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' 	I. INTRODUCCION 

1) 	INGENIERIA GENETICA MOLECULAR 

Desde el año de 1953, en que J. Watson y F. Crick propusieron 

el modelo de la doble hélice con giro a la derecha, para la estructura se 

cundaria del DNA (1) , la iología !:•olecu.lar ha recorrido un largo y exito 

so camino hasta la fecha. Parece que este gran descubrimiento encendió - 

la mecha de una serie de espectaculare sucesos dentro de esta rama de la 

Biología. Dichos acontecimientos comprendieron desde la deducción del --

código genético la forma en que, el mensaje contenido en el DNA es tradu-

cido a proteínas, previa síntesis de mRNA hasta la comprensión de la regu 

lación de la expresión genética en ciertos operones bacterianos (2). 

Los descubrimientos realizados en los años 50s, 60's y prin-

cipios de los 70's, fueron efectuados gracias al desarrollo de las técni-

cas de investigación en genética, bioquímicá y biologíá oiolecular. Sin - 

embargo, el gran tamaño del genoma y su compleja organización molecular, 

no permitían en aquel entonces, disectar regiones específicas de DNA que, 

de este modo, pudiesen ser sometidas a estudios exhaustivos. 

A principios de la década de los 70's, como consecuencia de - 

una serie de descubrimientos previos, como la identificación y caracteri-

zación de enzimas cuyo substrato es el DNA (3) , se empezó a desarrollar - 

la técnica conocida como ingeniería genética molecular o Recombinaci6n --

in vitro de Acidos Nucléicos (4). Esta técnica permitió que el genoma -- 

pueda ser fragmentado y que los fragmentos sean aislados y propagados a - 

I través de multiplicación celular o clona molecular de DNA (4), 



La Ingeniería Genética Molecular puede ser descrita de la --

siguiente forma: dos o más fragmentos de DNA son recombinados in vitro 

U 
mediante el uso de una serie de enzimas; uno de los fragmentos, llamado 

vector o vehículo molecular es capaz de replicarse en la célula huésped y 

el otro, el fragmento clonado, es replicado en la célula por estar unido 

covalentemente al vehículo. 

A continuación se discutirán algunos de los detalles de esta 

metodología. 

1.1 	Generación de Moléculas Recombinantes 

Existen diferentes alternativas para la generación de fragmen 

tos de DNA. El más utilizado es el uso de enzimas de restricción. Estas 

enzimas, son endonucleasas que cortan los enlaces fosfodiester del DNA. 

Existen tres clases de enzimas de restricción: a) enzimas de clase Z, - 
•CO 	 o l' ¥iriméX`¥ 3`'eri' dés¥ú rirsé'' aué reconocen una secuencia 

específica, pero el corte es en una región inespecífica. b) Enzimas cla 

se II, las cuales reconocen secuencias específicas y cortan dentro de es-

ta secuencia. c) Enzimas de clase III, que reconocen una secuencia espe 

cífica y cortan en un cierto número de bases después de esta secuencia - 

(5) 

Por sus características, las enzimas de restricción clase II 

U son las más utilizadas. Estas como se mencionó anteriormente, reconocen 

I 

secuencias específicas de 4, 5 y 6 pares de bases. Las endonucleasas de 

restricción clase II catalizan la hidrólisis de los enlaces fosfodióster 

U 
en el DNA en puntos donde los nueleótidos complementarios están ordenados 

1 
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 en secuencias con simetría rotatoria: una palindromía comparable a una --

palindromía lingüística (5). 

1 
En la figura (1) se ejemplifican algunas enzimas de restric- 

' 	cifin clase II, así como la secuencia que reconocen. 

Algunas de estas enzimas de restricción cortan las dos cade-- 

nas del DNA en los enlaces fosfodiester localizados uno directamente so-- 

1 	bre el otro en la doble hélice, generando extremos rasurados. Otras de - 

estas endonucleasas rompen cada una de las cadenas de tal forma que las - 

uniones fosfodiester rotas quedan desplazadas entre sí, 	lugar lu ar a -- 

fragmentos con extremos de cadena sencilla que van de dos a cinco nucle6-

tidos. 'Hay endonucleasas que generan extremos de cadena sencilla en la - 

posición 5' y otros que generan estos extremos en la posición 3'; todas - 

ellas dejan el grupo fosfato en la posición 5'. 

+' 	¥ 	1 va'Via ,ara¥ve¥¥r,¥5-}¥{ ¥ ¥ .; de- io ';m tejoú 	•paEa xgenerhr fragmentos de DNA es 

a través de la purificación de inMA, A partir de este RNA se puede obte- 

' 	ner cDNA, utilizando la enzima transcriptasa reversa (6). El rompimiento 

mecánico controlado es ur tercer método para generar fragmentos grandes - 

(mayores de 10,000 pares de bases) (7). Un cuarto método es la síntesis 

química de DNA; se puede diseñar químicamente un fragmento de DNA que ten 

ga una secuencia específica, y ésta ser clonada para su estudio o expre-- 

s16n del producto codificado (ver después), 

I 

Una vez obtenido un fragmento de DNA éste es unido covalente-

mente a otro (el vehículo molecular) usando una ligasa de DNA, siendo la 

1 
más utilizada la codificada por el fago T4 (8). Estas enzimas son capa-- 
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1 
Figura 1. 	ENDONUCLEASAS ESPECIFICAS Y LAS SECUENCIAS QUE RECONOCEN 

Tetranucle6tido 	Pentanucle6tido Hexanucle6tido 

AluI AGjCT 	EcoRII 
T 

CC( 	)GG Aval C1PiCGPuG 

GG+ CC HaeIII Bamtil G GATCC 

1 HhaI GCGC AjGATCT B III 

!!LaII C CGG BaII TGG CCA 

jGATC Mbol 	, EcoRI GAATTC 

TCGA 	iiphI CGTGA - 8p.b. 	HindIIl AtAGCTT 

GTT,AAC bibolI GAAGA - 8p.b. 	H aI 

• Hinfl G ANTC PstI CTGCA G 
1 

Dei .GATC
.. 

'amar. 	iíC'CCCGG,t>¥f,,,¥'f> j 

' cuando esta 
modificado 

Hael A) GG+ CC ( A ) 

HaeII PuGCGC Pi 

4 I HincIl 
_ 

GTPi PuAC 

Roberts,197 R. 	( 	6) 	(5) . 

u 
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1 	ces de unir dos extremos de DNA, formando un enlace fosfodiester entre un 

extremo 5' y otro 3'. De esta forma, se pueden construir moléculas recom 

' 	binantes las cuales son introducidas en la célula huésped (Figura 2) 

1 

	

	 Anteriormente, se ha mencionado que un fragmento de DNA hete-

rólogo es unido o ligado a un vehículo molecular, por lo tanto es obvia - 

' 	la importancia del vehículo molecular de clonaci6n al cual nos referimos 

enseguida. 

Desde 1976 a la fecha, se han diseñado una serie de vehículos 

ol meculares que pueden ser introducidos en diferentes especies, los cua--- 

1 	les presentan características particulares dependiendo del organismo en - 

el que son introducidos. Se han construido vehículos moleculares para --

bacterias, hongos, células vegetales y células de vertebrados (9,10). -- 

Cabe señalar que los vehículos moleculares más utilizados son los que pre I sentan como célula receptora a. Escherichia coli, dado que a nivel genético 

y'molecular es él ',organismo mejor comprendido y 'permite una selección fa- 

cil de moléculas recombinantes. Por lo tanto, se mencionarán las caracte 

rísticas de los vehículos moleculares de E. coli.  

' 	 Idealmente los vehículos moleculares útiles para clonación en 

1 	
G. coli  deben de presentar las siguientes características: 

a) Que sean replicones autónomos 

Ib)  Que puedan ser purificados en gran cantidad para su caracteriza--
ción física 

c) Que su tamaño sea pequeño 

d) Que presentan sitios únicos de restricción preferiblemente locali 
zados genes estructurales de marcadores genéticos 
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Que presenten caracteristi.cas que }.permitan una fácil seiecr_i6n (le 
molculas rcc.ombinant:es 

1 f) 	Que se conozca la secuencia nucleotídica comp]et.a del vehículo 

En E. 	coli 	se han ut:ilir. dcl como vehículos moleculares s p], smi 

dos 	}' 	fios 	M13, 	etc.) 	pr.incipralinente. 	1117.x1;21mente 	nos referiremos 

' a 	los i71 	:>irt1C30S 	como vehículos moleculares de cl.onaci6n 	y 	i-•OS't:er:Iorir.ente, 

menc.ionaro:;los 	las }tromifdtic3t•S 	(10 cloriaci.6n de 	:°agas de 	E. 	col i, 	principal 

mente 	en el. 	f.ago 	 ..p 	'---•¥ 	— 

ís;micicl> 1.2 	Pl 	como Vehículos t;olecul ares de C).onaciütn 

' Los 	} l.ü. :midas 	ron r:rlé 	u: <<s 	de 	circular, 	c: x tracra:nC7T;a",lalt'E 

de 	24:}`lita C: I.f,)n 	.:1ut.l?Si:Jmri 	1 	C7C:nf.lí2l.:;tC.Iitl.! 	Cli.ri:('n: cl}a1.es 	para 	la 	CC1ula. 	Estas 

rlol.cu3¿ir 	de 	D7, 	brin 	< ido 	¿ml i amen t.c 	ut:i1i:.a.3.2s 	c.ot^c? 	vc:ct:ores. 	Se 	ha 	tra 

' 
bajado 	}: ri r:c.i} ..linfa te 	con 	dos 	t il í>s; 	cha 	s l ..s;;,itios, 	como 	vehículos, 	los 	cua- 

1e ; 	nc 	di <;t incju; n por 	sus 	mropii dador 	de 	r.t::} 1 ica 	ión. 	U77a:, mc?noropi.a 	corro 

1 . 	 rl 	}l<2_.r;ir.':o, 	psC101 	y 	otro:: 	:;lult.ico 	la 	como 	el. 	Co1E1. 	(11). 

Los 	} l. 	mí do: 	m;tl t:icopia 	son al t¥tmentr 	uti liradas en 	la 	actua- 

1 Had, 	entre o] los at stocan auu 	l íos 	c;+. c 	han 	:,ida cc;n..;..uico: 	in vitro 

'it`r i 	¿le) 	 T 	1 	1 CTCICr 	son 	vados 	ml _..; iii o 	 tos 	t 	. midos 	van 4emes f.Tl1C? 	co- 

di fi can lora res ir 	enr— ia F: 	ant.l.};iLicor, 	lo oue merrimi te una 	füC:11 	S.C1t.CCl.6n 

z C: C. 	lis 	C:.Sll l i3 	:ti,¥ 	r.T:tFiTI 	r," 	tos 	;C¥.t¥':r(!F 	I¥C 	lit.:i'11 dos 	mojos 	Cf. roo 'it:! 1..L2-- 

1 clac 	y(; 	:;r. 	_. 	ea 	11 	.t.. .:t. i T ,a.. 	 o'. 	l.o. 	r 	r.....a 	amo 	vb Tomalos 	riel ocmi 1 or es 	da 	- 

c1o,¡-,`-•7dr, 	r n 	loa 	:ir 	la 	a m it 	;. 	r 	xl», 	, ?»r 	} 	. 	r 	, n-, 	8 

1 t 1 	 la. 	 3 	 d(. 	 ;...., . 	 i 	mart 	 .... 	a.. 	..:J 	¿ 	:r. 	.a.. 	 t:. 	 - 
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Fi.c?U1'a 	3. 	C/ FJ(;'[f:;Ii1S'I'[CA' Uf; LAS I%TJ.Sl11i>)S 	DE ?.A 	;i}' ?:'IF 	t>EiR. COMO 
\'EH1CULflT 	11C)I:Ll3i,A?I S DE CI,OAC1ON 

No:n}.,:-c 	Modo de 	Peso Sitios únicos de tlarcador.es Ref.eren 
replicaci6n 	Iaolecular rest:r.ic:ci6r gencticos cia 

t..R313 	uM,131 	5. G rF3 5 . 6 I:C 	.it.T 
'1 1 
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1..3 I'a<tos en E. col  corno Vehículos Mol aculares 

Los veh culos moleculares f.g.icos más utilizados en E. coli 

principalmente son derivados del facto X. Una caracter5.stica de todo deri 

vado de 	Que puede usarse como vector, es la ausencia de sitios de res-- 

' 

t:r.icción lléli¥(")5 	para 	clonaci6n 	en 	la 	rogi6n 	ir1Cli-speris tble o 	esencial y 	la 

presencia de 11710 o ns s 	si.trios dentro de la región dispensable. 	La 	eliini-- 

' nac.idn de sit i.os de rest:ricci6n en 	las 	regiones, esenciales del genoina de 

tia sido 	lograda por medio de 	la 	E;elecci6n de ¡fletantes o mC d i ,,nt:e 1. a 	in 

' iroduccj6n mor 	:-c -omhinaCj'11 de Cdoloc]Ories }' substituciones que cubren 	- 

estas cit:ios. 	Otro vector, 	fu i' 	construício de 	U.a.l 	forma orle 	todos 	los 	si- 

ti os 	de 	la 	encic,n Ielt:l7>;:1 	L.c r.,I.I, 	en 	el 	c:e7To:n;i 	del. 	fano 	fueron 	eliminados:; 	- 

'l:y ost_eriorment.e, 	se illt.raciujo un nuevo sitio de restricción para 	1.a endonu 

CIE:asa 	fcali.l, 	neo 	CUitl_?YC:7"íti1(.3o 	en 	el 	Cien 	CLIC? 	Confiere 	inmunidad 	al 	-- 

' fado 	'ia•i, 	¡non iant,e 	la subst"it,UCi&n de. 	3 a reni6n de inmunidad de 	por - 

la 	del 	439 	(16,37) 

u 

En la mayoría de los vector es 	cíq.i cos diseñados para clonacián 

' con I_c:oR], 	uno de 	los 	fragillutltos en 	el. 	centro del 	caenolna del 	fago, 	?la sido 

escindido con :;.coRl, 	dando onigen a un facto con dos sitios Ce Ec'ol?T.. 	Cua11 

do 	f.,.. t e 'es 	di ]{tt. 1Ci0 	CC,IT 	eta 	t?IiC1oIlt]:'] C i:: :. 	.:;Q 	generan 	tres 	f2 13CJI t!?nt.Us, 	los 

cla 	n 	:randas 	co: 	,rc,nc?er 	1 o 	e.,_r_.a.._ 	clel 	faya. 	Los vehículos ¡noleculo- 

. o 	cl+:ri 	v 	 ...)F.'. 	de ) 	, 	i 	 .:"'?Ilt:an 	1.: 	r'! a, 1;: 	Cin 	C_ue 	sC 	Iurj C1,1 	rlonar 	1"C:mon- 

(rt..I 	cltr. 	r;c 	:. 	 ls 	(r.st... 	 :; 	cl r_ 	lo 	ru,. ] 	 1.0 _ 	,,flU;) 	,..:c 	,.,. 	,(,;t:) 	, 	el; 	cij.fíc.il. 	c3 c: 

I

cr ir 	cn 	1 	l 	l7 	:i:, 	a 	)I7 	t 	Í 	1-:; 	m 	: 	finas 	(!:(:!il.> 	ca-- 

't.C'I 	1...T. 	1:. r.... 	tl:....;.t 	3t.: t, 	:C 	...) 	:Z`a 	r')(J7t1" 	fra 	"...'iltr•n 	c3 	lOO 	a 

la,f.)i: 	r.'e'íe 	i..iL¥".', 	1. 	i...i.... 	no' 	'' s. .._.. 
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Paralelamente al desarrollo de 	las t:écni cas de recotnbinuci6n 

i_n vo rae 	c:ido> nucl.é.icos, 	ha habido un f royrcrso irnrhortantes en la sín 

tesis 	 de 	l inucle6t irlos; 	lo ha 	tenido 	 que la química 	i 	 e] 	 como consecuencia 

I 

ingeniería gonética molecular 	cuente con una hr:rratnientti Lici.l 	que permite, 

en mt.Ichas ocasiones, 	real .i 	1r 	de un modo r;(is 	:;c:ncillo, 	nleJCinLe y directo 

1 la 	clonac.i.6n 	y 	c.aract.eX: i 	ación 	de 	rec;i.otlr.:s 	de 	CANA. 

l.4 	.r 1.11tesi 	Ç)LIlIn.ica 	(}e 	pUh 	Cn 	tstl)11.U, 	de 	tecom 	.1 I7é:C.7.OR 	.in 	vitro 

No 	es 	el 	o})jetivo 	le 	esta 	introducción, 	c', 	t:.11lar 	los 	t7L'OCC?C}i- 

' mientos 	CIC 	1. í3 	b,l.nt:(:.:15 	suímisu 	du 	iiiv:'\, 	r6 lo 	1 	1 ut,:i 	con 	ru•iu:i. oua1" 	cinc 	C 	1.i^ 

' ten 	di fc'.'(31: 	os 	r('t't0'.:O:i 	tu ;:i1 	:"i`éil l.:'.ilr 	}. S 	u±.Ilt'.esi5 	C: L' 	j.?O.l illt.Ic:1C_'CJt:1C10s; 	nue 

'1 	m 	todo 	uno 	Í'LIé 	ut•.i1l:tic:iü 	1;. ci :3runc:t 	r..; 	el 	r}31 	di 	utCr 	i csurrollacio 	- 

por 	t }tc,I .1:) : 	(11) 	une 	cs;tc'X° i c l 	fué 	:r.:: 	1X': r.,l lí1(}c7 	el 	crtt: socio 	del 	t:X i , 	j 	.lrt:t:e 	 es 

per 	(1 9) , 	c:1 	mi+socia 	de 	la 	pci il;ucic<:rt.ido 	,o_.'foX.i1eta 	(70) 	y 	une 	1cc.iente- 

mente 	se 	ha 	des l::rc11..:clo 	el 	I ít. (ad 	del 	ic t: f'ot . i.r_._:t:er 	en 	faro 	scíl ida, 	el. 	- 

cual 	IeXrtite 	.1.í1 	uoriei.ecj6n 	de 	r_tl:ic:r.)Ilu(:le 	idos 	a 	laart.á.1: 	de 	la 	un.ibn 	del. 	- 

,:,Xi.Inrr nucleót.icia 	a 	ni; 	u61 ido 	de 	!.0}:>':ltc> 	y 	adicionar 	,ost_eriorinente 	los 	- 

' nucleóticios 	:_:ic,u.i' uLes, 	pc -n.i tiendo 	1.<t 	sí Lt:C sás 	de 	scment °s 	grandes 	(has 

ta 	40 	huso,,) 	en 	}joco 	tit>mrY) 	(.1 	) 

,c - ta 	a 	:i?,: 	ti 	 L., 1'o1 	10 (:üe 	rc ; t 	e 	 d.¥ 	los 	el inoncic6t:Ldos 	Sirlt:{.- 

' tices 	 }..í 	7 61 	1:r y 	de D7,N, 	 1U1':itX' 	1os en 	o:'t:u(}ij. 	tic 	rer 	I, í 	r:'a}'C 	i'enc 	ver 

sz,, 	lo 	t,i 	l 	1( 	c 	u:;c 	c3 r: 	c 	i 	)< 	11ó 	r. 	;irtté r- 	pt_ 	Ct:) 	, . 	.. 	(:Er 	'i', 	ji 	c. 	:C. 	:r; 	 jr¥l 	 ,¥ 	- 	i r} 	o¥ 	•-- 

ico:. 	'.,1r• 	,'U'.'C? 	':!: 	'j1"ü:i 	1!:'i>iCtO 	t'.. 	: ufl:at;!' 	S: 	(]C' 	Ir. 	.0 ;} 	71,:`t'e 	u( 

' la 	C1.e,C : 	,J 	L. 	,tl'('....iGtl 	de. 	fi 	C.i..e:' . 	co 	l:+(:I"r:. 	"•.:7r 	e 	.. 	.:r3 	.;C•.. 	OStei 

C.lii_ 	C!1 	1 	(?1) 	... 	}: 	)C;, 	C' 	..i.:.. 	2 	t: 	i 	 t 	 'i 	(._U 	t'.ica 

1 do 	¡2:. 	le 	i6:. roo 	5., 	.t_.,,.: 	r;.tc 	(.,.,. 	c_,... 	.,f_,_.. 	,6:1 	ct;t_ 	Çc):..sie, 	. 	Ir 	la 
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' la hormona humana somatostatina, este secgtnento de DNA sintético fui clona 

do en el pHR322 en forma de un gen híbrido con la secuencia que codifica 

Í para 	la e-galactosidasa de E. coli y se c3c:Inost:r6 que se producía sornatos- 

' ta tina, 	bioi&j ic am( nte activa, 	cic,sI)r:ts de separarla cae la proteína híbri- 

da * 	De 	forma 	sitn.ilar se han c.lonado las Secuencias de DNA s.int.:ót:ico que 

1 llevan la int'or•rnaci6n cJon6t.i.ca , 	para las cadenas A y r3 de 	insulina, 	hormo 

na de crecimiento y 	el yen de .i.nt.er. ferón de leucocito 	(22,23) . 	En teoría 

I se puede construir por ' ,l.nte 	lá química de DNA cualquier Cien de UJICI jL+ ) 	l 

I 

na de importancia social, 	terllr_nciose conocimiento C,le la secuencia de ami- 

noácidos de t} ;ta. 

