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RESUMEN

En Drosophila melanogaster, los genes estructu-
rales que codifican para hexoquinasas 4 v B, se ubican
estrechamente ligados en el cromosoma I (X). Estos loci
corresponden a la region citolégica 8D4-E1 en el mapa
citogenético de dicho cromosoma.

Con el objetivo de determinar la ubicacion exacta
de los loci para hexoquinasas 4 v B se realizé un andli-
sismolecular, mediante el uso de cromosomas artificiales
de levadura, que contienen DNA de la seccion 8 del
cromosomaX. Paratalefecto, se aislo DNA cromosémico
intacto de siete clones YAC de 8. cerevisiae que cubren
dicha region. EI DNA fue resuelto mediante electrofo-
resis de campo pulsado y analizado por hibridacion con
DNA del plasmido pBR322 y con un firagmento de DNA
de 0,67 Kb de D. melanogaster, amplificado por PCR con
partidores heterélogos especificos para hexoquinasas.

Los resultados de estos experimentos permitieron
concluir que, lasondahomaélogaes capaz de hibridar con
el YAC 11, lo cual coincide con la cobertura de este clon
en la region citoldgica esperada.

INTRODUCCION

Los cromosomas artificiales de levadura fueron
construidos, comouna alternativa al empleode cromosomas
naturales, para el estudio de las relaciones entre la estruc-
tura cromosémica y el comportamiento de los mismos

SUMMARY

In Drosophila melanogaster the structural genes
that code for hexokinases A and B are located closely
together in chromosome I (X). These loci correspond to
the 8D4-E1 cvtological region in the genetic map of
this chromosome.

A molecular DNA analysis of'the section 8 of the
Xchromosome was carriedout to determine the location
of the loci for hexokinase A and B, by the use of artificial
veast chromosomes. To do this, intact chromosomal DNA
of seven YAC clones of S. cerevisiae was isolated. The
DNA was resolved by pulsed field gel electrophoresis
and then, analvzed by hybridization with DNA of the
PBR322 plasmid and with a 0.67 kb DNA4 firagment firom
D. melanogaster, amplified by PCR with heterologous
primers specific to rat hexokinase. The results suggest
that the homologous probe hybridized with the YAC I,
which isin agreementwith the cytologic region where the
Drosophila hexokinase 4-B genes are located.

durante la meiosis (Murray et al, 1983). Los cromosomas
artificiales consisten de dos brazos que contienen los
elementos funcionales constituyentes, esto es, los
centromeros (CEN), que entregan informacion que actia
en cis, la cual es requerida para la separacion adecuada

* : Financiado por el proyecto Fondecyt 2920001

durante los procesos de mitosis y meiosis (Burke, 1990).
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Los telomeros (TEL) que corresponden a secucncias
necesarias parala formaciény mantenciénde cromosomas
lineales, las secuencias de replicacion autéonoma (ARS).
que actian como origenes de replicacion en las células de
S. cerevisiae y dos marcadores genéticos de levadura, los
cuales pueden serel gen URA3 y TRPI1, queestan en lados
opuestos del sitio de clonado (Burke ct al, 1991). Estos
vectores de clonamiento permiten la introduccion de
grandes {ragmentos de DNA que varian entre 100 y 800
kb y se propagan en forma estable en S. cerevisiae (Burke
etal, 1987). La introduccion de los YAC como un sistcma
de clonamiento de DNA ha sido una de los avances mas
importantes en el estudio de los genomas (Burke ct al,
1987), yaqueentrega unaherramicnta paracl clonamiento
e identificacion de fragmentos muy grandes de DNA de
regiones cromosomicas dc diferentes organisimos,
incluyendo el hombre (Burke et al, 1987). Inscrios de
DNA de mayor tamafo (de aproximadamente 40 kb), se
lograban clonar en césmidos, sin embargo, los YAC han
aumentado ¢l tamafio de los insertos en 10 a 20 veces, ¢
incluso se puede considerar que no ticnen limite tedrico.
Debido a su gran tamaiio, la estimacion de los inscrtos en
los YAC se realiza mediante electroforesis de campo
pulsado.

Los YAC han sido utilizados para identificar se-
cuencias que se sobreponen como parte del proyecto dcl
genoma de Caenorabditis elegans (Coulson ct al, 1988).
En Drosophila melanogaster, Y ACs portadorcs de DNA
genodmico, extraidos de geles de clectroforesis de campo
pulsado, hansido utilizadosen experimentosde hibridacion
in situ para determinar su ubicacion en ¢l mapa cromo-
somico (Garza ct al, 1988).

