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INTRODUCCION

Desde hace mites de aiios et desanrotlo de fa agricubiuna se ha -
basado en el mejoramiento genético de Las especies cubtivables, a thavés

,‘ de La seleccién y propagacibn de caracternes deseados que aparecen espon- |
‘ tdneamente en Las poblaciones sitvestres y cubtivadas. ‘ '

v La vaa,@qul&;dz;d genética se obtiene por as mutaciones y £a n‘epﬁa"-,f n
) duccxiﬁn sexual, no obstante que esta dbtima iiene sus Rimitaciones como - -
Cson £a /_mpoubb&«_dad de cruza entre especies distintas, que e4 mpecl,cda e

' ~",_'pon E.ms bamwuu aepnoduotcvm, s4in embargo, ek hombh,e empezé a e,umman

" poco a poco estas bammzupumejw con fa impontacifn de especies deun - '

tugan a otno, Ea fertilizacion a)vtcﬂx.ual Los utje)uCOA, ete., de esta ma
"_1‘l»nww. La ca,udad de 20s pnoduotoa agtu’,colcus han mejamdo notablemente, pero :
al mu»mo Ziempo, dedea al método de bdecudn, £aA p!;antab han pe/wtcdo -
much«u othas camotmauu que Les pexmition sobrevivin en su ambl.en,te
| natunal y se han vuelto ~dzma/54.ado dependientes def hombre, que se ha - |
“uisto obigado al uso de Los pesticidas y fertilizantes en 2os cwltivos, -
‘ ﬁné,tado_que contamina cada vez més el medio ambiente mostadndonos que La -~
estrategia no es del todo adecuada. |
B8 hecu»a}ua d:eA‘d/uw‘LCan nuevas variedades que posean Las canac-
terlsticas adaptativas qu:e han perdido Zas ptantaé cu.btivada,é, pe}w que ;
’ex,éb.ten atn Ve,n Las - plantas silvestres como son: La huutenua a plagaA,
La tozuanua a La Aaumdad a La sequla, at fnio, ete.

EL pnablema pana LLevar a cabo esto es el adslamiento neproducti-
vo, -poi X0 que hay que utilizan nuevas téonicas para nescatar estos genes.

Pue a £a plasticidad que muestran Las plantas en La. fonmacitn de -

o Mbudob pon 6uA4.6n cwuam Los pnobtemcu para obtener Las: Combwa""_ i
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clones genéticas deseadas son enommes., Es por esto que se requiere de un
método mas eficiente de modificacidn genética para células vegetales, al-
go semejante a Los métodos de thansformacién empleados en ta ingenferia -
genética de bacterias, en donde uno o mds genes perfectamente caracteriza
dos son integrados al genoma de La célula neceptona bajo un sdistema de re
gutacibn conocido. Aunque el desawrwllo de tal sistema se visbumbna Le--
jano dada La complejidad genética y estructwral de Las células euca/uétfnt_é_
cas, existen sistemas naturates de mmﬁomdadn que pueden sen emplea-- .

" dos con este prop6sito como el que se analiza a continuacibn.

"Agzwbac,tmum'nmeﬂaoém y Las agatlas de Pa conona (C}den gakt)

AL iguakl que Los arwnalu Las plantas Aupeju.oh.u tamb&én desa--
IquCan Lumones con una etiologifa muy semejante a £a de Los primenos. EE
crecimiento neoplfsico o cancencso en cflulas vegetales puede inducirnse -
por: nadiaciones, agentes quimicos, vinuws de ARN (1}, Aunque no 4e han -
encontrado vis de ADN, existe un equivalente de esios en La bacteria A.

tumefaciens, como el producido en algunos hibridos de Nicotiana (2}.

En 1907 Smith y Townsend (3) identifican a £a especie A. tumefa-
ciens como el agente responsabie de un tipo de tumon vegetal, £famado --
agatla (Crown gall). ‘

A, zumefaciens (4}, (5) es un bacilo gram negativo, anaenbbico -
facultativo muy comdn en el suelo, mide de 1 a 3 aum de Largo por 0.4 a -
0.8 Mm de didmetro; tiene de 1 a 6 6@96@06 en et mismo poéb, ‘o8 sendd-- -
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bfe a Ra fuz y a ta sequia, pero en suelos hidmedos pemmanece viable ¥ vi-

nulento por anfos.

Las agatlas se desarroflan en he}u‘da& que permiten La entrada de
La baote)uéa a Las célubas vegetales (6), por Lo que £Los Zumones se forman
“generafmente a néivel del suelo. Casi todas £as plantas dicotibedbneas --
'A'or} susceptibles a esta infeceidn, mientras que tas monocotiledbneas pare
:"cen'_AurmemZblu a ella (.7)'. La nauxenua de estas af,tmcu puede ne |
sidin en La incapacidad de fa bacteria de adherinse a a pared celutan -~
’ dv;e vegetal. | Una dzﬁmwm ubw.cchaz entne £as pmedu*a Las que se -
J une La bacte)ua y Las que nd, pcmece sz et gnado de mwwaudn del du-
' do poLLgaxac;CwLGmw (8}.

Cuamto A egauem pene,ma a traves de una. he/u.da se pone -

ben contacto con neceptones especificos de !_a. pored ce,twealn una vez adhe e
’,lwia at necapﬁm, La bacteria comenza a sintetizar 6&[3’0(,&46 de celulosa
que atrapan a otras bacternias, 6ol¢mando paguetes celulares en estrecho --

’ contacto con La clufa vegetal (9). A continuacién penetra a £a céfuba -
S Lo ‘qdé dww.mte. muchos aﬁu se conocid como punmipi.o de induccién twﬁam&
. ( P IT) ydo que hoy se Aabe e que comene La Lngormacibn gene',tcca - ‘A

' ", emtente en un pﬁdAm&dO ver Mgwuz 1.

