformacion de S. cerevisae. Para ello se utilizO 
las cepas Sc483 y D234-3B; esta Ultima se caracteriza 
~r llevar mutaciones de auxotrofia para leucina y 
triptofano (leu2· y trpl·) y fu~ utilizada para el anAlisis 
del plasmido VCp3.1. La tabla 2muestra claramente 
que loo vectores de integración VCp21, VCp22 VCp23 
transforman a S. cerevisiae, a una frecuencia baja, del 
orden de 10 transformantes / ug de DNA plasmidial. 
Por otr~ lado, el plasmido VCp3.1 presenta una 
frecuenaa de transformacion del orden de 103 trans­
formantes/ug de DNA como se esperaba por el 
hecho de llevar UD replicador de levaduras. Además 
se puede apreciar que VCp3.1, puede transformar 
para prototrofia para leucina tanto como para trip· 
tofano tal como era de esperar para un plasmido 
portador de ambos genes. 

Las características de los vectores de inte­
gracion portadores del gen LEU2libre de secuencias 
del transposan Tyl, indican que dichos plasmidos 
podran ser utilizados para la seleccion y aislamiento 
de secuencias de repijcacion autonoma de otros or­
ganismos eucariontes. Para probar esto, se constru­
yeron 2 genotecas de N. crassa en los vectores VCpl 
Y VCp2.1 respectivamente y se realizaron experimen­
tos tendientes a seleccionar clones portadores de una 
de tales secuencias. 

. La genoteca en VCpl, fu~ construida a par· 
ttr de fragmentos de restriccion parcial, con Pstl del 
DNA de N. crassa. Esta genoteca quedo constituida 
po~ 8345 clones diferentes con un tamaño promedio 
de mserto de 6kb, los cuales fueron distribuidos en 12 
grupos de 50 clones, 15 de 100 y 12 de 500, en tubos de 
a.bnacenamiento. 

La genoteca de N. crassa en el vector 
VCp2.1 fue elaborada en el sitio BamHI de dicho 
v~or y se utilizO DNA de N. crassa digerido par­
cialmente con la enzima de restricci~n Sau3Al. Des­
pu~ de ligar ambos tipos de DNA, se ·transformo E. 
Coll C600 y se seleccionaron los transfonnantes Leu + 

Amp'. El analisis de una poblacion representativa d; 
300 clones de la genoteca indica que hubo un 7% de 
religamiento del vector. Esta genoteca quedo consti­
~ulda por 8161 clones con UD tamaño promedio de 
tnserto de 10 kb, los cuales fueron distribuidos en 15 
grupos de aproximadamente 550 clones en tubos de 
a.bnacenamiento. 
La tabla 3 muestra los resultados de experimentos de 
transformación de S. cerevislae cepa Se 483 con el 
DNA plasmidial de la genoteca en VCpl (tabla 3A) 
y de la genoteca en VCp2.1 (tabla 3B). En todos los 
casos se obtuvieron 2 tipos de transformantes Le u+. 
La ·mayoria corresponde a colonias de pequeño ta­
maño y otras, en menor nUmero, presentan UD ta­
maño mayor. Los transformantes se replicaron en 
medio minimo para seleccionar aquellos transfor­
mantes verdaderos y eliminar a los abortivos. Para 
caracterizar a los tranformantes, se determino la 
velocidad de crecimiento, esperando que aquellos 
que son portadores de secuencias de replicacion 
autonomas tengan un crecimiento mas lento (Stinch­
comb, et al., 1979; 1980). Dado que una de las car­
acterlsticas de los transformantes de levadura que 
portan un plasmido con una secuencia ARS es el 
aumento del tiempo de generacion, acompañado de 
inestabilidad mitotica, se utilizo como criterio de 
seleccion adicional, el tiempo que demoran en dupli­
carse estos transformantes. La tabla 4 muestra los 
resultados para los transformantes con las genotecas 
en VCp1 (tabla 4A) y en VCp2.1 (tabla 4 B). 