En Drosophila, cada brazocromosoémico principal
estd dividido en 20 secciones numcradas. El cromosoma
X acrocéntrico, comprende las scccionces 1-20. ¢l cromo-
soma 2 las secciones 21-40 (brazo izquicrdo) y 41-60
(brazo derecho) y el cromosoma 3 las secciones 61-80
(brazo izquierdo) y 81-100 (brazo derecho). El pequeiio
cromosoma 4 comprendc las secciones 101-102. A suvez,
cada seccion numerada esta dividida en seissubdivisiones
letradas (A-F) y cada subdivision letrada conticne un
promedio de alrededor de 9 bandas (en ¢l rango de 2 a 28
bandas). Dentro de cada subdivision Ietrada. lasbandas se
enumeran secuencialmente, deizquierda aderecha (Hartl,
1992., Ajioka, 1991). Asi la region 8D4-El, que sciiala la
ubicacion de los genes Hex A-B, significa que ¢l o los
genes cacn en un punto no definido desde la cuarta banda
delaizquierda en la subdivision D, hasta la primera banda
de la izquierda de la subdivision E. cn la scccion 8 del
cromosoma X de Drosophila (ver figura 1).

En el presente trabajo sc utilizan sicte clones dc S.
cerevisiae portadores de YACs, con inscrtos de DNA de
Drosophila que definen la region citologica 8D4-E 1, para
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determinar la ubicacién de un fragmento de DNA sinteti-
zado mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
a partir del DNA genomico de la cepa silvestre Oregén R
de Drosophila melanogaster.

MATERIALES Y METODOS

Cepas.

En este estudio se utilizé la cepa AB 1380 de
Saccharomyces cerevisiue como estandar (Carle et al,
1986). Los clones DYNO04-21, DYEO1-42, DYRO07-36,
DYN28-60. DYR16-01, DYR19-61 y DYN17-61 porta-
dores de YAC de 370 kb, de 325 kb , dec 350 kb , de 260
kb.de 210kb. de 230 kb y de 180 kb respectivamente de
S. cerevisiae fueron proporcionados porel Dr. lan Duncan,
Washington University. La cepa silvestre Oregon-R de la

‘especie Drosophila melanogaster, obsequiada por el Dr.

Danko Brncic de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Chile, fue utilizada para extacr DNA.

Condiciones de cultivo.

Las ccpas de S. cerevisiae, fueron cultivadas a 30
°C en medio YCD (Base de nitrégeno de levadura 0.67%,
cascina hidrolizada 0.5%, glucosa 1%,) con agitacion
constante. Los suplementos nutricionales (animoacidos y
adenina) fucron agregados a una concentracion final de
20 a 60 mg/ml.

Preparaciéon de DNA cromosémico intacto de
Saccharomyces cerevisiae.

E1 DNA cromos6mico intacto fue preparado por el
método del bloque de agarosa (Schwartz & Cantor, 1984)

* con algunas modificaciones. 5 x 10° células (en 50 ml de

cultivo) de la cepa AB 1380 y los distintos clones portado-
res dc cromosomas artificiales de §. cerevisiae, fucron
precipitadas por centrifugacion a 4° C y 3.000 rpm
durante 10 min. Luego fucron lavadas tres veces con
EDTA 50 mM pH 7.5. resuspendidas en 500 ul de EDTA
50 mM e incubadas por3a 5 mina45° C. Postcriormente,
seagregd 35 pl de zymoliasa 100T a una concentracion de
2 mg/mlecinmediatamente tres voliimenes de una solucion
de agarosa dc bajo punto de fusion al 1.3%en EDTA 125
mM pH 7.5. La mezcla fue agitada suavemente hasta
homogencizar la solucion, depositada en moldes plasticos
de 0,2 ml e incubada a 4° C por 5 a 10 min. Luego, los
bloques fueronincubadoscn 5 mlde tampon LET (Schwartz
& Cantor, 1984) durante 24 ha37° C. Posteriormente, los
bloques fucron lavados tres veces con EDTA 50 mM pH
8.0 c incubados en 2 ml de tampdén NDS a 55° C por 24
horas. Finalmente, los bloques fucron lavados 3 veces con
EDTA 50 mMa temperaturaambicnte y fueron guardados
en EDTA 50 mM pH 7.5 a 4° C por periodos cortos, o
indefinidamentca-20° Cen EDTA 25 mM, 50% glicerol.
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Electroforesis de campo pulsado.