Otra 	ct >l icec,i6n 	que 	ntrarttr 	la 	,>ínt._ (,< ,ls 	c7uzinlca 	de ollgonucl.eó 

1  tidos, 	es 	la 	c3 c: 	ut:i l í . ar 	adai; ac3or{_rs 	("1 in}:t rs") 	que contienen 	la 	secuen- 

cía de DNA que es r.cc:on{:>cít3a por urna o :nr s en9c>nucleasas de restricción y 

que pueden ser 1 igados a fragmentos de 	DNA para facilitar su clonación -- 

(19), 	} ioura 	4. 

Uno de los TtiC t OC¥C71 t t s empleados en 	experimentos de secuencia 

• I ción de DNA, 	es el 	ha 	descrito 	Sanaer que 	sido 	por 	y colaboradores 	(24) 

' En esta t i cn 1 ca el 	fragmento de DNA que se desea secuenciar se encuentra 

en un Vehículo molecular cuy 	furirLC:Sria como 	i C,IS:k',1F2C1a para 	la DNA lalimera- 

• sa 	I, 	aue 	i.r,c:C,l",nora 	nuel(ccíc idos 	a 	r:,rartir 	de 	un 	primero. 	I,a 	reacción 	es 	- 

• inc hado 	en 	t7.C.3encia da Üesoxi.r i.bonuGli'C:>i:ldos 	(talo {3e 	ellos 	radioactivo) 

}' 	de 	un 	ciid tE:i!:)1"it?OTtl:C:i.C'.ót.icio 	 base 	 leer para cada 	que se desea 	, de tai ma- 

U . 

nera 	que 	r}:1 ste 	la 	i T'Ul"sib111C1i7C3 	oua 	C'} 	Ci 1CiCfsori11onuciaótido 	sea 	incorpora 

do en {:13dC: una 	tie 	7:._, 	pos ?r iones' 	en 	1 os 	cual es 	es 	cot;tillr_ent.arlo. 	Al 	per 

U 
jncoroJT'i9:1C1 	(.?1 	C72C) 	:l{1C7, 	"it:e 	ya 	no 	es 	;?Lbst.:.Iato 	para 	la 	-- 



adaptador 

EÇQRI 

fragmento DNA 
-t. 

1 

Ligoaf4 

Adaptadoresde (oRo: 

CCGAAT TCGG 
GGC1TAAGCC 

4- 	vector dg, con Eco RI 

digestión con 
EcoRI 

4 	Ecuena del use) de adantaclores sintti.cos en ex! cr ir flt' 	de 
ci Oflil ci 6n to1.ecu Lar de un 	fr 	;ren t.o 	de 

u 	FrGIJR; 

LIM 
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t)NT. polimerasa y por lo tanto la reacción se para en esta posición, 	resul 

tando una ¿xoblación de moléculas de diferente tamaño que corresponden a 

I la posición 	cado donde fui i.ncorjx el didesoxiri.bonucleótido específico. 

I 

Por medio de síntesis química de DNA se han diseñado oligonucic:átidos que 

hibridan en puntos específicos en un D1:F, templado y que pueden funcionar 

U como primeros en el método de secuencia de Sanger. 

I 
A partir del conocimiento de la secuencia de amino. ci,irl-, de - 

una proteína, se puede deducir las secuencias nucleot.ídicas probables que 

' 	 codifican para la proteína; tostando ventaja de ésto se pueden construír - 

oligonucle•Stidos sirttc¥ticos gua 	sean cc¥mpleme.ntari.os a 	la secuencia del - 

1 de gen 	.interes y que pueden funcionar como sondas o rastreadores de dio-- 

' 

mas de cDNA. 	De este modo, 	fui aislada una clones oue contenía el gen del 

ci.toeromo C de levadura 	(.!,) 

Una herramienta poderosa para la alte.raci¥>n de un gen, 	es ha- 

cer mut::3gcnesis dirigida. 	Ex 	varios métodos para realizar mutagéne- 

si.s en sitios directos 	t? ,), 	pero el método más preciso y flexible depon- 

de el uso de ol.igodesoxiriibonucl.eüt:idos si_ntéti.cos. 	El proceso utiliza un 

ol.igonucleóticio que sea colnpl c•merttario a 	la región blanco que se quiere - 

mutar, 	pero que presente una o nlüs bases desitIua es, 	sobre las cuales se 

Cau].ero 	efectuar 	la 	rnUt1C.1Oi1. 	Tal 	olioot1l1Cll?UCido 	es 	hi.bridi:zado 	contra 	- 

el 	DNA blanco el 	cual 	tiuede estar corno DNA de t.: i3 Clena 	sencilla O coro 	DNA 

U en forma 11 	(celajado une contenga una rnei la en un enlace 	fo sfodioster.) 

Una 	ve 	realizado 	,},to, 	el 	(DI igonuclr,51".icio 	fllttr.iona 	como 	F>rár;c:ro 	en 	una 	- 

Y"C":'Cicci6J1 	do 	_, ílltcSis 	de 	I;'.':71 	j ✓ 1 ;ner'asa 	1 	(f2' 	:'^t,ilto 	grande) 	j' 	pos t.Cl' 	Or -- 

siente, 	sellado con 	la 	3icasa de 'i'4. 	U_ asta 	forma, 	se cjbt:iere un DNA r.e- 
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' parado el dial es usado para transformar a E, coli, 	En la célula se co- 

• pian ambas cadenas de DNA durante la replicaci6n del pl smido, ohtenién- 

' dose el DN 	que lleva la mutaci6n deseada, Figura 	(5). 	Posteriormente - 

I para determinar aquellas colonias o placas que contengan el DNA de plá ,- 

midas o falto con la mutación de interés, 	se realiza una hibridizaci6n en • '  colonia o hibridizaci6n en punto 	(para faltos), 	utilizando condiciones en 
-. las cuales híbr_id.ice preferenc_i.almente el oli.gonuc.l.eótido con aquellos - 

I UNAS que sean totalmente complementarías y se hiede distinguir el efecto 
de una base desigual 	al hi.bri.dizar 	(27). 	Por último, 	y para de.mostrui 

que la mutaci6n está en la o las bases deseadas se obtiene la secuencia 

• 1 : 	de DNA de la regi3n blanco. 	ilay que señalar que este método de mutacténe 

sis in vitro presenta ventajas sobre cualquier otro. 	Las ventajas prin- 

cipal os son: 	a) 	la mutac in se puede realizar en tuna base específica y 
se pueden hacer 	transiciones, 	trausver: iones, 	inserciones y delaciones

• 	
: 

b) 	aparentemente se pueden ocasionar deleciones específicas hasta de -- • ' 300 izare; de bases y 	(3. 	hossi, 	comunicación personal) 	c) 	el mismo oligo 
nucl.e6t_ido que se usa como mut geno se usa como rastreador para localizar 

I 	
•• 

las colonias o placas con la mutac.idn 	(28) 

De esta forma, 	las tvcnicas de rocombinación in vitro de gel 

1 • dos nuciéices y la 	síntesis química de DfA, 	aportan las herramientas ade 

c1.1aClas 	para 	y'cr:Ier 	estudiar 	regiones 	re'jui aten las 	en 	el 	oeno:na, 	clisectar 

seco 	nciar nenes. y 

1 

1 
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' 2) 	SECUENCIAS REC;UT..?ATORIAS INVOLUCRADAS EN I 	 F?A PROMOCIQN DE LA TRANSC IP 
C:ION EN E. 	col.i 

La c:: ¥T esic¥n c en 	tica 	es controlada, 	 r  c¥ n  parte,a 	v. I   	ni. 	_1 	de 	trans 

I 

cripcicín do RIJA. 	La síntesis do RNA esta reg falda cm una variedad de seña 

les específicas codificadas en el UI.A; 	alcjunas de las cuales son sitios es 

1 pecíficos Fiara el 	inicio de 	la transcripción 	(promotores) 	y otras son si-- 

tios de 	t:r,`rininacicin de 	la 	ttar.,c;rir>ci6n 	para 	la 	R*A i.kalimerasa. 

'u 
La regulación transo iI cionni est;z dada po 	modulación de - 

' la eficiencia con la cual. la  RNA pol.imez•,tsa puede reconocer e 	i.nterictuar 

con estos sitios 	(29). 

La secuencia de hese:; pa 	t:iculi►T 	cae DNA, 	con la cual 	i.nterac-- 

1 tua la RN1 p01iült32 asa, 	en 	parto 	C1et',.C:I';lill:il 	l a 	 - 

: 

efectividad 	(ILIí:`2":a) 	dC.1 	prl?

I motor o del 	sitio de ter 	inacliJrl. 	Ar . imi sino, 	un 71L':' ceo de moléculas efecto 

ras pueden influenciar positiva o negativamente este 	 entrela interacción Ic 

• RIrA poi 	 II1C1 sa 	y 	el 	DNA. 	En muchos 	casos, 	estas I1CJ1(.'.f::L:l as 	efecto:'c9S 	t ill-- 

bión reconocen una 	.i nformación, 	contenida en la secuencia nuc1.eot:ldi.ca en 

'  el DINA templado, 	la cual está nd}ac:c:nte y/o sobrelauacia con el 	sitio de -- 

acci.ún de 	la 	PwttiN711fi1e:'1Sa. 	Sin 	e1rlbarc:o a 	pesar de 	estas 	similitudes, 	-- 

ocurren dif 	rincias 	esrluctur les. 	las 	cual es ese 	c:ifican las variaciones - 

funcionales 	que 	r.r..ist:cr, entre los 	sitios que 	requlan diversos 	operones. 	- 

En 	esta 	aparte 	se 	;'r'S;lli?S i. :"d 	algili)c3 	infc?1.,ilci6n 	acerca 	de 	las 	`.'eCT7C'ncias 	di.' 	- 

DNA 	irlvolur_T'tlda 	en 	el 	cont_:'ol, 	¥cc'c:,::y 	t'minación 	rice 	la 	transen 	pc i 	6 

1 . 	

. 	 en  



1 
2. 1 	Pr-am 	toi es 

' t:,eF:in.iremos 	un F I'olttc,t.or de 	E. 	coli, como aquella. 	secuencia 	de 

DNA ullc es 	reco,,.:,c ida 	mor 	1 a 	k;:r, po.1 i sic ra 	a, 	forma rclo un complejo a 	Ijar-- 

la 	 1,, 	.='ír 1...>is 	de 	Rr' A 	en 	forma 	dependien tir 	cid 1 	cual, 	enzima 	ur'1ic' 	.inici:,r 

te de BINA 	(37) 

! 	s deT,1A lavitro   te genomas de faltos, Los 	=:allo:-lc 	e 	síI;t.c.. 

I Irltlestr¥_n ase' reoioncS di ferestes ron 	transar itas con iI1tensj 	aC3 	(fuerza) 

diferente; 	5551(diata5lC1ir,t.c se hace 	la 	siguiente pregunta 	¿u 	es lo s1.1e cae 

t'> 	 n.; 	la 	f.za d4 	un ¡» .r.>r:; tos? 	Lasa contestar 	esta presunta existen al 

Itt?11os 	Ilos 	1,i9L'1t.trOs 	que 	dt_i:¥t'n 	Car 	1'C1.aci.,it1,1S 	con 	la 	fuerza 	C3e 	un 	pro- 

fi1C, tlor 	::) 	ia.t 	velocidad 	de 	forsae i:}17 de') 	cít:nt?le.jo 	ii::i 	po1.im 	rasd-promotor 

la 	:rt 	1 	 in.i.c.iar 	la 	t.,anscr1p y 	b) 	la 	velocidad 	C r?I: 	la 	cual. 	F, 	r- 	lile" .1::? 	S :Iede 

ClOI7. 

En 	var 	os 	1" rti>Tr!r,t 	re 	l , 	.e1C)cia,,;i 	deiniciación 	de 	la 	sínte-- 

sí 	de 	i.I;f. 	es 	•I.l t:.:ITt:.nec. 	s; .i ?,7 	ct 	.,t,,z.:?a 	con 	la 	vveloc.idad 	de 	forrlaci6n 	del 

' 
complejo 	(20). 	Por otro 	1,lria 	t.antco la 	estabilidad c]e1 	complejo, 	corno la. 

:elucidad 	dc, 	ic::'t<+;'idn 	cae 	ste, 	va ran 	crs13r,:,l,lrl::fite 	entre 	promotores 

aontsi Pi: ir 	a 	7,.: 	fu 	sza 	dr 	t.or 	(31) 

1 La 	EE 	)I 1 s :icr a ra de E . 	 1 i 	:,,: 	une a una 	larga varjedad de 

ir 	vi: .., 	t 	>_:: .:,. 	;:r 	c 	ja 	r.: 	ci 	cual 	el 	.)P 	en 	la 	reqi.ón  

' 1t- 	<,c 	la 	h¿1 icc. 	(32) 	- di'] 	! .. 	_ 	,s 	e, 	di,rm 	ro1iL. 	c.,... 	 < 	afile 

z..:t.< 	c 	1r-`<: 	('. 	,i 	t__ 	s' 	j» 	iii 	it-ido 	,,'..:<:'.1Ct:nar'YS 	1.dlldcS, 

l  

' 
id. 	t n Ce.'•t.. 	: r : 	 t') 	.i • .. 	 :i 	r 	:_ 	 f.: 	c' 	ve: 	J; 	 . 	.;.`3 	.1, 	ci 	i.;..13i,o 	del 	LE Ti 	`_ 
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' protec ido fu 	alrededor de 70 a 80 nucle6tidoscubre las regionese y 	d   

-60 a + 20 del promotor (los ntúncros lposi.tiyos o negativos, 	se refieren - 

la a 	posición haci.a arriba o hacia abajo, 	a partir del primer nucle6tido 

I 

contenido en el RNA transcrito; 	(Figura 6) . 	Tnteresantemente una de las 

dos cadenas de DNA, 	es protegida con menor eficiencia que la otra, 	indi-- 

' canelo una orientación de unión de la proteína al templado. 

Se ha, 	podido secu-nciar un gran niinero de pr.arnatc;=r., de 	-- 

E. coli y éstos han sido sujetos a estudios comparativos. 	Se ha observa- 

1 	- 
do que hay ciertas secuencias que r st¥in altamente conservadas en todos -- 

ellos. 	A'r.rededor de la región de -.10, 	Schaller y Pribnow, 	(33) 	descubrie 

ron una región de alta homología, 	la cual es nombrada coinunmente corno 	- 

U 
"caja de Pri.bnow" . 	La secuencia prototípica es TA'!'P,1lT, 	en la cual 	la po- 

sicián oc,ur ada por la t.imina subrayada, 	está conservada en todos los pro 

motores investigados hasta 	la fecha. 	Otras cios bases que también se en-- 

I da 

cuentran altamente conservadas son las dos iniciales 	(TATAAT) , 	Una segun 

región de homol.ogía 	ha 	sido i.denti fi.c:ada alrededor de la nos.ici6n -35. 

Aquí hay un trinucleciti.do altamente conservado, cuya secuencia es PTG. La 

secuencia TTG es seguida hacia abajo por tres nurlefitidos cue están un -- 

i:occ) monos conservados y que dan como resultado el examero T'1'GACA. 

1 Rasgos comunes pueden tt>.mhic n ser observados en secuencias -- 

al oclañas al 	sitio de 	inicio de 	1.3 	t.r.:n::cripci6n, 	de 	tal 	forma 	que esta 	-- 

rcac.r7:ií)rl 	(ir':icío 	do 	la 	t.r'Ftnscr1r¥C:lí7n) es altamente sol ecti-a con respecto 

I

al nucie1Cit,ido 	con 	el 	cual 	inicia, 	la 	cadena 	de 	RNA 	c omitir:: a 	p2'(.'Cjcmin<ante- 
• Itont:C' con una J'tl!ina, 	donde A 	es n'9S 	frecuente que C, 	(34) . 	En algilt'os 	-- 

U canas sin 	=:rnt;arc:o, 	C o 	U pueden 	iniciar-, 	Siçuie.ndo 	esta 	especificidad, 	- 



- 19 - 

el sitio de inicio de la transcripci6n está localizado dentro de tina se-

cuencia, poco conservada (CAT) a 6 6 9 pares de bases hacia abajo de la 

región de -10 (34) . En la figura 6 se pueden observar algunas propiedades 

del complejo RNA polimerasa -prono tor. 

I 

Se ha podido determinar que mutaciones en .lías regiones de -- 

-10 y -35 afectan la fuerza del promotor.. 	Por ejemplo, 	una substitución 

' en la 'r en la posición -6 de la caja de Pribnow,', baja dramáticamente la 

fuerza de un promotor; 	lo mismo ocurre con la T en la posición 	• 	con 

la G de la región de -36. 	Por 	lado otro 	tambión hay mutantes que i.ncre- 

mentan la fuerza de un promotor; 	estas mutaciones en todos 	los casos acer 

can más la secuencia del :promotor a la de un 	con sonso 	(29) promotor , 

Con respecto a 	los moc.:uni <smos por 	los cueles 	la P.NA 	 m.r. 	¥¥ no1 i me rasa 

I 
de E. 	col.i reconoce las secuecias anteriormente mencionadas como un prono 

tor y a partir de c::ctas es capaz de iniciar la 	transcripción, 	existen es- 

tudios no muy 	contolet:o:;.';cY.lure 	(35) 	a propuesto el 	siguiente modelo para 

describir la forma en la cual 	la RNP polimerasa se une a un (_promotor e -- 

1 	inicia la transcripción: 

• 
PVAI'J + 

[ 
MA-P P

jc 
¥.. 	:¥ }';r'T'

[J 
[R!P_PrJ 

ac a 

donde: h?}gi -• 	('C}! centrfi(.̀iün de ¡U i poI 1merase 

U 
[Lr 	' l 	CitSC:.:;)t1'%9t':C?J: de cc'uen:' i as 	recotIOi..idas como promo- 

tor 

U 
-P1 t. c CC•n _t C:, Y' 	i 	ic¥,t ta ,; ; p!,li ¥C:• jo 	rada 

íP1 ?t}-r'c¥ 
¥G 

 C 	_t at 	a 	i(: !, del <> t,3 ?c, 	t 	transición   	entre: 	el 

1
. 

r.c 	-,;lc¥o 	c.¥..•,-.-...¥¥ y 	el 	c 	¥,,,¥ 	:c¥¥jc¥ 	r.¥'>í¥rto 

U 
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(--mRNA 	-> 
promotor 	5'--------. AT— TTGACA 	7b__ TATAAT---CAT—  promedio —43 -- 35 _rn 	-fi 

1 
region de 

apertura K 	---¥ 

' regiones de . 
mayor contacto I -- l k----st 

1 
1 
1 

lGur\2\ 	í, E ;rtuc: a die, 	1. as 	..arad 	ís,t i ca 	ic' 	t;n 	t romo tor 	de E. 	col i II 
i) 	o) 	n1 era Cae ;71ro: i r' Lae 	cuo 	os 	Í"1'Ui.C< ido 	por 	la 	F!;Ft 
oa ?I,:C :';7 cm i: .per i111C't to$', 	dC 	j !'GÍ! :cc 	6n Contra 	C31.gestío-- 

11e- n 	cic- D'.: ttl :a1 	b) 	La 	Sl'c.UC"1C 13 	de, 	un 	1 ro:'ot_o 	!" ¥:C)C1riote 

I 
e) 	La r(110!1 	en 	Ira 	_'?7?'s CiCl.lt'YC' 	)c! 	1 	G:'1(.t':..(?C.IOf]. 	C']) 	t:C -- 
c:10 .C'i i.= 	.,lu':C>Y 	Co1.t..._ ..O (.'*t 	F.'a 	o ;:'.;j71 jo 	.' :i; 	j':01 i;lnrasa 	pro 
IIIO :a12 ¥_ 

u 



• 
- 	21 - 

' La denotación complejo cerrado explica el momento en el que la 

RNA pal.i.merar>a se une a un promotor, en otras palabras cuando la polimera 

sa se anr.la al promotor. 	El complejo abierto se define cuando la RNA po- 

' 

 l imcrosa se encuentra a punto de iniciar la transcripción y es un estado 

Irreversible. 	W. 	McK.lur.e ha calculado las constantes de equilibrio para - 

cada uno de los pasos de la reacción, en algunos promotores y ha determi-  

nado que para unos la eficiencia está dada mor .la constante de equilibrio 

de formación de complejo abierto y que para otros, 	la velar- 	de unión 

' de la RNA polimerasa al promotor está mis relacionado con la fuerza cae 	- 

éste. 