Una etapa de seleccion adicional, consistio 
en la determinacion de !a estabilidad mitotica de los 
transformantes en medio completo (YEP) y en medio 
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selectivo (SD). Como resultado de este analisis se en­
contra que 96 transformantes eran estables 
mitoticamente, con porcentajes de estabilidad que 
oscilaron entre 96.5 al99.4%. El resto de los transfor­
mantes, presentaron niveles de estabilidad mitotica 
que vario entre el83 y el91.7%. De esta manera, fu~ 
posible determinar que 250 transformantes de la 
genoteca en VCp1 y 3~ transfmnantes con la genoteca 
en VCp2.1tienen las caracterlsticas de portar secuen­
ciasARS. 

Con el objeto de rescatar plasmidos de aquellos 
clones de levadura que son portadores de replica­
dores de N. crassa, se purificO DNA de todos los 
transformantes de S. cen:visiae, seleccionados de 
acuerdo a los criterios antes mencionados y se reali­
zaron experimentos de transformacion de E. coH 
C600: Estos experimentos significaron un analisis del 
DNA de mas de 300 clones de S. cen:visiae. Como 
resultado de ~sto, se logro obtener solo un transfor­
mante de E. coli portador de un plasmido SCpl4. 
Este proviene de la genoteca en VCpl. La figura 4 
muestra los resultados del analisis mediante electro­
foresis en gel de agarosa de dicho plasmido. La 
digestion con la enzima de restriccion Pstl muestra la 
presencia de 2 bandas de DNA, una corresponde al 
vector de clonado VCpl (5.5kb) y la otra, un inserto 
de 3.5 kb (ver figura 4B). Sin embargo, estudios 
posteriores, indican que este plAsmido transforma en 
baja frecuencia a la cepa Sc483 de S. cerevisiae. 

DISCUSION 

Se han construido vectores de clonacion de 
S. cerevisiae, portadores del gen LEU2 y que tienen 
la capacidad de expresarse tanto en levadura como en 
la bacteria E. coli. Ademas, dichos vectores llevan los 
genes de resistencia a ampicilina y a tetraciclina los 
cuales pueden ser utilizados para la seleccion de 
transformantes en la bacteria. Cuatro de estos vec­
tores son de integracion, VCpl, VCp2.1, VCp2.2 y 
VCp23 y transforman en baja freruencia a S. cmMsiae. 
Otro es de replicacion autonoma, VCp3.1 y trans· 
form,a en alta frecuencia a S. cen:visiae. 

Para el clonamiento de genes de N. crassa, 
se construyo una genoteca en dos vectores de integra­
don de levadura. Estos son los plasmidos VCpl y 
VCp2.1. El objetivo de las genotecas fue aislar y 
clonar fragmentos de DNA de N.crassa portadores 
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de una secuencia de replicacion autonoma (ARS) 
que sea funcional en S. eerevisiae. El diseño experi­
mental se basa en el hecho que en S. cerevislae las 
secuencias ARS aumentan la frecuencia de transfor­
macion del hongo cuando se introducen en un vector 
de integracion (Struhl et al.,1979; Stincbcomb et al., 
1980). AdemAs los transformantes de levadura porta­
dores de este tipo de plasmido, presentan inestabili­
dad mitOtica y meiOtica asociadá a un incremento del 
tiempo generacional. El gen LEU2 fu~ elegido como 
marcador seleccionable debido a que se dispone de 
cepas de S. cerevlsiae que llevan mutaciones dobles 
en dicho gen (leu "). Tales cepas muestran una fre­
cuencia de reversion inferior a 10"12 , parAmetro im­
portante de considerar, cuando se trabaja con fre­
cuencias de transformacion bajas. 

