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I. INTRODUCCION

1) INGENIERIA GENETICA MOLECULAR

Desde el ano 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 hiologia rolecular ha recorrido un largo y exito
so camino hasta la fecha. Parece que este gran descubrimiento encendid -
la mecha de una serie de espectaculare sucesos dentro de esta rama de la
Biologia. Dichos acontecimientos comprendieron desde la deduccidn del --
cbdigo genético la forma en que, el meqsajc contenido en el DNA es tradu-
cido a proteinas, previa sintesis de mRNA hasta la comprensién de la regu
lacién de la expresidn genética en ciertos operones bacterianos (2}.

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

.
cipios de los 70's, fueron efectuados gracias al desarrollo de las técni-
cas de investigacidén en genética, bioéuimiéé y biologia molecular. Sin -
embargo, el gran tamaio del genoma y su compleja organizacidn molecular,
no permitian en aquel entonces, disectar regiones especificas 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 descubrimieatos previos, como la identificacidn y caracteri-
zacibn de enzimas cuyo substrato es el DNA (3), se empezd a desarrollar -
la técnica conocida como Ingenieria genética molecular o Recombinacién --
in vitro de Acidos Nucléicos (4). Esta técnica permitid que el genoma -~
pueda ser fragmentado y que los fragmentos sean aislados y propagados a -

través de multiplicacidn celular o clona molecular de DNA (4).




La Ingenieria Genética Molecular puede ser descrita de la --
siguiente forma: dos o mds fragmentos de DNA son recombinados in vitro
mediante el uso de una serie de enzimas; uno de los fragmentos, llamado
vector o vehiculo molecular es capaz de replicarse en la célula huésped Yy
el otro, el fragmento clonado, es replicado en la célula por estar unido

covalentemente al vehiculo.

A continuacidn se discutirdn algunos de los detalles de esta

metodologia.

1.1 Generacidn de Molé@culas Recombinantes

Existen diferentes alternativas para la generacidén de fragmen
tos de DNA. El mas utilizado es el uso de enzimas de restriccidn. Estas

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

-

Existen tres clases de enzimas de restriccidén: a) enzimas de clase I, -

T e € O VS ST AT i T O fﬁﬁ?dﬁvla%‘ﬁridﬁrﬁb”en'débﬁﬁﬁtf?sé)’qué reconocen una secuencia
especifica, pero el corte es en una regién inespecf{fica. b) Enzimas cla
se II, las cuales reconocen secuencias especificas Y cortan dentro de es-
ta secuencia. c¢) Enzimas de clase III, que reconocen una secuencia espe

cifica y cortan en un cierto nimero de bases después de esta secuencia

(5).

Por sus caracteri{sticas, las enzimas de restriccidn clase IT
son las mds utilizadas, Estas como se menciond anteriormente, reconocen
secuencias especificas de 4, 5 Yy 6 pares de bases, Las endonucleasas de
restriccidén clase II catalizan la hidrdlisis de los enlaces fosfodifster

en el DNA en puntos donde los nucledtidos complementarios estdn ordenados




en secuencias con simetria rotatoria: una palindromfa comparable a una --

palindromia lingliistica (5).

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

cibén clase II, asi como la secuencia que reconocen.

Algunas de estas enzimas de restriccidn cortan las dos cade--
nas del DNA en los enlaces fosfodiester localizados uno directamente so--
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 si, dando lugar a --
fragmentos con extremos de cadena sencilla que van de dos a cinco nucleb-
tidos. 'Hay endonucleasas que gencran extremos de cadena sencilla en la_—
posicién 5' y otros que generan estos extremos en la posicidén 3'; todas -

ellas dejan el grupo fosfato en la posicién 5'. .

‘gi','f-"}"-}?’ﬁ:}}';@Jﬁ’zxwg'::;@;i;;‘g_:‘-ygreew’w.‘%")}'fﬁf!(r‘f-‘.;r;z;~ de--log métcdosrusadod spara ‘generhr fragmentos de DNA es
a trav@s de la purificacidn de mRNA, A partir de este RNA se puede obte~
her cDNA, utilizando la enzima transcriptasa reversa (6). El rompimiento
mecdnico controlado es uﬁ*tercer método para generar fragmentos grandes -~
(mayores de 10,000 pares de bases) (7). Un cuarto método es la sintesis
quimica de DNA; se puede disefar quimicamente un fragmento de DNA que ten
ga una secuencia especifica, y &sta ser clonada para su estudio o expre--

sidn del producto codificado (ver despuéds),

Una vez obtenido un fragmento de DNA éste es unido covalente-
mente a otro (el vehfculo molecular) usando una ligasa de DNA, siendo la

mds utilizada la codificada por el fago T4 (8)., Estas cnzimas son capa--



Figura 1. ENDONUCLEASAS ESPECIFICAS Y LAS SECUENCIAS QUE RECONOCEN
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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).

Anteriormente, se ha mencionado que un fragmento de DNA hete-
ré8logo es unido o ligado a un vehficulo molecular, por lo tanto es obvia -
la importancia del vehiculo molecular de clonacidn al cual nos referimos

enseguida.

Desde 1976 a la fecha, se¢ han disefado una serie de vehiculos
moleculares que pueden ser introducidos en diferentes especies, los cua--
les presentan caracteristicas particulares dependiendo del organismo en =~
el que son introducidos. Se han construido vehiculos moleculares para --
bacterias, hongos, c@lulas vegetales y c&lulas de vertebrados (9,10). -~

Cabe sefialar que los vehiculos moleculares mis utilizados son los que pre

sentan como célula receptora a &ChOllChla COll, dado que a nivel genetlco

2 e

R D ‘u“, .n

~'y molecular es el ‘organismo mejor comprendido: y perm1LL una oelecc1on fa-

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

risticas de los vehiculos moleculares de E, coli.

Idealmente los vehiculos moleculares tiles para clonacién en

. coli deben de presentar las siguientes caracteristicas:

a) Que sean replicones autdnomos

b) Que pucdan ser purificados en gran cantidad para su caracteriza--
cién fisica

c) Que su tamano sea pequeno

d) Que presentan sitios Unicos de restriccidén preferiblemente locali
zados genes estructurales de marcadores genéticos
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) tme presenten caracteristicas que permitan una f3cil seleccidn de
moléculas recombyinantes

f} Que se conozca la sccuencia nucleotidica completa del vehiculo

En E. coli se han utilizado como vehiculos molecularces plismi
dos y Tagos (A M13, etc.) principalmente. Inicialmente nos referircmos

a los plismidos como vehiculos moleculares de clonacién y posteriormaente,

mencionarenos las propiedades de clonacidn de fagos de E. coli, principal

mente en el fago

v

os_como Vehiculos Moleculares de Clonacidn

o4 .
1

Los plasmidos son meléculaes do DA circular, extracromesomales,

de roplicacion avtdnoma vy gencralmente dispensables para la célula. Estas

moléculas de DUA han ¢ido ampliamente utilizodas comoe vectores. Se ha tra
hajado prirncipalmente con dos tipos de plismidos, come vehiculeos, los cua-
les oo distinguan por sus propliedades de replicacidn. Unos monocopia como

¢l plévmido pSC101 y otros multicopia como el  ColEl (11).

2

Los plasmidos multicopia son altamente utilizados en la actua-

lidad, ontre ellos destacan aquellos gue han sido censtruidos in

gue son deravados del plaonmido el Bstos plasmidos 1lovan genes que co-

difican para rasistencia ¢ antibilticos,

lo gue permite una ficil seleccidn
de Voo cflnlar aue portan cetos voctorors.

Les rlaswmidos mejor caracterina--
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Figura 3. CAPACTERISTICAS LE 105 PLASMIDDS DE LA SERTE pDBR. COMO
VEHICULOS MOLECULARES DE CLONACION
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1.3 Fagos en E. coli como Vehiculos Moleculares

Los vehiculos moleculares fdgicos mids utilizados en E. coli
principalmente son derivados del fago A. Una caracteristica de todo deri
vado de A gue puede usarse como vector, ¢s la ausencia de sitios de res--
tricecidén usados para clonacin en la regidn indispensable o esencial y la
presencia de uno o mids sitios dentro de la regidn dispoensable. La elimi-
nacidn de sitios de restriceidn en las regiones esenciales del genoma de
A ha sido lograda por medio de la seleccidn de mutantes o medi..nte la in
troduccidn por recombinacidn de deleciones y substituciones que cubren --
estos sitios. Otro vector, fué censtruido de tal forma qgue todos los si-
tios de la endonucleasa BEcoRI, on el genoma del fago fueron eliminados; -
posteriormente, s¢ introeduje un nuevoe sitio de restriccidn para la endonu
cleasa FooRl, guoe gueda cowmprendido en el gen que confiere inmunidad al -
fago X 434, mediante la substituceidn de la regidn de inmunidad de A por -

la del 434 (16,17).

En la mayoria de los vectores £dgicos dischados para clonacidn

4

con EcoRI, uno de los fragmentos en el centro del genoma del fago, ha sido

escindido con EeoR1I, dande origen a un faso con dos nitios de EcoRI. Cuan

do Gste es digerido con estva endonucleasa oo aeneran tres fragmentos, los
dog miz arandes coenprenden los extremos del fage.  Los vehicules molecula-
rey derivados Ge )\, crecenvan e ventaja de gue so opucden clonar fragmen-

ton granner e LA (hidta 26,000 §aves de farer), 1o cual es dificil de lo
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taelrones mas finas (’..‘(.Jm(.) Cu—-
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Paralelamente al desarrollo de las técnicas de recombinacidén
ig_xigﬁg de Acidos nucléicos, ha habido un progreso importantes en la sig
tesis gquimica de polinucledtidos; ello ha tenido como consecuencia que la
ingenieria genética molecular cuente con una herramienta vill que permite,

en muchas ocasiones, realizar de un mnodo mas sencillo, elegante v directo

la clonacidn y caracterizacidn de regionos de DNAL

1.4 Sintes

ouimica de DUA

-

No ¢s el objetivo de esta introduccidn, detallar los procedi-

mientos de la sintosis guimica de PDEA, sdlo hasta con mioncionar gue exis-

ten diferentes métodos pore realizor la sintesis de polinucledtidos; que
el mérodo que fué urilizado inicialmente o el del diester desarrollado -

por Khorana (18), que pestericrmente fud desarrollado el nétedo del tries

ter (19), ol métade de la polir

=
~
17
—
~

~Gtido tosforilasa (70) y cue reciente-
mente se ha desarvollado el métodos del fosfotriester on fase sdlida, el -
cual permite la gencracidn de oligonucledtidos « partir de la unidn del -
primer nuclediido a un sélido de soporte y adicionar posteriormente los —
micledtidos riguientes, pormitiendo la sintesis de seumentos grandes (hag

ta 40 bases) on poco ticmpo (19)

For lo que rospecta a lon usos de Jos oligonucledtidos sintd-
ticos on (ctudios de recorbinacidn 1n vifro de DA, cabe menciorar varios
as 5

spoctos:  uno do los brimoros oo plos del o use de eligormiclediidos sintd

Licos gue tuvo un gran dopacto on o xperimentos de DI Yecoobinante, fud

-
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ético fué clona

la hormona hwnana somatostatina, este scgmento de DNA sint
do en el pBR322 en forma de un gen hibrido con la secuencia que codifica

para la @—galactasjdasa de E. coli y se denostrd que se producia somatos-
tatina, bioldgicamente activa, después de separarla de la proteina hibri-
da. De forma similar se han clonado las sccuencias de DNA sintético que

llevan la informacidn genética, para las cadenas A y B de insulina, hormo.
na de crecimiento y el gen de interferdn de leucocito (22,23). En teoria
se puede construlr por sintesis quimica de DNA cualquier gen de una peoi. L
na de importancia social, tenifndose conocimiento de la secuencia de ami-

noadcidos de ésta.

Otra aplicacidn que aporta la sintesis gquimica de oligonucled
tidos, es la de utili.car adapgadores ("linkers™) gue contienen la secuen-
cia de DNA que eg recopocida por una o mis endonucleasas de restriccién Y
gue pucden ser ligades a fragmentos de DHA para facilitar su clonacidn --

(19), Figura 4.

Uno de los métodes mis empleados en experimentos de secuencia
cién de DHA, es el que ha sido descrito por Sangar y colaboradores (24).
En esta técnica el fragmento de DNA que se desea secuenciar se encuentra
en un vehiculo molecular gue funciona como vomplado para la DNA polimera-
sa I, ague incorpora nucleduidos a partir de un primero. La reaccidn es -
incebada en présencia de desoxiribonucledtidos (une de ellos radiocactivo)
y de un didesoribonucledtido pare cada base gue se desea leer, de tal ma-
rera que existe la wrobabilidad gue el dideseribonucledtido sea incorpora
do en cada una de las posiciones en las caales os complementario. Al ser

incorporade el didesoribsxinucledtido, éste ya no es substrato para la --
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DHA polimerasa y por lo tanto la rcaccidn se para en esta posicidn, resul
tando una poblacidén de moléculas de difercnte tamafo que corresponden a
la posicién donde fu@ incorporado el didesoxiribonucledtido especifico.
pPor medio de sintesis guimica de DNA se han diseilado oligonucledtidos que
hibridan en puntos especificos en un DRA templado y que pueden funcionar

como primeros en el método de secuencia de Sanger.