~Los tumones producidos sintetizan compuesios nitrogenados denonu :

v ‘ nadoa amnao, que no se encuentran en Lo0s tefidos sanos y qua atteran ef
metabolismo nitrogenado, ademfs son prototnbgicos para negutadanu de -—
_c)cewmen,ta como auxinas Y. u/toumna,a (10) pud,cendo a dq(e/zenua de £os

’ fcuLtwaA de uege,talu Aanoé, uecm en i medio canente de utob negw&a.—

dones.




cromosoma

Fotnsintesis
'CO; + HPO — comp,  or-
3 ,géhicos pero " no . opinas

" ‘lnfeccidn 'y transferencia de - ADN-T~

V‘ﬁa_gme‘nto” de pdsmidy
inﬁeQraLdo SR

" niicleo

jf.m‘i:r.rofﬁbrilvas/" R
de celulosa T R
‘ las . opinas . producidas ‘se -
liberan en la "rizésfera‘,} g

o (NS

Las bacterias que tienen a T puedeh' catabolizar
opinas‘_ como Unica fuente de C y N,

Infeccidn - de- una planta por A, - tumefaciens

F!’G. 1




-6,

Como s6L0 £a bacteria puede utilizar Las opinas como fuente de -
Carbono y Nitrbgeno, La supenficie del tumon es un nicho ecolfgico, en -
el cual fas bactenias con infonmacién adecuada pueden crecer y prokife~
nax Sefectivamente (11). | ‘

Las agaltas oﬁneceﬁ un modelo ideal para estudian £a regulacidn
‘:‘dé, La expresibn genftica en plantas, pero Lo mas importante es que ofre- .
" ce un sistema para estudion Lo modificacién genética de cétulas vegeta-

" Res, andlogo ak de I.ot; s oncogénicos de ADN, como el del SV40 que - '
mmﬁbnman cllulas an&ndes e,nrcuLtéuo‘ (12). ’ k

TIPOS DE TUMORES

A. tumedaciens produce diferentes tumones que vanban tanto en su -
- morgologla como en su 64'/3{0?,09&. 7

Los tejidos tumonafes adquieren La cabacx:dad de sdintetizan opinas
(13}, derivados de aminodeidos que podemos agrupanr dé La sigulente forma
;(‘14)= ‘

Octopinas.- Son producto de £ condensacion det deido pindvico -
con algln Modu:do. La enzima nesponsable de Ra sintesis de opmaz.‘ -
pindvicas es £a Lisopina deshidrogenasa o Lpi)H, que pesa 38,000 da&anu
y emplea NADPH como codaaon‘y puede wutilizar 19 aminodcidos y 5 cetoddl-
dos diferentes como sustratos. k
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Nopatina, - Las opinay producto de La condenaac,cé‘n de un aminoded-
do con el &uda ot .cetogl;wtﬁnu:o son sintetizadas por La enzima nopa-
Luw deshidrogenasa o NpDH, que pesa 42,000 dabtones, utiliza NADPH como

cofactor y s0lo emplea £os aminoficidos arginina y oxnitina como susfra--

ZLos.

“Un tmcm upo de apum es fa ag!wpma, un dwvado b&oiauca -"_
= daf. dudo gf.wtdmco y el azdca/z. he:wto!, [)5) : L

Llas bac«twcu que mducen tumones apo oc,top/(.na pueden ca/tabou-"
T zan oo,top&nws y agtwpuuu no asi nopalinas; Las bao/te/wu que wducen -
E 'i’;'{tumoneé tipo nopaLma, sodo degaadan ébia y Zaz, qu.e x.nducen Los Llamadaé -
"‘;:{;.tumonu Lipo. nu(’_o um.camente. ca,tabouzan aglwpu;a

La. monﬁo!;ogia. d@& .tumon depende .tcuuto de La cepa m{ectan,te. como g
de La planta hospedera, ast en Kwtanchbe daignemontiana 116), encontra--

mOb que £ab Zumones apo oc/top,ma )OILGAZMM una superfieie augosa y no-- :
: " deada de mz.Ccaa aduwuc,ws, Los  Lumones Lipo nopa,twa tienen una supei-
‘5106@'&26«1 y naices en La base, £eegando a fonmar en owiona teratomas. ‘

S '.-"~"LoA tumonu de apo nuo pnMWﬂ una Aunué&ue ILLLQOAa y en oa.a.awnu,

. 'mcu pe}no eu menon. can,tadad que en. 204 twnonu upo octapm
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LOS PLASMIDOS T{ EN LA INDUCCION DE TUMORES

EL tumon despu€s de haber sido inducido, puede desarrolldnse An-
dependientemente de £a presencia de ta bacteria, porn Lo 'que Braup en 1947
(17) propuso que et PIT, se transferla de La bacteria a £a célulq vegetal

para inducin £a thansformacion.

_ En 1967 Schilperoont (18} encontrd secuencias de ADN de
'a'em 'pnuen,te,a en el genoma de c6lulas tumonales. En 1974 Zanen, Schell
¥ sus cof_abomdonu {19) descubrieson ADN cireutar superenro '
Lamario en cepa.a pa,tdgem de A. .tumeﬂauem, no asl en ocho cep
tégenas. En ese aiio tos mismos Schell y Schilperoont (20), dea bfu‘wwn -
qu.é es0s pldamidos grandes enan vu'enu.alu para £a fumornigénesd
2a ausencia de €st0s, impLicaba £z pérdida de La patogenicidad,|pon £o -
que 62 !Lu uam6 p!;dbnudob T4 {tumon wdumq) .