Las secuencias del transposon Tyl , 
responsables de aumentar la frecuencia de transfor­
macion con plAsmidos de integracion, fueron elimi­
nadas mediante la construccion de los vectores de 
integracion podadores del gen LEU2 de S. cerevi­
siae. La frecuencia de transformacion a le u+ obtenida 
con estos vectores es de aproximadamente 10 trans­
formantes/ug de DNA. Esto esta de acuerdo a lo 
esperado para un vector de esta naturaleza (Hicks et 
al., 1979). De hecho, al comparar esta frecuencia de 
transformaciOn con la obtenida con el pl.asmido pTS1.2, 
se observa que los vectores construídos a partir de 
este Ultimo, transforman aproximadamente 10 veces 
menos, lo que los convierte en vectores de integracion 
verdaderos. CUando se compara las frecuencias de 
transformacion de los vectores de integracion VCpl, 
VCp2.1, VCp2.2 y VCp2.3 con aquellas obtenidas con 
vectores episomicos como YEp13 o con un vector de 
replicacion autonoma como YRp7 o VCp3.1, se ob~ 
serva que en los primeros la eficiencia es de 2 a 3 
ordenes de magnitud menor. Ademas, el fragm~_nto 
portador del gen LEU2 de levadura utilizado en estos ··· 
vectores, ha sufrido una alteracion de una secuencia 
ubicada entre el transposón Tyl y un gen que codifica 
por tRNA, lcu adyacente al LEU2 (Martínez-Arias et 
al., 1984). Esto permite una mayor expresion de este 
Ultimo gen, facilitando el crecimiento de los transfor· 
mantes en los medios selectivos. 

Dado que en N. crassa, no existe en la actu­
alidad vectores de clonamiento molecular, porta· 
dores de secuencias de DNA cromosomicas que le 
confieran una replicacion autonoma a tales plasmi-



dos, y sOlo se dispone de un vector basado en un 
plasmido mitocondrial (Sthol et al., 1983), se . ha 
hecho necesario aislar secuencias que puedan .fun. 
clonar como replicadores para la · construccioa de 
vectores adecuados a las nece$idades de la gen~tica 
de N. crassa. 

En relacion a lo anterior, tn el preseote 
trabajo se intento clonar y .ai&Jar· tales secuencias 
ARS, utilizando a S. cerevisiae como un hOspedador 
de clonado. Para ello se realizaron experimentos de 
transformacion de levadura con DNA :plasmidial 
provenientes de las genotecas de N. crassa. Los re­
sultados obtenidos a partir de la genoteca en VCpl; 
mostraron la presencia de 2 tipos principales de 
transformantes. Un tipo corr~ponde ~los tr~w:­
mantes por integracion. que son colom~ <le _mayor 
tamaño y muy estables; el otro tipo presenta un 
tamaño de colonia menor e inest~bilidad mitotica. 

A partir de los iransf~rmanteS ~~bles,' se 
rescato un plAsmido en E., coll. Este pa$mido es 
portador del vector VCpl completo y un inserto de 
3.5 kb. Esto sugjere que dicho plastnido-'se elicón­
traba en forma extracromooom.ica como ~a mol~cula 
circular cerrada en la levadura, dad~ que- de 'otra 
manera no habría podido transformar a la batteria. 
Se esperaba que el plasmido SCp·t4retrllnSformarA 
en alta frecuencia a la levador~, sin embargo,_ a, pesar 
de llevar una secuencia de N. crassa con Característi­
cas de ARS, su comportamiento correspondío a urt 

típico plasmido de integracion.-un~ eiplicadon d.e tal 
comportamiento es que podría ser un transformánte 
en el cual el DNA plasmidial se encontraba en vías de 
integracion o UD transformante abortivo, sin em­
bargo debido a que el procedimiento' de seleccion 
requiere del crecimiento de los tran.Sformántes du­
rante UD tiempo prolongado, hace poco probable 
dicha explicadon. Es posible que ocurriera un re arre­
glo del inserto de DNA de N. crassa presente en el 
vector y que de esta manera perdio su capacidad de 
replicarse posteriormente. Fenomenos de rearreglo 
del DNA en S. cerevisiae ya han sido descritos (Clancy 
et al., 1984) y este tipo de evento puede ser tan 
drástico que llega a ' eliminar completamente frag· 
mentos de DNA de otro origen en el vector donde se 
encuentra (Clancy et al., Toh-e et al., 1981) o bien 
ocurren detecciones parciales en dicho plasmido (Ger­
baud et al., 1979). 