La electroforesis de campo pulsado fuc realizada
en un equipo BioRad CHEF DRII usando un electrodo
hexagonal. Los geles fucron preparados con agarosa al
1,0% en tampdn TBE 0,5X (Sambrook ct al, 1989). Para
la corrida clectroforética se utilizo tampon TBE 0.5X. La
temperatura del gel y del tampdn de clectrofloresis fue
mantenida a 14° C y con circulacion constante. Los
bloques de agarosa fueron depositados cn los pocillos dcl
gel y luego sellados con agarosa al 1% cn tampdn TBE.,
Las condiciones de clectroforesis fue con pulsos de 70 seg
por 24 horasy 120 seg por 11 horas a 165 volts. Los geles
fueron tefiidos con bromuro de ctidio (1 pg/ml) durante 60
min, luego desteiiidos con agua destilada durante el
mismo tiempo. El tamaiio de los cromosomas artificialcs
fue determinado usando DNA de la ccpa AB1380 de S.
cerevisiae como patron.

Hibridaciéon de DNA.

La hibridaciéon de DNA fue realizada mediantc la
técnica de Southern (Southern, E. 1973). tal como lo
describe Sambrook et al, (1989). El DNA [ue transferido
desde los geles dc agarosa a membranas de nylon (BRL)
durante 10 a 12 horas, usando tampon de transfercncia
SSC 10X pH 7 (NaCl 1.5 My citrato de sodio 0.15 M) y
luego fijado a la membrana mediantc irradiacion con luz
UV de 302 nm, durante 5 min. La pre-hibridacion del
DNA fue realizada en SSC 53X (NaCl 0.75 M y citrato de
sodio 0.075 M). formamida al 45 %. Denhard 5X (ficoll
al 1%, PVP al 1%. BSA al 1%). SDS al 0.3%y 100 ug/
mlde DNA de espermade salmon. Como sonda radiactiva
seutilizoun fragmento PCRdc 0.67kbde D. melanogaster,
clonado en pBluescript SK (+/-). La sonda de DNA fue
marcada radiactivamente (a una actividad especifica de 2
x 10% cpm/pg de DNA) con (alfa**P) dCTP mediante el
métodode partidoresal azar, descrito por Feinberg (1983).
La hibridacién fue realizada cn la misma solucion de pre-
hibridacién, en presencia de 50 ng de la sonda radiactiva.
a 42° C con agitacion suave durante 10 horas. Posle-
riormente, las membranas dc nylon fucron lavadas en
condiciones de alla estrictezy somctidas a autoradiogralia
a -70° C durante 24 a 48 horas y reveladas de mancra
rutinaria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cobertura de los cromosomas artificiales de levadura
(YAC) en ¢l DNA genémico de la seccion 8 del
cromosoma X de Drosophila.

Los genes que codifican para hexoquinasas A y B
en D. melanogaster, han sido localizados gencéticamente
a través del cruzamiento de moscas con algunas varianics

clectroforéticas. A partir de este tipo de andlisis, se conoce
la ubicacién de dichos genes en el mapa citogenético de
Drosophila. Para rcalizar ¢l andlisis de la seccion 8 del
cromosoma X de D. melanogaster, se utilizaron siete
clones YAC que han sido localizados a través del proyecto
de secuenciacion del genoma de Drosophila con clones
YAC (Ajioka, 1991; Haini, 1994), mediante hibridacién
in situ, en la region citologica 8D4-E1 (Voelker et al,
1978). En esta region se ubican los genes Hex A-B. La
figura 1 muestra un esquema de la organizacién de la
region 8D4-El y la ubicacion de los YACs. La tabla 1
resume algunas caracteristicas relevantes respecto de los
mismos.

Los clones DY, son cromosomas artificiales de
levadura que contienen DNA gendmico de embrién de
Drosophila digeridocon lacnzima Notl,y fucronclonados
en el vector pYACS. En cambio, los clones DYR y DYE
portan DNA genomico de moscas adultas parcialmente
digerido con la enzima EcoRI y fueron clonados en el
veclor pYACH.

En la figura 1, quc muestra la cobertura de los
diferentes clones YAC, se aprecia que s6lo una pequeiia
parte de la scecion 8 del cromosoma X (8C3-13) no queda
cubierta por éstos, aun cuando, segiin laubicacion citologica
determinada paralos genes Hex A-B, la mayor parte de los
YAC caen cn esta region (sombreada en cl esquema de la
figura 1).