Por otro 	.lado W. 	Gi.lbo 	} 7. t y colaboradores han realizado es tu-- 

' dios de protección con RNA polirnerasa, 	contra reactivos que modifican cier 

tas, bases 	en 	el DNA y aue lo:;t:i'7io7rrrnte 	sensibilizan a 	los 	enlaces 	fosfo 

diester a 	la hidrólisis 	(36) . 	Ut.i.l.izando este sistema, 	se ha podido suge' 

rir que la región de -10 es .importante para el reconocimiento del promo-- 

tor por la MA pol.i.merasa y que las regiones de -35 y -10 son importantes 

I 
para la i.somerí r c.ián. 	Asmis>,no, 	se ha Podido determinar uue las bases 

• que aparentemente intoractúan con la Rt7A pol.imerasa 	tienen sus grupos fun 

cionales 	(ase pueden 	formar un.ic•nc_s dbiles) 	local izados preferencialmen- 

te hacia un lado de 	la Inol(ct71,3 do DNA, 	lo cual sugiere que 	la distancia 

entre 	las 	ri:gior'1C.'.> 	(le- 	-10 	y 	-35 	os 	r' .11 t7I❑ 	71te 	lmmo7-tante. 

2.2 	C'].Un 	de 	D!,*A 	F¥t.•CCinoci i"3 c• 	¥¥r 	1. 	1 .f 	 < ., 	t.(.._ 	.10.(CUlas 	Efectoras 

?-:n 	la c,.} erí a 	cic: 	los 	r,_ c.a ,onc 7z 	har_t.en i anos 	la 	FZ A ):.ol..ítncrrasa 

se une a 	un c,ramot c,r 	V normalmente una región  adiciona 1 , 	una rey ión rn_gu- 
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' ladera, 	se encuentra local .izuda junto al promotor. 	Esta rey i.6n es reque- 

rida para proveer un mecani.::,o r.<>r el cual 	la celu.la pueda regular la 	fre 

' cuenci.a con la que la RNA polimerasa inicia la 	transcripción del operón. 

' 
Esta región reyu'ator.in, que actíía cono un control de la fre- 

cuencia de transcripción, 	funciona como una válvula permitiendo que la RNA 

• polirnerasa transcriba en alta o baja cantidad de RNA codificado en el: ope- 

ron espec. f.i.co , 	Tal f, ycuencia con la cual 	el Dentón es 	transcrito no de- 

• pende sol amen te de la efic.i.encia del promotor como tal, 	sino también del - 

curado con el cual la .región reguladora I:estrinyae el paso de la RNA polime- 

rasa por los genes del opc rón o la 	unión de ésta, 	al promotor 	(37) . 

.1 
Las 	regiones 	recx,.,l..,tor.i Is so han 	clasificado 	en dos 	clases 	fun 

' ciarnrntales, una de estas es el operador que es una válvula que por sí sola 

I - 

está abierta, 	2:c-lrn.itiendo que malcculas rie PNi, I.oli;nerasa puedan transcri- 

bir a una alta frecuencia; 	¿sta es reuulada por ser cerrada 1-,rogresivamen- 

' te. 	La otra es 	la reyi6n conocida como iniciador, 	la cual 	es una v¥ilvula 

que se encuentra por s1 	sola cerrada, 	restringi-endo la transcripci6r1 de la 

RNA Ia1ime:rasa a una }:raja frecuencia; 	ta es regulada por ser abierta pro 

gresi.varnente, 	En ambos casos 	los rnec.,ni.<,nar; 	de cierre y apertura de 	la 	-- 

válvula, 	alteran la 	frecuencia con 	la cual 	la E:1-t.A polirierasa puede traes-- 

cribir, 	utilizando nrotoína s ruladoras esp ecí ficas y rnolculas E}ec:ueñas 

• esnncífic..:s 	t}r ra 	cada, 	o} c.n'n. 

'la] es 	rec ionci-,, 	el 	o:•c rador 	} 	cal 	i.n.iciacior., 	mueden, 	al 	menos 	- 

' 
	

• are ialn;e.nte, 	: obrol;:ra!can 	e1 	s ramo trr de 	t::,1 	forma 	aue 	las 	pi-oto 	nas 	-- 

que 	so 	unen 	a 	el] os 	l i' 	.. 	i! 	ci ,r,r 	di sor t t;!;to 	con 	la 	F1; 	I 

1  (a 7) _>, a 
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I Se han rea.l1 ado comnarac.ienes de las secuencias de los 	sitios 

de Lertn.inaci6n de la 	transcripción, 	revelando tres rascjos en cocnin; 	a) 	- ' una región que comprende una 	,crc:uen<z.ia 	re,,et;ida 	inver.t.ida precedente al 	- 

• sitio de 	terininac.i.t3n; 	b) 	residuos de Uriclina 	son encontrados en 	la parte 

final del 	RNle tr anscri to; 	y r_) 	secuencias ricas G/C, 	de longitud variable 

son encontradas cinteniortnenLe al sitio de ter:ninaei6n. 

I

En el mecanismo de 	terminaci6n cae la transcrinc.i6n se ha de-- 

terminado que el RNA que e.; 	transen Lo tiene un papel importante, se pro- 

• pone que éstc puede normar estructuras secundarias en la reyi6n de termi- 

nación, 	que pausan el paso de la R?d:: pol imerasa por su templado 	(38) . 	Es- 

ta 	penal 	que 	la 	 disociarse 	clac pausa 	 ..:;A i.alimerrisa pueda 	 y 	probabionen 

te, 	esteÍ en6nieno es C: tal 	ado por factores corno el producto del gen rho ' (39) . 	Este 	factor a su vcz, es tsí ::ujet-,o a un control más complejo corno es 

• el caso del producto del gen N del 	rano 	cíue aparentemente antagonisa la 

acci6n de rho. 

Se ha al::.erv.Rdo cue 	las senal es de 	terminación 	intervienen en 

1 forma directa 	sobres, 	la 	c;:1.? r ;-Sé:n 	.c=rae tica 	en 	operemos t:,iosi.ntéticos. 	Se 

ha demostrado uuc.• tara.: 	ec:u 	rrcie que 	som 	ja 	a 	un 	t.erminac3os 	está 	involucra 

U •da directamente 	 de can 	el 	r, ,t:r;ni c>;;,c; 	c:t- 	c:i6n 	de 	esta.; 	onerones 	(40) 

1 
.1 
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JU 	l 1 'IC ACTcN 

Como se n. nc:ionó ante r: iorrnente la rr•cornbinación in vitro de 

cidos 	nirl.éiros, 	es 	en 	la ac t::ual.ir?ad 	una 	de 	las rn 	todoiogt.as 	mis titiles 

para 	el, 	est; rrlio <le 	los 	fenómenos croe 	regulan 	la expres.i6n yenc't:ica. 	Así ' mismo se ha mencionado que la sintes.is química de DNA es una herramienta 

importante en 	la biología 1no1 :01.11 ar actual 

Por otro lado tambic n 	e ha mencionado que una de las regio- 

 impo::tantes 	 la 	de nes' 	 que regulan 	e::,,rrsic"n 	genes en procariotes y segu- 

• I ramente en eucar.iotes es el promotor. 	Por lo tanto, 	dado que se cuenta 

en e.1 	Laboratorio Con las mencionarlas hei rami_ent;ns para poder efectuar - • ' estudios enr_a;n.inados a 	la coir.}>rr nsi.6n (le,  la regulación de 	la 	expresión - 
genctica en 	rocariotes y que un ¡m jor entendimiento a acerca de este -- 
fenómeno 	infoi:rn.icí¿Sn 	tanto 	de 	-- puede aportar 	relevante 	a nivel 	ciencia 

• básica corno de ciencia a}>licada, 	nuestro objetivo central 	es 	la compren- 

si6nt 	del proceso por medio del cual .1 	I:*:A p•olimexasa puede reconocer una 

• secuencia como un promotor, y que 'actores de esta región son realmente 

detcrmi nat:tc., tara que c'l 	fencó>meno de la 	transcripción pueda 	llevarse a 

' cabo. 



- 25 - 

ANTECEDENTES Y OuJo1zYOS 

Tratando de incujar en el nivel m¥s fundamental de la oxpzo- 

1 

	

	uien ScoLico/ cl ccconocífl:^obo de la mN\ yolmni a-a por el ormnoLoc/ - 

X. Sobec6n en colabocaoi6o con J. Rnssi y K. zta:ura (4l), construyeron 

por medio de síntesis química un segmento de DNA que contiene la suoonc_ 

cia de norIe5tidieos promedio de un mronotor de E. coli. Dicha sccuen-- 

cia fu basada en cl conocimiento de 50 secuencias de promotores reporta 

das y dado gue regiones de alta homología han sido determinadas se cons

t ruy6 un zomotnr conxeono, como un r¥od,lo de promotor, Cabe seialar que 

1 	un roinotor pcocariote guo contenga la secuencia consenso no ha sido en- 

contrada en la naturaleza, lo cual es io¥ 	¥¥. ¥¥¥¥an  

El yrrootor cu,scnuo fu ü sivtetizyio usando el método del --

fnsíotricntury presenta las siguientes cazoctcz.ís6cas, es un segmento 

de 42 pares de bases que contiene en ]a rccji6o de -35 la secuencia con -- 

senso  (Ty\TCA) ' en la zeqi6o de -lO la secuencia TI1Aa7G/ un sitio de --

¥¥ 
¥-¥. '¥ 	EEoBI inmediatamente hacia azziba de la re9i6n ¿le -35, una distancia pro 

medio de 17 pares de bases entre -lO y -35 y exactamente en medio del. --

pconmuzr un si tic do HpaI, q«c faci i itarI manipulaciones tales como dele 

I 

¥¥ 	 +^ 	oí6n de nuclm5tidos o ioicrcon¥io de regiones funcionales (Figura 7) , -- 
¥'¥ 

¥ ~¥¥|`' 
Hay que mencionar que el piouotor no incluye la secuencia consenso aire- 

ceder de] sjt_io do inicio de 1 i t ransc,icí6o. 

¥¥  
¥¥ 

sensn so 1  1iq6 ,I odaecaduc siutt:jCC) de xino.!zz, deoyns fu digerido 
¥!z `^¥ 

¥'¥»¥¥ 	 ¥on las cndonucicu,u¥ de cex f ¥¥cci¥n EcoFz y };indzzz y c]o/`a¥o en un de- _   

N
¥¥ 

-- 	'x 

¥¥ 

Al I,ayc`nto de DNA siot:tico que confino el promotor coo-- 
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FIGURA 	 -cu 	c i 	ll cic,'t.l 	1 C 	C1¥ 	¥ --,L pf_.0 - COI..-  r 	r . 	comparada 1 	con las secuencias promedio repor 
t:adas por Rosemberq y Court 	(29) 	y si.ebenl.i.st  et. sal. 	(36) . 
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rivado del n1,4s1niclo 	i)F3R327. 	Fst:e 	.mido 	se ctirigi.6 	con 	la 	enzima 	- 

}iind:Ll.I, 	se 	trató 	con 	.la 	c:::c.)riur lc, isa 	+a131 	}. ara 	cleletar 	el 	promotor del 

de gen 	resistencia 	a 	t..:trnc.ic.l.:in,t, 	se 	rc:,,.;taur6 	el 	sitio do 	HindiII 	por 	- 

mdio 	de 	ode,pt:rtdores 	;int_tices 	}} 	:,e 	cort:6 	r_con 	.las 	crtl: iras 	EcoRI 	y 	-- 

}í 	ndi LI. 	Es 	Dir'i: 	se ru zc.16 con 	el 	fragmento de DNf 	stnte: tl.co que 	lleva 

1 cal promotor Consenso y 	se l ig6 con 	licjasa de 'I'4 . 	El. pi 	smi.do resultante 

fu iz 	el F)A 	3 	el 	cual 	se ílc:n.)str6 neo confiera 	r.i::ais,t.c:tneta 	a 	tetraciclina 

(Figura 8) 

' Ya que 	1;i 	res i t;erncia 	o 	t:atracicli.na 	no es 	fácil 	cae medir y 

que pare I)o:tit í>t iox-es crstulciios del 	promotor consenso se requiere que el - 

producto del 	gen que 	trarir;cr.il;e 	sea 	:fácil 	de cuant:i.fi.cae, 	se 	i.nsert:6 	en 

1 . 	 }i.ind.i:II 	del 	pd36 	el. 	fi"t:3t/3^ 	31L.o de 	DNT 	c.ue 	lleva 	el 	gen 	de.1 	acetil.transfe 

rasa 	de 	cloz'anfcrni.rol; 	el. 	pl3sl;tido 	1, ,ultanto 	fue 	el 	l A35Cnt. 

Para lo] arnc:nt:e a v'sLo y para poder mantener un control sobre 

la 	flitici6n del 	t)2'01(loI:.) ', 	John 	t si clon6 en cal sitio de EcoRI del pA36 un 

segmento de I)N1 	sint¥tico que lleva la secuencia del operador lac 	(no -- 

1  puhl.i codo) , 	este 	i:,l¥íst9ido 	se 	c;c no^ finó 	I 	?Gop. 

' En 	cal 	trabajo 	];_c>:)3ttio 	X. 	Sol:cr:cín 
. 

. 	 y colaboradores 	( 	1) 

se dC?11171=;ti-6 concluyentemente que t'1. promotor consenso es 	funcional 	in vivo_ 

lo que 	fa'.'orece 	SU n::o 	tomo inoic`lC) <}l' 	:!1'o+:1 C', tí)r 	para 	estudios 	de 	interac-- 

ci 	n 	con 	la 	. ':A 	i>r 1 7 	 ".3 s1 -i 

' Una de 	las 	re 	ior,c , 	cuya 	rt le, ;ncia precisa 	en el. 	funciona-- 

mi .-i Lo 	dei 	uti 	Z 	o; 	.k+-,, , 	no 	ha 	:;i:]c7 	c :r,]cola, 	es 	la 	distrineio 	cc,r} rcrndida 

1 
entro 	-lo 	y 	-35. 	}!,1. 	i:t"G,:'c)t.or 	C'r, nnr;i`.10 	es 	un 	modelo 	ideal 	J OFO 	c.Xolorar 



• 1`IGURA 8. Uiacyrama general de la c.l.onaci6n y .,ubcicmaciones en diferentes plásmi.dos del 
• de DNA SintKtieo, que contiene 1a secar nCi.a del promotor catno6ico, 
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este cal_3pecto. 	por c,tro lado 1.la tcni.ca de I11utagt?nesis sitio específica - 

dirigida r-¥r aliyjonucler>f:irlos es un sistema id[¥no para Ocasionar .inser- 

' 	 ciones o deleciones esj .r..íf'icas entre la xecJ.ic¥lz de -1Q y -35, lo cual va- 

' 	 ria'rcti la di st:anc ja  ( ilt re (_`hitias dos ]"('q.l anos Y u armo el sitio Único de - 

1 . :c' 	 del r que tl F 	¥.>t:á local 	(..n medio 	ro.:(otor 	las lnut:aci 	obtenidas o1 f 	¥ res obt_¥nldas 

' 	 pueden ser rccombi.nadas. 

Un veeh:ícul.o mal ec.11nr adecuado para 	rc71'i;:tr estudios de 	trans 

Crll>C1.6n 	a 	I:,art.Ar del 1?2"oinotor consenso, 	debe de 	trC:(1scril)i r un gen cuyo 

proiucto 	sea 	Cci.l de medir y la gran c.rilci6n a partir del promotor debe 

estar baje el control cine 	una 	regi6n reguladora. 	Es 	pl¥is,mi.c3o debe de -- 

presentar 	sitios Je res tricc1.Ctn en rns.i cienos adecuadas que faci1±ten la 

U 
:recombi nación del 	promotor. Por 	otro 	1,1Cdo, 	para 	dC.'0:drl'C)l1ar 	la 	técnica 	- 

de 7nt3l.ig[ nesis 	sitio esj?C'C.1 ¥LC Ci 	clirigidca 	por 	al iuonucleót1Qos 	si,ntt?ti.cos 

lo más conveniente es tener el 	sitio blanco 	(promotor) 	en un pl:,isrnido lee- 

c:ueno. 	Por lo tanto, son tres lo<, objetivos principales de este trabajo; 

a) 	Cona: Lrui r y caracterizar Un vehículo pecueño, que posea el opera- 

' dor lac de E. culi i.nnie(3iatamente hacia arriba del promotor con-- 

sonso y cue a f ;1r. tir de 	éste, 	.e 	transcri.l.la 	el gen del aceti.ltrans 

fer,lsti de elc.l'arr;_ni col , 	de 	tal canora que se pueda usar como un 

sistcmi] adecuado cara esLud.iar los mecanismos de transcripción. 

l.l) 	7'nc r 	1 i ,;:i Lado al 	prona t_or 	consenso por 	sitios únicos para encjonu 

cleasas de restricción, 	de 	tal manera, 	cue se facilite la recombi 

nr'1c.ión 	dc> 	rc_ ji;;rlos 	funcionales de 1 	l;r:rnot:or. 

• C) 	D 	i,."T'C>ll,r 	la 	 C'71(lü 	t.L 	;I tcr_I7"...:., sitio 	C'if'C•Cficas, derivada 

;:;Dr 	olin%,nu _lci't'`doa 	sirlt..¥ticos en 	lhinido. 
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Los rcrlc,t:ivos; fueron abtk nidos en las siguientes casas comer- 

' 

- J. T. r•¥}:c r, USA: 	azul de bl:o;nofeno, x..i.1enc.ianol 

U - 13ayer (le Iic_xico: 	alnpicii.i.na  (13.inotal) 

I 
- Bio-Rad T.. - b¥r.itot ie5, USA: crr lro a, 13-rncrcaptoctanol, prrrsul.fato - 

tse amonio, pcii,:1C1'l.irtmi.rja, ni s, resina A-SO, 2"i351.na Dowor 50X-X8, 
sodio-cioc?ci1 ::,ulfat;o (SDS), 'Pri tc?rl :-1O0, '1'}•.:;F.D (N,N,N',N'-Tetra- 

' 

	 mati.let::i.l.endi anli nys) 

rioxc¥n de l;c:.xico: atar bacteriol63.ico, peI,>tona de caseína (Casa-- 
a:nino1cic1os) , r>eDtona de caseína purificada (tr'iptona) 

t - Calbior_}l:mi I,¥borat:orices, USA: Yoduro de i ronidio 

U 
iicrc}; de „r:xico: 	ext:rnct:o cae levadura, 'I'??LS (I{idroa:imetil-zminome- 
t a11O) , Urea. . 

U . 	. . 	

- PL T3ioctlrini.cal. USA: ddN'J'P (Dideoxi i"ribonucie6 t:idos trifosfato) 

- New Eng.land Nuclear, USA: C p3- 

U 
- Sigrna de I•S>;ico: aceite mineral, albillnina, bromuro de etidio, cl.o- 
ranfeni.col, cloruro de -esio, nucleósidos trifosfato, tiamina, 
r:-9, 	(5'4)r01)0, q-elozo, 3-i.ndolil 13-D-galact:ósido) 

U - J.T. 13a}ver de '.ic¡¥:1co: 	to.ios lo ; cletnás 

2) 	CEPAS Y F'AC >S 

U . 	E 	c:<,]i i:12 -;•i :]OC:,1 . 	i :, c.uxc5t.r.of.3 de prolina, leucina y vitami.na  131.. 

Resistente al antibidt:i.co C'trcptomicina 

E. co]1_ K12 -D1210. 	A'.'>:6t.2"CS:ci de t:l"olilia, ]c,i.l.'Ina, vitamina E1, 

COliti( T( una i L1t,dC1ÚIl que sobrenroduce el represor del ouei6n de 1.9c- 

tosa. 

U 
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. 	 E. col¡ K12-Ji-1101. Contiene una cielecián de la región lac-pro c?el cromo 

soma. 11. cr)i.soma lleva el operÓn de la bios:intásis 

de prolina, el operón lac con las siguientes mutacio 

nos: 	una mutación en el promotor del gen lac :I, c¥ue 

sobrehr acluc:c represor; 	una c?r_l.eción en el gen ost r'ue 

tural de la 	-gal.actosi.d<s ,a que resulta en la pro-- 

c3uc.ión 	de un 	sc,y;rent:o 	c 	ri 	xi.lo 	tel:m.inal 	c?e 	la 	r_nzi_ 

tna 	inactiva.  