A partir del conocimiento de la sccucencia de aminodcidns de -
una proteina, se puede deducir las secuencias nucleotidicas probables que
codifican para la proteina; tomando ventaja de ésto se pueden construir -
oligonucledtidos sintéticos que sean complementarios a la secuencia del -
gen de interés y gue pueden funcionar como sondas o rastreadores de clo--
nas de cDNHA. De este modo, fué aislada una clona que contenfa el gen del

citocromo € de levadura (25).

Una herramienta poderosa para la alteracidn de un gen, es ha-
cer mutagénesis dirigida. Existen varios métodos para realizar mutagéne-
5is en sitios directos (26), pero el método mis preciso y flexible depen-
de el uso de oligodesoxiribonucledtidos sintéticos. E) proceso utiliza un
oligonucledtido gue sea couplomentario a la regidn blanco que se quiere -
matar, pero gque presente una o nGs bases desiguales, sobre las cuales se
quiere efectuar la mutacidn, Tal oligonucledtido es hibridirado contra -
el DHA blanco el cual puede estar como PRA de cadena sencilla o como DNA
en forma 11 (relajado que contenga una mella en un enlace fosfodiester).
Una vez realizado fsto, el oligonucledtido funciona comoe primero en una -
reaccion de sinteris de DHA polimerasa I {(frazzmento grande) y posterior--

mente, sellado con la lioasa de T4, e esta forma, sc obticne un DHA reo-
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parado el cual es usado para transformar a E, ggii. En la célula se co-
pian ambas cadenas de DNA durante la replicacién del plésmido, obtenién-
dose el DNA que lleva la mutacidén descada, Figura (5). Posteriormente -
para determinar aguellas colonias o placas que contengan el DNA de plés-
mides o fayo con la mutacidn de interés, se realiza una hibridizacién en
colonia o hibridizacién en punto (para fagos), utilirando condiciones en
las cuales hibridice preferencialmente el oligonucledtido con aguellos -
DNAs qgue sean totalmente complementarios y se pucde distinguir el efecto
de una base desigual al hibridizar (27). Por Gltimo, y para demostrau
gue la mutacidn estd§ con la o las bases descadas se obtiene la secuencia
de DA de la regién blanco. Hay que seflalar gue este método de mutagéne
sis in vitro presenta ventajas sobre cualquier otro. Las ventajas prin-
cipales son: a) la mutacidn fe pucde realizar en una base especifica y
se¢ pucden hacer transiciones, transversiones, inserciones y deleciones:
b) aparentemente se pueden ocasionar deleciones cspecificas hasta de -~
300 pares de bases y (J. Rossi, cemunicacién personal) c) el mismo eligo
nuclebtido que se usa como mutdgeno se usa como rastreador para localizar

las colonias o placas con la mutacion (28).

De esta forma, las téonicas de recombinacidn in vitro de &ci
dos nucléicos y la sintesis guimica de DHA, aportan las herramientas ade
cuadas para poder estudiar regiones regulateories on ol genoma, discctar

y secuenciar goenes,




2)  SECUENCIAS REGULATORIAS INVOLUCRADAS EN LA PROMOCION DE LA TRANSCRIP
CION EN E. coli

La expresidn genética es controlada, en parte, a nivel de trans

cripcién de RHA. La sintesis de RNA estd regulada en una variedad de sefia

les especificas codificadas en el DHA; algunas de las cuales son sitio

14}
o]
|

pecificos para el inicio de la transcripecidn (promotores) y otras son si--

tios de terminacidn de la transcripcidn para la RNA polimerasa.

H

La regulacién transcripcional estd dada por v modulacién de -
la eficiencia con la cual la ®NA polimerasa puede voeconocer e intevactuar

con estos sitios (29),

La secuencia de bhases particular de DNA, con la cual interac--
tua la RNA polimerasa, en parte detormina la eofcctividad (fuersza) del pro-
motor o del sitio de terminacidn. Asimismo, un némoro de méléculas efecto
ras pucden influenciar positiva o nogativamente cste interaccidn entre la
RNA polimerasa y el DNA. En muches casos, cstas moldoulas efectoras tam--
bién reconocen una informacidn, contenida en la sccuencia nucleotidica en
el DNA templado, la cual estd adyacente y/o sobrelapada con el sitio de --
accidn de la RHApolimerasa. Sin embargo a pesar de estas similitudes, --
ocurren diferencias estructurales las cuales especifican las variaciones -

funcionales gue existen entre los sitios gue regulan diversos operones.

En esta parte se resumivd alcuna infermacidn acerce de las cecuencias de

DHA dnvolucradas en el control, ;i woeidn o terminacidn de la transcripeidn

en E. coli.



pefiniranos un promotor de E. coli, como aguella sccuencia de
DHA que es reconocida por la RNA polimeresa, formando un complejo a par--
tir del cual la enzima puede iniciar la rintesis de RMNA en forma dependien

te de DRA (37).

Los patrones de

de RNA in vitro de gencmas de fagos,
mucstran gque regiones diferenteos son transcritas con intensidad (fuerza)
difercnte; imnediatamente se hace la siguiente pregunta dgué es lou e de
termine 1o fuerza de un prometor?  Pava contestar esta pregunta existen al
menos dos parfmetros gue debon ertar relaclenadas con la fuerza de un pro-
mator: &) la velocidad de formacidn del complejo RNA polimerasa-promotor
v b)Y la velocidnad con la cual la WA polimerasa pucde iniciar la LTANSCrip

cidn.

L osvarios promotores la volocidad de iniciacidn de la sinte--
sis de RMA es altamente :arida comparada con la velocidad de formacidn del
complejo (20). Por otro lado tante la estahilidad del complejo, como la

velacidad de Cormacion de Cste, varian considerablemonte entre promotores

v opuede, contribuiv a o Tuersa de Cntos (31),

La BNA polimorase de B.o oonldose une a una larga variedad de

jromnator Lovirees, Cormande un oo 20 o oen 2l ocual el DNA en 1z regidn

del o ryer car oo dosom relliada L v lte de la doble hélice (32), --
Lote ¢l e e glramentse ostcb e o Mo e Ptide determinar provicdades,
faoier i, g, S i O Tentos Ao protecs
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protegido fué alrededor de 70 a 80 nucleStidos y cubre las regiones de --
=60 a + 20 del promotor (los nimeros positivos o negativos, se refieren -
a la posicidn hacia arriba o hacia abajo, a partir del primer nucledtido
contenido en el RNA transcrito; (Figura 6). Tnteresantemente una de las
dos cadenas de DNA, es protegida con menor eficiencia que la otra, indi--

cando una orientacién de unién de la proteina al templado.

Se ha, podido secu-nciar un gran ntmero de promotcics de -=
E. coli y &stos han sido sujetos a estudios comparativos. Se ha observa-
do que hay ciertas secucncias que estdn altamente conservadas en todos ~-
ellos. Alrededor de la regién de -10, Schaller y Pribnow, (33) descubrie
ron una regién de alta homologia, la cual es nombrada comunmente como
"caja de Pribnow". La secuencia prototipica es TATAAT, en la cual la po-
sicién ocupada por la timina subrayada, estd conservada en todos los pro
motores investigados hasta la fecha. Otras dos bases que también se en--
cuentran altamente conservadas son las dos iniciales (TATAAT) , Una segun
da regidn de homologia ha sido identificada alrededor de la posicidn -35.
Agui hay un trinucleftido altamente conservado, cuya secuencia es TIG. La
secuencia TT6 es scguida hacia abajo por tres nucledtidos que estin un --

Poco menos conservados y gue dan como resultado el examero TIGACA.

Rasgos comunes pueden también ser ohservados en secuencias --
aledanas al sitio de inicio de la transcripeidén, de tal forma que esta --
reazccidn (inicic de la transcripeidn) es altamente selectiva con regpecto
al nucladtido con el cual inicia; la cadena de ENA comienra predominante-

mente con una purina, donde K es rds frecuente que G (34) .  En algunos -~

cas0s <in embargo, C o U purden iniciar, Siguisndo esta especificidad, -




el sitio de inicio de la transcripcién estd localizado dentro de una se-
cuencia, poco conservada (CAT) a 6 6 9 pares de bases hacia abajo de la
regién de -10 (34). En la figura 6 se pueden obzervar algunas propiedades

del complejo RNA polimerasa-promotor,

Se ha podido detcrminar que mutaciones en las regiones de --
-10 y =35 afectan la fuerza del promotor. Por ejemplo, una substitucién
en la T en la posicién -6 de la caja de Pribnow, baja dramiticamente la

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

o

posicidn -.' : con
la G de la regidn de -36. Por otro lado también hay mutantes que incre-
mentan la fuerza de un promotor; estas mutaciones en todos los casos acer

can més la sccuencia del promotor a la de un promotor con senso (29),

Con respecto a los necanismos por los cuales la BNA polimerasa
de E. Egli reconoce las secuecias anteriormente mencionadas como un Promo
tor y a partir de éstas e¢s capaz de iniciar la transcripcidn, existen es-
tudios no muy completos.McKlure (35) a propucsto el siguiente modelo para
describir la forma en la cual la RNA polimerasa se¢ une a un promotor e --

P

inicia la transcripecidn:

RNAP + | Prjes=t REAP-Pxf g =Y RIADP-Pr MoORNAY =P
o ac !
donde: RKAP] = Concentracion de RUA polimerasa
.
br ] - Concantracion de secuencias reconocidas como promo-

tor

racidn de complejo csrrado

;uwunwwl = Concentracidn del e tadoe de trancicidn entre ol
ac . ) .
cenplejo corrado y el compledo abierto
RHAV—FJ - Concentracién de comrledo otior to
4 : .
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FIGURA 6. Esguoema de las caractoristicas de un promotor de E, coli,
@) el ndmero de pares de hases que eos Jrotegido por la RUA
polimerasa en cexperimentos de protecceidn contra digestio--
nes de DNAaazal, b)) La secuencia de un promotor procariote.
¢)  La reqidn en la cual ocurre la isconmerizacidn.,  d) Ro--

giones de mayor conta to on el complejo R

A polimerasa pro
i 2
motor.




La denotacidn complejo cerrado explica el momento en el que la
RNA polimerasa se une a un promotor, en otras palabras cuando la polimera
sa se ancla al promotor, Fl complejo abicrto se define cuando la RNA po-
limerasa se cncuentra a punto de iniciar la transcripcidn y es un estado
irreversible. W. McKlure ha calculado las constantes de equilibrio para -
cada uno de los pascs de la recaccién, en algunos promotores y ha determi-
nado que para unos la eficiencia estd dada por la constante de equilibrio
de formacidn de complejo abierto y que para otros, la veloc . AnAd de unidn

de la RNA polimerasa al promotor cstd mis relacionado con la fuerza de -

e

zste.

Por otro lado W. Gilbort y colaboradores han realizado estu--
dios de proteccidn con RNA polimerasa, contra reactivos que modifican cier
tas bases en el DHA ¥ que posteriormente sensibilizan a los enlaces fosfo
diester a la hidrélisis (36). Urilizando este sistema, se ha podido suge
rir gue la regidén de -10 es importante para el reconocimiento del promo--
tor por la RNA polimerasa y que las regiones de -35 y -10 son importantes
para la isomerizacién., Asimismo, se ha podido determinar gue las bases
gue aparentemente interactian con la RNA polimerasa tienen sus grupos fun
cionales (gue pumden formar uniones débiles) localizados preferencialmen-
te hacia un lado de la molécula de DNA, lo cual sugiere que la distancia

entre Jas reglones de -10 y -25 s altamente imnortante.

2.2 Regiones de DNA Reconccidas peor Moléculas Efectoras

En la sayoria de los operoncs bacterianos la RNA polimerasa -

Se une a un promotor y normslnente una regién adicional, una regién reqgu-




ladora, se encuentra localizada junto al promotor, Esta regidn es reque-
rida para proveer un mecaniswo por el cual la célula pueda regular la fre

cuencia con la gue la RMA polimerasa inicia la transcripcién del operdn,

Esta regibdn regulatoria, gue actiia como un control de la fre-
cuencia de transcripeidn, funciona como una valvula permitiendo que la RMA
polimerasa transcriba en alta o baja cantidad de RNA codificado en el ope-
rén especifico, Tal frecuencia con la cual el operdn es transcrito no de-
pende solamente de la eficiencia del prowotor como tal, sino también del -
grado con el cual la regién reguladora rest:inge el paso de la RNA polime-

rasa por los genes del operdn o la unidn de 8sta, al promotor (37).

Las regiones regulatorias se han clasificado en dos clases fun
damentales, una de estas es el operador gue es una valvula que por si sola
estd ablerta, permitiendo gue moléculns de RNA polimerasa puedan transcri-
bir a una alta freecuencia; Csta es regulada por ser cerrada progresivamen-
te. La otra es la regidn conocida como iniciador, la cual es una valvula
que se encuentra por sl sola cerrada, restringiendo la transcripcidén de la
RNA polimerasa a una baja frecuencia; &sta es reguladae por ser abierta pro
gresivamente, En ambos casos los mecanismos de cierre vy apertura de la --
v@lwvula, alteran la frecuencia con la cual la RHA polimerasa puede trans--
cribir, utilizando proteinas reguladoras especificas y mollculas peqguehas

ecapecificas para cuda opaerdn,

Tales regiones, ¢l ore:ador y el iniciador, pueden, al menos -

parcialmente, sohrolapar con 1 promotor de tal forma uue las protoinaz -=-

que se unen a ellos puedon intore cclonay divectimente con la BEia polimora-

sa (37).