. Los expe}umeMoA de conjugaudn en uzﬂecu_onea mixtas de cepas -
\waulentab y avinulentas Llevados a cabo "in planta" (21) asZ jcomo Lrans
50/Lmdu'énu "in vitho" de CepaA aviulentas con p&fAm’doi T4 (22}, con-
fiumanon que La Lnformacién c.'ontenéd{z‘ en éste es necum P La. pato-
genicidad. R

- Pon med<o de hibridacién de Lipd ADN-ADN de. Southean, Chilton y
cobabonadones conginmaron que una regidn def pldsmido T4, se
en ef ndcleo de fas .cé,l’.lwta.o t)tanbﬂdnmada,o. A esta Izegldn se Le denomind
ADN tumonal o ADN-T - (23). Otnas Linvestigaciones demostraron ique el --
ADN-T estd unido covalentemente af ADN cromosémico, donde exigten varias
copiaA por genoma (24) y que, ab menos parte de €L, es aané
(251‘ EL ARN .. de ta octopina A.uwua fué aislado de caqu e guuonI:
(26), Y de célulbas uege,ta!.u con ARN de &wopma_ dulud/wge hasa que -
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complemenian con fragmentos de Ti {27},

Chitton y colaboradones demostraron que el ADN-T no se encuen
tra ni en La mitocondrnia, ni en el clonoplasto, s0Lo en el ndcleo (28).

Un thabafo de Thomashow y colabonadones en 1920 (29), aseguraba
que en cientos hospederos uamﬂqmnadoz,, no se encontraba La negibn ADN-T,
,péjw necientemente Poy y Kado (34}, encontrnanon dicha neglén en este ,té—‘
.po de hospederos, ademds de encontran que el pZdAmdo Liene clerta espe-

: uﬁ.cudad pon sus hospederos.

EL MAPA GENETICO DE LOS PLASHIDOS T

Los pwnmdoza TL miden entne 95 y 156 Mdaltones (19) y son de ne-
‘pucautin numng.cda {31), pan Lo -que se encuentran en -una o dos copias

. pon cllula, Aunqua ésto dx.ﬁu_w&ta su pwuﬁ&.caudn {32), existen ya da,tct.

" sugicientes que nos dan una idea de su onganizacibn genétiea y 5unuomx-

" miento, ver figura 2.

Se ha encontrado que Los pdsmidos TL de octopina son muy simika :
nes entre 5L, no asf Los de otras clases (11).

Aunque £a posibilidad que ofrecen para La manipulacibn genftica
< de £fas plantas es obvia, su Lamafio. Zan grande es un incahumenxe, por -
" Ro que hay que preguntarse que tan necesaria es £a totatidad def pldsmi-

do para La tumonigénesis.

Se. ha encontrado, pon medio de deleciones e Lnserciones produci-
das pon thansposones, que una ghan regibn del pldsmido no es indispensa-
ble para La L{nduccdibn Lumoral (33, 34).. Algo wnpne.ndamte es que cepas

po/utadom de pf&zsmdoa, a Los que Les 6a&ta ghan pa/t.te. de £a negibn de~ : :
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necha del AUN-T, netuvieron una virulencia parcial, aunque su velocidad -
de crecimiento se vié muy afectada.

Pon medio de estudios de homologia entre pldsmidos de octopina y
nopalina (35, 36), se ha enconthudo que existen genes induspensables pa-
na La tumonigénesis eomo son: REP, VIR y ADN-T, en tanto que APE y TRA -
aunque también homflogos no son {ndispensables.

o la negwn APE codifica parx £a pfwiecudn contra La wﬁecudn ponr
» d bac,twdsago AP-1 y La TRA pwwr La capacidad de conjugar, ca)zacvtejt,&é.tc
: caA uenxajoAaA pazza la bac,teua aunque no indispensables para Ka tumou.gé

HQAM .

La negifn REP es indispensable ya que ¢é Lz que se encarga de fa
vm “heplicacibn.. Pa/'c'w pan..te.’f,a negidn VIRApodbea contenen todos Los gené;a .
nééumabr para La infeccifn de célubas vegetales, como serfan el recono-
cimiento de un necep.tén especifico, 2a sintesis de {4bnas de celulosa,. £a
Marwﬁueuu’d del pldsmido ‘ﬁé 0 parte de 6ste a ta célula vegetal., No --
obstante en expernimentos de trnans fonmacibn "An vitno" se ha mostrado query. ‘
©ond Las funciones de REP'n,c de VIR son necesarnias, Lo que permite suponet

que el ADN-T: coniiene £a {nfommacibn de La tumonigénesis.

Recientemente Kado y cofaboradones (37), encontrason que existe
mda de un gene Lnveluchrado en .P.a sintesis de deido {indolacético ¢ que am
bos son necesarios pana £a oncogenicidad, es posible que e gene faaP que
Linterviene en La sintesis def deido indobacGtico (ATAl, se integre junto
~ con ef ADN-T en el genoma de 2a planta o que el AlA haga competlente a La

céiuta pa/uz m‘mméueud(z de Ti, otna posibilidad es que actide como -
| beguﬁdo mensafero pm activan £0s genes dé.’-&p oncogenicidad:
‘ v : : .



- 13.-

EL ADN-T que se ha defectado en £ineas tumorafes.no tiene necesa
niamente Los mismos extremos perno Ra parte centrnal asdempne se encuentra

presente (38), ver figura 3.