' PAGO Í 3mp7. 	El 	facgo lleva 	 del una l:c r.;ueña parte 	opor:ón de 	lac. 	- 

I 

F t_ , parte• 	.incluye una 	reci ic3rt regul <tcior:a y 	tamabién - 

la infr,Ltnrlt:ic,n ;,ara 	los 	primeros 	146 residuos de ami 

no¥c.idos del 	c:en es t.ruc tural 	nara 	la 	-ctalactosic? tsa, 

que 	es 	el 	ne j.ne:nt:o complc_:nent.,tria a 	la 	cieleci 	n de - 

1 al  a 	rey ice 	d . 	1 ' 	-goa. a 	to<, ' 3a ,a del ep  isoma n 	e 	a 	1 	r_ _ 	.. ic 	_ 	e >isoma 	o 	- conteni- 1 	 -g 	 c 	L ni 

do do en 	1 a cepa J:•1101 . 

lí)s productos polipc`i)t_1.dicos, 	de la 	región lac del - 

epi sorna de la JM101 y del falto, 	forman una proteína 

que presenta actividad de 	-galacto:;i.drasa, 	cuando -- I una cc¥l,.rla es 	infectada. 	El 	fenotipo 	lac es 	identi- 

ficado por placas r1?U G> en un medio que contenga -- 

>: 	c:1 	c 	?i'I'G. 	(.Inciuetor 	c;,-r_c.ttito 	del 	r:¡,er6n 
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100 ml 

10 ni1 

Caldo de Iuzia (tnet3jo c.:o:apleto 

•-'Priptona 

1 -E>;tracto de Levadura 

--NaC1 

-NaOH 2.5 N ' -Agua CiestilaOla 

M-9 	(mec:3io se: i conp et:o) 

tSt r3 l̂o Y11,  

	

10 9 	 -c,g Tr.i.ptona 

	

g 	 -Sci i.,:tracto cae Levadura 

	

10 g 	•-Sg viacl 

1. ml 	- 1. 1 _i.tro - H2O 

1 litro 

E: terilizar 	;lunt:o: 

-Peptona de cap;e.i mi ' -MgSO1 	0. 1. 14 

-CaC1.2 	0.01 	.: 

-agua de: t: i 	ada .1 

15 Q 

10 ml 

10 tn1 

860 ml. 

Esterilizar or sc >arado: 

■ (En caso de ut:i.l i;c.rr oras Crites de c ar.; ario se añaden 15 y de gl_i-
ce'rol o 1i  en 3,75 u cie C1 uco ,a y 1) . 25 q  de cil icerol) 

' 	 Las sales lo ., del l 	10 ! 9: 

-}„)U  

1 
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Ajrecjar 20 g (le agar por litro de cultivo 

4) 	ENZ 1 M S 

4.1 E ionuc'leasas de Restricción 

Cstas enzimas fueron adquiridas a I3ethesda Rcsearch Laboratory, 

o preparadas en el labor 	ej(in el mtodo de Creen (42) . Las condi-- 

clones de reacci6n para cada una de las enc3onucleasas dc restricción se --

describen a con t; inuac i 6n 

O . 1 M Tris T)H 7.5 

5.0 ml'l 1,5(4C 

0.1 Al NaCI 

0.00O2' NP 

6 mM !'igCl 2  

6 mM Tris pU 7.5 

6 mM •-mercaptoe tanol 

6.6 mM 'Pr i.s pH 7. 5 

6.6pj 

has incuba::iones se llevan a cabo a 37'C durante 60 minutos. 

4.2 	Pol i.ra;a 1 cia LT (Fcarcnt o E) 

Se obtuvo d fl.oaiirinrjher Monheim y sus condiciones de reacción 

(.st.'ín dadas por la -;o1 ui6n anor t i :.juadora del método de S, 	-r (29) . 
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( 

- 	6.6 trJ4 Tris 	pH 	7.5 

6.6 	tn4 	1 aC:l 

' 6.6 	bly;"JAc r_'d 2 

— 	6 .6 truco DTT 

20°C 

1 4.3 	7..igasa 	de 	'r4 

1 
Esta enzima se purificó en el laboratorio, a partir de células 

' infectadas con el bac er_lC.?i'dyo 114. 	Sus condiciones: 

I 

- 	20 	tn:•! 	Tris 	DII 	7.6 

- 	10 	Tti! 	Dit:iot:eitel 	(D'I"P) 

' - 	1.0 	T,t!: 	;•lcjCl..) 

- 	5 	t:,M 	7.1'P 	en 	0.1 	Tris 	I)I'. 	7.4 

, - 	1 .?°C 

1 
' Esta enzima se obtuvo de Sigma de México. 	Sus condiciones de 

reacccián son, 	a 20°C: 

n 	, , 1C 	t:¥ a /;nl 	<ic 	c:n:,tt~¥. 	en 	I:¥:?lvo 	en 	0 . 1 	t, 	tato 	c, 	sodio 

' - 	3.3 x 105 U IOTA p11 5 

Cala: t ?Y a 	R5°C por 	1 0 minuto 

1 
^ 

4.5 	I 	i !'+C); 	i 1:a 

1  C 	i 	 C? 	I,..:1cc 	1.! 	C 	Ciion 	t1 ('t 	Tl:b  

1 
5 	Dg/in.I 	n 	25 	t^!•S 	Tri.s 	p11 	e, 	se 	iiicuba 	a 	20°C 



1 4.G Ctrl:, 	a 	sir 	ol lr,ui 10 o¥. 

1', 	;l.a 	(:. 	."ll`c. 	..(' 	,1'. 	741i t 	1CJ 	do l.._Y1 	:I[,l...; 	i 	..!Il 	t.!.`c1L 	t . tt. 	Sk, 	c,ori- 

CÍLC.Loi 	ra 	-;C 1

1 
- 	50 	rrtM 	Tt i 	-ii "'1 c 	pi i 	•i .6 

' - 	1.0 mM MjC1 2 

1 
- 	O. 1 	rrt 	!, D17( 

4.7 i;üCr>c 	SI 

:, ',• .. 	r •r 	iCC.:l6r1 	con 	!.uUl. 	1 (ilil 	t)L, Jt.''r 	iio 	(.1C 	P. 	t.:.`•L:1"ij) 	fu 	-- 

ro.71 ' - 

 

:... ida 	\'?.1I"i¥l - 4o 	l il 	L!:: 	l.1t.ar 	de 	1Cl.t.... l.i):l: 

0.05 

4.8 Po] .í 	;( 	; 

1 
i,,.:. 	,::... 	,,.1 	_._. 	<: 	c. 	_. 	 ,. r 	„_r:z".,: 	ler, 	riir 	y 	:,u:, 	cono1c10 

1 
-0,:.,1:: 	1 

O 



1 
1 

5) 	I'r%rlr;forr„t ,: i6n 	de 	una 	C 	j ;¥t 	de 	E. 	roli 

Se 	1..1ev6 	a 	cabo 	.;eai,n 	('1 	.:todo 	rirr;c_ric_r, 	p<:,r 	Cohen 	et 	al. 	(43) 

• con ciertas Inodif,iC:1c:lones: 

1 1)  30 ml. 	do c.u] t3 	o 	con 	5 	.. 	1.0 	c:r l nl as 	r ml 	creci ende 	t_mtponencial- 

' Yente 	en el medio do 	Luri,a, 	so c_nt:riitic;uin a 	10 	Krp:,m 	(para 	fines 	- 

ic.,o:;, 	1 	.. 	;e 	z,l>si . ..:rían 	con 	.zis 	1n,.r 	K) 	5 	minutos 	y 	el 

' i-reei1 .i Lado o 	.1.ei' 	se 	lava con 	15 ml 	de 	10 ln'S tdr►C1 	frío .  

' 2)  I.1. 	I:,rcc .,.E;i Ludo 	oe 	i ;:;I 	:;;i;: 	en 	15 	ml 	de 	30 	;iM 	CaCI 	frío 	y 	se 	man 

tiene en hielo por 20  

• 3) Sr_' 	Cel:t.1-iluc.;;an 	1,._. 	r 	lo las 	±;;i.r;L:,.o; 	a 	̀it: 	y 	se 	zr_sus encen 	en 	3 	m1 

' <:1f11 	i'11.,i'1C) 	._iaCl .. 

• :;) ?r.._e ii xt ::.r;`t 	n.2 	mi 	ci. 	i 	.., . 	.çl:siór: 	dec1.7?<:s 	se 	agregan 	a 

un 	tubo  	C:CI'1L :'Il1 codo 	l7':71 de 	i.1 7t 	(t. , 1:"::n Í ctS' 	j 	CC _'ratio) 	en 	30 	mM

1 

	-- 

CaC1 	en un 	volul;cl 	: ira 	de 	h.1. 	ml. 

5) Se 	.,:C.:cla 	E:U f 	li.±:% Cit:<; 	} 	no 	ifi :77i:.1,':Ia: 	¿ 1 	tubo 	{)C;I' 	60 	Ialnu Los , 	a 	0°C. 

• 1 f: .5.'e 	1c; 	dil 	el 	las 	<. l'' 1 L1 	ca p". 	pulso so 	`( 	r 	° 	 c 1 	_. 	un 	;, 1.71 _ 	tcrl:tic. 	, 	1 	C 	I:Kor 	70 	seclttncio¥, 

e 	z 	ctl 	:: 	_[:tc 	se 	j,---an 	a 	un 	t ato 	a 	7°C 	por 	5 	minutos. 

• } Se 	acrrc;,i_r, 	u 	ml 	.:r.' 	c 	.l.ic> 	?.;i'i.. 	y 	.;c. 	.:c:t:i:1: 	a 	37°C 	con 	ag.i.tación 

1_ 
0) ' 	 tc , 	:1 	::c:; 	r 	i<:¥ 	I'.ria 	s51 ido 	(2`:. 1._ 

• C: 	x. 	?1:) 	j' 	, 	i: ].l?1)il 	((i. 'l. 	/:',l ) 	T,.:1';i 	3; :J 	t 	3 anci6n 	de 	1.ac 	ac las 	C O ¥, C1 n l ¥i  

1 
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1 	6) 	}' I e t <3  	:in do I Hl 7t [l e 1 i :¥ ITl l rl0 

El 17,71: ile 1,1;olido se pre.i;ttt.•r> incdi.a¡ l.e .la atnplifar_'acic)n de - 

cultivos en crecimiento, en Laso t'. i:CYJ11t1I1ei al., a t üvc„i (.3e .La adición de 

.170 mg/1 do C7102íil1feriicol. o 100 üitj/l ill' (aspect 1. t1(:it(I1Cln7 (44) 

1 
	• 

r.3 	y>:i.racciárt y 	ion 	f. icac ion 	se h.i no 	conforme 	al 	Inét_odo de - 

usado claro 	doscrito 	r.t 	}:.c:t.lich 	et 	al. 	(45) 	} 	consta cae 	los 	siguientes 

rasos 	;?ara 1 	litro J.- 	cul livo: 

1.)  si:• ar- 	5-10 	In! 	c:c 	col t: ive 	en 	utec3 io 	l..ur.ia 	toda 	la noche 

) .t -„- ' c'¥;iY 	ri 	tttl. 	C}C? 	(. ¥;t:E`• 	iJlC` 	ii1.0 	a 	un 	Litro 	de 	medio 	t't-Y 

3) t..tt::r 	ct1 	colt.ivo 	.1 	3'/"c:' 	con 	a¥;i,.uc.in'n 	h.lsta 	11¥q¥ir 	a 	una 	densi- 

1 Fj
--  de 	c,̀ 1u1¥.:> 	ca,:, 	. 5 	x 	1Cr 	c:ír11:1 Cifij'üll.. 	Se 	¥:cu•<a<_;a 	entonces 	el 

ele cic}zr t.a _:nic:c;l. 	(170 	.; a/1) . 	La 	ct. it.ac:ión 	:;cl 	coirtin=.s3 	:par 	1.6 	raras, 

i) :.e coiltrlfu 	l las c hilas en 	rotor GSA 	(SU1`V31.1) 	1 6000 c?1 	 Ypill 

por 	10 minutos. 

• 5) CO1114C,lar 	111S 	tncil.l 	s 	de 	i'<'lt:.l... 

• 6) Suspender 	lar; C:! Il:.las ci, 	un 	total 	(:e 	1.0 	1111/1 	(le 	sacar"os, al 	25`!, 

en 	'I'1 i 	-?iCl 	50 	irJ1, 	1;iiE 	}a I`,1 	1 	m!1 	r,?i£3, 	y 	i asli.cner 	en 	hielo. 

1 7) 1 	 S1 ;,:i2:, 	í1ii 	el 	orden 	lil'il<':.'t'?o: 

ml 	.1%_.. 	0. 2511, 	!`;H 	i) 

su/ml 1 	L^,1 	l i ..;: ;l 	aa 	(5 	ui, 	i.. 	.. 	1 	0.025 	:i, 	l)}i 	) 

1 

5. 	
r 

1 	l.,l 	:;r:¥;;:; 	(ll) 	i',:/'tr,l 	cit 	la 	¥:.;: 	:o 	t:cr 	+.3io 	li. 	1':• 	?:;i:'}'i: 	3.3 	1íJ- ¥t¥1 r 

7, 	t%; ec a1cnt,. 	(a 	a 	1(' 	in 	i7. 	... 	iYOc 	l: l 	f! 	í 	la 	...'Asa) 

1 C?) It..'.{.:1 	r 	nonI- c 	v 	de 	<... 	Jí 	 ..,:J- 	en 	h 	el 	15 	s.il. 



ti 

• 
9) I-,yr.crc;,ir 	3 	ml 	de 	r::s c irz 	lít:ica 	Tr ir. 	3 	X 	(3 	ml 	Tritón 	x 	-100 	al 	- 

101, 	75 	ml 	de 	E',DTA 	0.25 	t•1, 	15 	ml 	de 	Iz i-Nr 1. 	1 	t,! 	pH 	8, 	7 	tnt 	de 

1 	 dejar 	 hielo 	15 a< tta) , 	•rrr_ 7r 	.,r 	_tl<:'.!t::nke 	y 	r 	o ;ur 	en 	 ini.n. 

U 10) Cent:rifu(jar 	en 	t:u}>c>s 	de 	po ii1?zr.,I:+i.1eno 	en 	el 	rotor 	5534 	(Sor.val1) 

a 17 K por 40 mi 	. 

11.) Decantar 	el. 	scrc..,.l:i:ac,c:c 	can 	u;:a 	t.•l:i,}>,:•.:;, 	.il.nxiiatcl:-mate:. 	;,trotar 	el 

'c::,t:,:i_la 	de 	 de 	250 volumen y vaciar can 	Una 	 1)1 	st:ico tnl

•

. 

' 12)  r <;z eci.cr 	un 	volumen 	de 	auna 	cirr:. ion 1.7.aí7a. 

13)  , 	eca:r 	un 	vol unen 	(:+.. ;:,¥ct:c., 	al 	toccí1.) 	de 	fenol 	fi:.io 	saturado 	(fe- 

U
. 

no 	saturado 	en 	:mort , 	f..l_ir+r. 	,,;+:..c: la 	1 . 1. 	de 	fenol , 	des t: .i lado 	sature 

C, 	y 	Tr.._.-:HC'i 	50 	;' 	•::,Cl 	100 	.:;!•i 	oil 	7.5. 	l qui1 ibrar 	16 	11J:S 

• Con 	au1 t(:: .l +n 	Li 	c C) r 	t:C ::C t.?r 	.' 	2'Cri.t:' 	un 	vol 	11 	de 	cloroformo 	- 

•
iCjua1 81. de {fono y a i ter. 

14)  Cc:rifuqar 	en 	rotor !:. 	•i 	 .1} c1 	6.5i 	, 10 min. 

15)  al?^iC>\'i'.!' 	la 	fase acuosa (Sl.i 	!ai'1or) 	y pasarla a otra botella, cuidan 

do de no acarrear la t el :Cu1a 	de 	j?2'ot i.1'i:1S do la 	intorfase 

1C. J 7sgrc qar 1/20 del ved usen 	1'OY al 	de 	7t'. ?,ac 1 :1 L.72 	11CIr"egar 	2. 2 

vol 	enes 	de 	í>t.•.l;i01 a 	..-.,+ 	una 	:;i?I':.1 :' 	Iitl'dlí3 cuando menos P, 	-- 

c ie el DJ.. i>` eci  

U 

1'7) 	t:'c r., 	ni i1 	7 	'-" 	e: !  •..:r. 	... 	4 a 	G. "?;, I .os 60 	:r. n. I:c,::.c,. l'_¿ir 	el sobe, 

y 1 	' ron ura eerro.n:r de aire 	frío jr suave. 

1é} 	 r: • c... 	;t 	;'r'.r,_ 	r-1  1 cié ,::. 1 c 	c; r,r 	:1 :c 	c.li. 
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1'?) Coloc,ar 	la 	si 	ot1 	ii ti 	c n 	tina 	, c,1,11:n-1 	(le 	iti50 	(; 	ir t: Tc olas 	del 	;re1 

ile 	airosa 	I 	ira 	c: r,;retí>r.JI'.;t ía 	i , 	r 	[i. l.t_eric: iiin; 	+ió-Ra) 	de 	2 	X 	35 	cm. 

¥e 	corre 	con 	a?;,c,rt i 	ASO 	('Tris.-!!C1 	50 	m!•1, 	VaC1 	0.5 	t'1, 	6; ..;u:Y<ior 	 pH 

1 	1;M; 	i':c)TJ: 	1 	1:M, 	fiO) . 	2o 	col 	rt.ati 	frcic:c:i 	+nos 	de- 	4 	ttil. 

20) t)c',.: rin llar 	la 	i'c m idad 	c:.,c,t.ic:al 	(0.0) 	a 	?60 	nrrt 	p,11: a 	Caca 	fracción. 

fa 	[.EA 	do 	c l 	smi'le 	:.e 	nr_ucnt::1 	,.l ;t.i^i.nt:o 	r:n.`> 	los 	tubos 	.12 	y 

I 

21.) 

20. 	(Una 	07 	rio 	1.0 	ifra?;. cile_' 	.:e 	50 	Ug 	('l l3 	DaA/itt

• 	

i 

Reunir 	1¿u; 	Yiíií:'C'1CYites 	i,1,1C'. 	COrltl..eion 	el 	UNA 	}' 	ytioral1es 	2.2 	vol 	- 

1 	,r;c:; 	de 	C.ra1)C,1 	a 	-:?ú 	t:. 	;arl'_ 	lir r 	a 	-20C 	al 	i 	rtos 	1..5 	hrs. 

' 22) ecntri fu.:;ar 	en 	ro or 	H-4 	,a 	0. `.S•i: for 	00 n;.i.n, 	rcantar 	y 	secar 	-- 

f.:f.)r'1 	una 	Ct'Yricnt.e 	de 	iir(, 	suave 

23)_:.;t:. _., ter 	•:1 	:.1:, •': :0i.t 	ice 	en 	2.1 	ml 	de 	éuttat. 	tuaiidor 	̀I'Ki'f 	(Tris- 

• 
'' ECl 	1.0 	i;L+'i, 	p.'! 	7.0 ; 	i: (1; 1 	10 	r0 ; 	ROTA 	1 	1^,::) 	p:Dr 	cada 	0.5 	f;1Cj 	de 	DNA. 

24) Se 	pro; "trr: 	un 	{¥ :i, rrrc 	i .c, _ , íci ic¥¥ 	a 	ccl.l.ji 	•. jo 	en 	cloruro 	de 	-- 

I c.c 	io y 	yoduro o cit 	propino 	(1-dl) 	Para 	esto: 

hc;rc cl;.,r 	en 	tubor do 	5 	ml 	de 	nitrato c31, 	ce) 	.losa 	(1/2" 	x 	2") . 	por 

tubo. 

2.1 	r;i 	gil: 	u:; 	..a 	'i'..;: 

j; 	.;C- 	,:•r+ 	ira 	.. 	1' 	̀t .?1:' 	de 	Clii.l' 	mcj;ilent,.O 	ja 	que 	el 

U . 	 - 

- -(i . ) Sj 	'1. 	&P 	l- 	1 	1 ro.! iv: 	6s 	LiC 	2 	::. . 	rl 

:'.. 	?r.i 	c: 	._ 	:1. 	..t.? 	.. 	.. 	Ea.1,;...... 	los 	•...1..o;. 	cica 	i.::.n`.'.r 	uqa. 

1 ., ,-.-.  
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1 25)  

26)  

u 27)  

u 
28)  

u 
u 
1 

29)  

u 
u 
1• 30)  

u 
1 31)  

1 

1 
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Centrifugar en el rotor 5W50.1 (Beckrnan) a 381, por 20 hrs. a 20°C. 

El DNA ser.& visible con luz ul t:.ravioleta (0V) dado que el PC11 --

fluorece al iluminarse con ella. Se observan 2 bandas; la supe-

rior uno corresponde al nl,ísmido roto relajado y la inferior que 

corresponde al pl smido superenrollado, covalentemonte cerrado. 