2.3 Reglones de DNA que Especifican Terminacidén de la Transcripcidn

Se han realizado comparaciones de las scecuencias de los sitios
de terminacidn de la transcripeidn, revelando tres rasgos en comin;  a) -
una regién gue comprende una secuencia repetida invertida precodente al -
sitio de terminacién; b) residuos de Uridina son encontrados en la parte

final del RNA transcrito; y ) secuencias ricas G/C, de longitud variable

son encontradas anteriormente al sitio de terminacidén.

En el mecanismo de terminacién de la transcripecién se ha de--
terminado que el RNA gue es transcrito tiene un papel importante, se pro-
pone gue éste puede formar ostructuras sccundarias en la regidn de termi-
nacién, que pauvsan el paso de la RNA polimerasa por su templado (38), Es-
ta pausa permite gue la RNA polimerasa pueda disociarse y que probablemen
te, este fendmeno es catvalizado por factores como el producto del gen rho
(39) . Este factor a su ves estd sujeko a un control mds complejo como es
el caso del producto del gen KN del Tago ).que aparentomente antagonisa la

accidn de rho,

Se ha obscrvado gue las sefales de terminacidn intervienen en
forma dirvccta sobre la ecxpresidn cenética en operones biosintéticos. Se
ha demostrado gue una cecuancia que semcja a un terminados estd involucra

da dircctamonte en el mocanicone de atenuacidn de estos operones (40) .,




I, JusTIr

dcidos macléicos, s on la actualidad una de las metodelogias mids fitiles
para el estudio de los fendmenos gue regulan la expresidén genética. Asi
mismo se ha mencionado gue la sTntesis quimica de DNA es una herramienta

importante en la biologfa molecular actual,

For obtro lado también se ha mencionado gue una de las regio-
nes importantes gue regulan la expresidn de genes en procariotes y sequ-
~amente en cucariotes es el promotor. Yor lo tanto, dado que se cuenta
en el laboratorio con las wencionadas herramientas para poder efectuar -
estudios encaminados a la comprensidn de la regulacidén de la expresidn -
genética eén procariotes y gque un mejor entendimiento a acerca de este --
fenémeno puede aportar informacidn relevante tanto a nivel de ciencia --
biésica como de ciencia aplicada, nucstro objetivo central es la compren-
sién del proceso por medio del cual l& RMNA polimerasa puede reconocer una
secuencia como un promotor, y que factores de esta regién son realmente
determinantes para que ¢l fendmeno de la transcripeidn pueda llevarse a

cabo.




TIT. ANTECEDENTES Y ORJETIVOS

Tratando de indagar on el nivel mis fundamental de la expre-

sidn genética; el reconocimiento de la RHA polimerasa por el promotor; -

X. Soherdn en colaboracidn con J., Rossi y K.

por medio de sintesis gquimica un segmento de

Ttakura (41), construyeron

DNA que contiene la sccune-

cia de nucledtidicos promedio de un promotor de E. coli. Dicha secuen--
cia fu@ basada en el conocimiento de 50 secuencias de promotores reporta
das y dado gue regiones de alta homologfa han sido determinadas se cons-
truyd un promotor consenso, como un modelo de promotor. Cabe sefalar que

un promotor procariote que contenga la sccuencia consenso no ha sido en-

contrada en la naturaleza, lo cual es intoresante.

El promotor consenso fué sintetizado usando el método del -~
fosfotriester y presenta las siguientes caracteristicas: es un scgmento
de 42 pares de bases gue contiene en la regidén de -35 la secuencia con--
senso (TTGACAK), en la regidn de -10 la scecuencia TATAATG:; un sitio de --
EcoRI inmediatamente hacia arriba de la regién de -35, una distancia pro
wmedio de 17 pares de bases entre -10 y -35 y exactamente en medio del --
promotor un sitio de Hpal, gue facilitard manipulaciones tales como dele
cién de nucledtidos o intercambio de regiones funcionales (Figura 7), --

Hay que mencicnar gue el promotor no incluye la secuencia consenso alre-

dcdor del sitio de inicio de 1a transcrineidn.

Al fragmento de DA sintétice gue contiene ¢l promotor con--

senso e le 1igd ¢l adaprador sintético de HindiIl, después fué digerido

con las cendorucleasas de restriceidn DeoRl y BindIII v clonado eon un de-
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PROMOTOR CONSENSO

----- GAATTCTTGACAATTAGSGTTAMNMCTATTTGSGTTATANTGTATYT T CCCAADAG--

Rosenberg y Court
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FIGURAN 7. Sccuencia nucledtidica del promotor consensa comparada con las secuencias promedio repor

tadas por Rosemberg y Court (29) y Sieboenlist et al. (36).




rivado del plésmido PRR327. Este plismido se dirigid con la enzima -
HindlII, sc traté con la wvxomicleasa Balldl para deletar el promotor del

gen de resistencia a tetraciclina, se restaurd el sitio de Hind1II por -
medio de adaptadores sintdticos y se cortd con las enzimas EGORI y -~
HindIII. Este DNA se mezcld con el fragmento de DNA sintético que lleva
el prompotor consonso y se 1igd con ligasa de T4. El plismido resultante
fué el p[&BG el cual sa demostrd gque confiere rosistencia a tetraciclina

{Figura 8).

Ya que la resistencia a tetraciclina no es fdcil de medir y
gue para posteriores estudios del promotor consenso se reguiere que el -

producto del gen gue transcribe seca facil de cuantificar, se insertd en
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H. umento de DHA gue lleva el gen del acetiltransfe
rasa de cloranfenicol; ¢l pldsmido resultante fué el pA36Ch.
Paralelamonte a fsto v para poder mantener un control sobre
1
la funcidn del promctor, John Fozsiclond vnel sitio de EcoRI del p\36 un
segmento de DA sintético gue lleva la secuencia del operador lac (no --

publicado), oste plismido se denomind p[ﬁBGop.

En el trobajo reportado por ¥. Soberdn y colaboradores {41)

se demostré concluyentenente gue el promotor consenso es funcional in vivo

lo gue favorecs su uso como modelo de jromotor para cstudios de interac--

=ién con la ¥NA polimerasa.

Ura

-

e dne vogiones cuya relevancia precisa en el funciona--
micnto de un yrorator, no ha cido vvaluada, s la distancia conprendida

entre =10 y =35, El promotor consenco s un modelo ideal para explorar
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este aspecto.  Por otro lado la técnica de mutagénesis sitio especifica -

o

rigida por oligonucledtidos ¢s un sistema id8neo wara ocasionar inser-

ciones o deleciones especificas entre la regidn de -10 y -35, lo cual va-
riard la distancia cntre ostas dos regiones y usando el sitio Gnico de --=
Hpal, que ¢std localizado en medio del promotor, las mutaciones obtenidas

pueden ser recombinadas.

Un vehiculo molecular adecuado para realizar estudios de trans
cripcidn a partir del promotor consenso, debe de transcribir un gen cuyo
producto sca fdcil de medir y la transcripeién a partir del promotor debe
estar bajc el control de una regidn reguladora.  Este plidsmido debe de --

prosentar sitios de rostriceidn en posicliones adecuadas gue faciliten la

recombinacidn del promotor. Por ctro lado, para deszarrollar la tdcnica -

-

de mutagénesis sitio cspecifica dirigida por oligonucledtidos sintétices
lo mé&s conveniente e¢s tener el sitio blanco (promotor) en un plasmido pe-

guefo.,  Por lo tanto, son tres los objetives principales de este trabajo;

a) Coenstruiy y caracterizar un vehiculo pegueio, que posea el opera-
dor lac de E. coli inmediatamente hacia arriba del promotor con--

=

senszo y gue a partir de éste, se transcriba el gen del acetiltrans
ferasa de cloranfoenicol, de tal manecra gue se pueda usar como un

sistema adecuado para cstudiar los mecanismos de transcripcidn,

) Tener limitado 2l promotor consenso por sitios dnicos para endonu
cleasas de rostricceién, de tal mancra, cue se facilite la recombi
sacién de regiones funcionales del promotor,

o) Deszarrollar la tocnica de mutaginesis sitio especificas, derivada

oy oligomicledtides gsintditicos ¢n plismido,
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MATERTAL Y MES

REACTIVOS

Los reactivos fueron obtenidos en las siguientes casas comer-

ciales:

-~ J. T. Baker, USA: azul de bromofeno, xilencianol
- Bayer de México: awmpicilina (Binotal)

- Bio-Rad Laboratories, USA: agarosa, B-mercaptoetanol, persulfato -
de awonio, poliacrilamida, Bis, rosina A-50, resina Dower 50%-X8, -
sodio~dodecil-sulfato (SDS), Tritdn %-100, TEMED (N,N,N',N'-Tetra-
metiletilendiamina)

Bioxdn de Mixico: agar bacteriolégico, peptona de caseina (Casa--
aminodcidos), peptona de caseina purificada (triptona)

»

=~ Calbiochemi Laboratories, USA: Yoduro de propidio

-

- Merck de México: extracto de levadura, TRIS (Hidroximetil-aminome-
tano), urea.

- PL Biochenical USA: ddRTP? (DideoxirribomucledStidos trifosfato)
32
- New England Nuclear, USa: [p ] ATP
- Sigma de México: aceite mineral, alblinina, bromuro de cotidio, clo-
ranfenicol, cloruro de -esio, nucledsidos trifosfato, tiamina, -

Y-gal (S-bromo, 4-cloro, 2-indolil B-D-galactdsido)

- J.T. Baker de México: todos los demas
CEPKRS Y YAGOS

Eooeoll K12 -MC1061.  £s auxdtrofa de prolina, leucina vy vitamina B1,

Fesistente al antibidtico estreptomicina

K12 -D1210. Auxbtrofa de prolina, Jeuvina, vitamina Bl,
Conticne una mutacidn que sobrevreduce el represor del operdn de lac-

tosa,




E. coli K12-JM101, Contienc una delecidn de la regidn lac-pro del cromo
soma. Bl episoma lleva el operdn de la biosintésis
nes: una mutacidn en el promotor del gen lac I, que
sobreproduce reprosor; una delecidn en el gen estrue
tural de 1la @-galacrosidasa gque resulta en la pro--
duceidn de un segmento carboxilo terminal de la enzi

ma inactiva.

FAGO M3mp7. El fago lleva una pegueia parte del operdn de lac, -
Estn parte incluye una regidn reguladora y también -
la informacidn pava los primeres 146 residuos de ami
nodcidos del gen estructural para.hn@—@alactosidasa,
que ¢s el segnento complementario a la delecidn de -
la reyidn de 1la Q~ga1actogjdn5a del episoma conteni-

do en la cepa JM101.,

Los productos polipeptidicos, de la regidén lac del -
episoma de la JM10l y del fago, forman una proteina
aque presenta actividad de Q*galacLosidasa, cuando ~-
una c¢élula es infectada. Rl fenotipo lac es identi-

ficado por placas azules en un medio que contenga --

Xgal e 1PTG. {(Inductor gratuito del operdn lac).




MEDIOS DE CULZLIVO

Caldo de luria (medio o

~Triptona

~Extracto de Levadura
~NacCl

-haOH 2.5 N

~Agqua destilada

¥-9 (medio semicomplet

Esterilizar Junto:

-Peptona de caseina

~CaCl, 0.01 M

~agua destilada

Esterilizar por separad

~Sales 10X
~Reguerimientaos de

Amincidcidos (24)

Glucosa al 204

(En caso de utilivar otr

cerol o hien 3.7
Las ales 10 ¥ dol med

TR

Ha,ipo,

=¥ PO,
Fo,

-naci

ompleto
10 g
5 g
10 g
1 ml

1 litro

o)

10 ml

106 ml

8650 ml

(S

100 ml

10 ml

S oa de glucona vy 11.2

1o M-9:

70 g

Mg
g

19 g

1 1t

Mudio YT

~8g Triptona
-5g Pxtracto de Levadura
-5g Macl

- 1 litro - H
itro }20

a5 fuentes de carbono sc ahaden 15 g de gli-
o de ulicerol),



Cajas de Petri

hgregar 20 g de agar por litro de cultivo

4)  ERZIMAS

4.1 Endonucleasas de Restricceidn

Estas enzimas fueron adquiridas a Bethesda Research Laboratory,
o preparadas en el laboratorio segin el método de Green (42). Las condi--
ciones de reaccidn para cada una de las endonucleasas de restriccidn se --

describen a continuvacidn:

- EcoRl 0.1 M Tris pd 7.5

5.0 my MyCl,

0.1 M hacl

1.0002% NP

C L ?\40
- 6 omM MgCl

6 m¥ Tris ph 7.5

6 mM —mercaptoetancl
- HindITI 6.6 md Tris pH 7.5

6.6 M MoCl,
e

Las incubaciones ne llevan a cabo a 37°C durante GO minutos.

4.2 Polimoransa 1 4

sonto Kloenow)

Se obtuvo de Bochringher Manheim y sus condiciones de reaccidn
estdn dedas per la solucién amortizuadora del método de Sanger (29). EBEs--

tas condiciones s$on:



~ 6.6 1 Tris pH 7.5
- 6.6 1M Nacl

- 6.6 M Ivh'_;:"mcz

~ 6.6 mM DT

- 20°C

4.3 I"'..g.‘f,?a d e T 4

Esta enzima se purificd en el laboratorio, a partir de células

infectadas con el bacteridfago T4.