ADN—T

CAax - ,v ct ,Ocs»v
! :Ecp‘kR‘l- J’ _ 7 . , - " | =
Hind 1 I 1 S 1
e T - T
Kb | { + + + - ; Ao " + 4

0O 1 2 3 4 5 6 7 8% 9 W M

Region ADN-T donde se muestran las dreas con  actividad
tipo auxina (Aux), tipo citociina (Cit), y sintesis de oc-
topina  (Ocs),. tomado. de referencias (55,36). '

FiG. 3

‘La negi&n ADN-T se. ha mapeado mediante La insercibn de trans-
~ posones, como el Tn904 y el Tni021, que producen mutaciones y afectan al
guna caracteristica ﬂmow; insenciones en el Lado Lzquiendo de £a he--
gibn T, producen mutantes manﬁozdgicaé que hacen suponern que esta parte

controla La actividad de ﬁmhamOm de tipo auxina. Por Lo tqnto, 84 se
Mac,téuan d&aho& aenes dunbénuye_f.a actividad de 60tohonmo;;za semefante -
' "'a'iu'z.m, en ne,cauﬁn con !,a act{uid@d de u,toumvw., y pon Lo tanto hay -
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formacidn de tatlos. La {nactivacidn de £a parte central del ADN-T, pare
ce disminuwin una actividad tipo citocinina ya que estimula La fonmacidn -

de nafces [39). Esto es consistente con Loy nesultados de coinfeccibn -—-
con cantidades fguales de ambos tipos de mutantes, que produce tumores -
“con, m&s o menos, La monfologfa del Lipo silvestrne. Resultados muy dimd
kanes se obtendrnfan, 84 se aplicaran exbgenamente al tejido tumoral --~-
"in vmo"' heguladones de c)teci:ru:emto..

0tros genes detectados en et AUN-T, son Ros que codi.gim.ﬂa sdn
tesis de octopina y negulan ef tamaiio del tumor; son agectados en mutan-
tes con deleciones en fa parte derecha del ADN-T. v

Nester y sus colaboradonres W0} congimmaron Los nesultados ante--
niones, af aistan 25 cepas con insenciones de Tns e );denuum tres mu-
tantes que afectan La mongologin de Ros tumones y atra £a ALn;fuiA de oc
topina. |

_ No se conoce adn et mecanismo por el cual el pldsmido T4 penetna
a La cétula vegetal, ni como es qué el ADN;T -4¢. establece en el ndefeo -
de. !.ac&ula Iniciakmente Koekman y colaboradones {33) paopusienon un
mecanismo de {nxegmc,idn sémilan ab de Loa transposones, pero Esto se --
descantl ak encontran integnacidn de ADN-T con defeciones en el extremo -

dé/uzcha .

Ll arneglo del ADN-T en d’nddeo de L c8lula vegetal no se ha »
,u.mee,édo completamente (41, 42}, pues se han encontrado copias de -~~~
ADN-T o portes de &te inte.gf;adob. at. genomé; patece sen que en pMAmido_‘s
de noMa Aé encuenthan en gAuUpos (ftanélenm), no asl en ioAr de’-oc,to‘pim ‘, ‘ 

donde a veces existen nepeticiones de uno de sus exitremos.
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LOS PLASMIDOS T4 COMO VECTORES MOLECULARES

EL plismido TL es un vecton natwral capaz de promover La thansfe
nencia, Lntegracibn y expresién de ADN extraiio en células vegetales. Con
base en &io se piensa en fa posibitidad de introducin y expresan otnos
genes exinafios. Los primenocs experimentos que se hiciernon con Tn? insen-
tado en 73 regdibn ADN-T, demostranon que £as cllubas trnans fonmadas conte
nian al ADN de Tn7, aunque La nesistencia af antibiftico que codifica no
~ se expresd (43). | '

EL gnupo de. Nuim ha comunicado en e Simposium de ADN. recombi-
k nante (19811 haben wﬂwduudo y expresado el gene de ovaf_bwm.na a cllu-
- Ras’ vegeta&eb pon. medw de Tx..

Para Ra mmﬂbnmaudn de cClubas vegetales, se ha utibizado tan
. 1o o pedsmido pwrificado, como fLa bacteria intacta o tratada.

Schilperoont y cozabomdom_u; fuenon Los primeros en rans forman
protoplastos de tabaco (Nlcotiana fabacum) (44) utilizando célufas Lntac-
tas de A. tumefaciens y congirmando La thans formacibn pon fa actividad
de LpDH y Za puumda det ADN-T eon Las Lineas trans fonmadas, que es co-
mo se debe comprobar £a .Oianéﬂonmacldn seglin’ Thomas how, NeA:Ce(L y colabo-

nadones . (45).

Algo muy {mpomtante quelae encontr§ en estos estudios, es que fa
- secuencia de ADN-T no 4620 permansce en £as peantas redigerenciadas de -
vtaA Ltnew.s tumonales tanto de octopina como de napaLma 64)10 que Ae ne~-:
| uene a mué& de La muobus Yy 8¢ expresa en I,a pumm genmu&n (46),
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takes tejidos nediferenciados de estos tumones se infertanon en plan -
tas de tabaco y produferon §lores, fautos -y semiflas que dienon Lu--.

gan a una Fl que nretenfa £os marcadones.

La transformacién de prnotoplastos empleando pldsmidos TL intac--
tos fué Lograda por Davey ef al en 1980 (47}, <incubando protoplastos --
 de Petunia con el pldsmido en presencia de poLéomiLina, y sefeccionan-
" 'do Las .c!;omu que crecfan en medios Libres de negubadones de crecdmiento.

Los estudios nealizados con protoplastos. de Nicotiana tabacum -

‘que se.incubanon con TL en pltuzncuz de Ca++ y polietilenglicol (48) -

- confinman Los hesultados anteitiones.

La 5ne¢;uéﬁua de £rans formacibn mas alta qué se ha bg@da,medé—
da con base en ta ‘pfwduée)&ﬁn de octopina, §ué obtenida pon vHa’Azzwua y -
cokabonadones [49) al thansfonman protopbastas de Vinea nosea. con esfe-
nopastos de A. tumefaciens en presencia de PEG o PUA. La 2nansfonma--
eibn es mis eficiente debido, Zal vez a que el pldsmido TL completo se °
Antroduce al citoplasma. E&to sugdiere que 84 se encapsuba TL en un Lipo-

 soma como o estd haciendo Nagata se deben obtenen mefones- nesulitados. .