!3ajo luz IV se pica el fondo de los tubos y se colecta lentamen-

te el,. DNA de cada una de las bandas 

Correr el DNA a través (le una columna de intercambio i6nico 	-- 

(t)cwex 501...*-NS, Tlio-Rad ; rra t,ada con acido y luego base, 1N cada 

uno, neutral i zada y a lmtxccn1acia en Tris-HcL 0.1 11, pH 8; NaC1 -- 

0.51) 	Se colocan 2-3 m1 de tesina en una columna peaueña, y  se 

ouu i libra u-on 1.0 mi de imor icuodor de resina U'w>: (Tris-HcL -- 

50 	pi! 8; NaCi i M; tDT 1 mN) $ por cada n,,1 de resina. 

Colocar la muestra, di 1u.da 1:1 en amor t icjuador de Dowex, eluír y 

ine;o lavar la co.lu;una con otro volumen de amorticjuador . Revisar 

con luz Uy cue todo el "di laya cue-ciado en 	la 	resma; 	si algo que 

do, volver a lavar y pasar por la columna 

3a 	. 	rl UN A 	 4 	lítres de1.i 	—ULI 	lO n» 	LflIA 1. 	rul 	pU 	8, 

por oo l_) 	11,oras 	e el 	)L t 1 cju ic 	ry 	repetirla 

C rc36n 

;ac.ir 

	

(',c. Ja bolso de cii]isis y 	coipitar ¿ifadiendo 112) volumen 

dü NaCl 5 1., y 2.2 volreuer de etanol a -20C por mTn i.mo 3 hrs. 

r d•i 	ctor 	a 	.5 1 pca: (0 :cin. 

1 	si de auo y medir 	la D) a 261 	fl!fl 	1.ra de- 

t 'r 	ir. r 	1 a cn .n.raoi :i rU. (nati :.ent 0.5 - 	1/nl 
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1 7) 	 es de T,g_:rosa o Pol iac_rilainic.la 

1 
_.  La el ectrofore: i 5 ovó a 	":abo 	placas, 	 - 5 	 11_ 	l e O se 	 en conforme ir 	a n 	ne 	las 

condiciones descritas 	por Bolívar et al. (1.2) 

1)  

	

- di suelve 	r 7,c,arosa 	en 	Polvo 	(L.io-[:,¥c?) 	al 	1% 	se 	r.?i..¥u¥_lvc: 	I>o. 	c_bullición 	duran- 

te 1-2 tnin. en soluci6n Tris-boratos-ROTA (Tris-base 90 mM; EDTA - 

2.5 	m.M; 	Ti' 	90 	n2,1 	nr! 	8.2) 31303 

2)  Se vacían 	los geles y se dejan soli.c?ificar. 

' 3)  Las muestras, 	en un volumen 	final de 	15-30 ul Ijar carril 	(0.3-1 ug 

de DNA por Carri.1) 	se di sud lven en C >.il de mezcla de parado SM 	-- 

(para 10 	6 ml.; 	g de urca; 	1 	ml de 0.5"s a:ul de bromof.enol 	en agua; 

1 ml 	0. 5`, X 	Xil.c_;icia nal 	en 	;:c:ua) 	} 	se colocan 	en 	los 	Carriles. 

1) I,a ci e ct:rofore =i s se .11 e 	, 	a r,ri` o a un vol taje 	constante de 	150 V 

a 	t.c_mtaer'¥:tura 	arbic:r:t:e 	60 	i:nando 	 Tris- por 	irin. 	util 	amortiguador. 

k a:'at.os-_DT71 . 

Las 	geles de ral.l lC2"J.la:nida para 	DNA 	(frciqinentos de DN11 de pe- 

so molecular menor Ce 1 i• d) 	se j'>r eparan de 	la siguiente fornia: 

1.) Se ilí 	t 	ml 	de 	`i'l lá -1+<:rata 	-LL;'11: 	5 	}. 	7.5 	de 	de 	-- .clan 	 inl 	soluci6n 

acrilim ida 	i is<;Y:rjiai, a 	(29 . 2 	 C). E: 	resor_•ct:ivt:;nente). 

1(. f 	rr,l 	de 	agua 	y 	0.1 5 	ml 	du 	I',c::...ul :ato 	de 	 ac?io 	al 	lo'_ 	en 	agua 

) rr 	dercrauifica 	la r.0>zcl a y 	sc- 	le adicionan 	15 ul 	TEMED y se vacía 

3) 1:. 	1>> _ 	. 	rcf'c.rcr.,iu 	ru 	11 	.,,_. 	•:, 	cr,,•c, 	,.. 	159 	¥ V 	:r 	[;C; 	: 	,.  'ir¥¥. 	¥ r.¥ 

r,c 	;r.:. 	,.c 	ta::,:,,?,< 	la 	r; ]t.- Lt afore 	i_., 	lar; 	;e1 1:s, 	se 	.. 	i—,1c, rc,en 	en 
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una solución de bromuro de etidio 	(4 mg/ml) 	y al someterlos a luz ultra-- 

violeta se observan las bandas, 

rara fotocraf. i.car los geles se ut.ili za un filtro de gelatina - 

' 
amarillo No. 	9 };oc?;- ;rflt_tc:n y pci ícula 	Pol.aroid NPtipo SS con una cámara 

MP-5 Pol aroi.d . 

1 
8) 	}.lectr:,i lus.ion de 	G¥lc¥> 	de :,c:ar.o.:a 	-);ira 	Puriiacación 	de 	f'raclnentos 	de 1 DNA 

1 1) El 	DNA ciicaer:ido 	con 	la 	(_nior:u.lrrtsa col-responclient.e, 	se 	somete a 

1 
el.ectr.oresis en un qe1 do ' r,azcsa 	(0,8 	) . 	Una vez 	identificada 

la banda 	de DNA cue 	:.C' C'li':=>C. i 	ci si ar, 	el 	cjel 	se corta 	con un 	bis-- 

' t 1111 	y 	r' 	coloca 	en 	ana 	C :1 ara de 	C:1E'CLrcolt1S'l.Óil 	(en 	fragmentos 	- 

cie 	0. 5 >: 	O. jF; ai')r'c»: i IIaCl.i.Yient:e) 	y 	so 	Cubren 	con 	amortiguador TE. 

' 2) Se-- esta}>ieco 	un j)tl(211t'.e de 	corriente el 	ct.r 	ca 	entre 	2 	Cc1II13ra5 

ut i 1 izando 	1 c: rt i;ru,lcic>r 	TEA: 

- 	193.6 cl Tris-base 

1 - 	65.6 	g 	.rr.c zet:o 	ric. 	rodio io 	artIiicil'o 

' s 	'7 	1' 	7 1 _ i;]¥t,. 	u1 	a 	f,. 	con 	.:1•. io 	a,_t: 	i(.cs 	y 	se 	lleva 	a 	un 	volumen 	- 

I 

final 	d(:: 	6 	1 	t. ros. 	F'rtl:'<I 	t+. 	:, 	c.<>ta 	r>c 1 lcic3n 	se 	diluye 	1 : 1. 

✓) 	:i e 	. 	n t. i C.' 1': U 	C. I1 	i', (•' 	y 	C J ...' i í,: t `. C y. 	. i 5 	J 	. '. u 2"<l 	,:i 	• 	C . 

I:1 	il... 	eli_:c:t-I i:,C'1Ul..C) 	.,. 	r_ 	:lipc•rci 	( 	 a: cnte 	do 	la 	crcira, 	so  

' 2 iibl e 	en 	el 	a: -a 1 	_7 l:., 

1 
u 



a 
1 

- 	i4 	- 

' Con el fin de asegurarse que todo el DNA ha sido electroeluí- 

do, un fragmento del gel colocado en la c¥imara puede teñirse en una solu- 

ción de bromuro de etid.io 	(0.5 pc;/rn1) , 	se 	somete a 	luz ultravioleta y 	si 

no se observa fluorescencia quiere decir que todo el. DNA ha sido electro- 

e.l.u.ído. 	Si 	se observa 	fluorc sc • 	,ia 	se -- ..cnc. 	, 	deja que 	la 	c_L¥:ctroelusion con 

tinuc hasta que .la 	fluorescencia desaparezca. 

U
El  I)!:F, obtenido :.e f.,rec ioita con 	1/20 volumen de 	5 t"i NaC1 y 

2.2 volúmenes de etanol a 	20°C. 

Late DNA se mr:nt.ic.ne a -20°C al menos par 2 horas. 	Posterior 

U 
mente se 	cent_ri fu<r > 	y el 	nrc cil i.tado se seca 	para 	eliminar el 	etanol 	(con 

una corriente leve cié. +aira) . 	El 	precipitado se disuelve en agua o en 

¿i1n02: tiq;lll!3G:' 	'I'r. 

9) 	Sistema de Secuencia en 	el 	Facto 	!•1 	13 

U El M13 es un faqo fi 1 amerltaso de cadena sencilla de DNA, 	espe 

cífica de F.:. 	colí 	(-¥). 	La 	forma renlicati.va 	int.racelular del 111.3 y 	sus 	- 

I c3cr..i.v 1 30.., 	 es 	s(:riejante 	a 	un 	plásrnicio en 	los 	sic,uientes 	aspectos: 	a) 	un 

I 
1?ecueiia 	ramc:ilo, 	7,230 nares de mases de 	1ongi.tur. 	(MI _jmp7); 	b) 	alto número 

de copias, 	c isi. 200 por célala; 	c) 	varios 	sitios de clouaci6n que dejan 

' extrc.ros 	coile ,i .vos y/o 	r,':rsttraav ,; 	d) 	una 	f icU 	selección de 	fagos 	recoribi 

I }¥tí:IlL.cic¥. 

aJ;tc 	-> 	;;•ct ivción 	de 	i.: 	 c. 	 u; 	ci:r.:i., io 	de 	placas 	azules 	a 	placas 	-- 

!„_ 	l.Gl'rTi,i 	L: 	cn.b. 	('.!1(").11Ci 	del 	t:a io 	(cadena 	4), 	entd 	e^pacada 

ÚF:1.t:ro 	de 	uaai. 	C l 	..ide 	 .. 	Ci 	i. L?l i..y 	el 	El 	en 	C?u._a 	forma 	es 	C: Y.t>lil.salo 	-- 

SufraC1 t;' 	la., 	f',:..1: 	3, 	`.>il! 	<.¥jl'l:i`i:" 	12. 	1. _3 	celular. 	Si 	Un 	t 	ti 	ajero 	es 

U t ' 	y 	el 	fr;<;c> 	 `icrlro, 	se 	ct 	lr.at: 	lar 	ces::?tinas 	cc;n}>le- 

1 
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rnentarias, una orientación del C.)NA clonado en cada una de las cadenas. Ira 

preparación de DNA de cadena sencilla de falto recomb.inantes es sumanete -- 

fácil y rápida de obtener en graneles cantidades; resulta un DNA puro que - 

contiene la clones en forma de cadena sencilla. 

9.1 Transformación 

De .ing de forma repl. icat i.va circular, car .i 1,000 transforman-- 

' 

	

	 tes pueden ser obtebidas. Un DNA en forma replicat:iva digerido y vuelto a 

ligar, da una eficiencia de transformaciÚn del 50`r,. El mCtoclo de transfor 

marión es el siguiente: 

1) 	Las c lulas son cec i cius has te Cl.(, de densidad óptica a 660 tun. 

U 2)  Las, 	cc:lu1 :s 	se cc_ntr.i.fuc;n 	(30 ml. 	a 	7,000 ron. 	durante 	5 minutos. 

3)  Se resu:;crtr.:, n en 	15 	m].. 	de 	t'r,CL., 	50 tnM y 	dm :cenéldas 	en hielo du- 

rante 20 minutos. 

U 4)  Se centri.fucian a 	7, OJO rlxr. 	ciuc•: nti 	5 minutos 	y 	se 	resuspe.ncien 	en 

3 ml. 	de Ca Ci.1 	Sta I; M ' 5)  Se tornan 0.3 ml de las cclule 	competentes y se agregan aproximada 

mente 3nr, de) vehículo, 	:.c 	in uban en hielo 40 minutos. 

O) Se 	 't, r? 	un 	ciiroutc 	tí.L'tr,ic.o 	Ji 	q. 	c?t;r,.,ntc 	2 	minotos 	y 	se 	adicionan 

', c:irc.:t,..,.:,_;li:c: 	0.0.1 	ml. 	de 	1i"i'G 	1.O0 	trúd, 	50 	u1 	de 	:%(Jül 	(2 	0.2 	tn1.. 

•»e 	c. 	 )t.)a': 	co 	f 3.,r;, 	-:c 	_,.; 	u' iel 	3 	ml. 	de 	uuar 	de 	surtc'r 	icie. ' 7) E 	vaefa 	i. 	S:: 	i;_L'C`t: 	.. 	t'ttí 	C':,,.. 	c:: 	L, 	CC. 	{:Cciio 	`i `I 	u61 ido, 	so  

i: 	c_:i 	cl 	r,ua.r 	.',e 	,c,l..,',t 	;c 	t 	 ]:..::t..,e 	1 	se 	incuba 	a 	37"C 	duran 

U t 3 	ti C 	.. 	;t:. 	. 

1 
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9.2 Sínt_esi.s in vitro de DNA 

La clonaci6n en el Ml 3, }•rovec templado de DNA de cadena sen-

cilla para sírlt.esi s in vitro, Esto permite la producción de un DNA de ca 

Llena sencilla, para date.rinlnar la sccut,IIC.Ia nucleot_lclica, usando el sis--

tersa de dicleoxinuclr_6t.idos cono tetminadores de polifnerización. 

a) 	P -el aras i6n de i)?:,1 C:nr iac10 de cadena sencilla : las F>la-- 

cas recornbinantes obtenidas en la t:rilna.for'f,lcicicín, se toman cac1 una de 	-- 

ellas con un real ji lo es tér.íl y su ponen a crecer en medio líquido YT 2X. - 

Las células con los f,.:i:os son incubadas :s a 37°C. en agitación fuerte duran- 

te 7 }loras. 	Des :)llY'r de este ''` 4. transf er ida s i 	 tari;?r.>, son t:r,.]n:.f . ic9a a tubos Fpprindorf y 

Zas células son bajadas con una I.?.1 C.:i'Ofi1C'Jd. 	1.1 sobrenadan te es recuperado 

y se suman 250 ul. de una soluici.c'n e!¡-., iEG al d9¥;, en NaCI. 5 M. 

Se rle::c:la por .invertsi6JZ el tubo y se deja precipitando el fago 

a tem fJraLora am?)] ente orante 1.5 minutos, se Centrri fuga 5 minutos y el -- 

sobrenadante es c:f !;?i ze}1tlrso. 	.;1 ;reciri Lacio es resu:>}:,c.nd.icio en 200 pl de - 

arnol-tiguacic)r TE 1' son sumados 200 pl cié:• fenol saturado, se agita fuer temen 

te durante 10 SP,Cil171C1C15, :se remueve eve el fenol y se suman 200 p1 de una inca-- 

cla do 	e:ro1/r,1oI c.fo1-pi 	(1 1) . 	Sc. ac i t.rl vi aoro , amente  10 minutos y se re- 

mueve la fase acuosa. Se suman 20 pi de oca t:ot.a de sodio 3it ?,H 5 y 0.5 1111 

de i":tanol, se oie a ir;'):).Lar el t.. a -20'C durante 201 .1ir1UtOs y se can 

trifJ';.:i 5 r'il 	'.....,. 	El e'.:C:1:1tato es r.. ::=T?r}ido en 10 	do asort".i.cua-- 

(l51 TE. 	La ¡. I'C..',J{'i' i 	va do .? a 1 0 p: de DI de cadena na S encl 1 la 

	

} ) i 	 , i:'1 	i:¥¥ 	1. 	 .:. 	¥);' 	¥"•¥ 	:"t•t..C:¥'> 	(l i:' 	._!•J.' ,1.J1,. 	1072 "` 

?,o 	..'i¿a t: 	..r'?i'',.. 	sc. ,...:1 ci. 	C 	so r'., u Li11:'a .;1 Cosa la des- 
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la marca. 	De este se agregan 2 iil para cada tubo de la reacci6n el cual. 

contiene 1 }il. de la solución 0 correspondiente, 	1 pl del ddNTP correspon- 

diente,' 	 0.4 	de 	 f.in IOX 	de 	1, 	de . 	)11 	i:1lrortiqu.lcior 	.1.5 	pi 	agua 	y 	¡l 	DNA poli- 

' 

morosa 	(£rayment:o K.1 eno) ; 	a: roxi.madrrmente 	se ponen 0.1 unidades de enzi- 

ma por r.eacci.c3n. 	I.a reacci6n es incubada 	1.5 minutos y al final de este - 

• tiempo se adicionan 2 pl de la solución caza. 	Se incuba 10 minutos y la 

reacci.ún es 	terminada, 	r>or la suma de 4 '1.1 de una solución que contiene - 

1 	•: ' 	
'• 	 Mi1en Ci.anol al 	3%, 	azul de brol;i¥fenol 	3%, 	Formami.da desionizada 	-- al 	 al •: 

I •• 

99. y EDTA 	10 rr:t, p1i 7.5. 	Después de añadir 	la 	mezcla que para la reacción 

cst:a es 	incubada 3 minutos a 95"C y 2'11 son usados por carril 	en el gel 

de ocuencia. 

9.3 	Grae:= do Pol iac r.i lamida-Urea 

• ' 
 Se: utilizan geles al 8% de F oiiacrilamida de dimensiones: 

35 cm X 13 cm X 0.2 mm. 	La sol uci.6n para el gel 	se prepara de la siguien 

te forma: 

 

• 1 .-.a 
	 40. 2 	g - U re a 

o1.1ac'ri 	.7,+111,:, 	J [ 	('3 C1 ; 	- 	2t) 	20 	ml 

fr,..:+to 	lUX - Tris 	 10 	ml 

• ' • 
- 	(. 	 ) 2S208 	 1.0 	i'd 

_ 	,.. - 	acuca 	C3'ci,.1da 	.:.: `,.-ami) 	 100 	ml 

.;tr 	c 	_ 	.:i::i vr. 	cc 	Ui' 	t 

	

, 	i 	aca 	l,t. 	zi 

	

s¥ 	C 	c' 	rlI•.:,.on 	_,. 50 	u1 	de 	- 

i 	1 	};ml 	.:n 	!.rt 	c:.icaizr ntc! 	`_; 	rnit..:t > ;, 	,or 	lo 	que 	debe  

,..: C'.c:l• .: ¥: 	-r 	.....,. 	;ii,(`. 	LC?:-. 	\. 	ec.5O 	t 	.:'n 	t. 	.'I1!. r 	r'Ya'- a 	ye 	:_ , 	;1 	I10 	se 

1 rlJ 	l.¥.,.,, 	:);...-. 	,:' 	.i1! 	dan 	y 	rl 	«:1 	 t ry 	,r. 	if"l 	' 	''acedo 	el 	qc1 	}}(.` 



U 

le coloca 	el. 	pei.ne adecuado f-,ara hacer los carriles. 

Una vea r>ol imer. i.zaclo el gel, 	se retira el peine y los carri-- 

1.es se 	lavan perfectamente ¡:ara evo ter que se quede ¿rcr.i.lamida en los po- 

1 •ras . 

Se monta el gel en una ccimara vertical y se llena con arnorti- 

guaclor '¡iris bora tos 	1.X. 

Cada carril 	debe 	tener 2 	1. de soluc.i6n de reacción. 

E1, 	 volts gel 	se corre con un voltaje  :¥ c¥ inicial  d e 2.0 KV por 10 m i n o- 

' tas, 	y posteriormente 	 c corren a 65 we,tts constantes hasta que el azul 	- 

de bromofenol salga del 	gel. 

9.4 	Fiutarradl.oc:zrtría 	del 	Gel 

Una vez co:•rz.do coi gel, 	so le quita uno do los vidrios y el 	- 

gel 	s 	cubre con 	una j.:,elícula de r.l5stico delgada 	(i.lc:en Pack) 	evitando 

que queden burbujas o arrugas. 	¡.:n completa obscuridad se expone el gel a 

U una 	aca de 	á 	L la ¡:y1 	rz3c 	onr.¥ 	(}:odzr}:) 	se . envuelve en papel 	obscuro para  evi- 

tar 	que 	le entre 	lur. 

I
E) . 	f i ime sc expone 1.2 horas a una te, i. 	ra turra pie -20 °C para 

evitar 	cii'i.rr:idn 	de 	las- 	bandas. 