Ubicacion de los cromosomas artificiales (clones YAC)
en ¢l genoma de la levadura.

Con el objetivo de determinar la ubicacion de los
clones YAC en el cariotipo clectroforético de la levadura,
sc rcalizo electroforesis de campo pulsado de cada una de
las cepas de §. cerevisiae, portadoras de los cromosomas
artificiales que llevan grandes fragmentos de DNA
genomico de Drosophila correspondicente a la seccion 8
del cromosoma X. La figura 2A muestra una electrofore-
sis de campo pulsado realizada en un gel de agarosa al 1.3
% en tampén TBE 0,5X. Este gel fue sometido a
clectroforesis durante 35 horas con pulsos de 70 seg por 24
horas v 120 seg por 11 horas a 165 V. Esta condicion
permite la visualizacion de los cuatro cromosomas mas
pequeiios de S. cerevisiae.

Enlafigura2A seindica, con una cabeza de flecha,
la posicion aproximada de las bandas correspondientes a
cada cromosoma artificial, segun su migracién electrofo-
rética.

La figura 2B, muestra los resultados obtenidos en
un experimento de hibridacién, cuando se usa 50 ng de
DNA decl plasmido pBR322, utilizado como sonda
radiactiva para la identificacion por homologia con la

81



Analisis de la seccion 8 del cromosoma

- Blanca Urziia et al.

Tabla 1: Caracteristicas relevantes de los clones YAC, que contienen DNA genémico de la seccion 8 del
cromosoma X de D. melanogaster.

Tipo de Libreria
DNA genodmico de
Vector embrion moscas adultas

Nombre del Tamafio Ubicacion de digerido con digerido con

Clon (kb) Citolégica clonado NotU. EcoRI.
YAC I, DYN04-21 370 8B3; Cl pYACS + --
YACIIL, DYEO1-42 325 8C13-14;D10-11 pYACH -- +
YAC III, DYR07-36 350 8Al1: C2-3 pYCA4 -- I
YAC 1V, DYN28-60 260 8DY-11; E3-4 pYCAS + --
YAC V, DYR16-01 210 8D10-11; E6-9 pYACH4 -- +
YAC VI, DYR19-61 230 8E1-2\F1-2 pYACH -- +
YAC VII, DYN17-61 180 8E3-4; F9-10 pYACS + --

Tabla 2. Hibridacion del fragmento PCR de 0.67 kb con los cromosomas artificiales.

Hibridacion con sonda radioactiva
Nombre del clon pBR322 fragmento de 0.67 kb
AB1380 (control) = =
YAC I, DYN04-21 s ==
YACIL, DYEO1-42 o +
YAC III, DYR07-36 ++ =
YAC IV, DYN28-60 +++ =
YAC V,DYRI16-01 +++ 25
YAC VI, DYR19-61 +++ .
YAC VII, DYN17-61 4+ ==
+ : sefial de hibridacion positiva. -- : sefial de hibridacion negativa.

parte plasmidial de cada YAC. Esto permite la ubicacion
precisa de los clones YAC en el cariotipo electroforético
de la levadura. En la membrana mostrada en la figura 2 B
se aprecian las sefiales de hibridaciéon detectadas por
pBR322, correspondientes a los clones DYN04-21 de 370
kb (canal 2), DYEO1-42 de 325 kb (canal 3), DYR07-36
de 350 kb (canal 4), DYN28-60 de 260 kb (canal 5),
DYR16-01 de 210 kb (canal 6), DYR19-61 de 230 kb
(canal 7) y DYN17-61 de 180 kb (canal 8). En tanto que,
no se observa seiial de hibridacion con DNA genomico de
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levadura (cepa AB1380) usado como estandar de tamafio
molecular (canal 1).

Analisis de hibridacion de los cromosomas artificiales
de levadura con un fragmento de 0,67 kb de D.
melanogaster.

Con el fragmento de 0,67 kb de D. melanogaster,
amplificado mediante PCR, utilizando como partidores
dos oligonucledtidos correspondientes a una regiéon con-
servada del gen de hexoquinasa A de rata, se realiz6 un
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Figura 1. Ubicacion de los YACs en la seccion 8 del cromosoma 1 (X) de Drosophila melanogaster.
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andlisis dc la scccion 8 del cromosoma X que debicra
contener el locus Hex A-B. Para cllo. los sicte clones que
conticnen cromosomas artificiales de levadura fucron
resucltos mediante clectroforesis de campo pulsado. cn
condiciones que permilen una mcjor resolucion de los
cuatro cromosomas mas pequeiios dc levadura y con cllo
de los cromosomas artificiales que ticnen tamaros
molecularcs comprendidos entre 180 v 370 kb (ver tabla
1).