20 m Tris pH 7.6

i

10 M Ditiotreitol (DTT)

1
j=
(o]
2

MgCl

[

- 5 rM ATP en 0.1 Tris pHd 7.4

- 120C

Esta enzima se obtuvo de Sigma de México.

reaccion son, a 20°C:

Sus condiciones:

Sus condiciones de

= 10 mg/inl de enziwa en polve on 0.1 M acctaro de sedio

~ 3.3 % 105 M EDTA pH 5

Calentar a 853°C por 10 minutos

e obuuvo do

5 g/l oon 25 w4 Tris pHd 8, se ipcuha

Tluma de Moxico.,

L&

20°C,

condicionecs de reaceidén son:



diciones

L

4.7

realizada variando la termprratura de reagcion:

4.8

nes sQn:

PHA-POY)

S

mM Dithiothrevool

L repooidn con l.

e
RO

..
At ris d

(0T

GO LO0Sa

&7

e

e v
Leesid

RN

(i obsoguile de P

See

Usa,

s -~
Sus

arg)

con-

fué --

y sus condicio




5)

Transformncidn de una Copa de B,

Se llevd a cabo scaiin ol

con ciertas nodificaciones:

1) 30 ml de cultivo con 5

coli

células por ml creciendo exponencial-

mente en el medio de Luvia, se centrifugan a 10 Krpm (para fines -

” fod N .
praciicos, las Mgt ose

precipitado o "poled"

s

8]
~

El procipitado se ros

tiene en hiclo

abreviaran

lava

con la letra K), 5 minutos y el

con 15 nl de 10 mM NacCl frio.

en 1H oml o de 30 gt Cacl,

, frio y se man

3)  Se centrifugan las oGlulas 3 minuros a SH oy se resuspenden en 3 ml
del mismo Jadl, frio,

4) Inmediatomente, 9.2 ml o de esta cuapension de cflulas se agregan a
uy tune centoniende 2 oug de LHA (cireular y cerrado) en 30 mM --

Catl,, on un volumen {inal de

Se mezcla cuavemente L

X

manticene

Se les da a las ¢élulas un pulso témico a 4

0.1 ml.

cubo por 60 minutos, a 0°C.

ol

2°C por 70 segundos,

wDTe Se paran o a un Laho a 0°C por 95 minutos,
7y Be auregan @ =1 e colido lurie vy oso inoulban a 37°C con agitacién
(270 rpm) oor 2 horas,
G L1 oultive o Ul o ooen oo borri ocen o tlo Luria alido (2%

de wrar) oy oampioilineg (001
trer Doarriant.

1

el

T colonias

las



G) Proparaciion de Dl

ode Plas

El DNA de pldsmido se prepard media

cultivos en crecimiento, en fase oxponencial, a

170 mg/l de cloranfenicol o 300 mg/1 de especti

La nxtracceidn y purificacidn se hiz

{(a48) vy

pasos para 1 litro de cultivo:

1} Ineulzar 5-10 ml de cultivoe en medio Luy

m)l de este indoulo a un litre

2 Auredar 5

3)  Trneubar el cultive a 37°C con egitacidn

. . - . 8 ,
dad de cflulasg de 405 x 107 edélulas,ml.

cloranfenicol (170 wg/1l) . Lo wgitacidn

4)  Se wenvrifusan las odélulas en el rotor
por L0 minutos.
5) Congelar las pastillas de cllul

G)  Suspender las cflulas en upn total de 10

on Tris-Hel

7)Y Agregar, on el orden indicado:

{.
B

b
o
=
~

(% e /ml oon

(10 ms/iml oen aoeu:

v, e
SO

e v G ar rovna

nte la amplificacidn de -

-

traves de la adicidn de

nomicina {(44) .

o conforme al método de -

consta de los siquientes

ia toda la noche

-

de medio M~9
hasta llegar a una densi-
Se agrega entonces el -~
se continud por 16 horas,
GSA

{Sorvall) a 6000 rpm

ml/1 de sacarosa al 25%

y mantenar en hielo.

5 M, DHE)
5
Jdio O, 1M P 3032 0% 10

1

la MhAsa).



10)

11)

12

13)

ngregar 3 ml de mescla 1itica Tritdn 3 X (3 ml Tritdn X -100 al -
104, 75 ml de EDPA 0,25 M, 15 ml de Tris-Hol 1T M pH 8, 7 ml de -~

agua), mezelar zsvavemsnte y dejar repesar en hiclo 15 min.

Centrifugar en tubos ¢ polipropileno en el rotor $824 (Sorvall)

a 17 X por 40 min.

Decantar el sobrenadance en una prohela inmediactamente.  Anotar el

volumen y vaciar en una rotella de pliastico de 250 ml.
wGregar un volumen de acus desionicada.

Agregar un volumen (respecto al toval) de fenol frio saturadoe (fe-
nol saturado cn amortioguador: mescla 1l de fenol, destilado sobre

vinc, v Trie-HCL 50 =, naCl 100 wd pH 7.5, Eguilibrar 16 hrs., --

con agitecidn o 49C), mezcolar y agregar un vollmen de cleroformo -
igual al de foeno v aginar,

Centrifuvcar en rotor HS-1 (Sorvall) a 4.8, 10 min.

Remover la fase acuoza {supcrior) y pasarla a otra botella, cuidan

do de no acarrvear la pelicula de protéinas de la interfase.

Agregar 1/20 del volumen total de S LWaCl vy agitar., hgregar 2.2

volimenes de ctanol a - U0 una hera v omedia cuando menos pava --

5

wme ol DRAE precip:

Certrifugay cnoro oy Pl-a, a G, por 60 mran, Descortar ¢l sobre

. : . .
nodante Yy oo D bodelle con vne corriente de oaire {rio oy suave,




19)

21)

T

colocar la su-pensidn en una columna de AS0 () wwrriculas del gel

de agarosa para cromatograria por filtracidn; iio-Ra) de 2 % 35 com.

Ge corre oun amorty junador AS0 (Tris-HCl 50 mM, 4aCl 0.5 M, pH 8;

Bak, b omd; EOTA Lo, pH8) . Se colectan fracci wnes de 4 ml.,

Detvrminar la donsidad Gptica (D.O) a 260 nm pa: 1 cada {raccidn.

Bl DA de plasmide re cnocuentra usuvalnmoente enty  los tubos 12y

N
<
.
—
p=
=
t
v
O
&
—

LOoeguivale a 50 ug de DHA/mY?
[ PR PO R . . . -~ Ay e e ” - wpmay ey ye -
feunir las fracciones gue contiencn ol DNA y wyoegarles 2.2 volQ-

menes de ocvanel o =200, Maniencr a -20°C al menos 1.5 hrs,

Centrifugar en rotor HS-4 a G.5%K por 60 min. ¢ :cantar y secar --

Py
con una corrionte de oalve saave.,
Resuspernsier o1 procspitade on 2.1 ml de amor ruador TEN (Tris-

HCY 10w, b 7.6 Racl 10 md; BLrA 1 md) por cada 0.5 mg de DNA.

S¢ prevara un gradiente isopicnico a equilil Jio en cloruro de

ceEro oy yodur

s}
~
-

propidio {(Fdl).  Para cesto:

saregar en wubos de b ml de pitrvate de cel losa (/2" x 2")., por

~2.7 ¢ de U0l osdHlade

~L b om) de LA en e

(¢l “ratulgiroe on o1 oriar de estoe momento ya gue el
Pailore s wiona con ia L)

“0L 0 vl de vl ecluca&n odde Tonoroml)

P N U TR N SRS P I st elanee s tos tubos de centrifuga,




27)

28)

o
0

30)

Centrifugar en el rotor SW50.1 (Beckman) a 38K por 20 hrs, a 20°C.

El DNA scerd visible con luz ultravioleta (UV) dado que el Pl --
fluorece al iluminarse con ella. Se ohservan 2 bandas; la supe-
rior que corresponde al plismido roto relajado y la inferior que

corresponde al plismide superenrellado, covalentemente cerrado.

Bajo luz IV se pica el fondo de los tubos y se colecta lentamen-

te el DNA de cada una de las bandas.

Correr el DHA a través de una columna de intercambio idnico -
(Dowex 50W-XE, Bio-Rad; tratada con dcido y luegyo base, 1R cada

uno, neutralizada y almacenada en Tris-Hel 0.1 M, pH 8; NaCl

iy

i
i

0.54), Se celeocan 2-3 ml de resina eon una columna peguena, y se

equilibra von 10 ml de cmortic zsina Dowex (Tris-Hel --

SO MM pit By maCl o IM; nDTA 1 M), por cade ml cie resina.
Colocar la muestra, diluida 1:1 en awmortiguador de Dowex, eluir y
luegoe lavar la columna con otro volumen de amortiguador. Revisar

con luz UV aue todo el PEI haya auedado en la resina; si algo cue
L J B Pl

do, volver a lavar y pasar por la columna.

Dralizar el DHNA contra 4 Yitres de Tric-HCl 10 mM; EDTA L mM pH 8;

3

por minimo 12 horas a 4°C. cCambiar el amortiguador y repetir la

operacidn,

Locar de la bolsa de ¢idlicic vy oprociplitar abicdiende 1/2) volumen

de HaCl § o, ¢ 2.2 volUmencs de ctanol a -20°C por rinimo 3 hrs.
Cemirifucar on el rotor BI-5, a 6,% F por 60 min.,

fesuspendor en 0.5% - 1wl de cgua vy medir la DD a 260 um o ara de-

- N .. DY - o ;
panny b cneoentrac:On Goo Uha Couainonte 0.0 - pgSmi)
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7) Electroforesis de DRA en Geles de hgyarosa o Poliacrilamida

La electroforesis se llevd a cabo en placas, conforme a las -

condiciones descritas por Bolivar et al.(12).

1) Agarosa cn polvo (Bio-Rad) al 1% se disuelve por ebullicidn duran-

te 1-2 min, en solucidn Tris-boratos-EDrA (Tris-base 90 mM; EDTA -

2) Se vaclian los geles vy se dejan solidificar.

3) Las muestras, en un volumen final de 15-30 ul por carril (0.3-1 ug
de DRA por carril) se disuelven en 6 ul de mezcla de parado §M  --

(para 10 ml; 6 g de urex; 1 ml de 0.5% azul de bromofenol en agua;

I ml 0.5% ¥ Milencianol en agua) y se colocan en los carriles,

4) La electroforesis se lleva a cabo a un voltaje constante de 150 V

a temparatura ambiente

or H0 min, wveil:zando amortiguador Trisg-

boratos-BnTn.

Los geles de poligcrilamida para DHA {(fragmentos de DNA de pe-

s0 molecular menor de 1 Md) se preparan de la siguiente forma:

1) Se mezclan & ml de Tris-boratous-LDTa 5 ¥ 7.5 wl de solucidn de --

acrilamida bisacrilamida (29.2. y 0.8% respectivamente).

16,4 ml de ocgua y 0.15 ml de persulfato de sodio al 10% en agua.

2 Se desaacifica la mencla y se lo odicionan 15 ul TEMED v se vacla

.
rapida

3) Lo cdectroforesic oo Mleva oocaba p 1100V par G0 minutos,




o
i
i

una solucidn de bromuro de etidio (4 mg/ml) y al someterlos a luz ultra--

violeta se observan las bandas,

Para fotograficar los geles sc utiliza un filtro de gelatina -
amarillo No. 9 Kodak-Wratten y pelicula Polaroid NPtipo 88 con una camara
MP-5 Polaroid,

8) Elect

lgg;ég_ggﬁGglqswﬁekﬁgurosaApara Purificacién de Fragmentos de

1) El pua digeride con la endonucleasa correspondiente, se somete a
electroforesis en un gel de agarcsa (0.8%). Una vez identificada
la banda de DRA cue se desea asslar, el agel se corta con un bhis--
turi v se coloca en une clmara de clectroelusidn (en fragmentos -
de 0.5 1 6.5 om aproximadamente) y ve cubren con amortiguador TE.

2 Se establece un puente de corviente eléctrica entre 2 cimaras

utilizande arortiguador TER:

=~ 193.6 g Tris-base

- 65.6 g acevato de sodio anhidro

- 29.6 g Ha, KOTA

Aroajusta al ploa €.1 con i tice y so lleva a un volumen -

final de 4 litros. Para usar (sta solucidn se diluye 1:1,

3) Bo mantione on B0V conctantes o

[
<
b
el
5
e
el
o

-

L1 D05 eloctroclutidn so recupera directamente de la cimara, so

Tuble en <l amorviguicdor I




Con el fin de asegurarse gue todo el DNA ha sido electroelui-
do, un fragmento del gel colocado en la cdmara puede tefirse en una solu-~
cibn de browmuro de etidio (0.5 pg/ml), se somete a luz ultravioieta y si
no se observa fluorescencia quiere decir gue todo el DNA ha sido electro-
eluido. Si se observa fluorescencia, se deja que la electroelusidn con--

tinué hasta que la fluorescencia desaparezca,

El DHA obtenido se precipita con 1/20 volumen de 5 M NaCl y

2.2 volimenes de ctanol a -20°C.

iste DHA se mantiene a -20°C al menos por 2 horas. Posterior
mente se centrifuga y el precipitado se seca para eliminar el etanol (con
una corricente leve de aire). El precipitado se disvelve en agua o en  --
awportiguador TE.