Para 	la 	1ícu1a xcvr,1ar 	 se utili::ae 	rea ctivos de }'ocia¡: 	par  

U 

U 
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10) tdicroensayo de DNA de Pl ismido 

. 	, Se utilizó el método modificado de extracción alcalina de DNA 

de pl Ssmído reportarlo por r3i.rnl.7oin y Doly 	(46) . 	Se preparan las siguien- 

• tes soluciones: 

I) 2 mg/m1. 	l.isozima de 50 m?•1 glucosa, 	10 mM ED'rA y 25 mM Tris-HC1 

II) 0.2 N Na OH y 	]t. 	sodio-docieci].-sulfato 	(SDS) 

• I III) 3 Ed acetat.o de sodio I H 4.8 	(el Ph se ajusta con gcic:o acético 

glacial.). 

1 IV) 0.1 	1, acetato de 	sodio en 	0.05 	t; Tris-}iCi 	}•ü 	8 

V) 1. mg 	de it:;As: 	A en 	1 	c;ti de agua con 	5 m1•; Tris-IIC1 	pH 	8 	(la mez- 

1 cln 	se hierve 	mor 	10 minutos) 

El procedimiento es como :; i c:ue 

u 
1.) 	2 ml cae col ti ve incubado 19 hr:s se cc:ntrifuc,an en tubos Eppendorf 

y ].as células se laman con 10 mM 	 . 

• I 2) Se centrifugan 	las c61 olas y posteriormente se resuspencien en 	-- 

' 100 pl 	de 	so]uci in 	I y 	:;e r.«int.icnc n a 0°C por 30 minutos. 

3) Se agregan 	200 p1 	de solución 11 ,; 	los, tubos se- agitan suavcrnr_nte. 

U 
La 	. 	c:n<;.icin 	se 	torna 	trir:s). 	r.c:ntr. 	y 	1ig¥ra:rente 	viscosa. 

4) De., 	u _s 	c3:: 	5 minutos e 	O"C.. 	.;e 	,^r+ q in 	150 	}tl 	de 	solución 	III 	y 	el 

tubo 	:,,:r 	in,rirte 	 Las ta 	r,u+_: 	forme euici.z 	 c:: 	r. (,t 	 sc• 	una 	mal la 	de 	-- 

i . 

p::;. 

 ) 	!' ¡ 	t 	 ? • 	;: 	. nr 	+.,i.' 	!, 	C_ 	ttt:r. tntc: 	este 	t, c^ 	 > 	:;e 	ore- 

' 
	

• r:i: 	a 	cl 	o: ;i: 	«j 	,•..,r?:.a}, 	t_ Sn<,r 	y:!;.; 	doe 1to 	e:;a 	. 	lc:coia,•. 
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' 6) La ccntrifugaci<in por 5 minutos produce un sobrenadante claro. Se 

extraen 0.9 ml de este sobrenadante y se transfieren a otro tubo. 

U 7) 1 ml de etanol a -20°C se agregan con el fin de precipitar el DNA 

de Pltismido. 	El 	tubo se mantiene a -20°C por 30 minutos. 

8)  El precipitado se colecta por centrifugación y posteriormente se 

disuelve en 100 1r1 de solución IV y se rei:¥recipita con 200 u1, de 

etanol 	a -20°C. 

9)  Se repite la -F_,cr;ac_i6n número 8. 

I 

10)  Se ce:ntrii uqa de nuevo y el prc ci..,i tzido se seca para eliminar los 

' z 	i<it:as de 	etanol. 

' 11)  El 11z < ez.i?i trrcio se di 	< .lvc 	en 	36 u1 	de agua desti lada y se agrega 

a esta solución 4 	p] 	de la 	oluci6n V. 	I:1 	tubo se incuba a 37°C 

por 20 mi su tos 

Una voz obtenido ('re este modo el DNA, 	puede tratarse con enzi 

mas <1e restricción o bien yllecif' u ..17.1:Irse para 	transformación de otras - 

copas. 

U - .- 

U. 

U ,. 

u , 
 

u 
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V. 	RE,SULI'ADOS 

1) 	CONS'PRUCCION Y CARACTI RT 	DE }'LAS!;IL)OS .AC.ION 

' 1.1 	Const_uc_ción de1 pn36oc>rm 

' Con el objeto de tener un plásmido Que tenga el operador de - 

lactosa y el promotor consenso y que a partir de este se transcriba el gen 

' de la acetiltrrrnsfera a do 	 se cloranfenicol, 	realiz6 el siguiente experimen 

te de rcconi.inaci6n in vitro de DNA. 	Corno se observa en la Finura 	(B) 	en 

el ipL¥3Gcp, 	tenernos que n }:•art:i.r del promotLar, 	el cual 	aparentemente está 

bajo el control de los operadores de lactosa, 	se transcribe íbe el gen de re-- 

sistencin a 	tetraciclinrr; 	nor 	lo tanto se c:i .idió substituir el gin de re- 

U rtrncia a 	tctr.acicli.na 	por 	el 	cie 	la 	cºcr:,t:iltrar;s 	rrasa 	de cloranfenicol, 

Para este objetivo se to:n6 al 	[:l-136 Cm, 	cono fuente de gen de la acetil-- 

tr-ansferasa de clor•anfeni col , 	dado que puede ser obtenida con una digestión 

total 	dr. Hindi 11, 	I.1 	con de 	1<zsc c t:..i 1 t.ran: íc ra ,,a 	de 	coranfeni col 	se 	en-- 

cuentra. flanqueado loor dos si t_ios de Hindi13, 	con su sitio de unión a ri- 

bosoma ,d sin promotor 	(47) 

 

U 
i'ar;. 	o1.;.tcfser 	el 	w.;r•, 	de 	rr.:;i;;tcar.ia 	a 	c]oz;:nfcni.eol, 	se 

ricros 10 pe de DA dL 	p1árrsido 	(1 	 '3. Cm) Cín) 	con 	la endonucicasa Hindi II 	- 

ido L1 	trcicu-Lo 	c:-ultr,r, t: 	fu 	ro t. 	rr 	una 	elect:rcfer.r. i 	preparativa 	en 	- 

r;aro:;r 	al 	1 	,, 	_ 	cíirt6 	la 	!. 	'?:, 	I;1:í' 	l 	.A 	c ue3 I r va 	C' 1 	con 	de 	la 	acet:i 1 

t:1'JI:C•,fC. 	dL' 	(:1 era ri2 	ni ce] 	`¡, 	¥`•1!i:t'OC:3' 	 'O. 

r.: 	 :•.:: 	<:1 	] 	cL.I. 	cié 	, 	, 	.. 	( 	í 	 c.l i r,rs 	c 	,_.] 	y 

.•c 	.c 	ic' 	c• ,r 	].. 	_ 	•y';'- 	, 	c 1 	 :::i 	ru3 tanto 	fui 	tr. Lacio 

1 



1 
' 

con la nucl.casa SI, 	de 	tal 	fo,:7na de obtener 	fragmentos rasurados; 	a este 

DNA de p].Çsmido >e 	.l.e unieron ;zc?;.rl'-tadores de HindilI y posteriormente, 	se 

cortó con la enzima Hi.ndII1 de tal forma que se pudo separar el gen de -- 

resistencia a 	tet•.rac.ícl.ina del 	resto del 	vehículo, 	quedándonos de 	esta -- 

forma extremos cohesivos para la enzima Hin<IIII en el pl¥ismido. 	El frag- 

mento d 	mayor, peso Irolecular fuc. 	epar.ado del gen de resistencia a tetra 

ciclin 	por or el.ectroforc!síS preparativa en un gel. de ayIarosa al 1% y some- 

' tido a electroeluci6n. 

El 	fragmento obtenido de esta c lect:roel.ucí.c6n se mezcló con el 

fragmento que lleva el gen de la ;iccti]t.rana fc rasa ele cloranfenicol en -- 

proE¥azr.idn molar de 	5:1. 	(5 de 	Írament.o de ;tcc ti]. .r< nsferasa de 	cloranfe- 

nicol y 1 de vehículo) 	y fu& sometido a una reacci.6n de li.c;asa de DNA, 	-- 

usando la enzima de li 	 .f :i Cf: 1'4 . 	1i 	DN 	ligado so usó para transformar 

U la cepa 	de E. 	colJ 	MCi O6] I 	las 	ri C:)^lli.lI'i 2i I1 tos 	fueron seleccionadas 	directa 

con -2C11 	tl _ln 	V C1o2¥111feni-- mente en 	calas 	de medio 	Luna 	.;U17 ICir:cI1tado 	,;T¥ 

I med.io 	e un mic:oensavo de DITA inspec- col 	lomas 	clon::i s. 	so 	anal i::;¥rntl 	t>ar 	d . 

cl.onando el natrC)n de 	lf 	t:nicCí.Ól1 con 	1a Cnclon1.7C1 :. 	sa Ndelll, 	Hay que -- 

señalan que como se conoce el 	p;it:rdn cornri>ic:t:o de restricción del p 	3óop 

' 	• y del 	gen de 	la 	ac4 t_.iit 	.t1:,fc l:::e 	de 	cic)rci:lfe:s:icol , 	ro 	esperaba 	un 	patrón 

U . 

c:;F,ecifica para 	el 	; l 	^vicio que 	tuviese el 	gen de 	ron istencia a cioranfeni. 

col 	reculado 	a 	par t i.r 	del 	i:'.l Li 	ti 	".'n.,C-I't:;G 	;' 	los 	t7.  :}oradores 	si.nt5ticos 	- 

del 	o; c-rdri 	(le 	1 	l t.f):;c:, 	f;? 	l.,la.::;: 	.'.c; 	t .: 	cni.c.a 	ç s 	el 	r/:'•6,CIn 	y 	en 	la 	Figu- 

ra 9 	: 	euydc 	otsc r'.ar un 	na 	de- 	su co:ivt.r 	 .c 	)n, 

U 
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1 	Caracterización por Endonucleasas de Re.stricci6n del p 	3GopCm. 

• De 	i -i , donas anal :izadas se sei eccianaro dos plái ,mirlos que -- 

conferían resistencia a cloranfenicol; estos fueron el pn36opcni-2 y 	-- 

1 U Ambos fueron purificados y 	7nal.i radas por patrones de di - es-- I 	 y 

' 

ti6n con las 	enzimas Haelll y Arel_. 	En 1¥, 	Figura 	(1.0) 	se puede observar 

que en el plásmicio p 	36opCIn los fragmentos 7, 	8 y 10 del patrón de res- 

tricci6n con Ílael.11 	L'()rresponcii n a los sitios 	internos esperados, 	prove- 

• nientes dei 	gen de la acc.ti1 trnns`ernc,a de cior-an.f. enico.l 	y que los 	frag- 

1 montos 4 y 	5 col:res;.anden al 	tamaño es;;.>erado, 	que es de 265 y 260 pares 

de bases resp tctiva:netlte, 	de 	las 	fusiones en :i.inciIIl 	del gen de la acetil I tri::nsí rasa de CloranfeniCc'11.. 	Pn c i h¡-¥ 3:íol:Cm-2se puede observar que -- 

hu}_ro un gran inserto de DNA 	;°};t:raflo en 	la banda 	3 correspondiente al I:pa-- 

tren de dinc.stíán con E.:ac_I 21 	del. F•A36op; 	7-;robablemente se ligó en esta - 

' 
	• 

• región 	un 	í`raca7 er7t.o 	c:ran(it 	de 	ll!d, 	cro7a:;uln;tl 	caat.atninant.e; 	e1. 	p1ásmido 	- 

no f.ué cal:ac.tor1sacio mris allá de este 	punto. 

De esta manera se obtuvo un vehículo molecular pequeño, de -- 

E ?E,60 	de 	Fases 	(3F>ro,illl¥r?¥¥Ir,t¥nte 	1 	1(i pares 	 .í3 	x 	c? 	.i.ton:a) 	en el 	cual 	el 	gen 

iue 	cor.firre 	! e: i:;t.E ncia 	e 	c1EIr, n'."cnicol 	::c> 	t,r.:r( ;crió.' 	a 	partir 	del 	promo 

ter consenso )' 	Gm;tG 	i I"C?bübl Cmc'ntc 	C,stá ha :° el 	control 	del. onne'raclor de 	lac 

1 	• ta 

' 
 1..3 	Ces'  

U
2\ r 	3' 	eu; 	i 	:'3Hflr 	un 	;.l 	'sdo 	aciccm 	ado 	rara 	ha 

co!` 	E:: 	,, 	'io; 	:i, 	t_! rscrn.çi6n 	a 	I 	:.t 	:l 	l 	c:.tc>t' 	r:.?r.. 	_-:7 :o 	(st 	rencn_ 

csc 	j 	"711"ui' c I) 	al 	nn 	C7 E' 	lis 	üC<'t:? 1 I!ssferzra 	de 
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' cloranfen.i.col. 	Un 	>i.tio unico de 	}i.indTIT, 	proximal al promotor consenso 

• perm.i tíría 	real i zar mejores mar] il.l.11..tciones del 	vehículo, 	como es nodif i-- 

exonucleasas car con 	 al promotor , 	o clonar nuevos fragmentos de DNA de ma 

nora que queden bajo el control. del promotor canoni.co. 	Por lo tanto se - 

decidió eliminar 	el 	sitio de IiindlII 	cl.istel 	al promotor. 

Para lograr 'as te objetivo, 	se incubaron 4 pmolas del p 	36o 	n 

' con 44 	;:mo.las 	de RNA r,ol imeresa 	(; ]ono.c.irán molar dc:! 	10:1, 	a una concentra 

r_ic'>n de 66 mM de i'el durante .1.Q minutos) . 	Bajo estas condiciones la RNA 

'. l:olisnr..rasa se une a todas las recuoncies de 0:¥A que Pueden ser reconoei- 

I

: 	: das corno un rrom,,tor y, 	en ausencia de nucl_cót.icios, 	la ensi.ma se queda 	-- 

anclada. 	I)e.suucs de este 	t:.i,,rslw, 	nc 	suma ron 	30 	unidades 	(3 	ul) 	de 	la en-- 

ci.!na Hindll.i, 	ajustando 	la c;r,nci nts ec dn 	de 	}CC] 	a 	66 rnM, 	e 	incubando la 	- 

mezcla 	de 	rc <!cci.dn 	30 minuto:, l.,a._=.. 	De 	,. sta 	forma, 	la 	enzima 	solo rort6 	- 

' en el sitio de 	indl7.i dista] 	al. promotor, ve que el proximal está prote- 

gido 	por 	la 	i'tii; 	pol i:n 	/asa 	(53) 

E1 DNA de pl ísmido en su forma lineal, 	fu 	tratado tratado con DNA reo_ 

1imerasa 	I 	(frac mento escude) , 	en presencia de los 4dNTP's, 	para rellenar 

I 

• los 	extremos 	cohesivos de }1inr.,Ii 	y 	dc: 	c,:..t:.- manera 	el rni.nar 	el 	sitio de 	- 

este 	t nz]m c 	C71:;.t.a1 	a] 	I 1'o oter. 	T;1 	D:at 	fu 	SC1Itli:'t.ldo 	a 	una 	rC acci.611 	de 	11 

' 
 casa 	; 	tren 	f t 	!dc, 	en 	la 	cepa 	cie 	E. 	coi i 	N.0'1061.. 

' 

. - ir. 	.:!' 	.... r!;. mr :'t. 	... 	] tlt 	.n 	.,t1;:1 	.. 	.cia 	, 	1'O:' 	. <1 C1'Ur.1n 	a\'o 	de 	I)' A 

• CÍA 	.. 1.c1s iid-) 	;' 	se 	r,....:C...ron 	a.1.i..1i0!' 	 •h]í"::ÍCt!,'• 	see 	solo 	tuvic. 	;C'r; 	un 	solo 	si 

' tio 	rio 	1 j] 	J_ 	}1:. 	12 

	

p,¡C: 	) 	.1..'!;'C:. 	C]'. 	;.i 	T: 	!'...1.. 	, 	t<:.:ios 	lo 	piÉsmidos 

• t.!ailTa;. 	un 	..,t. 	C7 	_!1a 	le 	.....;1... 	r: 1.n' 	i.. 
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Para demostrar que el sitio único de HindiI.I está localizado 

en forma proximal al promotor consenso re real -i z6 una doble diyesti6n -- 

Hoelil 	En la figura (1 la) se pude observar cue el p.lsinido obtenido, el 

37,   solo presenta un sitio de Hindil 1 y en la figura (lib) se puede ver 

cue en una digestión doble }ari 1 I-Hindl ri, la banda nCimero 4 del patr& - 

1 

	

	con Haelil, que contiene el sitio proximal de llincillI al promotor, desapa 

rece dando lugar a 2 bandas ms pequeñas que coinciden con el tamaño espe 

rodo. 

1 	 El p  37 es un p1smí.do ms vers ti 1 que el. pA 3Gop y el. 

I

36C;n, nrea real izar e tudios de transcri;ci 6n usando el promotor con- 

senso como modelo de 	omator 

1.4 	S'cuLm'i a ftirl cot1ica de 10 f'j'.-radc'rrs y el Pronoz.or Can6nico en - 
el ;.€3'7  

¡ pesar de que 	rl patr6n (le:re; tr i cci 6n del p 36op nono-- 

1 	tras sohímrs que continua a la recii 	de -3 del ;' omotor consenso, mis  

te • 	 te un segmento de DNA que equivale en tamaño a dos veces el operador sin- 

tati co del onerdn de  lactosa, 	no 	odfamos asecurar cee así fuese por este 

1 s irq; ?lc' hecho; 	o;-  oti-c> 	1 ado, 	t ,trr oca ;ab amos 	1 o ori '_ n to ci 5n en la que -- 

rs 	d)a (s Le 	f ;-aimrn te 	con 	rc:; 	_ .'to 	al r ro:-ot.or * 	Por 	lo 	tanto, 	se dcci di6 

rrn Ii zar la ;ecn nci a surI eot:fd 1 ca de esta ngi ón . El si n tema de secuen-

I

r,çn u:ric: íu ej del. fajo El 3 (4i) , e] cual ;:ermi r una ficil nolec-- 

i6n çlr rlrt;] as 	co; Pi 	nt 	y cc. ;z;ic urific'or t€r-c1acio de cadena - 

scilia en le crin ;- t icia y 	ir; :.tc' (ver !'Ltc•rial 	todos) 

1 	 Por ciorr er. e] 	a;o Pl 1 la e. uin r:eç:u]atori a de intn, 

e] 	r2 7 fu di nc ri do con la 	nlnnu:] e;c: la:] . 	ada 	cño ta;oño - 

1 
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1 el pA 37 	s61.o tiene 4 sitios para esta enzima y esto facilita la purifica 

cían de la banda correspondiente, La enzima TaqT reconoce la secuencia - 

TCGA, dejando extremos COhCSiVCS 5' 	terminales, 	nue son compatibles con - 

los producidos por la endonucleasa \cci, 	que reconoce la secuencia GTCG1C 

y de la cual el M13mp7 tiene un solo sito en el poliaciriptador. 	En la -- 

U figura (12) 	se puede apreciar un esquema de la estrategia de donación -- 

seguida en el 	fago. 	El 	fragmento de TaqI c.ue lleva ci promotor  fu6 liga- 

I do a). M13mn7 	(el cual 	haha si (10 digerido con la enzima Acci) 	y Lransfor- 

1 macio en 	la 	cepa 	(10 	E. 	col.i 	Jl0l . 	Aproxiiraclamenle el 40 	de las placas - 

obtenidas 	fueron recombinantes . Se 	t:oueiron 	12 placas 	infoctivas al azar 

1 y a par t:ir de el 1 as 	se por i fi cd D:A de cadena sencilla. 	Se realizó la -- 

• secuenci a de 4 de 	e). las cono se i nd ea en na t.eri al y mtodos . 	En la Fi9u 

ra 	(13) 	se 	cst.ra 	la 	secuencia cledtdica de la renión roqulatoria en 

• la cual 	se pueden 	leer. 	rimero el promotor y después los operadores a -- 
1 

nartir del primero 	iv.-nal de secuencia 

U 	•• 	
fud poibie 3 eor 20 par es de- 5 	bases. 

Con este mtodo de secuencia 

A partir de los datos do sucuencia pudimos comprobar que los 

ocradores se encuentran repet.i des y totalmente adyacentes  a la reg i6n de 

-35 ci3 	remeter 	consenso. Tasii tfl seI., UCIO ¿ieterri ¡mr cue los operadores 

re ercentran e 	or i ent .0 ido 	i d a a co:no están 	local i zacios en el- Ot)C 

ron de 1:t.m j'j(yr(1 

U sue e;.:i.tri i te: 	:;sintrles (ale¡nuestran asímetr1a en 

la u ni du di re: SLSer y el 	s rder (40) que el r reuor lac er arent.emente 

azo i ::u ir do del orerador ' cue el 

1 	rr::rt sr,: 	535. 	un 	a usa 	 3 o: ra,:rr (50) nos plantL;rnr.os la pro-- 

1 
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1 
1  
' 	gunta siguiente: ¿Puede el represor de lactosa ejercer un efecto inhibi- 

torio sobre la unión de la RNT; po.lirnerasa al promotor consenso a Fresar de 

t que: su sitio blanco esta en ot_ríi posición y oritntaci.ón con respecto a -- 

lac?. 