Es i,mpafvtaué seflakanr que entre £a F1 de Los thansformantes hay
B algunas Lineas que perdienon La capacidad de sintetizan opinas, no ast
fa de crecen en medios sin neguladones de crecimiento, mientras que ---
otnas presentaron La situacibn inversa. Es pon esto que es necesario -
conocer muy bien - of mecanismo que hregula £a e.xmu.wn de estos genes,
Aan,tu de podvz utibizanlos como uec,tonaé pwza Antnoducin omb genes a
—m caum. vegetuu
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LA INGENTERTA GENETICA.

Cuando se tiene un ADN de ghan tamafio para sen esiudiado, es mds
fdcil contanlo en regiones especificas de tamaric m&s pequeio y producin
ghan niamerno de copias. En Pa actualidad se cuewta. con herramientas muy

dtites dentrno de La ingenierfa genética, que 6ac,ou,tan mucho e£ mbajo .

. La ingenierfa genét«.ca. de vale de Za 5011:244.5 quimica, {fa uw(m
'u.auén del ADN, el uso de enzimas especticas y ueh.ccuI_oA mozeculiwtu,
panra 6onma)1. molécuizu de ADN necombinante. Ver figura 4.

" Dentno de fas enzimas mhs empteadas tenemos Las enzimas de nes--
. o mcci.dn que gene)um. fragmentos de ADN constantes. Las. enzimas de i';épo'

11 neconocen secuencins &ped&ém-de cuatro-a sels pares de bases y --

_cortan dentro de Gstas geno)umdo emwnoa nasurados , exMemoA 5" salien~
ZLe o exx;r.zmoa '3t Aauemte depe.nd.(.endo de £a endonucleasa de que se ira-
te. .

Una vez generado, Los §ragmentos pueden ser unidos pon Las Liga-
‘v sas de'AvN, que fonman uniones fosfodiester entre el extremo 5' y el 3',

L a Ligasa de Escherichia coli soko puede unin extremos pegafosos, mien-

tras que La Lééa.ba. T4 puede unia adem& extremod hasuradod.

Otna forma de wnin fragmentos de ADN, es pon ok mEtodo de £a -
thans ferasa terminal: bzoa §ragmentos de ADN se digienen con exonucleasa -
5" (A} pana fonman extremos 3' saleentes, a Los que La thansferasa -
teminal afiade nuckeftidos especlficos. La fonmacifin de cofas de poli-
T en el vecton y cal.aa de poli-A en el ADN pasajero pque sU uru.d
pon comp!.memtau&n '




Fragmentos »

de ADN

Unibn ak -
Ueqtan

Inthoduc-:
“edbn a La
célula --
" hospedena

Seleceidn
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ESTRATEGIAS DE  CLONACION

Digestibn Rompimiento Sintesis de Sintesis
con endonu- meednico ADNe duplex quimien
cleasas de

. . -directa.
hestnicelbn B )

Colas  de . Ligado de -

Agado , u.gada de ex-~ Moléculas
homopolime - - extremos pe Iremos hasy de unién
nos. : -gajosos aados  (no = ~ (&inken)

de unién)

Thans fec- Thans forma- Empaquexamen«to "in
cliln con Cedbn con - o uitno" con Ra’cdpside
fagos ne - plésmidos - _ “deX fago: Thansduceidn
‘comb.inantes nrecombinantes con el cosmido

Genética Tnmunoquimica Hibnidaudn con ded-

‘dos  nuclelicos
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Otros enzimas Gtikes para La formaci6n de ADNs necombinantes se

muedtnan en el sdguiente esquema {57)

Polimerasa | NTR.
de ADN T 5

"s‘pf_AvATT.C_-___-__-_;;GAATTma" B : |

 SAATTC._ GAATT.o
- oJTAAG . CTTAA o,
) a2
G 4 pAT

SRAATTC. ___GAATLGd

S T TA‘AG_;___..,;:CTTAA # i
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Por d€timo, Ra transcriplasa revensa se emplea pora sintetizan
ADN complementario (ADNc), que por sen una copia de ARNm evita ef proble
ma de £os intrones. V

VEHTCULOS MOLECULARES.

_Los vectones o vehiculos moteculares son moléeulas de ADN como -
i &75 ‘w')zua‘ plasmidos y éJAmidoA qué' pueden inconpo)um ADN extraiio y )La
plicanse aut&nomamente dentno de un sistema bwwgma, de esta manera -

un ADN de watqcu.m onigen pu.ede umbmzwe dentro de una bac,twa y
mubﬁcpuca.ue

Un buen bexytonr debe cumplin éou Las sdigudentes caracteristicas:

1- Ser pe.quév'io genétém y-fisicamente.
' 2- VSQ/L autorneplicable y amplificable, aunque Lo d&tuno no es - ;
mMpenAabte.
‘3~ Tenu marcadones gené&co& que pv)um,tan Pa sefeceibn de Las
moféeulas /Lecombma!utu
) _ 4- Conte.ne/z 8404 Gricos pora el mayon niamero poub!;e de enzi-
mas de restricedldun.

5- Tenen baja probabilidad de transferencia a othas bacterias.

Encontrnan un vector en La naturaleza con fodas estas caracternls-
ticas o8 digiedll, por Lo que se han construido "in vitho";  un efemplo
25 ol pBR328 (ven figura 5) que tiene 4,900 pares de bases y presentd -
: ,7 el ﬁenotépo ampuw&.mx resistente (Aph,) tetraciclina reséstente {1 e
.y clonanfenicol resistente (Cnbc’lr);'(v%)., _ |



. FlG. 5
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La cepa que vaa aceptar a £a moté_c.wt’.a necamb.énanxa, debe cumplin
también con clentos nequisitos tales como:
1.- No codificar para tos sitios seleccionables, ni del vehiculo
né del. pasajenc.
7.- Debe sen defdiciente en necombinacibn.
3 - Debe de tenen nequernimientos especlficos tales que no permi-

tan su sobrevivencia 5ue1w. del Labonatonis.

e cepa que se usd en este .t/cabajo es fa E. coll RRI, nee A --
pues haM:a ef momento es una de Bas mEjOIL(J.A ucep.tow y utab&&zadom
de malécuﬂw.& neeombman,tu.