9) Sistema de Secucncia en el Faago M 13

21 M13 es un fago filamentoso de cadena sencilla de DNA, espe
cifica de L. coli (+). La forma replicativa intracelular del M13 y sus -
derivados, es semejante a un plismido en los siguientes aspectos: a) un
pegueno tamano, 7,238 pares de bases de longitud {(Mlimp7); b) alto nimero
de copias, casi 200 por célula; ) varios sitios de clonacidn gue dejan -
crAtremos cohesivos y/o rasurados; d) una facil seleccidén de fagos recombi
nantes por inectivacidn de insercidng cambio de placas avules a placas —-
blancac. L. formia de cadena concilla del ago (cadena +), estd cmpacada
s

dentre de une capside de croveing vy el B3 en esta forma es cxpulsado  --

3, sin ocasionar lleis celular. 531 un DUL pasajero es

clonado dire:

PRNENT]

tamente vy ¢l Tago purificado, se separan las cadenas comple-



mentarias, una orientacidn del DNA clonado en cada una de las cadenas. La
preparacién de DNA de cadena sencilla de fago recombinantes es sumanete --
fécil y rdpida de obtener en grandes cantidades; resulta un DNA puro que -

conticne la clona en forma de cadena scencilla.

9,1 Transformacidn

De Ing de forma replicativa circular, casi 1,000 transforman--
tes pueden ser cbtebidas. Un DHA en forma replicativa digerido y vuelto a
ligar, da una eficiencia de transformacidn del S0%., El motodo de transfor

macidn es el siguiento:

1) nas c¢dlulas son crecidas hasta 0.6 de densidad Optica a 660 nm.

2)  Las cé@lulas se centrifugan (30 ml. a 7,000 rpm. durante 5 minutos.

3)  Se rezusponden en 15 ml. de CnCl2 50 mM y almacenadas en hilelo du-
cante 20 minutes.

4)  Se centrifugan o 7,000 rpm. durante 5 minutos y se resuspenden en

3 ml. de CaClq 50 mM,

w
~—

Se toman 0.3 ml de las células competentes y Se agregan aproximada
mente 2ng del vehiculo, re incuban en hielo 40 minutos.

6)  Se @3 un chogue térmico de 47°C durante 2 minutos y se adicionan

28]

directemente 0.01 ml., de IPTG 100 w, 50 ul de xgal (2%, 0.2 ml.
do cflelas en fase ceponencial v 3 ml. de agar de superficie.
7)) fe vacla futo drrecramento sobre cajas de medio YT sdlido, re de-

Ja que el agor e nolinrtiague totalmonte y e dincuba a 379C duran




9.2 Sintesis in vitro de DNA

La clonacidn en el M13, provee templado de DNA de cadena sen-
cilla para sintesis in vitro, Esto permite la produccidn de un DNA de ca

dena sencilla, para determinar la sccuencia nucleotidica, usando el sis--

tema de dideoxinucledtidos como terminadores de polimerizacién,

a)  Preparacidn de DHA templado de cadena sencilla:  las pla--
cas recombinantes obtonidas en la transformacidn, sce toman cada una de =--
cllas con un palillo estéril y sc ponen a crecer en medio lfguido YT 2X. -

Las células con los fagos son incubadas a 379C. en agitacidn fuerte duran-

-

te 7 horas. Despuls de cste tiempo, son transferidas a tubos Eppendorf y
las cflulas son bajadas con una microfuga. El sobrenadante es rcecuperado

y sc¢ suman 250 ul de una solucidn de £0G al 0% en NaCl 5 M,

Se mercela por inversidn el tubo vy se deja precipitando el fago

a temperatura ambiente durante 15 minutos, so centrifuga 5 mimatos y el --
sobrenadante es deshechado. Bl joreci; itado es resuspondido en 200 pl de -
amortiguador TE y son sumados 200 pl de fenol saturado, se agita fuertemen

te durante 10 segundos, se roanueve ¢l fenol vy oso suman 200 Pl de una mez--

cla de fenol/cloreforme (1:1). Se ag:ta vicorosamente 10 minutos v se re-

-

wueve 1a Tase acue: Pl de acetato de sodio 3M pH 5 v 0.5 ml

D
~
oo

A 5¢ suman

»

de vlanol, oo jone @ opreodnrtar )l DLA 2 -20°C durante 20 minutos y se cen

trifuga L micostoa. B1 porecivitede ox rosu ondido en 10 Bl de amorticua--

dor TR, Lo oproduccoidn v de 2 oa 10 pi de s de cadeona scencilla,
) S TIPEAS ¥ RS To R SR s Ttodo de terminadores

torriene fn Gl coatena oy o wtiliscada como la des-
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la marca. De ecste se agregan 2 Pl para cada tubo de la reaccidn el cual
contiene 1 pl de la solucidn O correspondiente, 1 Pl del ddNTP correspon-
diente, 0.4 pl de amortiguador Hin 10¥ 1.5 pl de agua y 1 Pl de DNA poli-
merasa (fragmento Klenow); aproximadamente se ponen 0.1 unidades de enzi-~
ma por recaccidén. La reaccidn e¢s incubada 15 minutos y al final de este -
tiempo se adicionan 2 pl de la solucidén caza. Se incuba 10 minutos y la
rcaccidn e¢s terminada, por la suma de 4 pl de una solucidn que contiene -
¥ilen Cianol al 3%, azul de bromofenol al 3%, Formamida desionizada al --
99% y EDTA 10 mM pH 7.5. Despuds de afadir la mezcla gue para la reaccidn
ésta es incubasda 3 minutos a 95°C y 2 Pl son usados por carril en el gel
de secuencia.

9.3 Geles de >Dliacri]amideUrﬁa

Sc utilizan geles al Bi de poliacrilamida de dimensiones:
35 am X 43 om X 0.2 mm. La solucién pava el gel se prepara de la siguien

te forma:

- Qrea 40.2 g

- Poliacr2lamida- Dis (40% - 2%) 20 ml
- Trig foratos 10N 10 ml

G272
- agua destilode acta 100 ml

La colucidn se duoow lve con agrtacidn.  $o afzden 50 ul de -

TEMED oy ool el ol imerana en apveximadarsnte Tominutos, por lo que debe

-
~
‘
>
-
-
“w
e

oonte, Loz w,eret o no oo o Ly 2raca yva cue L1 no sc

ar ctas v ol el ono sdrvel Una o wez vaciado el gel sce

b




le coloca el peine adecuado para hacer los carriles.

Una vez polimerizado el gel, se retira el peine y los carri--
les se lavan perfectamente para evitar que se quede acrilamida en los po-

208,

Se monta el gel en una cimara vertical Yy se llena con amorti-

guador Tris boratos 1X.

-

Cada carril debe tencr 2 Y de solucidn de reaccidn.

El gel se corre con un voltaje inicial de 2.0 KV por 10 minu-
tos, y posteriormente se corren a 65 watts constantes hasta que el azul -
.de bromofenol salga del gel.

9.4 Autorradiouraflia del Gel

Una vez corrido el gel, se le guita uno de los vidrios v el -
gel se cubre con una pelicula de rldstico delgada (Kleen Pack) evitando
que gueden burbujas o arrugas. En complceta obscuridad se expone el gel a

una placa de radiografia (Kodak) y se ecnvuelve en papel obscuro para evi-

tar gue le entre luzx,

£1 filme se expone 12 horas a una temperatura de -20°C para -

evitar difusidn do las bandas.

Para revelar la pelicula se utilizan reactivos de Fodak para

revelado v [ijac:dn do nelfcular.




10) Microensayo de DNA de Plasmido

Se uvtilizd el mdtodo modificade de extraccidn alcalina de DNA
de plésmido reportado por Birnboin y Doly (46). Se preparan las siguien-

tes soluciones:

I) 2 wmg/ml lisozima de 50 mM glucosa, 10 mM EDTA y 25 mM Tris-HCl
pH 8,
IT) 0.2 N Ka OH vy 1% sodio-dodecil-sulfato (8SDS)
TII) 3 # acetato de sodio pH 4.8 (¢l Ph se ajusta con Scido acético
glacial).
vy 0.1 M acctato de sodio en 0.05 M Tris-HCi pH 8
V) 1 mg de RHasa A en 1 md) de agua con 5 wmM Tris-HCl pH 8 (la mez-

cla se hievve por 10 minutos).
El procedimiento es como sigue:

1) 2 ml de cultivo incubado 19 hrs se centrifugan en tubos Eppendorf
y las células se lavan con 10 mM RaCl.

2)  Se centvifugan las células y posteriormente se resuspenden en  --

-

100 pl ae solucibn v ose manticonen a Q°C por 30 minutos.

3)  Se¢ agreaan 200 P] de =eolucidn 11 y los tubos se agitan suavemente.
La susnpensidn se torna transparente v ligeramente viscosa,

4)  Desputs de 8 ominutos @ OVC, s oagregan 150 P] de solucidn III v el
tubo se dnvierte culdadosamente has ta ague se forme una malla de -~

5) ¥l otabw ot tiene oU ominutasc v D9C. Durante sste tiorro se nre-

cipoto w1l DIL cromonomal, rorotsinan v BIA de alto (cco rolecular,

H




6)

7)

8)

9)

10)

11)

La centrifugacién por 5 minutos produce un sobrenadante claro.
extracn 0.4 ml de este sobrenadante y se transfieren a otro tubo.
1 ml de ctanol a -20°C se agregan con el fin de precipitar el DNA
de plasmido., El tubo sc mantiene a -20°C por 30 minutos.

El precipitado se colecta por centrifugacidn y posteriormente se
disuelve en 100 Vl de solucién IV y se reprecipita con 200 ul, de
ctanol a -20°C,

Se repite la operacidn nimero §.

Se centrifuga de nuevo y el preocipitado se scca para eliminar
rosiduos de etanol.

El precipitado se disuelve en 36 ul de agua destilada y se agrega
a esta solucidén 4 pl de Ja solucidn V. E) tubo se incuba a 37°C

por 20 minutos.

Una vez obtenide de eoste modo el DNA, ruede tratarse con enzi

s Ge restriccidén o bien ruede utilizarse para transformacidn de otras -

Cepas.




V.  RESUL

1) CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE PLASMIDOS

1.1 Construccidn delwyié}.g pCm

Con el objeto de tener un plésmido que tenga el operador de -

lactosa el promotor consenso ¥y ue a partir de este se transcriba el gen
Y G ¥

de la acetiltransferasa de cloranfenicol, se realizd el siguiente experimen

to de recombinacidn in vi

Como se observa en la Figura (8) en
el p£§36cp, tenemos gue a partir del promotor, ol cual aparentemente estd
bajo el control de los operadores de lactesa, se transcribe el gen de re--
sistencia a tetraciclina; por lo tanto se decidid substituir el gen de re-
sistencia a tetraciclina por el de la acetiltransferasa de cleranfenicol,
Para este objetivo se toméd al p[l36 Cm, como fuente de gen de la acetil--
transferasa de cloranfenicel, dade que puede scr obtenido con una digestidn
total de #indIll, El gen de la acetiltransferasa de coranfenicol se en--
cuentra flangueado por dos sitios de Hindl11l, con su sitio de unidn a ri-

bosoma v sin promotor {(47).

v

Para obtener ¢l goen de resistencia a cleorenfenicol, se digi--
ricron 10 pg de DRA de plismido (yﬁl}r Cm) c¢on la endonucleasa HindlIl, -

El producto resultante fud sometido a una ¢ lectroforesis preparativa en -

=

~

[N
3

agavosa ol 17, o cortd la rands mds pegueha cue 1leva ol gon de 1l acetil

transfcrass de cloranfonicol v o eloctrocluy
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con la nucleasa SI, de tal forma de obtener f{ragmentos rasurados; a este

DRA de plasmido se le unieron adaptadores de HindIIT vy posteriormente, se
cortd con la enzima HindIIT de tal forma que sec pudo separar el gen de --
resistencia a tetraciclina del reste del vehiculo, quedéndonos de esta --
forma extremos cohesivos para la enzima HindlII cn el plasmido. El frag-
mento di mayor peso molecular fué separado del gen de resistencia a tetra

ciclina por electroforesis preparvativa en un gel de agarosa al 1% y some-

tido a electroclucidn,

El fragmento abtenido de esta electroelucidn se mezclé con el
Fragmento gque lleva el gen de la acetiltrvansferasa de cloranfenicol en --
proporcién molar de 5:1 (5 de fraqmento de acetiltransferasa de cloranfe-
nicol y 1 de vehicule) vy fué sometido a una reaccidn de ligasa de DNA, --
usando la enzima de ligasza de T4, FEl DHA ligado se usd para transformar
la cepa de E. coli MCI0G1; las recombinantes fueron seleccionadas directa
mente en cajas de medio Luria suplementados con ampicilina v cloranfeni--
col, Las clonas se analinzaron por medio de un microcensayo de DHA inspec-
cionando el patrén de restriccidén con la endonucleasa Haelll, Hay que ~--

schalar que como se conoce el patrdén comploto de restriceibn del p 36op

v del gen de la acetiliransferasa do cloranfenicol, se esperaba un patrén

especifice pare o) plismido gue tuvicse el gen de resistencia a cloranfeni

col regulade a partir del promotor consenzo vy los oporadores sintéticos -

del operom de lactosa. Bl plissids oitenide es el ) oCn vy en la Figu-

. . . g - T o Yo vy . - - 3N N . -y g A
ra 92 we opuede obserwar o un s onomd G su constraceon,
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1.2 paracterizacién por Endomucleasas de Rostriccién»dele“WQQQQQQ.