' 1.5 	Curvas de Crecimiento de la Cepa D1210 	(Cepa Superproductora de 	-- 
rr 	1 ac) 	Conteniendo nclo los P1¥-¥ >tniclos gil 	3CQ 	y_R¥ 37 	con yM sin ,- 

Inductor Grzitui to, 	en Presencia ele :%nt-ibi )Licor 

1 
Para contestar. 	la _r.c:yunta formulada 	en el inciso anterior, 	se 

realizó una curva cie 	c 	ecirniente de una 	cena 	F:U17i'1I:,2'Ui111Ctora 	de represor - 

(13c 	1.q) 	la D1.210 	CC;nt' ni codo 	('1. 	p 	So 	(en 	el 	cual 	a T1il.rtl2 	del 	}promotor 

consenso se 	trae<,rt.:k:+e 	el. gen 	cl 	rcr;istencia 	a 	1etraciclina) 	o el 	p 	37 	-- 

(gua 	c.o:líiere 	res i.t:c:ncia 	a 	claralai+:rni col „ 	a 	>art..ir del 	promotor conónico) 

en 	1re:.t ncia 	(el 	.i::t1}i1C?t.l 	o 	co2'If?:>:oncli 	nLe 	y 	con 	.I:"rG 	o 	sin 	C.'l 	(IP7'G 	es 

' 
un 	inductUr ',I':t:Ulte de 	la 	 ea1 actos ida a). 

Para 	 -a1i nur é: tO sc 	tr 	n: ±"c:>rmó 	la 	c:r>a 	de 	E. 	coli 	D1210 con 

el 	p 	37 	y 	cal 	p 36op } 	se 	sr::•lr-ccionaran 	1 	a 	'.l an¥;iorriantes en 	cajas 	con !1C- 

1 dio 	I..uria 	c':1 l rascona de 	ritnl•;ici.l.ina. 	Se 	tomó una colonia de 	cada una 	y 	- 

se 	.incubó 	en mu•c:io 	li.;Liicic 	Lun 	a 	(5 mi) 	dt:r,.l;lt:c 	12 horas. 	De 	este 	cultivo 

re 	11IO.:LI1.o 	t`t': 	tt',at:, ave'; 	El 	it 	con 	un 	volumen 	Gr:' 	30 	ml 	cada 	uno y 	se 	.incubó 

ci 	37 	con: 	ilr;:r,)ciOn, 	i',1 Ob.SndCi 	C?1 f.-; c utI's 	CC t) 	C't11:"aciones 	CiC' 	íintibi6t.ico 

con 	;r 	.,io 	1i'1, 	r:r.r.) 	cada 	Uno 	de 	1 ... 	1.-.,..;iúc-,. 	':1 	czc`citniento 	fu( 	deter- 

' sacio 	c:t; 	un 	cc 	...r,; )ta.,.:t.ra 	:'.1t 	.c. 	..r.d 	i,, ..+i: 	e 	5,10 	nm 	de 	lonei tud 	de 	-- 
a 

en 1c. 	En 	1i. 	i 	A 	 le 	r 	g 	i'- n -r 	... 	b 	r t-' 	
`. y

cJr 1,1! 	l,.-t uras 	l 	< 	en 	- 

: :1 	... 	i' 	a 	C 	i. (:l r. .,L r: 	. 	:+."J;t'.. 	. 	-.il')t;t_f 	C: F' 	üll::l}?.7C}ticos. 



rL 1(opp 	ir pA 37 cm ' Cm 

Concent riciüsl ' T1i'G IPT(:. 4•1PTG -IPTG 
ant:ila 	c5t.i¥a 0.03 0,06 0.12 0,03 0.06 0.1.2 0,03 0.1.5 0.30 0.03 0.15 0.30 (tnq/tnl. ) 

T.i.omt?n 	3 0.08 0.02 0.01 0,07 0.02 0.05 0.28 0.08 0.01 0.25 0.00 0.08 
(Ilrs) 	1 0.09 0.02 0.05 0.05 0.02 0.08 0.11. 0.12 0.05 0.35 0.01 0.07 

4 0.12 0.01 0.06 0.05 0.02 0.03 0.60 0.1.6 0.03 0.53 0.01 0.07 

4.5 0.15 0.01 0.07 0.02 0.02 0.04 0.63 0.25 0.03 0.63 0.01. 0.01 

5 0.20 0.03 0.03 0.05 0.02 0.04 0.67 0.34 0.05 0.64 0.01 0.06 

5.5  0. 	6 0.01 0.02 0.02 0.02. 0.05 0.69 0.45 0.04 0.63 0.01 
rn 

0.05 	v¥ 

0.35 093 0.03 0.03 0.03 0.05 0.60 0.50 0.58 0.64 0.02 0.07  

L a 	coricCnt,rac.i.6n de IPTG Cite de 10 MM, 	con st_.¥:mto pana lados 	lo,; cesas. 
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' En la Figura 	(15) 	se puede observar el comportamiento de la - 

D121.0 con el p 	37 Sr el p 	36oF'1 en presencio de su antibiótico respectivo 

I con IP'I'G y sin c 1. 

Ion los datos obtenidos a 	de 	la 	de I.;a.rtir. 	curva 	crecimiento se 

puede observar, 	que para el 	) 36o 	(que confiere resistencia a tetracicli 

na) 	a 0.03 mcj/m1 del antibiótico se ve una marcada diferencia en cuanto a 

' la 	resistencia a 	tetr¥iciclina con o sin II'iG. 	Por otro 	lado en el pl 	37 

solo a la concentración de 0.15 mq/ml. 	de cloranfen.icol 	se puedo observar 

una diferencia notable en cuanto a la resistencia s'c,r el 	antibiótico con 

U
y sin el 	inductor gratuito . 	Con este 	F?i '11üf nto se dal;luc" tra en 	forma 	- 

1.1"IC?.1 recta, 	pero concluyente, 	Clic al 	un 	. ac:' el 	repreror de 	lactosa a I os - 

' ot¥eradores 	silltc:ticas 	rrucr 	es;t.6r: 	.;1dy,ci,::tca; 	el 	la 	región 	de 	-35 	el. 	promotor 

con :>laaso, 	ejercen 	un 	efecto 	I'G'T':'C ;.1'Jo 	Id-re 	la 	unión de 	la 	IPva 	pol.lftteras,1 

al 	 esto 	a 	de 	la 	t' - 	J.1.C1ÚJ'. 	Y 	 de promotor; 	pesar 	 .Id 	(`•I"Il1t:t.'.0 Ió11 	.los 	operado- 

res con res ecto al 	pro;a'mtor en Ielación 	a 	I. i1 C'onfi:711Yücida 	r±1.'.'estre 

2) 	DESARROLLO DE LA 'I' :CNIC)\ DE I1U'I'AGIü' 	t IS 	Si TI 	F.S:'EC.i.F'ICi; POR CLIGONU- 
I CLEOTIDOS 	SIN'II TICOS; 	SISIf'¥^ 	I): 	i 1. ,L;;II?;? 

' C '):'.1'' 	.,C 	ruar ienó 	en 	1(i 	Í:C t1;1CCi.)Il, 	tina 	de 	.las 	ao.1.1Caciones 

o a 	1 ma 	.i.tn¥.., ort.it •,[. c :¥ 	que 	,i; 	.; 	. 	-1 	..`I;. C., 	... 	¥1SS:i: 	ro 	de .;i 	 .- 	Loa C' 11 C si 	- I 	 I. (. 1" i+ 	e¥¥ 	1 <i 	mu 

U si Lb 	f'_C. 	dir]Cilda 	 ' enl..(eCí 	 or 	oil 	ca ti.:14.'6 	1 1. 	(:.,, 	ii.SiL.'¥ 	11, 1::1I 	no, 	en , 	 s 	ui 

le; 	ílll. 	C.(:'(:l1'+.0".. 	s(.. 	.: 1.;ie 	(:tl'. 	:no 	ta' 	il. 	:7: 	... 	• t' 1 l 	1...... 	",1 ,— 	a ca 	de 	ni 	Ir' 	d.i.; ,. 

o t_tihl¥l_ 	-1J 	-.¥5 	!: 	11f.( 	. 1 i.í.:,. 	.. 	_. 	ft!:.Lr:¥¥.¥lIi.:3;i'. 	r¥Il 	¥.'1. 	tiRC.1n.l.ano 	de 

cal 	C1 C 	1 	N. 	1 ir 	. ca 	C: 	+. 	1. 	• 	C ) 	t 	1 .."t c 	ion 	a 	cc 	c. 	tl 	o. 

t 	 , 	_ 	+.. 	5 1. ,.. ; .. 	7 	cuanto 11 	r . t. 	.9 	:.:'t7 	.:.(.` 	dl 	'?,?! 	<. 	," 	c 	t.. 	?(+¥ 	3C 1 	.¥1 	117 t 	o 
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Fi.c.,L, IJe 1 s. 	cu:. ! 	c! . 	cr; ru u 	tu 	cir 	1 	c 	D? 710 	(:;u¡ el 	ociuctor 	del 

rr 	:f.):. 	t 	., 	1.,+ 	.C, 	.$) 	ro r: 	 C_, 	 — r ? 	i&3(::ru 	} 	1 	A 37, tl—  

I 
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t:G 	a 	una 	<.r.-: 	<,t1.;:cs-.c.;; 	dr 	10 	:;..¡1----- t 	t)t710 _ 	con el 	rd¥¥7 

1... 	+ 	 1 	t.. i 	. 	i 	d''7i ill } 	1 	l t 	I' 	O_ ._ p 

(C!.( 	?) 	t.' 	 , 	T, 	Y-. 	.V 	:%i 	'IC 	c ,Y 	ti 	:,Q3 	c•ry 	; 	rc:syr 
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fJ ¥ 1 
al desarrollo de este sistema de mutagénesis en pl.ásm.ido. 

Brevemente resumida la técnica de mutagnesis sitio especí.fi 

co dirigida por oligonuciczóYi.c9os en plcismido consiste !en 	tener la región 

de interc'•s 	(secuencia blanco de la mutación) 	en un pl<z ,mido. 	Este DNA - 

de iplásinido se pasa de la forma I 	(superenro lado) 	a la 	forma II 	(relaja 

do) , 	t:.or una mella usando una onclorluciciasa en presencia cae bromuro de -- 

eti.ciio y et-as dos formas de DNA se separan en un gradiente continuo de 

CsC1. 	El DNA en forma 1I, 	es tratado con la exonucleasa 1II cae E. 	coli, 

que corta solo a 	del extremo 3 	hidroxilo, de tal forma partir 	 que se ob 

I 

tiene un DNA de cadena senci.ila Circular. 	Es 	DNA de cadena sencilla - 

funciona 	Como 	t:Ct:'1:'1<:cio 	en 	una 	rcacci6n tic' 	s1I'ite 	i s 	in vit:ro de 	DNA, 	usan 

do DNA ixalimc r<a 	, 	la 	cual 	csm. i 	,.3 	a 	i.ncorperar 	nl.rclr_:Etidas 	a partir de 

un 	 ¡.(]o 	si 	tico, 	cru;.• 	funciona cono prfri ro. 	Este olicionu-- 

cicót:icio 	hil-,rida 	can 	condi concs i>t_zrlisivas 	contra 	la 	región 	que 	se 	desea 

modificar, 	a 	la cual 	os co pl (.,'m, r.t.i: io, 	excepto por 	las bases que 	se qu i e. 

ron mutar. El DNA I enarado se usa para transformar a E. coli }.12, las - 

1 	coloniCilS que llevan el j l.<3snlldo con 1.a mut.—ici6n son inspeccionadas usan 

do el sisLrma cic hil.z.ictaci6n n colonia, mociif.icacio por 'v al lace (51) y 

' 	 por ill Li;l: :;c carni;t u! :,:z c; :c se 1 < n::, la :?;ut,Iciin haciendo secuencia de 

T)t':?, d 	1 as cl.onar; ,en: ti "as 

2. 1 	l,t:' i t::1C.i' 	(' DNA c;! 	t?l if'; ido 	r 	o '¥ 	 t 1 a.0 I t 	11 

t ei.r 1 	C( 	cii:'iosi 	5 , cP L'1<f i 	s 	rio 	la rct:c_ci6i 	rc. 	ol ten- 

.._. C'1.n 	de 	PNr. J 	¥.. 	';C; r 	a` 	',0 	<. 	l'.I7',]? .7 t 	t.̀ 	iisutc. t .0 o 1 3 	 a 

' 6 	una 	í 1'I3:iir? C 	(:' 	('...t'i'1 7"!'_CC7.. 	.. i.<.., 	ces ';IC)O! 	... 	fs."C)I: las 	.'iqu 	en- 

1 	1i C 	P 	7) i tci}a! C`• Con 	10 	Ur11t.:C.t75 

1 



U 
de 	la 	enzima EcoRi, 	en presencia de bromuro de et::ic3io 	(100 lig/ml) 	en 	-- 

amortiguador Hin 	(7 mM de UaCl, 	7 mM de Tris HC1 p1i 7.5, 	7 mM de acetato 

de Magnesio y 	7 nud D7r); 	la reacción fu é efectuada en un vol.men final de 

I 

50 ul. 	Se 	tomaron alícuotas de 10 ci 	a diferentes 	t: .ic'rnpos y se paro' 	la 

reacción adicionando 5 ul do solución do paro de reacción. 	Las muestras 

se corrieron en un gel de agarosa al 19., 	horizontal, 	a 60 volts, 	durante 

6 horas. 

U 
Como so puede observar en la Figura 	(1Ga) , 	de!sele el tit`mpo 0 

con enzima, 	empieza a aparecer la banda cc,r e; r>oncliente al DNA relajado, 

111C]'e11' Ilt.4índ7 	C 	C'st.:a 	con 	el 	t.iE.'in;_U 	)' 	:31.ra11l t:ctllt'i:1 ontl: 	va 	C1C.'tiili%ar 	ci 	ndo 	- 

's<Il la banda crac, 	correrronde a] 	Darl 	c : r nI rol) 	icn a 	,tirtir. 	del 	_  

minuto 	5 	se cmnieza a 	notar una banda <su,: 	c.( 1'res:>on(:cr al 	I?t<A 	lineal, 	que 

tarnbi ón ce inc reme nte: a medida ucc el 	tien':o u 	la r c 	c ci 6n  avanza. 	La 

finura 	(16b) 	sirve como natrón de 	referencia dic'r1 	tivo de miaración de -- 

t ca, 

cada una dc. las formas de DNA en una clect:I'C fore:?1.4 horizontal de aCaro- 

corrida a 3v/cm. 

A 	de ion partir 	t'lat:oo o}::t:C'n]des con esta 	titulación, 	ce_ obser 

U 

✓ó que 	60 I111.nuLos 	es 	C1 	t. t'r!j'í 	de 	i ncutac:ión miir 	il(1C C:t ado bajo 	estas 	con 

dic.i.on -S 	dado 	erre 	a 	est.f.e 	tic:-,_,o 	t.1 	D:2.1 	.,ui 	 l 	nr 	1 	cc., 	(1.;il_rtrece 	coml>le- 

2:<sric. nt:e. 	mi;:;lh1 C`.. 	a 	C'.= t.e 	si o!rtC? 	t 1. C"np0 	de 	¥ I:C',I})üi: 1.0711 	 ::i 	:te 	la 	presencia a 

de 	')'7., 	c (' 	el .!: i (le 	< r: 	f 	....r: 	'i. _1 	(1 i n 	;i l.) 	a. c; 	c ,.r. 11!) 	cr. 	conv eni ente. 	Se 

'(I. !i tci 	i 	 1. ]1C:Ii 	i:"?.:1 	l.f. 	., . 	r;' 	rar: 	. 	C 	..IC 	 .I7C.: et:l, 	.(..•. 	..:li"ri 	y 	}roimiic 	d 	-- 

(:•ticio 	co!! 	I' 	 .crc. 	¿. 	l,. 	í.;?: 	. 	..... .as....(n 	C 	;J.':. 	¥ 	1! rf 	.". atar 	dC. 	eta ..í'I19: !" 	Un 

} 	
1 

..rl 	1.:<'.. 1  

ea 	ltll:, 	udc 	.'3ta1' 	•ai• 	c 	ii.,. 	1 	: 	t1 	11'c•C.' 	 .,. 	1'0? 	10 	tanto 	s!e 	- 

U 
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FIGURA 	1 6 a 

A 	 c D E F J 

F1GtJFJ. 16. 	) Ti tuiari6n de Li xeaccin de ebt.eiicidn de DNA en lorma 11, 
partir de DNA en forma 1 uranio una cndcnu 1 c (EcoRi ) en 

prcsencia de bromuro d e 	O 	ca rril ¡) DET sin di ceri r en 
presencia de Lre:rriro de ':t.icliç; carril E) DEIS d: rLanido 1i- 
1)0;: 3 ; carril C) DET r 	aio ; carril fl) DETI cL1;,<:' i do con - 
enzima en rresancia de larruro de etjdjn a3 tiempo 0; carril 
E) cinco minuton Q0l 	 ; carril F) diez minutos de mac 
cir1; carril 0) troiut ;ruc.0 de rracc.idr;; 7arril H) 

	

sinalos de rc 	carril 1) na=ta r:;: :c de reicci6n;  
r r  r r i 3 J) cien to  u,.; 	u o: da reaccion.3 ) 	Paplin c1 	- 
le f. r.uu:i a del fila di nipraciun de cada ira  :1 	las formar 
LE! 	en una electrolcr-sir 3 r ; cuenta 1 deara. nr aun a 2v1uni 	3 ) - 
373T 	forra 1 	(.urur 	rd3ed:;u); 	) ui:u nc n:.r'rrn;lilu»u 	3) 	-- 
LIS 	 e 	3 	(1)1. 	1); 	; 3 5J 	: 	'ron a 	(1 	le:aure) ; 	5) 



- 71. - 

pref iri6 tornar las condiciones iniciales y tornar el tiempo 6ptimo de reac 

ción de 1 hora. 

1 
2.2 	Obtención de fUT 	Circular de Cadena Sencilla 

Para encontrar las condiciones óptimas del tratamiento con la 

' eaonucl.easa III, 	se procdi6 a hacer una 	ti tul;aci.ón de la reacción, 	con - 

r.esp•c¥cto al 	tiempo. 	Las 	conc3icínries 	fueron 	las 	siguientes: 	4 }lg de DNA 

relajado, 	rnás 	28 unidades de e>:onuc.lezt,a 	I..II 	(1. 5 	1) , 	fueron 	incubados en 

' 50 nl 	de Tiis-}iCL pH 	7. 2, 	10 n'd, 	2 1r1: de ?Y;C1.2, 	1 	mM de 	-mcrcapt:o stanol 

a 	37°C. 	Se 	tascaron 	t71í.cuota:, 	de 	10 x.71 	en di ferent.es 	ti_escoas y 	sometidas 

' a elc troforesis en gel de aaarosa. 	En la Figura 	(17) 	se puede observar 

cine desde 	el 	t.iemuo 0 con 	la 	cr.::im<I, 	la 	r_xorrur.le..}sa 	111 	empieza 	a actuar 

y 	que 	entre 	10 y 	1¥ 	m1.^.11t'.O: 	la 	rc'acci'3n prnct 	se 	ha 	completado. 	- 

Por lo tinto Se decidió .idió cuco ba io estas Condiciones el tiempo Óptimo de in 

Cubación fuera de 30 y 15 mc untos 

1. 
2.3 	Condiciones 	de 	RL i'arae t.OI'I 

1 
Para obtener las ccndiclon?S acit.cu clac de r'E'} aracioIl, 	estas - 

'" han u ido 	)rohnda 	Con base en 3 c daLc.:: 	2:1'¿"C?T"i:ades por 	II ace 	(51) 	}' su- 

jetas a 	17c3i fic, doses. 	Inicial; i•nt::: 	el 	o1.it,Unuc1e6tido usado 	corno mUti- 

fu:¡ 	 la faeno, 	un 	c;aéc,..¥.,i'Tc:, 	c; t: 	}rc:.'crta 	.,_ct:c:ncir7 	_'i':ü,CT/'%'r1'G'I'I', 	el. 	cual 

I 

!:., 	r_ o: 	.C'.:c`!:1T•i{. 	a 	'Ji.a 	:i!"tr_ 	cl C 	la 	..( ru 	i 	o: 	rGccdida 	entre 	-35 	V 	-1.0, 

_.- r 	u:. 	} .. 	,.•• . 1 	t::"C)i'"•o -o7• 	C'l:!7crcico 	y 	con 	e1 	:IC.• 	s( 	de 	ea 	hacer 	-- 

li.0: 	r.lr 	1 	,.'7:.}I. 	........I 	1.a. 	4 	a 	.1 	1 	.'.:..z 	¥..:) 	.. 	...:+::t.ra 	el 	i1..!..... 	..;rc..  
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1 
1 

En 	los 	exj c:r.i.mentos de 	reparación, 	usando es 	o.l.ir.;onucleóti- 

do, •se observó que la Cf ici cn, 	la es demasiado baja y ¿:sto se supuso es -- 

1 debido a que el cloclec;íme:ro 	es muy poco estable al hibriciar con su 	temrnlado. 

