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RESUMEN 

En Drosophila melanogaster, los genes estructu
rales que codijican para hexoquinasas A y B, se ubican 
estrechalllente ligados en el crolllosollla I (.\). Estos loci 
corresponden a la región citológica 8D-I-El en el mapa 
citogenético de dicho cromosoma. 

Con el objetivo de deterlllinar la ubicación exacta 
de los loci para hexoquinasas A y B se realizó un análi
sis lIIolecular, lIIediante el uso de crolllosomas art ijiciales 
de levadura, que contienen DNA de la sección 8 del 
crolllosoma)( Para tal efecto, se aisló DNA cromosólllico 
intacto de siete clones »J C de S. cerevisiae que cubren 
dicha región. El DNA fue resuelto lIIediante electrojá
resis de call1po pulsado y analizado por hibridación con 
DNA del plásmido pBR322 y con un ji'agmento de DN4 
de 0,67 Kb de D. melanogaster, ampl(/icado por PCR con 
partidores heterólogos específicos para hexoquinasas. 

Los resultados de estos experimentos perlllitieron 
concluir que, la sonda hOlllóloga es capaz de hibridar con 
el )~4C 11, lo cual coincide con la cobertura de este clon 
en la región cito lógica esperada. 

INTRODUCCION 

Los cromosomas artificiales de levadura flleron 
construidos, comouna alternativa al empleo de cromosomas 
naturales, para el estudio de las relaciones entre la estmc
tura cromosómica y el comportamiento de los mismos 

* : Financiado por el proyecto Fondecyt 292000 l 

SUMMARY 

In Drosophila melanogaster the structural genes 
thal code jár hexokinases A and B are located closely 
logether in chrolllosome I (.\). 7'lwse loci corre.spond to 
the 8D4-El cytological region in the gene tic map af 
this chrolllosollle. 

A molecular DNA analysis ofthe section 80fthe 
X chromosollle 1I'ascarriedout to determine {he location 
of the loci jár hexokinase A and B, by the use of artificial 
yeast chromosomes. To do this, intact chrolllosolllal DNA 
of seven r4C clones of S. cerevisiae lI'as isolated. The 
DNA 1I'as resolved by pulseel jield gel electrophoresis 
and then, ana(vzed by hybridization 1I'ith DNA of the 
pBRJ:!:: plasmid ami lI'ith a 0.67 kb DNA fragment ji'om 
D. me/allogaster, ampl(fied by PCR 1I'ith heterologous 
primers c\pec(fic to ral hexokinase. The resul!s suggest 
that the homologous probe hybridized with the YAC JI, 
which is in agreementwith the cytologic region where the 
Drosophila hexokinase A-B genes are located. 

durante la meiosis (Munay et al, 1983). Los cromosomas 
artificiales consisten de dos brazos que contienen los 
elementos funcionales constituyentes, esto es, los 
centromeros (CEN), que entregan información que actúa 
en cis, la cual es requerida para la separación adecuada 
durante los procesos de mitosis y meiosis (Burke, 1990). 
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Los te lome ros (TEL) que corresponden a secuencias 
necesarias para la formación)' mantenciónde cromosomas 
lineales, las secuencias de replicación autónoma (ARS), 
que actúan como origenes de replicación en las células de 
S. cerevisiae)' dos marcadores genéticos de levadura , los 
cuales pueden ser e! gen URA3 yTRP l . que están en lados 
opuestos del sitio de clonado (Burke et al, 1991). Estos 
vectores de clona miento permiten la introducción de 
grandes fragmentos de DNA que varían entre 100 y 800 
kb Y se propagan en forma estable en S. cerevisiae (Burke 
et al , 1987). La introducción de los YAC como un sistema 
de clona miento de DNA ha sido una de los avances mas 
importantes en el estudio de los genomas (Burke et al , 
1987), ya queentrega una herramienta para el clona miento 
e identificación de fragmentos muy grandes de DNA de 
regiones cromosómicas de diferentes organismos, 
incluyendo el hombre (Burke et al, 1987) , Insertos de 
DNA de mayor tamaílo (de aproximadamente 40 kb), se 
lograban clonar en cósmidos, sin embargo, los YAC han 
aumentado el tamafío de los insertos en 10 a 20 veces, e 
incluso se puede considerar que no tienen límite teórico. 
Debido a su gran tamafío, la estimación de los insertos en 
los YAC se realiza mediante electroforesis de campo 
pulsado. 