[

De las clonas analizadas 3¢ scleccionaro dos plasmidos que --
conferian resistencia a clorvanfenicol; estos fucron el p£§360pCm-2 y -
y/&360pCm. ambos fueron purificados v analizados por patrones de diges--
tién con las enzimas Haelll vy Alul. En la Figura (10) se pucde observar
que en el plasnido p  36opCm los fragmentes 7, 8 y 10 del patrdén de res-
triceién con Haelll corresponden a los sitios internos esperados, prove-
nientes del gen de la accetiltransferasa de cloranfenicol y qgue los frag-
mentos 4 y 5 corresponden al tamano cesperado, gue os de 265 y 260 pares
de bascs respectivamente, de las fusiones en {indITl del gen de la acetil
transferasa de cloranfenicel. En ¢l péBEQOPCm~2 s pucde ohservar gque --

hubo un gran inserto de DNA wxtrafo on la handa 3 correspondiente al pa--

tron de digestidn con Haelll deld pKX3éop; probhablemente se 1igd en esta -

N

regidén un fragmento crande de DEA cromosamal. contaminante; el plasmido -

no fué caraectericzado mis o114 de este punto.

De csta manera se obtuvo un vehiculo molecular pequeio, de --
- . . e .
2660 pares de bases (aproximadamente 1.8 x 107 daltons) en el cual el gen
aue conficre resistencia a cloranfenicol se transceribe a partir del promo
tor conscnso ¥ Este probablemonte estd bajo el control del opurador de lac
tosa.

1.3 Convtrurcidn dol H{\

Aoporer de ooue 1

e ocaoun plinmido adecuado ) ara ha

SLOY Cconnongo, Tove ypre sen

, ue flancucan 2l cen de la acetiltyancterane de
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cloranfenicol., Un sitio unico de HindIII, proximal al promotor consenso
permitiria recalizar mejores manipulaciones del vehiculo, comeo es modifi--
car con exonuclcasas al promotor, o clonar nuevos fragmentos de DNA de ma

nera qgue cqueden bajo el control del promotor candnico. Por lo tanto se -

Para lograr ecste objetivo, se incubaron 4 pmolas del p  3GopCm
con 44 pmolas de REA polimerasa (proporcidn molar de 10:1, a una concentra
cidn de 66 m¥ de KC1 durante 10 minutes). Bajo estas condiciones la RNA
polimerasa. se une a todas las -ecuencias de DNA gue pueden ser reconoci-
das como un promotor y, en ausencia de nucledtidos, la enzima se queda
anclada. Después de este tienpo se sumaron 30 unidades (3 uwl) de la en--
zima ﬁiﬂﬁltl, ajustando la concentracion de KCl a 66 mM, e incubando la -
mezela de reacceidn 30 minutos mids., De esta forma, la enzima solo cortd -

en ¢l sitio da HindIII distal al promotor, ya que el proximal estd prote-

gido por la INA polimerasa (953),

E1l DHNA de plasmido en su forma lineal, fué tratado con DNA jele]
limerasa I (fragmento grande), en presencia de los 4dWTP's, para rellenar
los extremos cohesives de Hindill y de esta manera eliminar el sitio de -
@sta oenzima distal al promotor. 5l DA ful sometido a una reaccidn de 1i

agasa y transfermado en la cepa de 6, coll MCI001,

.

s Aransformanty o fucran analiradas, por icrocnsayo de DNA
de plasmido , ose buscaron aiuellos vohiculos sue solo tuvicsen un solo si
A3TI00 Do 12 microontaves do DUA reslivedos, todos los plismidos

-y

tenTarn un Lit.o jara Ya ooonmime Hindll




Para demostrar que ¢l sitio {nico de H1ndIII estd localirzado

en forma proximal al promotor consenso se realizd una doble digestién --
HaeIII. En la figura (lla) se pude obscrvar cue el plasmido obtenido, el
Hae 3 i I

rh37, solo presenta un sitio de Hind11I y en la figura (l1lb) se pucde ver

que en una digestidn doble Haell1I-HindIII, la banda nimero 4 del patrén -

rece dando lugar a 2 bandas wids peguefias que coinciden con el tamano espe

b

EY 037 es un plésmido mis versdtil que el pQA36op y el  ---

pZSSGCm, parea realizar estudios de transcriveidn usando el promotor con-

senso como modelo de promotor

1.4 Sccuencia MucleotIdica de los Oporaderes v el Promotor Candnico en -

hopesar de gue por el patrdn de restriceidn del p 36op noso--
tros sablamwos gue continua a la recidn de -3% del promotor consenso, exis
te un segmento de DNA que eguivale en tamaio o dos voeces el operador sin-
tético del opordn de lactosa, no podiamos asegurar cue asi fuese por este
simple hechor por otre lado, tamcoco sabiomos la ovientacidn en la que --
cstaba oste fragmente con respecto al promotor.  Por lo tanto, se decidid
realizar la tecuencia nucleotidica do esta regidn, Bl sistema de secuen-
clacién voodo fud el del fago M13 (48), ¢l cual permite una £4cil selec--
cion de moléculas recombinantes vy se puede purificar toernlado de cadena -

cncilla on forma rapida y oficiente (ver Matorial v ¥ todos) .

-

Para clonor en ol faso D la regidn reculotoria de interds,

.

el pAZ? ful diacerido con la ondonusleann Tanl, Dado ruopoocuciio tamah
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el pAA 37 s6lo tienc 4 sitios para csta enzima y esto facilita la purifica
cidén de la banda correspondiente, La enzima Tagl reconoce la secuencia -
TCGA, dejando extromos cohesives 5' terminales, ague son compatibles con -
los producidos por la cndonucleasa Accl, que reconoce la sccuencia GTCGAC
y.de la cual o1 Ml13mp7 tienc un solo sitio en el poliadaptador. En la --
figura (12) se puede apreciar un esquema de la estra&egia de clonacidn --
seguida en el fago. E} fragmento de Tagl que lleva ¢l promotor fué liga-
do al M13mp7 (el cual habfa sido digerido con la enzima Accl) y transfor-
mado en la cepa de K. coli JM101. Aproximadamente el 40t de las placas -
obrtenidas fucron recombrinantes. Se tomaron 12 placas infectivas al azar

DNA de cadena sencilla.  Se realizd la --

secuencia de 9 de ol

e s . . .
como e indica en material vy métodos. En la Fiqu
ra {13) go meestra la cocuoncia nueledeidica de la reaidn regulatoria en

la cual se pucden leeor. srimere el promotor y después los operadores a --

partir del primero universal de sceuencia. Con este método de secuencia

fué posilble leor 250 rarcs doe buses.

A partir de los datos de scecucencla pudimos comprobar gue los

operadores so encuentran repotidos vy totalmente advacentes a la regidn de

[
o

ra

del promotor consenso.  Tanhidn oo pudo determinar gue los operadores
cooencuentran on ovientaclidn invertida a como estin localizados en el ope

rom de lactona Piara (14),

Yaogue cxirton dator ox:or mentales cue muestran asimetria en

la urddn del ro rocor vy el overador (49), cue el repr

- -

rmteract oo rue o omente con 1 brozo drauerr do o del orerador y aue el -

roproner onlo 0 Bhe o ana core A0l o rador (50) nos plastearos la pre--

sor lac ararentenmente
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op? op!

AATTGTTATCCUCTCACAAT
TPAACAATAGUCGAGTGTTAA

ARTTOTTATCCACTCACAATT
TTAACAATACOCGAGTUTTAA

'
-3 - 10 [
AATTCTTGACAATTACTT AACTATTTGTT ATAAT CTATTCCCAAGCTT

T ARG AACTCTTAAT S AATRGATALACAATATTAGATAACQITICOAL

[¢]

-3 -10
ACCCC AGUCTIT AC ACTTT ATUTTCCGOCTCG T ATCTICTOT S0
TGOOOTCCC AANTUTG AR ATACAAGGCCGACC ATAGAACACACC

promolor tonsanso

[ op lac
AATTGPUAGCGUOAT AACAATT

TTAACACTCGCCTARTCTT AA b

promotor |gc

FIGURA 14,

téticos,

- et E A iAo e
Conparacion de la posicidn v orientacion del operador de lactosa vy de los operadores sin
can respecto al promotor o e

wr regulan. Coma se puede observar los operadores de

] = s s DU .
lac estdn en posicién de orientacidn diferente con respecto al promotor consenso (a), a
OME Lo 5 .

como se encuentra localizado y orie

(1) .

wtado en el operdn de lactosa
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gunta siguiente: <(Pucde el represor de lactosa ejercer un efecto inhibi-
torio sobre la unidn de la RNA polimerasa al promotor consenso a pesar de
que su sitio blanco estd en otra posicién y orientacidn con respecto a --
lac?,

1.5 Curvas de Crccimiento de la Cepa D1210 (Cepa Superproductora de -=

Represor lac) Conteniendo los Plasmidos p Jéop y p 37 con y sin -
Inductor Gratuito, on Presencia de Antibidticos

Para contestar la pregunta formulada on ¢l inciso anterior, se
realizé una curva de crecimiento de una cepa superproductora de represor -~
(lag Iq) la DI2YCG conteniendo ol po 30op (en ¢l cual a partir del promotor
consenso se transcribe ol gen de resistencis a tetraciclina) o el p 37 --
(que confiere resistencia a cloranfenicol, a partir del promotor conénico)

en presencia del antibidtico correspondiente v con 1976 o sin &1 (IPTG es

un inductor gratuite de la  -aalactosidasa).

Para realizar (sto s transformd la cepa de B, coli D210 con
el p 37 y el p 36op y se scleccionaron las wransformantes en cajas con me-
dio Luria en presencia de ampicilina. Se tomd una colonia de cada una y -
se incubd en medio 1fguide Luria (5 ml) durante 12 horas. De este cultivo
s¢ inoculd en matraces Ylott con un volumen de 30 ml cada uno y sc¢ incubd

a 37% con aecracidn, irobvando diforentos concentraciones de antibidtico --

con y sin IVTS, para cada unoe de lee 11 0omides, V1 ocrecimiento fuf deter-

minado onoun espectroiotomnetro Fausch and Lemb o a 440 nm de longitud de --
onda.  En o falla ciguiente, o« vued obsoervar las lecturas tomadas en --
ty v a iorentes s mtraciones e anuibidticos,




A A6op Tcr

pA 37 Cmr

Concentracidn

STPTG ST FIDTG -IPTG
antibidtico 0.03 0.06 0.12 0.03 0.06 0.2 0.03 0,15 0.30 0.03 0.15 0.30
{mg/ml.)
0.08 0.02 0.01 0.07 0.02 0.05 0.28 0.08 0.01 0.25 0.00 0.08
0.09 0.02 0.05 0.05 0.02 0.08 0.41 0.12 0.05 0.35 0.0L 0.07
0.12 0.0L 0.06 0.05 0.02 0.03 0.60 0.18 0.03 0.53 0.0L 0.07
0.15 0.01 0.07 0.02 0.02 (.04 0.63 0.25 0.03 0.63 0.0L 0.01
5 0.20 0.03 0.03 0.05 0.02 0.04 0.67 0.34 0.05 0.64 0.0l 0.06
5.5 0.26 0.0l 0.02 0.02 0.02 0.05 Q.69 0.45 0.04 0.61 0,0L 0.05
v 0.35 0,93 0.03 0.03 0.031 0.05 0.68 0.58 0.58 0.64 0,02 0,07

LA concentracidn de IMTG fue de 10 mM, constantoe para todes los

Cas0s.,
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En la Figura (15) se puede obscrvar el comportamiento de la -
D1210 con el p 37 y el p 36op en presencia de su antibidtico respectivo

con IPTG y sin &).

En los datos obtenidos a partir de la c:ur:'a de crecimiento se
puede observar, que para el p 36op (ague conficre resistencia a tetracicli
na) a 0.03 mg/ml del antibidtico se vé una marcada diferencia en cuanto a
la resistencia a tetraciclina con o sin IPTG. Por otro lado en el pfy37
s0lo a la concentracidn de 0.15%5 mg/ml. de cloranfenicol se puede observar
una difevencia notable en cuanto a la resistencia por el antibidtico con
y sin el inductor gratuite. Con este experimento se domuestra en forma -

indirecta, pero coencluyente, gue al unirse ¢l represor de lactesa a los -
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wdricos aue ostin adyvacentes a la regidn de -35 el promotor

consenso, ojercen un efecto represivo robre la unidn de la RNa polimerasa

-

al promotor; esto a pesar de la yrosicidn v la erientacidn de les operado-

res con respecto al promotor en relacidn a la configquracion silvoestre,

2)  DESARROLLO DE L& TECKRICA DE MUTAGENESTS SITIO ESPECIFICA POR OLIGONU-
CLECTIDOS SINTETICOS; SISTENMA DE PLASMT

Como se menciond en la inurodocceidn, una de las aplicaciones

mids lmportantes aue aporta la cinterio quimics de DUA es la mutagdnesis -

sitio vspecifica, dirvigida poy eligonucicitidos sintiticos. Asimismo, en

Jor antocedonter sc dilo cun ono Lav doioc tuficientes acorca do siola dig

tancila wntr. =10 v =735 dooun yroratoy o detertinante onool mocanismo de

unidn de la s Aliwmeracs oo aroractdn o ¢

g ledo ablerto.