COBJETIVOS.

Como ae ha expuesto anterionmente es necesanio conocen mds sobre
La organizacibn genftica def plismido Ti, y devido a Que wo de Los ma--
yones problemas que presenin es su gran Zamaiio, et objetive de este tra-
bajo es el de clonar fragmenitos de nestriceidn especfiicos que puedan -
sen -empleados en estudios de mawsﬁo'mae,wn.

De esta manera se tendndn Las bases pana poden utillizarko en un
juture, como vehlculo molecular pana La bmm@hmae,édﬂ de cé&lulas vege-
tafes, con Los insentos de ADN deseados.

Para esto se propone:
1.« Aisfan al pedsmido T4
- Adsbar ak pBR3ZE
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3.~ Producin moléculas necombinantes de fragmentos de rnes---
ticeibn del plasmido TL y clonarkos poh “escopetazo" en pBR328 trans-

fonmando, en E. coli RR1 nechA,
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MATERTALES ¥ METQDOS

APARATOS

Baiio agitadon con temperatuns controlada. PRECISION Sei.Co.
Mesa de agitacibn. Centro de .instwumentos UNAM.
;Inwbadona. de proghrama dual. PRECISTON = Sei. Co.

Estufa. EELISA. _

Utnacentrifuga L5-75 Beckman. (Rotones 75Tk y 60 T4
Uetracentrliuga L-50 Beckman. (Roton 301 '
Centrffuga Sorvall R C - 5B. {Rotorn GSA)

Ceninifuga cbinica DAMUN/TEC DIVISION

WWﬁuga - Beckman

Campdna de ftujo taminan VECO

Potencidmetro Model 3550 dAgx,ta,C pHmeten, Becfzman

Apanwta de electnofonesis de p!;aca vertical. LKB pnodufutm AB.

Cémana de efectroefusibn.
: Ldmpafta. de ultraviofeta onda conta. ULtna Violet Products inc. San ‘G;ablavéej;
Ccatig. USA. | |
chanu,&mnadon de a&t}zaw.o!;@ta uetha w.of.e,t Products Tne. San Gabriek,
Caléf. USA.
Careta protectona. Ultravioleta, S.A. MExico.

|CEPAS BACTERTANAS.

. Agnobaczte/owm Megao,éw LBA 4001 que. contiene al p&&mdo T4 de octopina
: "EAchwo.hia coRL K~12 RRI (RecA™, Pro~, Leu”, B17, Staf, Ap“, ch) se utile-

: 26 como ac._ntom en Los expeﬂimenxoa de mnadolzmau:dn '
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E. coké HEIW contiene ak pBR3ZS (Aph, Cn", Te)

REACTTIVDS

Bactotniptona y Extracto de tevadura Difco.

Agaii‘ Menck . |

Ag_é)wéa S.igma..

Pronasa cdbéo_ékem gﬁ.ade B. |

Enzdmas de resiniceibn y Ligasa T4 ~ Bio Lab§', New Eﬁg&md. o

Cloruwno. de cesdo Menck .

Los demds neactivos utilizados 6ue)um de g)cado anau,tcco de &u
mareas Merek, Sx,gma, ‘Cakbiochenm.

NOTA: Las necetas de tas sotuciones, medios de cultivo y amontigtiadones
¢ encuentran en el Apéndice

PURTFICACTON DE PLASMIDOS
Adstamiento det pBR328. .

T.~ 8e cnrece uu'prcecuf,aivo de 5a 10 me, en medio Lu)u’.a Zoda Ka"
noche. ,
2.~ Se toman 2 mt del precuttive para inocularn 1 L de medio M-9
Y 4e deja en agitacifn a una fmperatura de 37°C, pon un --
-Alempo amoumado de & horas.
3.~ Cuando aleanza una deuwuiad. de 4.5%x108 célu&u/ml’. es unpon
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11.-
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tante que sea antes de Llegarn a fa fase estaclonania, se agne-
gan 200 /%g/m!_ de Cm y se continda La agitacibn por 16 horas.
Se éenﬂulﬁuga a7 000 apm, 10 min en una centrnffuga Sorvalt

y se pesa el paquete celulan, 3 m€ de células crecidas en me-
dio Lurnia eqwéuw?.én a 0.01 g que puede guardanse a -70°C.

Se agnegan 80 m de fa solucibn 1, mis 0.1 me de solucibn -

de ARNasa y se deja incubar 30 min a o°c.

.- Se agregan 160 me de La solucibn 1T agi,tayido_ bien, se incuba

pon 10 mén. a0C

Se anaden 120 m& de £a AaLuuﬁn III Y se mezc,tan ponr invern--
846n unos segundos, Los botes se conge@an wmedca;tamanxe en
Iu.d,o seco. ’ '

Los botes se centrifugan una hora a 6 000 apm, .y ab sobrena-
dante se Le agregan 2 voldmenes de etanol y se congela dwrian

te 2 honas.

Se centrifuga durante 60 mén a 7 000 npm 4°C y se nesuspen-
de en 40 me de La s0€ucifn 1V, se !Lee La absonbancia, se -
agregan 2 vom:nenu de etanol 5lu’.o y e cenbuﬁuga de fa mw

ma ma.m}w.

EL pneuputado se nuuApende en una s0Lucibn amomguadarw. -
TEN 2.1 m€ por cada 500 /ug/ de ADN.