Los YAC han sido utilizados para identilicar se
cuencias que se sobreponen como parte del proyecto del 
genoma de Cael/orabditis elegal/s (Coulson et al . 1988). 
En Drosop¡'ila melal1ogaster, Y ACs portadores de DNA 
genómico, extraídos de gelcs de electroforesis de campo 
pulsado, han sido utilizados en expcrimentosde hibridación 
in si tu para determinar su ubicación en el mapa cromo
sómico (Garza et al, 1988). 

En Drosop¡'ila, cada brazocromosómico principal 
está dividido en 20 seccioncs numcradas. El cromosoma 
X acrocéntrico, comprende las sccciones 1-20. el cromo
soma 2 las secciones 21-40 (brazo izquierdo) y 41-60 
(brazo derecho) y e! cromosoma 3 las seccioncs 61-80 
(brazo izquierdo) y 81-100 (brazo dcrecho). El pequefío 
cromosoma 4 comprende las secciones 10 1-1 02 . A su vez, 
cada sección numerada está dividida en seis·subdivisiones 
letradas (A-F) y cada subdivisión letrada contiene un 
promedio de alrededor de 9 bandas (en e! rango de 2 a 28 
bandas) . Dentro de cada subdivisión Ictrada, las bandas se 
enumeran secuencialmente, de izquierda a derecha (Ha rO , 
1992. , Ajioka. 1991). Así la región 8D4-E 1, que sefíala la 
ubicación de los gencs Hcx A-S, signilica que el o los 
genes caen en un punto no definido desdc la cuarta banda 
de la izquierda en la subdivisión D, hasta la primcra banda 
de la izquierda de la subdivisión E, cn la sección 8 del 
cromosoma X de ])rosop/¡i1a (ver figura 1). 

En el presente trabajo se utili zan siete clones de S. 
cerevisiae portadores de Y ACs, con inscrtos dc DNA de 
])rosop¡'i1a que delinen la región citológica 8D4-E 1, para 
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determinar la ubicación de un fragmento de DNA sinteti
zado mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
a partir de! DNA genómico de la cepa silvestre Oregón R 
de Drosop/¡ila melal/ogaster. 

MATERIALES Y METODOS 

Cepas. 
En este estudio se utilizó la cepa AB 1380 de 

Sacc/wromyces cerevisiae como estándar (Carie et al , 
1986). Los clones DYN04-21 , DYEOI-42, DYR07-36, 
DYN28-60, DYRI6-01 , DYR19-61 y DYN17-61 porta
dores de YAC de 370 kb, de 325 kb , de 350 kb , de 260 
kb, de 210 kb , de 230 kb Y de 180 kb respectivamente de 
,\'. cerevisiae fueron proporcionados parel Dr. Ian Duncan, 
Washington Univcrsit)'. La cepa silvestre Oregón-R de la 
especie ])rosop/¡i1a melal/ogaster, obsequiada por el Dr. 
Danko Brncic de la Facultad de Medicina de la Univer
sidad de Chile, fue utilizada para extaer DNA. 

Condiciones de cultivo. 
Las cepas de S. cerevisiae, fueron cultivadas a 30 

oC en medio YCD (Base de nitrógeno de levadura 0.67%, 
caseína hidrolizada 0.5%, glucosa 1%,) con agitación 
con~tante. Los suplementos nutricionales (animoácidos y 

adenina) fueron agregados a una concentración final de 
20 a 60 mg/ml. 

Prcparaciún dc DNA cromosúmico intacto de 
Sacc!lllrol11yces cerevisille. 