Evoe ot poarte el rystnc s v te cleunss adelantos on cuanto
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al desarrollo de este sistema de mutagénesis en pldsmido.

Brevemente resumida la té&cnica de mutagénesis sitio especifi
co dirigida por oligonucledtidos en plidsmido consiste en tener la regidén
de interls (secuencia blanco de la wutacidn) en un plasmido. FEste DNA -
de plasmido se pasa de la forma I (superenrollado) a la forma IT (relaja
do), wor una mella usando una endonucleasa en presencia de bromuro de -
etidio y estas dos formas de DNA se separan en un gradiente continuc de
CsCl. El DHA en forma 1I, es tratado con la exonucleasa 1IT de E. coli,
gque corta solo a partir del extremo 3' hidroxilo, de tal forma gue se ob
tiene un DA de cadena sencilla circular. Lste DNA de cadena sencilla -
funciona cone templade en una reaceidn de sintesis }Q_x3}£9 de DNA, usan
do DWA pelimerasa, lo cual empieze a incorporar nucledtidos a partir de
un oligonucledtide sintitico, qgue funciona como primero. Este oliconu--
cledtido hibrida en candiciones permisivas contra la regidn que se desea
modificar, a la cual es complementario, excepto por las bases que se quie
ren mutar. Bl DRA reparado se usa para transformar a E. coll K12, las -

colopicas gue llevan el pldsmido con la mutacidn son inspeccionadas usan
do el sistoma de hibridecidn en colonia, modificado por wWallace (51) v -
wor Gltimo se coamprucha gue oo tiene la mutacién haciendo soeuencia de -
DA de lags clonas positivas.

‘2

e o .
2.1 Obhtrencide de

idn on forme 11

-

arva tenar las condiciones adecuadas de la renccidn do obten-
cCron de Plao 10 e reladado & jarsir Jde DUA suseronrollade se roali-

socendicionss fucron las ciguion-

ves:s 16wy doe RUA de p 8emide (027 Tueron rnoubados con 10 unidpdes -
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amortiguador Hin (7 mM de NMaCl, 7 mM de Tris HCl pH 7.5, 7 mM de acectato
de Magnesio y 7 mM DTT); la reaccidén fud efectuada cn un volmen final de
50 ul. Se tomaron alicuotas de 10 ul a diferentes tiempos y se pard la
reaccidn adicionando 5 ul de solucidn de paro de reaccidén. Las muestras

s$e corrieron en un gel de agarosa al 1%, horizontal, a 60 volts, durante

6 horas.

Como se puede observar en la Figura (16a), desde el cicipo O
con enzima, empiera a apavecer la banda correspondiente al DNA relajado,
incrementéndose &sta con el ticmpo y simultdnemmente va desapareciendo -
la banda gue corresponde 2l DNA$3upcr¢nrvolludo. Tambidn a partir del -
minuto 5 se cmpleza a notar una banda gue corresponde al DRA lineal, que
también se incrementa a medida gue el tiemeo de la roaccifin avanza. La
figura (16b) sirve como patrdn de referencia del tipo de miagracién de ~-
cada una de las formas de DNA en una electroforesis horizental de agaro-

sa, corrida a 3v/om,

A partir de les datos obtenidos con esta titulacidn, se obser
w6 que 60 minutos es el tiempe de incubacién miz adecuado bajo cstas con
diciones dado gue a oste tiempo ¢l DNA superenrollado desavarcce comple~
tawente,  También a este misme ticmpo de incubacidn, (xiste la presencia
dre DUA de plasmide op forma 171 (lincal), 1o cual no ¢os conveniente. Se
hicicren modificacrones en o conconiraciones do cnoima y bromure de --

ctidio con r

covto @ la conoohtr LR Ao N, para tratar de obtenoy un

“ - . ] B N v . = RERS . - :
AN o rondrraenuoy O DU orieles et hes e e TN Tinesl, sin ocosmbar

G0 nunca Se judo ovaetar yue ol B Yinoal ararecicowe . Par 1o tanto se -
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prefirié tomar las condiciones iniciales y tomar el ticmpo 8ptimo de reac

cidén de 1 hora.

2.2  Obtencién de DIA Circular de Cadena Scencilla

Para cncontrar las condiciones &ptimas del tratamiento con la

i

exonucleasa 111, sc vrocedid a hacer una titulacién de la reaccidn, con -

respecto al tiempo. Las condiciencs fueron las siguientes: 4 pg de DNA

relajado, mis 28 unidades de exonucleasa 111 (1.5 1), fueron incubados en

50 nl de Tris-HCL pH 7.2, 10 mM, 2 mM de MgCl2, 1 ¥ de -mercapto stanol

a 37°C. Se tomaron alicuotas de 10 pl en diferentes tiempos y sometidas

a eclectroforesis en gel de agarosa. En la Figura (17) se puede observar

gue desde ¢l tiempo O con la entima, la exonucleasa 111 empicza a actuar

y que entre 10 y 1Y =inutos la reacceidn practicamente se ha completado, -

Por lo tento sc deci

I's)

cubacidn fuera de 10 vy 15 minutos.

2.3 Condiciones de Reperacidn

i& aque bajo cstas condiciones el tiempo dptimo de in

Para obtencr las condiclioness adecuadas de reparacidn, estas -

han sido prohacdas con base en los datos reportades por Wallace (51) y su-

jetes a rodificaciones.  Inicialmente el oligonucleftido usado como
acno, ful un dodcelmere, que prosonta la secuencia TTAACTATIGTT, el

csoconpdomentario a una farte de la ccouancia © entre ~35

cxconto por o ung o G0l

vha dedecion renioalla oen la tosicsfn ogor o ruestra ol ast risco,

muté-

cual

\

omotor candnico v con el gue se decea hacer

-10,
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En los ewxperimentos de repavacidn, usando este oligonucledti-
de, se observd que la eficiencia ecs demasziado baja v (sto so supuso es --

debido a qgue el dodecdmero es muy poco estable al hibridar con su templado.,

La poca estabilidad del dodecdmero, serfa atribuible a que es
una longitud muy corta y rico en bases Ay T, lo gue daria por consecuan-
cia gue su Tm (temperatura de deshibridacidn) sea de aproximadamente 28°C y
su Td (temperatura de hibridacidn) esté cowprendida entre los 26y 24°C

aproximadamente (52),

Para superar cste inconveniente, se sintetizd un hesadecdmero

con la siguiente secuencia:  TTAGPTARTTATIGPT, el cual presenta ahora un

Tm de 38¢C vy una Td entre 30 y 35°C (cada par de bhases G-C = 4°C; cada ~

par de bases A -~ T = 2°C).

La reaccidn de reparacidn usando ol hexadecidmero come primero
se realizd de la ciguiente manora; ol oliqwnucloétiﬁo fué fesforilado on
su extremo 5' usando la Kinasa del fago T4 como se reporta en Material y
Métodos, Cinco microgramos de DRA circular de cadena scencilla, fueron ~-
mezelados con ¢4 pwolas del hexadecdmere en Tris-HCL  pH 7.5, 25 md, 10 mM
de MgCI2, 50w de Wall vy 1 mM de DET, hervido durante 5 minutes y enfria-
do lentamente durante 20 minutos. Despuls de este ticimpo la reaccién fué
ajustada o 0.8 m¥ de cada uno de los desoxinucledridos trifosfatos, 0.4 -

wode AT, rSe 90 uncoddon de DWNA polinmerasa (fragmento crande) por mili-

litvo v 15,000 unidaden do DNA ligasa de Td por mililitro. La reaccidn -



El DNA de la reaceidn de reparacién fué usado para transformar

i MC1061. Las transformante fueron seleccionadas en me-

la cepa de E.
dio sSlido con ampicilina y las colonias fucron transferidas a filtros de
nitrocelulosa (Milliporo HATFQ90), para ser analizadas por el método de -
hibridacién en colenia reportadio por Wallace (52). Hasta en el momento

e¢n gue se reporta este trabajo, no ha podido ser identificada una colonia
que lleve el plasmido con la delecidn sencilla en el promotor consenso.

'Sin embargo se han obtenido mejores rendimientos de reparacién con el ---

hexadecdmero y es probable que la mutacién rea localizada en poco tiempo.




VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Dos vehiculos moleculares que nos permitirdn hacer estudios -
sobre los mecanismos de transcripcidn, a partir de un promotor modelo, --

fueron construidos por recombinacidén in vitro de DNA.

El plasmido p/\36opCm, es un vehiculo que tiene ¢l promotor -
candtnico, el cual estd hajo el control del operador de lactosa (que estd
repetido en tandem) y en el gue a partir de &ste se transcribe el gen de
la acetiltransferasa de cloranfenicol. Este vehfculo presenta caracteris
ticas interesantes, como gue a partir del promotor consenso se transcerihe
un producto aue es fdcil de cuant:ficar {la protefna que confiere resis--
tencia a cloranfenicol), Esto nos permitird medir, en forma indirecta la
eficiencia del promotor para condiciones diferentes, Asimismo, en caso de
que por manipulaciones futuras el promotor consenso incremente su fuerza
{35, el opecrador de lactosa padrid controlar la frecucncia de transcrip--
ci6én a partir del promotor consenso, y nos peymitiri hacer estudios de la
influencia de una zona reguladora, sobre ¢l funcionamiento del promotor -
(podria esperarse, que un promotor muy fusrte confiriera una desventaja -~
selectiva a las cdlulas gue Jo 1leven on forma de multicopia). Otra ca--
racteristica importante s gue este vehiculo molecular presenta un tamaiio
peguelio (2,660 pares de bases), 1o cuzl lo hace realmente atractivo para
experimentos de clonacidn, va que g esar de su bedo jeso noloeoular pro--

senta dos genes de resistoncia a antikidticos, con ritios (nicos para con-

zimas de restriceidn Jecal:sadar dontro &0 0 tou gones v oos adecusado oara
iniciar ol desarrollo & la t7car-a de murarinerae Ttro o cooecifica diry-

- -

gida vor oliacnucledtider o nt .o 0o



Como se dijo en los roesultados, el p/\3bopCm presenta dos si
tios de restriccién para la enzima HindIIT gue flanquean el gen de la -~

acetiltransferasa de cloranfenicol. Este tiene la ventaja que este pléas

mido se puede usar como fuente de un fragmento de DNHA que lleva el gen de

la acetiltransferasa de cloranfenicol, por medio de una simple digestidn

con la enzima gigglll.

Sin c¢rbargo, para futures esperimentos gue permitan clonar --
fragmentos de DIA aue vstén bajo el control del promotor consenso, es im-

rortante que tenga un solo sitio para la enzima BindTIIl ue e¢sté locali
1 1 2

zado entre el promotor y el gen de la acetiltransferasa de cloranfenicol.
Esto facilitard la recombinacidn de zonas funcionales del promotor, usan .

do el sitie interno en el promotor de Hpal v el sitio proximal de HindIlI.

Por lo tanto, se construyd el 37, ¢l cual como se menciond anteriormen-—
te es un vehfcule mis versdtil para estudios de transcripcidn, usando el -
promotor congoenso como modelo y puede ser utilizado como vehiculo molecu--
lar de clonacién, El pd 37 presenta sitios tnicos de restricceidn para las

siguientes enzimas: Pvull, EcoRI, Ball, Hindl13l v HKpal, que inactivan al

gen de la acetiltransferasa de cleranfenicol =1 fragmentos de DHA son in-

sertados en esta reaién; v de las enzimas Pvul y Pstl, que inactivan al -

gen de resistoncia a ampicilina si son interrumpidos Figura (9),

[&Fa

Con los duatos obtenidos a partir de vecusncia, e pudo comPpPro

bar gue durante la clonacidn dol operador sintd®tico de lactosa en el sitio

lantecedentes); 1 oporador guedd repotido, Asi-

Tav oporadores cncusntran en orientacidén rnver-

tida con respocto a ~u loacalizac:an en ol operin de lactosa., Bsta rodris




ocasionar que los operadores no fueron funcionales, dado que se ha repor-
tado (50), que la simetria que presenta el operador es una caracteristica
importante en la unién del represor al operador y cue probablemente juega

un papel en el mecanismo de roepresidn sobre ¢l operdn de lactosa,

Para comprobar gue el represor, al unirse al operador, reprime
la transcripcidn a partir del promotor consenso a pesar de estar en orien
tacién invertida y en una posgicidn diferonte con respecto al promotor; se
hizo una curva de crecimiento e¢n presencia o ausencia de IPTG. Con los -
datos obtenidos, se¢ demostrd que los operadores cjercen un efecto repre--

sivo sobre el promotor {(Figura) (15).