Las características de los transformantes de 

levadura, portadores de secuencias ARS, penD.itie­
ron diseñar una estrategia para clonar y aislar secuen­
cias de replicacion autonomas de N.crassa en S.cere­
vlsiae. No obstante la relación filogenetka exiStente 
entre ambos organismos, debe existir difereneiasqüe 
hacen que secuencias de DNA de uno de elfos tlo 
puedan funcionar ea el otro,' o bien; sí en algtí:n 
morllento son funcienales, estas kecuencias poeden 
Uegar a ser modificadas, 

El procedimiento -seguido - útiliza-iftá~en­

tos Pstl-oSan3Al de N~ crassa. Los restlltados estlil 
de acuerdo a los ya descritos (Stincbcomb et al., 
198());-en los cuales fu~ posible aislar una secuencia 
funcional en S. cet-evisiae, denominada ARS8, la 
c"al aparente~ ente, ta,Dlpoco es capaz de r~a,nsfor· 

. mar a la- levadura . . Ademas, esta .secuencia -no es 
funcional en N. crassa cuando se prueba por rétrans­
formacion (Vapneketal., 1~81;Suzcietal., 1983). Es 
probable que dicho fragmento BamHUuera r~cono­
cido como un origen·de replicacion por la levadura. 
Sin embargo, para funcionar como ~al en_N. crassa, 
posiblemente_ necesita elell¡\entos:eXtias nó presentes 
en dicho fragmento. Por otro lado, DO estA Claro si los 
plasmidos portadores de ARS8 son capaces de re­
transformar en alta ·frecuencia a-lá levadUÍ'a y no es 
posible aislar su DNA pla5mí<lliil de todo~- los 'trans­
formantes inestables por el sistema de seleccion de 
E. ooll-descritopor Stinchcomb;' l98tl.-' ' · ·' 

En S; cerevisitte elrlstiría ;il menos 1 ARS 
por cada 40 a 50 kb de DNÁ eromoso.Wco (Beacb et 
al., 1980; Chan et al., 1980; 1983). Dada la cercanía 
filogen~tica entre Saccharomyces y Neurospora se 
pOdría esperar para N. crassa una diSpósicion ~e las 
secuencias ARS similar a levadUra, y por lo tanto, 
debería ser posible su aislamiento si estas se expresan 
en este Ultimo organismo . . 

De acuerdo a la ecuacion de Clarke et al., 
(1976),con un tamaño de inserto de 6 kb, los 8345 
clones de la genoteca en VCpl representan aproxi­
madamente el 55% del geno m a ·de N. ttássa, ~sto es, 
14.800 kb. Por otra parte, si se supone que los 250 
transformantes inestables de levadura, obtenidos con 
esta genoteca, corresponden a clones portadores de 
secuencias con algUn tipo de fundon ARS, entonces 
se puede estimar que habría aproximadamente 1 
ARS por cada 59 kb en N. crassa. 

De la misma manerá,' al realii:ar un cAlculo ' 
similar con la genoteca de -N; cnissa en el vector 
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VCp2.1, con un tamaño promedio de inserto de 10 kb, 
los 8161 clones representan el 65% del genoma del 
hongo, esto es 17.500 kb. Como se obtuvieron aproxi­
madamente 320 transformantes que fueron selecciona­
dos en mezclas con un número mayor de clones, 
resulta aproximadamente 1 ARS por cada 58,5 kb, re­
sultado que estaría de acuerdo con el obtenido con la 
genoteca en VCpl y con los desaitos para levaduras. 

Debido a que en promedio un total superior 
a 14.000kbdeDNAdeN.crassahasidoanalizadoen 
b(lsqueda de una secuencia ARS aislable y funcional, 

se podría asumir que estas secuencias no se expresan 
en plenitud en S. cernlslae. Sin embargo, este 
Wtimo organismo puede ser un buen hospedador 
para el clonamiento directo por expresión de genes 
de N. crassa. De hecho, en nuestro laboratorio se han 
realizado experimentos que han permitido un clo­
namiento del gen de invertasa de N. crassa por 
expresión en S. cernlsiae (Carú et al., 1989). La dis­
ponibilidad de vectores que puedan replicarse en N. 
crassa facilitará el.estudio de la organización del 
genoma de este organismo. 
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