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

" con algunas modilicaciones. 5 x 109 células (en 50 mi de 
cultivo) de la cepa AB 1380 Y los distintos clones portado
res de cromosomas artiliciales de S. cerevisiae, fueron 
precipitadas por centrifugación a 4° C y 3.000 rpm 
durante 10 mino Luego fueron lavadas tres veces con 
EDT A 50 mM pH 7.5. rcsuspendidas en 500 ¡ti de EDT A 
50 mM c incubadas por 3 a 5 min a 45° C. Posteriormente, 
se agregó 35 ¡ti de z)'moliasa lOOT a una concentración de 
2 mg/ml e inmediatamente tres volúmenes de una solución 
de agarosa de bajo punto de fusión al 1.311., en EDTA 125 
mM pH 7.5. La mezcla fue agitada suavemente hasta 
homogeneizar la solución, depositada en moldes plásticos 
de 0,2 mi e incubada a 4°C por 5 él 10 mino Luego. los 
bloqucs fueron incubados en 5 mi de tampón LET (Schwartz 
& Cantor, 1984 ) durante 24 h a 37° C. Posteriormente, los 
bloqucs fueron lavados tres veces con EDT A 50 mM pH 
8.0 c incubados en 2 mi de tampón NDS a 55° C por 24 
horas. Finalmente, los bloques fueron lavados 3 veces con 
EDT A 50 mM a tcmperatura ambiente y fueron guardados 
en EDTA 50 mM pH 7.5 a 4° C por períodos cortos, o 
indefinidamente a-20° C en EDT A 25 mM, 50% glicerol. 



Electroforesis de campo pulsado. 
La electroforesis de campo pulsado fue realizada 

en un equipo BioRad CHEF DRIl usando un electrodo 
hexagonal. Los geles fueron preparados con agarosa al 
1,0%, en tampón TBE O,5X (Sambrook et al , 1989). Para 
la corrida electroforética se utilizó tampón TBE O.5X. La 
temperatura del gel y del tampón de electroforesis fue 
mantenida a 14° C y con circulación constante. Los 
bloques de agarosa fueron depositados en los pocillos del 
gel y luego sellados con agarosa al I 'X, en tampón TBE. 
Las condiciones de electroforesis fue con pulsos de 70 seg 
por 24 horas y 120 seg por 11 horas a 165 volts. Los geles 
f11eron teilidos con bromuro de etidio (1 Jlg/ml) dúrante 60 
min, luego desteilidos con agua destilada durante el 
mismo tiempo. El tamai'io de los cromosomas artificiales 
fue determinado usando ONA de la cepa AB 1380 de S. 
cerevisiae como patrón. 

Hibridaciún de DNA. 
La hibridación de DNA fue realizada mediante la 

técnica de Southern (Southern, E. 1975), tal como lo 
describe Sambrook et al , (1989). El DNA fue transferido 
desde los geles de agarosa a membranas de nylon (BRL) 
durante lO a 12 horas, usando tampón de transferencia 
SSC lOX pH 7 (NaCl 1.5 M Y citrato de sodio 0.15 M) )' 
luego fijado a la membrana mediante irradiación con luz 
UV de 302 nm, durante 5 min. La pre-hibridación del 
DNA fue realizada en SSC 5X (NaCI 0.75 M)' citrato de 
sodio 0.075 M). formamida al 45 %, Oenhard 5X (ficoll 
al 1 'Yo. PVP al 1%. BSA al 1%), SOS al 0,5%)' 100 ¡lgl 
mI de DNA de esperma de salmón. Como sonda radiactiva 
se utilizó un fragmento PCR de 0.67 kbde D. me!al/o!{a.\1er, 
clonado en pBluescript SK (+1-) . La sonda de ONA fue 
marcada radiactivamente (a una actividad específica de 2 
x lO8 cpm/pg de DNA) con (alfa"2P) dCTP mediante el 

__ método de partidores al azar, descrito por Fei nberg (1983). 
La hibridación fue realizada en la misma solución de pre
hibridación, en presencia de 50 ng de la sonda radiactiva , 
a 42° C con agitación suave durante 10 horas . Poste
riormente, las membranas de nylon fueron lavadas en 
condiciones de alta estrictez)' sometidas a autoradiografía 
a-70° C durante 24 a 48 horas y reveladas de manera 
mtinaria. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Cobel-tura de los cromosomas artificiales de le\'lldura 
(YAC) en el DNA genúmico de la secciún 8 del 
cl'Omosoma X de Drosop¡'ila. 