Esto nos indica gue, independientemente de la posicién y orien
tacién el operador e¢jerce un ofecto represivo cuando la molécula del repge
sor se une a €l. Hay que mencionar gue immediatamente a =35 del promotor
consenso, empieza el primer operador de lac. Como sabemos, por leos datos
revisados por Bujard (34), la BIA polimerasa cubre aprodimadamente 80 nu-
cledtidos, que van de -60 a 4+ 20, Al unirse ¢l represor al operador, se -
sabe qgue cubre aproximadamente 26 hases; por 1o tanto lo mis probable es -
cue al unirse el represer (wue es un tetrimero, de una sola subunidad), -~

impdda estléricamente que la BNA pol imerasa so una al prosotor.

Para gue esto realmente ocurra, tenomos gue temar on cuenta --

que tanto la PHA polimcrasa (36), cowo el reprezor (50), se unen en un so-
lo lado de la molicula de DRA. ksl pues, ol este fuese el caso, la orion-

tacidn del cperador con rosnocio

al proemotory consenoo, debeoris de ostar on

tal forma aue tanto la BNA polimorace v el roprosor lac e ounan en oo



caso aproximadamente a la misma cara del DHA,

Otra consideracidn gue se tienc que hacer, ¢s que al estar in
vertido el operador, la orientacidn de unidn con respecto al promotor debe
ser rotada casi 180° con recpoto a lac. Este podria influencia su activi-
dad represiva sobre la formacidn del complejo RMA polimerasa promotor, --

Sin embargo, se ha reportado gue el lado izguicerdo del operador (en su --

posicidn normal) es al cual se¢ une mis {uertemente el represor, En la -

Figura (18) se puede ver que este lado izguierdo, queda adyacente al promo

tor consensc, lo cual os consistente con la presencia de represidn., En --
otras palabras, el efecto de represidn sobre la unidn de la RHUA polimerasa
al promotor por el roprescor podria ser mis eficiente en esta orientacién,
per la posicibn que tience con respecto al promotor. Para comprobar esto,
se regquerirfa cambiar la oricntacifin de los oporadores con respecto al --
promotor consenso y medir en forma comparativa ¢l efecto represivo del re
presor lac en ambas oricntaciones, titulande directamente la concentracidn

de la acetil transferasa de cloranfenicel,

Con los dos vechiculos meoleculares cue fueron construfidos en -
este trabajo, se empezd a desarrollar la tfenica de mutagénesis sitio es-
pecifica derivada por oligonucleltidos sintfticos, Para efectuar ésto,
se empexd nor montar las condiciones Gptimas Jde la reaccidn, para obtener
DRA en forma 11, a pavtir de LY on fcryra 1. Las condiciones que consideg

ramos adecuadng, s reporian en los rasuvitades,  Erto nos ha perimytide -

gue ghora la roaccion «n sracticamente rutinaria y roeproducible,  Un pro
Hleoma aue horer o tonide o0, oue de leouna oo crana - la resceidng, la

cnzima comienmg a Jdiserir tobtalmente al D00 do 1 70mdde, ocacionando molé



op | - 38 promolor 10

promotor lac RV
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FIGURA 18. Bn este esquema se pusde apreciar la disposicidn y orientacidn (el operador de lactosa con
respecto al promator consensa yocan vespeoto al proaotor de Jac,  Como se puede apreciar la
regidn de mayor cantacte del ropresor con el oporador (flechas) se oncuentra adyacente a -~
ambos promotores. En lac hacia abajo de =10 v o1 prometor consenso bacia arviba de -35.
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}

culas lincales., Se varid la concentracidn de enzime v la cor -ntracidn
de bromuro de etidie, con respecto a la concentracidn do DR el zroble
ma siguid persistiendo. Por lo tanto, - decidid gque las cuncentricio--
nes iniciales eran las mejores, caperando gue el DHA linal no afccze a -

Yos pasos siguientes de csta metodoloafa.
8] 1

Las condiciones dptimas para obtener DWA circular de cadena
sencilla, a partir de DHA relajado, ¢stdn do acuerdo con las reporiadas

por B, Wallace

[l

(51). Aparentemente la reaccidn es fdcil y las titslacio
nes fucron bastante reproducibles.  $in embarvo, esta reaccidn es zotal-

mente dependiente de la calidad de purificacidn de la Esxonucleasa 1II ¢

del DNA, yva gque en ocasiones el DNA os totalmente degradado,

Recluntomwente, Bruco Wallace (comunicacidn jorsonal) ha rea-
lizado mutagénesis sitio especificas uvsando DA rolajado como tewmplado
de reparacion, saltandose o) paso de la Exonucleasa ITI; va gue gste oca

siona los rroblemas aque moencionamos. Dsta opeidn ostd sicende preobada en

laboratorio.

Con lo que respesta a las condiciones de reparacién, hemos -
tunido oficiencias muy bajas, usando 1 dodecimoro como primero doe la --
reaccidn, ror lo tanto, se sintetizd un hexadecdmern, gue oy mds estable

.ot

voeon el aue Lo estin logrando mejores rondimicntos. Con ococte oligonu--

clodtida, nos hemes dedicalo o do b lepoode de la colonia aas contenga ¢ 1

. ;s S ,
planmide eoan la delecion conoilla o0 0 1 promstor congonse Yoo han ot
nido colonias {aprosisa-dasonte 30 Y oeopartiy & Dyovey aLoade,  S¢ ha -
iniciado 1a Lasoucdn o Ta Luna cuo cortonts ol pldrmic, con la oratac.dn




en el promotor, sin tencr resultados positivos, sin cmbargo se han ras--

breado un nimero bajo de colonias (200) y ¢s jprobable aln que la clona -

positiva esté en estas colonias ya que sc¢ ha reportado que la eficiencia

de obtencidn de mutacidn con cste s

itema va de el 0.5% al 74,




VIT. REFERENCIAS

1. J.D. Watson and F.H.C. Crick. 19%3. Nature, vVol, 171, N°® 4356,
737-738.

2. F.H. Portugal and J.S8. Cohen. 1979. A century of DNA, Cambridge

Massachusetts, U.S.A.

(e8]

. R.LP. Adams, R,H. bBurdon, A.M, Campbell, and R.M.S., Smellie. 1979,

The Biochemistry of Mucleic heids, Acadomic Press, N.Y.

4. TF. Bolivaer. 1979. nowv. Lat. amer. Microbiol. 21: 37-4%5.

v

R.J. Foberts., 1976, Critical Rev. Biochem. <, 123-1604.

6. Y. Fougeon, F., Feuriluky., F. March, 1975, RNucleic Acids Research,

2, 2365-2378.

7. D.Ss. Hogness and J3.R. Simons, 1974, Journal of Molecular Bieology 9,

o SWNL Cohon, ALC, Chang, H.W. Baovaer and R.B. Helling,

D

73. Proc.

L3

Matl., Acad., Sci, ULS5.A.  Vel, 70 3280-3244.

9. R. Stein, Y. Gruenbaum, 3. Pollack, h. Razin and H. Cedar. 1982.

Proc. Hatl. Acad. Sci. U.S.A. Val, 79 (61-65H.

‘

10, M. Wigler, D. Levy and M. Perucho, 1981 Cell, Vol, 24, 33-40.
"4 [ b !

11, K. Nowvick, K. Clowes, $. Cohen, R, Curtis T11, Y. Deta ond £, Falhow.

107¢,  Bacterial. Few, Y 40 l6g-laa,
12, F. telivar, Poadrigues, K., P Groens, M,.C. 4 Clech, H. Hoeyneher,
Hoe bover, O, Croop and O Halkow. 1977, Gone, 3; 08-3117,
B . el - "
13, FLobolTvar, 10%e; O e, A, W01




14. Y. Soberdn, L. Covarrubias and F.

15. L. Covarrubias and F. Bolivar; 19

16. A. Ramback and P. Tiollals. 1974

3927,

17. M. Thomas, J.R. Cameron and R.W.

Sci. 71; 4579-4583.

H.G. Khnorana. 1879. Science, 2

19. K. ITakura and A. Riggs. 1980.

Cillam, P. Jabhnke, C. hstell,

Smith, 1979, tucleic

Itakura, 7. Hiroshe, R, Creoa,

and H.w, 1977.

Bover.,

22, D. Goeddel, D. Kleid, ¥, Eolivar,

T. Hiroshe, h.

Yvaszews

Proc, Natl. Acad. Sci.

Ldge, A. CGreene, G, fHeatholi

Scanlon, T.

Rature, Vol. 292, 24G;

o ety DA

24, F. Sanger, £. Nicklan, A F. Covls
U.S.a. 74, 5463-5407.,
25, D.L. Mentgomery, BE.D. Hall, .. Gi

Vel, 14; 27 3-on0,

Dr. Shertle and DL tlathane, 173

o]
~)

Atkinson, C.

Bolivar. 1980. Gene, 9; 287-305,

B2, Gene 17, 52-59,

[
jie]
t
—
i

. Proc. tlatl. acad. Sci. 71;

Dawis., 1974, Proc. MNatl. ~Acad,

03; &614-

Science Vol. 29; 1401-1405.

S. Phillips, C. Hutchison and M.

Acids Research., 6, 2973,

Hoyneker, F. Bolivar

Science, 198; 1050-1061.

H, Hevnechker, D Yansura, R, Crea,

1979,

ki, X. Ttakura and A, RIgues;

Y7G3-17¢7.

U.8.A. 75,

ffe, Y. Meacoch, W. Schuch, D,
1

Hewton and A, Maridizn; 198

7506-701 .

on. 1477, Proc. Natl. hAcad. Sci.

TYoam and M. Smaith. 1978,

Cell,

. Fooviillace, M. Jonneon, UL o Hiroco, T o Bivave. POl vwea hiisnoend .
Tuakura., 0Py, rhamledo, hoids bocearch Vel © Gy W70-
G,




29.

30.

31.

40,

- B -

B. wWallace, P, Johnson, T. Shoiji, M, Schi#ld, XK. Itakura and J.
Kbhelson. 1980, Science 209; 1396-1400.
M. Rosenberg and D. Court. 1979, Ann. Rev. Genetic., 13; 319-353.

'

M.J. Chamberlain., 1976. En RNA polymerase. pag. 17. Cold Spring.

Harbor Laboratory. N.Y.

V.A. Gavin and H. Bujard. 1979. FProc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
Vol. 76, 1E€9-193.

J. Sancien and J. VWarry. 1275, Nature 239; 1G6G7-168.
D. Pribnow. 1275, DProc. Natl. Acad. Sci. U.S5.A. Vol. 72; 784-787.
H. Bujard. 1980. Tronds in Biochemical. Sci. Octobex 270-274.

DK, Hawlei and W.oR, MeClure. 19282, Journal of Molecular Biology.,

157, a93-525,

U. Siebwnlist, R, Simpson and W, Gilbert, 1480, Cell, Vel. 20;

269-281,

Goldbergor R.F. 1979, on Biclogical Reculavion and Dovelopment.

Plenum Press. NUY,
S. Adhya and M. Gottesman. 1978,  Ann. Rov, of Biochem. 47, 967.

G. Gallupi, and J.P. Richoardson., 19760 on REHA polimerase.  Celd

[
.
=
d
-
~
o
~
et
o
oo
o
)
c
P
-
w

(.o Berdrand., J.L. Fom, . Lec and C. 1979,  Journal of

dalecular, iel, 1Y%, 207,

. ; . T
X. Sohereon, J. Rosea, . Larseon and b

1.0, Greenc, B, fievneker, M, toddoch, Foobolivar, R, BEodriguezn, A,

Covrarr Y Lo, VL Lot an ang By, oy, 1978, nhuaclcoic

M . - . 4 Aol ST
Lojas, Resoanren D, LT 7d-278G,




43.

44.

45,

46.

47.

48.

49,

0n

Cohen, A. Chang and C. Hsu. 1973, Proc. tatl. Acad. Sci. U.S.A.

70, 3240-324
R. Clewel. 1972, Journal of Bacteriology. 110: 667-€76.

M. Betlach, V. Horschfield, B. Chow, W. Brown, H. Goodman and H. Bover.

1476, Fed. Proc. 35: 2037-2043,

H. Birnboim and J. Doly. 1979. @lNucleic Acids Resecarch. Vol. 7, 6:

1512-1523.
R. Rodriguerz (en publicacidn).

P, Sanger, A. Coulson, E. Barrell, A. Smith and B. Roe., 1980,

Journal of Molecular Biology 143; 1631-178.

M. Barkley and $. Bourgeois. 1980, The opureon, Cold. Spring Harbor.

B.Y. 177; 215.

D, Goceddel, D. Vansura and M. Carcthers, 14

A3
~J
o5}
—
T
-
~
3

Hatl. Acad,

Sci. 75, 8, 3578-3582.

B. Wallace, M. Scheld, M. Johnseon, P, Dembereck and ¥, Jtakura., 1981,

Ruclele Acids Rescavech 12; 3410, N

B. Wallace, J. Schaffer, J. Murphy, J. Bonner, T. Hirose and XK. Itakura,

1079, Nuclele Acids Rescarch, Vol., & HNGm. 11, 3543-3557.




APENDICE

AEREVIATURAS

hpr =

r

Raesistencia a ampicilina

Cm = Resistencia a cloranfenicol

d = (dalton

D.0 = Densidad dptica

DTT = Ditiotritol

mg

= Miligramo

ml = MiliYitro

nh = Wanbmetros

2]
st

=3

i

jac:
0
it

- A
- PIn
- DI

=  Pares de bases

= Microaramo

= Micrelitro

—
[
o
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