1 La poca estabilidad del clodec,mero, 	sería atribuible a que es 

una longitud muy corta y rico en bases A y T, 	lo que daría por consecuen- 

(temperatura 	de 	des},il.rriciaciér,) cia que su Tm 	 sea de aproximadamente 28°C y 

I 

su Td 	(temperatura de hibr idación) 	es t:6 comprendida entre los 26 y 24°C 

aproximadamente 	(52) 

Para 	superar este 	i 	< 	r 	, e ¥. :,...nt . nz _n¥. , 	se 	•¥, .int:et. 	o 	un 	h¥..,.zciecárnero 

con la 	.siguiente secuencia 	PTAC;'I i'ivtiClA'1 PG'"P, 	el 	cual 	nieser,ta ahora 	un 

Tr,, de 38'C y una Tc1 entre 	36 , 	34'C 	(cada par de bases C,- 	_ 	4°C; 	cada 

' par de besos ü - T 	2°t_) 

La 	reacción 	de 	ret,<.:rcrcir",r, 	usando 	el 	}:e: xracic c¥í,ar: ra como 	primero 

se 	real i 	ó de 	la sien i ente manera 	el 	o]i..iant;r.luc>t:ida 	fuc 	fosforil.ado en 

su 	extremo 	5' 	la h: i.r,as;7 	f,s usando 	 (!(, .1 	}o 	14 como se reporta en 1aten ial y 

I . Métodos. 	Cinco microgramos de. DNA circular de cadena sencilla, 	fueron -- 

rnezclardos 	con 	r4 	l.:noLas 	del 	i:c xn-:?r:r.,i:*,crrc 	en 	'?'ri<:-3iC1 	t>!! 	7.5 	25 	r4•,, 	10 	mr1 

de .11901 2, 	500 rl': 	do Lr,C 1 	y 	1 	mM, de 	IY.rT , 	hervido durante 	̀.; minutos 	y 	enfria- 

do 	lentamente durante 	20 minutos. 	lle:. ! uti:; de este 	tictml:.o 	la 	reacción 	fué 

'  zjuL,:zci ; 	a 	0.8 	mM 	c.. 	cada 	uno 	de 	]c>:•, 	d.:.c, 	 tri fosfatos, :int.cic5ti: o: 	 0.4 	- 

I . 	 mM 	de 	1;'!':, 	:_ 	'i0 	t,r::ci..,c... 	de 	1;,.'; 	1: ,1;,,r.z.ase 	(;ra 	,:,c r,to 	crarcir_>) 	1'or. 	rnl i- 

I i t:ro 	y 	1 5, 000 	un 	d .; 	r".[ 	i;,.;T, 	1 a 	,sa 	de 	T4 	mor 	mil i 1. i r. ro 	La 	re ►cc :t>n 	- 

a 	1s `: 	rut .:,:c 	12 	h_ras

1 

1 
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I 

El D!z?% de la reacción de reparaci6n fu é usado para transformar 

la cepa de E. 	coli MC1O61. 	Las 	transformante fueron seleccionadas en me- 

1 dio s6l.ido con ampicilina y las colonias fueron transferidas a filtros de 

nitrocelulosa 	(I i.l.lir)or.o H.1'rF09Q) , 	para ser 	¥nal.i 	alas por el método de 	- I hibridación en colonia reportado por 	allace 	(52) . 	Hasta en el momento - 

U
.. en que se re arta este trabajo, 	no ha podido ser identificada una colonia 

que lleve el 	lsmido con la deleción sencilla en el promotor consenso. 

' Sin embargo se han obtenido mejores rendimientos de reparac:i.6n con el --- 

hexadec¥ímero y es probable que la mutación sea localizada en poco tiempo. 

1 

U 

1 
U 

1 

.1 

I • 

1 
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Dos vehículos moleculares que nos Iermi tirrín hacer. estudios - 

sobre los mecanismos de transcri 'ci 5n, a partir de un promotor modelo, --

fueron construidos por recombinaci.6n in vitro de DNA. 

El I,lásm.ido p 36onCm, es un vehículo que tiene el promotor - 

canónico, el cual está bajo el control del operador de lactosa (que está 

repetido en t:andem) y en el que a partir de coste se transcribe el gen de 

la acetiltransferasa de cloranfenicol. Este vehículo presenta caracterís 

ticas intoresant:es, como que a partir del promotor consenso se transcribe 

un producto que es fácil de cuantificar (la proteína que confiere resis--

tenc.ia a cloranfenicol.) . Esto nos permitirá medir, en forma indirecta la 

eficiencia dci. promotor para condiciones diferentes, Asímistno, en casa de 

que por manipulaciones futuras el promotor consenso incremente su fuerza 

( 35) , el operador de lactosa .. dr;: controlar la frecuencia de transcrit -- 

ción a Partir del promotor con senso, y nos oern;i ti reí hacer estudios de la 

influencia de una zona reguladora, sobre el funcionamiento del promotor - 

(podría esperarse, que un promotur muy fuerte confiriera una desventaja ^- 

selectiva a las clulas que lo lleven (n forma de multicapia) . Otra ca-- 

racterístl.ca importante es que este vehículo malecular presenta un tamaño 

pequeño (2, 660 pares de bases) , lo cual lo hace realmente atractivo para 

experlmLntos de clunacin, , i ui. a _ - de 	j ) 	l 	' 	r >r c:-- 

renta 

	c: i: 1 ¥ y C 	c., r;0 :;1¥¥ C. Cl. 1. c'! 	i . C:: 

renta dos cenes de.esisti neta a ..:it:! ;idt sitios 1:I .. 	 _ 	¥ eme, coC:C.iI¥; ._.¥. C 	51C05'i nara en- 

nicar de res rice in Inza1 i :n:ias d aire de Y. ',-.os qc ser r es adecuado cara 

iniciar el desarrollo ci la técnica ci: muza .nc 	t. o i.i , ecíf ic . diri- 

gida po 	Dli 	;ita lCL. í]:) 	ilt' t.i 
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Corno so dijo en los resultados, 	el p.A 36o1:,Cm presenta dos si 

tios de rest.r.icc.ión 	nra 	la enzima f?indlII que flanquean el gen de la 	-- 

' acei:i1t.r.anr.•fcrrssa 	de 	cloranf(.n 	Este 	la coi. 	tiene 	ventaja que este plás 

mido se puede usar como fuente de un fragmento de DNA que lleva el gen de 

la 	c7(. _-e' tl.l tt üt . 	t:.'t';d 	d 	r¥ , e doran 	.2 i  c z 	col, 	icor medio de una sirciple diyc.sti.bn  

con la enzima HindLII. 

I 

Sin c:,i ,uqo, 	para 	futuros 	e>:p risnentos que permitan clonar -- 

fragmentos de DN1 aue estn bajo el control dl promotor consenso, es ini 

' portante nue tenga un solo sitio para la enzima }iindl"II y que esté .l.ocali 

ado Entre el promotor. 	y el yen de la ar_eti.1t:..xn 	f(rasa de cloran£enicol. 

I Esto faci.l.itar la roconLI. 	nación de nonas 	funcionales del promotor, usan 

I do  el 	si t1.o interno en cal promotor de }fpaI v 	el 	sitio proximal 	de }Ii.ndIiI 

Por lo tanto, 	se constr.uv6 el p37, 	el cual 	cano se mencionó anterlonnon- 

te es un vehículo huís versiiti1 	para estudios de tS'í1nscripCi.6n , 	usando el 	- 

promotor consenso como moclolo y puede ser utilir,acio como viceh culo molecu-- 

1 lar de e1onaei6n. 	T:1. 0G 37 Presenta sitios únicos de rest:"icci6n para 	las 

siguientes 	en:.1.tilas: 	i'_v_.31I, 	}'.co?2I, 	Pali , 	}iiIclli! 	y 	} :1Z, 	que 	inact.ivcan 	al 

gen de 	la 	aceti1 t:..a:1SfC:rasa do 	CIoS"i]nfenicol. 	F;1. 	1'S íiy2i;ent.os 	de 	DNA 	son 	in- 

' 
ser hados en esta 1 nión; 	y 	de 	las 	enzimas 	}?vui y i'rt1, 	mue inact:ivan al 	- 

gen de re si 	eia a ami cil.121a si 	so.^. 7nt erru^lt'?1dos Figura 	(9) 

1• 
Con 	l.c, 	cia t'..0 	ci},`.:t..;.1C7::)i 	i.i 	(;t7S"t]r 	Cl e, 	`.`,+_C i 2 -;.nr ia, 	se 	pudo 	CO::11`1p 

Lar 	Ut.li• 	durante 	1.1.! 	c1.C::ü'.:'i6li 	C:'_ 1 	C 1 (.'X."f (]C 1" 	Sit1:t tico 	d(_ 	lactosa 	en 	el 	s 	t1..o 

único 	ii`. 	! 	}.. 	i 	 t 	 •. _.  	c¥ 	<...-:tr s ? 	, 	1 	¥7 } 	¥; 5,;¥.1,¥z- 	(1.1(:•dc¥ 	z"¥¥: 	 4ida 	Así- 

mismo, 	rc.n;. 	r.l 	ct. 	<<._; 	res 	s:r 	r:(:,2::ntran 	(n 	orlr,r,ación 	z2¥¥e!• 

tida 	con 	nes 	ect. 	a 	r„ 	lc.•'a3i 	ci61-, 	en 	c:l 	orer6n 	de 	lactosa. 	Esto 1.ociría 
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' ocasionar que los operadores no fueron funcionales, 	dado que se ha repor- 

tado 	(SO), 	que la simetría que presenta el operador es una car.acteristi,ca 

U Importante en la Unión del represor al operador y que probablemente juega 

un papel en el mecanismo de repre si.ün :;obre el operan de lactosa, 

Para comprobar cue cal represor, 	al unirse 	il operador, reprime 

la transcripción a partir del promotor consenso a pesar de estar en orien 

1 

taci.ón invertida y en una po -icián di. ferc nte con respecto al promotor; 	se 

y 
hizo una curva de crecimiento en presencia o ausencia de IPTG. 	Con los 

datos obtenidos, 	se demostró que los operadores ejercen un efecto repre-- 

sivo sobre el 	promotor. 	(Figura) 	(15) 

Esto 	nos 	indica 	que, 	ilic:icr,er'Jc,i( nt.:n( rltc 	cíe 	la 	eosición 	y orien 

U taci6n el operador 	ejerce u:7 efecto 2-rpt,.>-ivo cuando la molt-cul<-i del repre 

U consenso, 

sor se une a él. 	tiay que mencionar que 	ínr 	diritument:c 	a -35 del promotor 

em ¥i.era 	el 	1'irilnt r 	o.)rr rriG2` cíe 	tac. 	Como 	sabemos, 	I.>or 	las dato. 

? evisados por iju7ar(1 	(3. ) , 	1.u1 R NA 	C?1 ,imera 53 cubro aproximadamente mente 130 nu- 

cle6tido s, que van de -60 a i 	20. 	Al. unirse el 	2C'I'resor al operador, 	se - 

sabe que cubre apro>imadamente 26 bareá¡ por lo tanto lo rus probable es - 

que al unirse el 	rc_u: c sc)r 	(que es un 	tc; i:r<ímero, 	de 	una 	4:01 a 	subun..i dad) , 

imr..ida 	c st:rir.ament:c que 	la 	RNA pol i::í(.. . 	a 	re una al uro:notar. 

cu(. 	esto 	Jealrlc!rit( 	ocurra, 	tr.r'ícnos 	eue 	to:nar .'ara 	 en cuela 

U
., . , que 	tanto 	1,.. 	R :,, 	un] i::•, 	x ;s¡z 	( 	(,) , 	cono 	el 	rci.n <rc or 	(50) 	se 	unen 	en 	un 	ro- 

lo lado de 1. i1 1.?i)l'cul<] de DNA. 	F:;1 	é uer, 	si 	este 	fuere el 	caso, 	la GYiun- 

taçión 	del 	C;'•j t:.2 dC:C'r 	C'tit, 	I`i^::i 	.'E''.:C) 	a] 	I C:.'.C)Í:L:i l' 	consC:eso, 	debería 	C'2(° 	estar 	en 

tal 	fo:`..,.. 	ceo 	tanto 	?,, 	3. F1 	:l::',' 	I :.. 	.. 	y 	el 	2 	r;2 	:r,: 	1 	usan 	en 	esto 

'1 

1 
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U 
caso aprox.irnada:nente a 	la misma cara del DNA. 

' 
Otra cons.idelaci6n que. 	se 	tiene que hacer, 	es que al estar in 

vertido el operador, 	la orientación de unión con respecto al promotor debe 

ser notada casi 	1.80° con respeto a lac. 	l ste podría influencia su activi- ' Sin 

dad represiva sobre la formación del complejo ::T'A polimerasa promotor. -- 

-- erllbaryo, se ha reportado que el lado izquierdo del operador (en su 

• posición normal.) 	es al 	cual 	se une ln; .: 	iue:t..mente el 	represor. 	En 	la -- 

Figura 	(18) 	se Duele ver que este ludo izquierdo, queda adyacente al promo 

• ton consenso, 	lo cual 	os < onsi1;ten :e con 	la r:,:r=sc:}ci.a de represión. 	En -- 

otras palabras, 	el 	efecto de represión sobre la unión de la 	t?7A polimer.asa 

'' al promotor por C'1 	reni. 	r 	%C3llri,cl ser m s efi.cient( 	en esta CJC.ii ntación, 

• por la nosi.ci6n que tiene con respecto al 	t roniotor, 	Para comurobar. esto, 

se requeriría cambiar la gl'l.í_ntaci in de los operadores con respecto al -- 

U promotor consenso y medir en forma comparativa el efecto represivo del re 

presor lac en ambas oricntac.iones, 	ti tul ando di rectamente la concentración 

de la ac tl.l , transif erarsa de C1.oranien:coi 

' los dos 	 fueron 	 - Con 	vehículos ii(cleclllares que 	construidos en 

I 

este 	t:.rabajo, 	se 	Ct U eS;U 	a 	cit_silr1'o] 1.ar 	la 	t:í¥c ñica 	de 	r1UCaC.C:1lesis 	sitio 	CS- 

pccífica 	derivada 	por 	C71.),gonuc].CIC)t.idoft 	';;.illtst 1.cos. 	Para 	efectuar 	C sto, 

U 
se emr»ezó 	 ;or montar 	las 	condiciones c>, t.l: ;:., 	dc: 	la 	reacción, 	para obtener 

DNt 	en 	forma na 	'I 1, 	a 	partir 	de 	t :i, 	. r, 	a..... 	1. 	i as 	cc' n ?i ri r.,nes 	que 	conside 

TrSIJ:> 	adecacirtc, 	tan 	]{:):, 	1':..';li3 tLtí'.;).- 	L.=t.o 	nos 	ha 	7Crmit.ido 	-- :='C 	3'íi:)r;r 	en 

I
cue ahora 	la 	I'C:itCC?O!l 	.. 	.-.i 	%1. 	' `:t1C: 	.l,c.'1'ii:t.. 	1`'.ii 	t:::J':u 	5' 	1'ç-oduriÍilf'.. 	Un 	irro 

¥`1:3 	Ir 	} C 	 • 	 :: 	 . '" 	¥ 	C':E• ,.li", 	f.¥''¥ • 	C.'.:f 	CIA 	una 	. 	¥° 	. 	"- ..EI 	tl 	C:• 	la 	I"t:' 	fCC1C:l, 	li! 

• enzima 	c,} 	Eien..a 	a 	c31 	:<'rr;: 	 '..,_i,,a.nt_. 	al 	..;F, 	+?c 	irlo, 	O. 	1. 1 	.I7 i:nc:o 	;;}ole: 
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1 
U 

cul as 	l¡ nea 1. es 	Se 	va ri.6 	la 	conc:trr;t.r.:iri.c n 	ile 	i:t7ritnr 	y 	]a 	CC) 	ent: yac iün 

de bromuro de 	et:i.dio, 	con 	respecto a 	la 	cc¥nc 	ntr.rrc:i6 n de 	el ?roble 

ma 	siguió 	 Por 	lo 	tango, 	no riocidi6 	as c..;nc:<nt-acio-- F:rersi.stiendo. 	 que 

nos 	iniciales eran 	las mejores, 	escorando que el 	[i!1h 	]final 	no afec¥.e a 	- 

los pasos siguientes de esta rnc:tc>cioloqSa. 

Las 	condiciones bc:, t.i.n ss 	t :-tra 	obtener 	DNA, 	ci rcu1ar ci ta 	cadera 

U
.' senci.11a, 	a partir do DNA relajado, 	est.6n do acuerdo con 	las 	.r.eraor ocias 

por. 	E 	t't.;] lace 	(51) 	;aLe::tte 	la 	re rcc, iát: 	es 	f¥íci1 	y 	las 	titnlacio 

' 
 nos 	fueron 	bes tanto 	2"C'!7T'OI:llC.i})it n. 	51.11 	í:ít):.i!'t7C7, 	este 	reucci6n 	CS 	:otai- 

• monte 	doc:>c:ncli.cntc de 	la 	cal. idad 	de 	mur if,icrici6n 	de 	la 	E.:onucl<:l,a III. 	y 

del. 	 n D!?, 	ya 	crac 	en ocasionen 	el 	D3! 	es 	t ot r ltnc .;tr. 	c,i 	s'a-iado. 

10 ci 	1,tcmente, 	1;iucc 	[:u1 1 nc . 	(c.c.).,t.ni uno i6m 	t:.. 	nona1) 	ha 	roe- 

li.medo Inut.agenesis 	sitio esi (-!C1ficas Una;iCio D! 	rol ajado coma 	temrl 	cic 

Cae 	renal"i.i 	1,Ón, 	snitindone 	el 	raso ele 	la 	i:::(7r1UC].0 nsa 	FI T 	:'t] 	CTue 	Este oca 

1 siona 	los problemas 	que menu itj:l1:'SrnC) ;. 	En 	opC: 1do es 	siendo probada 	en 

laboratorio. 

Col] 	10 cine rE:"peota 	a 	1a:, condíicion.er de reta 	ac1ón, 	honor 

tc:nl.da 	c'fici c nc l<-is 	muy 	bajas   , 	t; :• ;rt:) . 	ti. 	do3 	c_:,..:• rc7 	cono 	primer 	de 	la 	-- 

reacción. 	Por 	lo 	tanto, 	nc. 	si nt:Cti _(> 	un 	tlt. X17 	. 1.,+. 	), 	í:St1i. 	en 	..• ..+ 	estalle 

',' 	 tT7. 	le' 	 Con con 	hl. 	queso 	íi.' + 	C:I'£:..0?r) 	5.1:j.;:'Cf: 	;•l.T?C= :til?(;•Itt:U: 	ente 	C>l.l(Jtili- - 

' t 	) edt i de, 	non 	t)'. nt'`_ 	u c i + _ ,..ic 	:a 	1... 	. 	... 	.:.+:r_ 	cií.. 	1 a 	colon' a 	ant". 	Cr.;.r 	+ 	.t: 	C. 7 

1<5:.mido 	con 	la 	ci 	l+ 	ci 	..:.. 	, l l.. 	r 	u i 	t rc,,.,:t.n: 	con r:( :;;c 	!-c- 	i,un 	(d 	tc- 

U nido  colon 	un 	( nr .5 	i. 	+.. 	. 	r 	t 	3 , 	 aa y 	i . 	l 	? r 	:+,.ir•, 	5c 	ia 

_nicii..io 	1.%i 	':.).. 	 tlt 	..7¥. 	d 	l 	' 	.. 	C. 	...t+. 	. 	cal 	 '].,. 	 ..._ 	con 	1,1 	..1 ta:- 

1 
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en 	r_•1 	I, 	cri,>tor, sin 	t!,nt.r 	rrsult:,aos 	l ,o. it.iv 	, 	sir•, 	cmt:.arcjo 	se 	han 	ras-- 

t:.re3,50 un 	"G1"1 ro h,-¥jo de 	colonias ('00) 	y 	c:s 1., c,1 a,le 	aún que 	la 	clona 	- 

I positiva esté en estas colonias ya que se ha 	rci:rr fado que 	la eficiencia 

1 de otit.enci6r: cl ntutac:i6n 	c.on 	r. >te .>i ;tuna 	va 	de 	el 	0.5%, 	al 	7%, 

1 1 
1 
1 

• 
1 

1 

1 1 
1 
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