Los genes que codifican para hexoquinasas A y B 
en D. 11Ielallogaster, han sido localizados genéticamente 
a través del cruzamiento de moscas con algunas variantes 
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electroforéticas. A partir de este tipo de anMisis, se conoce 
la ubicación de dichos genes en el mapa citogenético de 
Dro.mp¡'ila. Para 'reali zar el análisis de la sección 8 del 
cromosoma X de D. 11Ielauogllster, se utili zaron siete 
clones YAC que han sido localizados a través del proyecto 
de secuenciación del genoma de ])rosopltilll con clones 
YAC (Ajioka, 1991 ; Haini , 1994), mediante hibridación 
in sit\!, en la región citológica 8D4-El (Voelker et al, 
1978). En esta región se ubican los genes Hex A-E. La 
figura I muestra un esquema de la organización de la 
región 804-EI y la ubicación de los YACs. La tabla 1 
resume algunas características relevantes respecto de los 
mismos. 

Los clones DY, son cromosomas artificiales de 
levadura que contienen DNA genómico de embrión de 
Drosop¡'ila digerido con la enzima Notl, y fueron clonados 
en el vector pYAC5. En cambio, los clones DYR y DYE 
portan ONA genómico de moscas adultas parcialmente 
digerido con la enzima EcoRI y fueron clonados en el 
vector pYAC4 . 

En la figura 1, que muestra la cobertura de los 
diferentes clones YAC, se aprecia que sólo una pequei'ia 
partede la sección 8 del cromosoma X (8C3-13) no queda 
cubiert,l por éstos, aún cuando, según la ubicación citológica 
determinada para los genes Hex A-B, la mayor parte de los 
YAC caen en esta región (sombreada en el esquema de la 
figura 1). 

Ubicacióll de los cromosomas artificiales{c1olles YAC) 
en el genoma de la Ie"adu ra. 

Con el objetivo de determinar la ubicación de los 
clones YAC en el cariotipo electroforético de la levadura , 
se realizó electroforesis de campo pulsado de cada una de 
las cepas de S. cerevisiae, portadoras de los cromosomas 
artificiales que llevan grandes fragmentos de DNA 
genómico de ])rosop¡'illl correspondiente a la sección 8 
del cromosoma X. La figura 2A muestra una electrofore
sis de campo pulsado realizada en un gel de agarosa al 1.3 
% en tampón TBE O,5X. Este gel fue sometido a 
electroforesis duranie 35 horas con pulsos de 70 seg por 24 
horas y 120 seg por 11 horas a 165 V. Esta condición 
permite la visuali zación de los cuatro cromosomas más 
pequeilos de S. cerevisille. 

En la figura 2A se indica. con una cabeza deDecha , 
la posición aproximada de las bandas correspondientes a 
cada cromosoma artificial , según su migración electrofo
rética. 

La figura 2B, .muestra los resultados obtenidos en 
un experimento de hibridación, cuandó se usa 50 ng de 
DNA del pl{¡smido pBR322 , utili zado como sonda 
radiactiva para la identificación por homología con la 
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Tabla 1: CanlcteJ"Ísticas relevantes de los clones YAC, que contienen DNA genómico de la sección 8 del 
cromosoma X de D. melal/ogaster. 

Tipo de Libreria 
DNA genómico de 

Vector embrión moscas adultas 
Nombre del Tamaí'ío Ubicación de digerido con digerido con 

Clon (kb) Citológica clonado NoLD. EcoRI. 

YAC 1, DYN04-21 370 883 ; CI pYAC5 + 

YAC IL DYEO 1-42 325 8C13-14;0IO-1l pYAC4 + 

YAC III, DYR07-36 350 8AI: C2-3 pYCA4 + 

YAC IV, DYN28-60 260 809-11: E3-4 pYCA5 + 

YAC V, DYR16-0 1 210 8D 1 0-11 ; E6-9 pYAC4 + 

YAC VI, DYR19-61 230 8EI-2\ FI-2 pYAC4 + 

YAC VII, DYN17-61 180 8E3-4; F9- 10 pYAC5 + 

Tahla 2. Hihridación del fragmento PCR de 0.67 kb con los cromosomas artificiales. 