Latabla 2 muestra los resultados de una hibridacion
de los cromosomas dc lIevadura con cl fragmento de .67
kb marcado con **P-dCTP. La sonda dctecta dos débiles
scilales de hibridacion. Unandlisis de superposicion de las
autoradiogralias. revela que dichas seiiales corresponden
al cromosoma artificial YAC Il dec levadura (clon DYEQ 1 -
42). el cual scubica en la region citoldgica 8C13-14: D 10-
11 (tabla 1). Ademas. no sedetectan bandasde hibridacion
con la ccpa AB 1380. usada como cstindar dc tamaiio
molcculary como control ncgativo del experimento. Estos
resultados indican que la sccucncia de 0,67 kb dc
Drosophila. que ticne similitud con hexoquinasa A de rata
(demostrada por hibridacion con cDNA de hexoquinasa A
de rata). sc ubica cn alguna zona de cstas 325 kb y la
localizacion exacta cn esta amplia region no puede ser
determinada por csic método. Sin embargo. cabe destacar
que la ubicacion citologica del clon YAC 11 coincide con
la ubicacion del locus Hex A-B determinada por métodos
citogenéticos.

El analisis de los clones YAC usando como sonda
el fragmento PCR dc 0.67 kb de Drosophila mostréd que la

sonda detecta una débil sciial de hibridacion con el clon
YAC II (DYEO1-42 de 325 kb). lo cual coincide con la
ubicacidn citoldgica dada previamente para los genes Hex
A-B. Laseiial de hibridacion obtenida es especifica ya que
séloaparcceen los canales. v en labanda correspondiente,
quecconticnen DNA deeste YAC (ver tabla 2) y noen todas
las muestras y en bandas que pudicran indicar hibridacion
cruzada con los genes de levadura. La sonda no detecta
scial de hibridacion en los clones YAC I, YAC III, YAC
IV.YAC V., YAC Vly YAC VIIL Sin embargo, segn la
ubicacioén citolégica de cada YAC (tabla 1y figura 2), dos
clones. YAC IV y V. presentan una pequeiia region de
sobrelapamicnto con cl clon YAC 11 en la region D9-11.
Enconjuntocstos datos permiten acotar la ubicacion de los
genes Hex A-B alasbandas C13-14:D8 en la seccion 8 del
cromosoma X de Drosophila (ver figura 1). Por otra parte.
la débil seiial de hibridacion detectada por la sonda en el
clon Il podria deberse a que s6lo una pequeia zona de las
325 kb abarcada por cste YAC presentan identidad con el
fragmento PCR de 0.67 kb. Para definir la region de
hibridacion con exactitud y precision a nivel molecular cs
nceesario realizar un andlisis de restriccion que corte el
inscrto de dicho clon cn varios fragmentos y subclonar cl
fragmento positivo en un vector adecuado.

El uso de los cromosomas artificiales de levadura
y la téenica de scparacion de DNA cromosémico intacto
mediante clectroforesis de campo pulsado. entrega cle-
mentos esenciales parael estudio de la organizacion de los
genomas complejos en una amplia gama de aspectos. La
ubicacion de un scgmento de DNA de Drosophila. enuna
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Figura 2. Analisis de hibridacion de DNA genomico de la
seccion 8 del cromosoma X de Drosophila.

A) Electroforesis de campo pulsado que muestra el DNA
cromosomico intacto de la cepa AB 1380 de S. cervisiae
(canales 2 y 10), usado como estandar de tamaiio molecular, y el
DNA cromosoémico intacto d elos clones YAC I DYE01-42
(canales 1 y4), YACIDYNO04-21 (canal 3), YAC Il DYRO7-
36 (canal 5), YAC IV DYN28-60 (canal 6), YAC VDYR16-01
(canal 7), YAC VIDYR19-61 (canal 8), YAC VI DYN 17-61
(canal 9). La electroforesis se realizo en un gel de agarosa al
1,3% en tampén TBE 0,5X corridoa 165 Volts con pulsosde 70-
70 seg por 24 horas y 120-120 seg por otras 11 horas.

B) Hibridacion del gel mostrado en la parte A con DNA del
plasmido pBR322.
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region cromosomica definida es una de sus aplicaciones
dentro de una gran numero de ellas.
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