Se prepara el gradiente de CsCL en tubos ide nitrocelukosa a -
Los que se Les aghegan 1.2 g de CsCL, pon cada 500/Kg'dve -
ADN, 2.1 mL de ADN en TEN, .mda 150 /LP. de yodww de pprA_dw

‘de una s0Lucibn de 2 mg/me 64t detimo e uaba_{a en £a Obb ~

‘cuudad, pues heaceiona con La Luz visible; ol PdI es menoa-,
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denso que ef ADN y tiene prefenrencia pon ok ADN Rineak y cin
culan cbn contes, pon Lo que [fnoremente La separacibn de es
ta Banda y £a def ADN superenroflado. Los fubos se balancean
eon acelte minernal y se cemtrlifugan en un noton 75 T4 a ---
44500 npm pon 20 horas a 20°C.

12.-EL Zubo se perfora en La obscwridad (Luninado con tuz u.v.,
pana necogen La banda ingenion, . que connesponde al ADN co--
©valentemente cernado, en un fubo de pldbtécd .

13.- Se agnegan 2 voldmenes de amoa,t('guadar; A50, pana que el _-—-‘
'Cécl_be dituya y el éomptejo ADN Pd1 no se mueva demasiado
Ma 4 8¢ ebuye en una columia DOWEX AGSOW-XS. |

14.- Se afiade, pon Lo mengs, un voldmen de columna de A50 para
Lavar ek ADN,uemanw.te Y Ae‘_vnevua con Luz .u.‘v. ‘que’ el Pdl o

| haya: sido totabmente eliminado, de Lo conﬂw)doib&vudue
a mm pox £a misma columna. Lo sigurentes pag.ob 42 pue-

den Lbevar a cabo en fa fuz,

15.- Se dializa contra 3 a 6 £ de Tnis HCR1Q mM EDTA 1 mM pH

' "Iélpata,lz noras o més a 4°C.

EC d«Cachado se precipita agmganda 1725 det uommen total
' de wia sotucifn de NaCR 5 My 1 voldmenes de etanol a -20°C
y se defa congelan. '

17.- Se centrifuga a 6 500 npm por 1 hona a -4°C.

18.- EL precipitado se nesuspende en amortiguadon TEN en aphoxi-
madameute 1 m£ y.4e de,twnma. za concemaudn, muumdo -

eépeatnosotamw,ccamen/te a. 260 nm, aprw:wnadamente se ob--—




-.28.-

tienen de 1 a 7 mg de pldsmido pon Litro de cultive iniciak.
19.- ER plésmido se guarda a -20 o -7Q°C.
Purifiencibn de pldsmidos TL

Método modificado de Cwurier § Nester. (50]..

1.~ Se toma uha cotonia de A. ltumefaciens que -ha sido crecida
en medéo minimo mas octopina y se chece un precultivo en -

med{o TVY toda £a noche.

2,- Se foman 10 mf del precultive y se Linocula un matraz ‘can -
300 me de. TY, a una temperatura de 29°C con agitacibn con-
tlnua de 200 npm, hasta aleanzar una D 0'660= 1

.- ER cultivo e centrifuga a 7 000 )Lpﬁ durante 10 min, -el --

precipitado debe sen de color rosa.

4.- EL pnec,r‘.pu:ado se nesuspende en amortiguadon TSOEZO 176.7
me, precatentado a 37°C, pon 1 hona. |

5.- Se agnegan 33.6 mg de pronasa disuelta en & mb. de T50Es0
predigerida 2 horas a 37°C y se déja. 5 min a La misma Lempe

ratuna.,

6.~ Se afiaden 4.3 m{ de una sofucibn de SDS al 20% para LELevarlo
a una concentracibn ‘finak del 1%. Hay que evitar La agita--
eibn viokenta para prevenin £a nuptuna def pbisamido. la neac
cibn se pana cuando La s0fucifn estd completamente clara, mis
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o menos desputs de 30 min. pero puede dejarse toda £a no-
CRRA

.~ A continuacifn se hace un tratamiento afealing,

a) La solucibn se LLeva a un pH de 12.1 a 12.3 con NaOH
3 N wsando un agitadon magnético y se defa reposan dunante -
10 min.

b) se negresa el pH a 8.6 a 8.8 con This-HCL Z M pH7, al -

‘bajar ek pH decrece La viscosidad.

Se ajusta e,l’, Lisado a 3% de NaCL p/v La solucidn se vuelve

- btanca debido a ta precipitacidn def SOS.

10.-

11.-

12.-

. 13.-

14.-

15.-

- Se. Lneuba 4 honas en hielo seco. |

Se. centrifuga a 7 000 rpm, por 10 min para bajar el ADN erg
mosémico y Las profelnas colectando el sobrenadante.

Se agrega un voldmen de fenol y se Lnviente. ‘
Se centrifuga a 10 000 apm, 10 min a 4°C.

Se separa La fase acuosa y se Le ‘agnaga un voldmen de cloro-
fonmo-aleohol Lsoamilico [24:1); se centrifuga y se vuelve
a nepetin esie paso. ' '

A la fase acuosa se Le aghega Lo necesario para £Legar a una
concentuacibn final de MgCL, 15 mM, fosfatos 5 mM y 0.7 vokd
menes de etanol gnfo. Se dega precipitando a -20°C. ‘

Se centrifuga a 10 000 rpm, 30 min, ,d precipirado se Lava
con etanol af 70% que contéenera‘cca/tazto de sodio 0.7 M pH --

5.5 para remover ak fenok,

16. -

Se centrifuga a 10 000 amp, durante 15 min y se hesuspende
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en agua estenid.

Método de Koekman et af, (1980) (51}

Se centrifugan 50U mi de cullivo con una 0'660’/ 1, a ---

7000 apm durante 18 min.

- EL pfceupwado se nuupendz en 100 ml de 750 20°

,Seaglzegarz 56 mg de phonaéaen 1amt de T E . 1e. ezu.da :
507207 P

una hona a 37°C y 5.8 m£ de una Aa!,uuan de SDS at 20%; se

,de.ja /cepasaun 30 min o hasta que Za sobucidn u-té clara.
'VSebZevadea 12. I a 12. Sc.onNaOHSN 16 nun.