Nombre del c10n 

AB1380 (control) 

YAC 1, DYN04-21 

YAC 1I, DYEOI-42 

YAC III, DYR07-36 

YAC IV; DYN28-60 

YAC V, DYR16-01 

YAC VI, DYR19-61 

YAC VII, DYN17-61 

Hibridación con sonda radioactiva 
pBR322 fragmento de 0.67 kb 

+++ + 

++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+ : seí'íal de hibridación positiva . -- : seí'íal de hibridación negativa. 

parte plasmidial de cada YAC. Esto permite la ubicación 
precisa de los clones YAC en el cariotipo electroforético 
de la levadura . En la membrana mostrada en la figura 2 B 
se aprecian las seí'ía1es de hibridación detectadas por 
pBR322, correspondientes a los clones DYN04-21 de 370 
kb (canal 2), DYEOl-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 DYN 17-61 de 180 kb (canal 8). En tanto que, 
no se observa seí'íal de hibridación con DNA genómico de 
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levadura (cepa AB 1380) usado como estándar de tamaño 
molecular (canal 1). 

Análisis de hibridación de los cromosomas atiificiales 
dc Icvadunt con un fragmcnto de 0,67 kb de D. 
melanogaster. 

Con el fragmento de 0,67 kb de D. melal1ogaster, 
amplificado mediante PCR, utilizando como partidores 
dos oligonucleótidos correspondientes a una región con
servada del gen de hexoquinasa A de rata, se realizó un 
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Figura 1. Uhicación de los Y ACs en la sección 8 del cromosoma I (X) de Drosophi/a me/allogaster. 

f 6 7 8 9 . 10 11 12 1 (X) 
ABCDEF ABCDEFABCDEF ABCDEFABCDEFABCDEFABCDEF ABCDEF 

~I Te) 

A B e 

I~ ~Tel 

1'1111111.111111",.1'111111,,1'1'-""1111111"1111111I 

,- DYN04-21~1 
1" DYR07-36 

~I 

análisis dc la sccción 8 dcl cromosoma X que debiera 
contencr ellocus He:x A-B. Para ello. los siete clones quc 
contienen cromosomas artificiales de levadura fucron 
resueltos mediantc electroforesis de campo pulsaelo. en 
condicioncs quc pcrmitcn una mcjor rcsolución de los 
cuatro cromosomas más pcqueilos elc leyaelura y con ello 
de los cromosomas artificiales que tienen tanwiios 
lllolecularcs comprendielos cntre ISU y 370 kb (yer tabla 
1). 

La tabla 2 lllUCSt ra los resultaelos ele una hibrielación 
de los cromosomas de levadura con el fragmento dc (l.ó 7 
kb marcado con 3 ~ P-dCTP. La sonela detecta dos débiles 
sciiales de hibridación. Un aná lisis elc supcrposición ele las 
autoradiografías. reycla quc dichas sciiales corrcspondcn 
al cromosoma artificial YAC 11 de Ie"aclura (clan OYEO 1-
42). el cual sc ubica en la región citológicél SC I 3-14: 01 ()
II (tabla 1). Adem~ís. no se dctectan bandasde hibridación 
con la ccpa AB USO, usada como est;índar dc tamaiio 
molecular y como cont rolncgativo elcl c:xperimento. Estos 
rcsultados indican quc la secuencia dc 0,ó7 kb de 
Drosophi/a, quc ticnc si mil it ud con he:xoqui nasa A de rata 
(dcmostrada por hibridación con cONA de he:xoquinasa A 
dc rata). sc ubica en alguna zona de cstas 325 kb Y la 
localización e:xacta cn csta aI.nplia rcgión no pucdc scr 
dcterminada por estc método. Sin cmbargo, cabc dcstacar 
que la llbicación citológica dcl c10n YAC 11 coincielc con 
la ubicación delloclls Hc:x A-B detcrminaela por métoelos 
citogenéticos. 

El anúlisis ele los cloncs YAC usanelo como sonela 
el fragmcnto PCR ele 0.ó7 kb dc Drosophila mostró quc la 

,- DYEOl-42 --1 
,..-.1 
DYN28-6) 

'-DYR16-Ot' , 

,- DYR19-61 ~ 1 

, .. 
DYN17-61 

., 
sonda dctccta llna débil sciial dc hibrielación con el clon 
YAC 11 (OYEO 1-42 de 325 kb). lo cual coincide con la 
ubicación citológica dada prcviamente para los genes Hex 
A-B. La seiial dc hibrielación obtcniela es espccífica ya que 
sólo aparece en los canales. y en la banda correspondiente, 
qucconticncn ONA decstc YAC (ver tabla 2»)' noen toelas 
las muestras y cn bandas quc pudicran inelicar hibridación 
cnI/.acla con los gcnes dc Ie,·adura. La sonda no detecta 
sefial dc hibridación cn los elones YAC 1, YAC IlI , YAC 
IV, YAC V, YAC VI y YAC VII. Sin embargo. seg'n la 
ubicación citológica ~Ic cada YAC (tabla I )' figura 2), dos 
clones. YAC IV)' V. prcscntan una pequciia región de 
sobrelapamicnto con el c10n YAC 11 cn la región 09-11. 
En conjunto estos datos permiten acotar la ubicación de los 
genes He.\ A-S alas bandas C 13-14:08 en la sección 8 del 
cromosoma X de Drosophila (vcr figura 1). Por otra parle. 
la débil seiial de hibridación detectada por la sonda en el 
clan II podría deberse a quc sólo una pequeiia zona de las 
325 kb .ab~lrcada por esté YAC prescntan identidad con el 
fragmento PCR de 0,ó7 kb. Para definir la región de 
hibridación con e:xactitud y prccisión a niyelmolecular es 
ncces~lrio realizar lln an;ílisis dc restricción que corte el 
inserto dc dicho c10n en varios fragmentos)' subclonar el 
fragmento positiyo cn un vector adecuado. 

El uso de los cromosomas artificiales elc levadura 
y la técnica de separación de ONA cromosómico intacto 
mecliante electroforesis de campo pulsado, entrega e1e
mcntos esenciales para el cstuelio ele la organización de los 
genomas complejos en una amplia gama ele aspectos. La 
ubicación de un segmento elc ONA elc Drosophilll. en una 
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Figura 2. Análisis de hibridación de DNA genómico de la 
sección 8 del cromosoma X de Drosopllila. 
A) Electroforesis de campo pulsado que muestra el DNA 
cromosómico intacto de la cepa AB l380 de S. ceTl'isiae 
(canales 2 y 10), usado como estándar de tamaño molecular, y el 
DNA crolllosólllico intacto d elos clones YAC n DYEOI-42 
(canales l y4), YACIDYN04-21 (canal 3), YACllIDYR07-
36 (canal 5), YAC IV DYN28-60 (canal 6), YAC VDYR16-01 
(canal 7), YAC VIDYR19-61 (canal 8), YAC vnDYN 17-61 
(canal 9). La electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 
1,3% en tampón TBE 0,5X corrido a 165 Volts con pulsos de 70-
70 seg por 24 horas y 120-120 seg por otras 11 horas. 
B) Hibridación del gellllostrado en la parte A con DNA del 
pláslllido pBR322. 

A 
1 2 3 4 ,..,.,...,...,...." ... 

B 

1 2 3 
• 

5 6 7 

4 5 6 
• 

• 

Kb 
XI 700 

}¡V m 
.... ~i'<II~ -!) VIII 588 

JIX 4SO 

--- 1/1 ]70 

'VI 198 

I 245 

7 8 9 10 
- - ,-r--'-~ . :. 

• . -1 ... 
.. 

• 

• 

• -
región cromosómica definida es una de sus aplicaciones 
dentro de una gran número de ellas. 
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