Sebajadeas6a88conTchtszH7

Se ueva £a s0kucibn a 1 M con.- eristates de NaCE y se de;a i

4 honas a 4°C..

9.-
10.-

11.-

12.-

Se eenvbéﬁuga 16 min a 5 K a 4°C.

AL sobrenadante se Le adiciona 0.25 voldmenes de PEG 504 g"'
se deja a 4°C porn 16 horas.
Se centrifuga a 7 000 apm; £0 min a 4°C. y ek paeoipzltadb o

4 hesuspende en TpoE,, aforando a 10 mk.

Se agnregan 10 g. de CsCL y 0.75 mb de Et Br.a una concen=-

thaeidn de 10 mg/me.

Se centrifuga 60 horas a 30 000 apm a 12°C.

-Se coleo,ta £a banda de p&d).\mda que queda abajo de fa det -

ADN uwmowmeca., Y se aemugue el EtBr con tres emaac,_cg_ _

nea de mﬁcaha!. uadmf,uco ‘satunado con 20XSSC. la ‘644(5:&5@—-‘ :
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perion ey La que ae nemueve,

13.- Se dializa con TS(IEZO Por Lo menos durante 2 horas.

1

14.- EL dializado se extrae con un vollmen igual de fenck satu

) nado_c;on 0.5 M NaCP.

i5.

- Se extrae dos veces con CH(.'IL3 y.se coﬂwta La fase acuosa.
._1'_6.- Se pneuputa con 2 volamenu de e,tano!_ abéotwta pon. 16 Im
=20°C .
S 7.-

Ef. pfteup.{iado se Lava con etanoz aua% y se neéuApende. en
e!. voﬂﬁmen dueado con agua o T/u,s HCZ pH 7, 5 '

) _Auﬂaméento JuipLdo de pﬂ&&muioé gmndu y pequenod mé,tado de. - ‘: ,_ 3,"".
v'era.doyLw (52) '

‘A"'j;"rl‘;- Se cent/u.ﬁugan 2 me de w&two con una D, O 08 L
2.5 EJ: botsn se auuépende en 100 /u:; de solucibn E. =
3.—,Se aghegan 200 /42 de Ao.eucuin Lwadona y se ma.ntcenen a ‘
= 65"0 por una hora. -
" 4.- Se afiaden 2 votdmenes de fenol-clonoformo y Se emubsifican.
5.»-# Se. ‘c‘.e.mzé{&ga La 'emu&ﬁn;y'ﬂh"(me' acuosase thata dos 0 7 o
‘ "meA veces con Eten dwtouco para quitan Lo Icebtoé do_ -
© fenok.
6. - Se precipita con acetato de }Aadié 3 utildizando 100 ML
' y 2 voldmenes de e,tanaﬂ' Mio, ‘se congeda en un bafio de -
’atanabhu,(’_o seco 5 mm y Ae centfuﬁuga dmam:e 15 mm, —;‘_

& ~_,fe,a botdn se seca con alreo. con notwgeno Y- 42. rce.wapende.
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en 54 mt de agua esténif.
DIGESTIONES CON ENZIMAS DE RESTRICCION

La mezela de reaccdfn e prepara en el voldmen deseado, general
mente 15 AL y se compone de ADN, La décima pante delf amortiguadon (10X)

o apwmada y La enzima que no debe exceder en vobdmen al amontiguador adi-

uona,do, para Ltekuta at vaf.amen 64.na1. se usa agua estbnil &4 es necesa-
. w' - .
. La mezc,(’,a se incuba por £0 general a 37°C dunante 30 mn, de-
g pendcendo de £a actividad de La enzima y se para usando un quinto def vo
g Mmen_ de mezeda para detenen Za. neaceidn, o cuando es necesarnio se extrae
&putu:na adicéonando un voldmen de §enol satunado Yy un voldmen de clo
:wng, y precipitando despuds con dos Qoﬁﬁmeneé de etanof.

ELECTROFORESIS

La efectrnoforesis se £Levd a cabe en un apa)uz,ta de ptaca --
ve)thca,E KB, utilizando aganosa o:l_ 0.7%  en Tris- boﬂ.&tﬂé EOTA IX. tas
‘ Jmezc&a& de restricedbn se Leevan a un voldmen final de 15 a 50 me, mds
ta mezcla para detenen fa neaccibn en una p)wpanudn de 5 ,4(('_ por cada -
25 ML de muestra y se colocan en Los corniles.

La electroforesis de nealiza a vobltaje constante 150 vodtios,
a temperatura ambiente o con hefrigeracibn y de 1 a 4 horas dependéendo
det tamajio del ADN.

AR tenminar La demoﬂomua Los gum se .te.nen con EXBr en -
- una sotucibn de 0. 4/39/:11 dwcamte_ 15 min y se dcmwmn con un t;mmd.u- "
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minadon de Luz ultravioleta de onda Langa.

ELECTROELUSTION

EL ADN se somete a e,ﬂacb‘wﬁalzuu Y paAtaow!zme,nte se cafa:an
~dos. tinas pawzuu al gel { en & AeM;cdo que conne La muestnal) y ae i
fien con EthL para 4demﬁ4ccua La banda duecuia Una vez Aepa)zada def --
get, se gragmenta en cuadritos de 0.5 x 0.5 om apnoxxmadamemte. g se ponen
en una chmana de decbwuuzsmn cubienta - ccm amanchuadon TE. la cimara -
se coloca enDLa dos meupx,ente,s con amontiguadon TEA para establecer un -
puente de conriente w&éo,méu.z‘. Se wsan dos difenentes amamguadonéa pa.-' :
xa que el fLujo de {ones sea m&& )ltibido, es poi eso que TE otéene‘muy po;-

eod /Lone_b .

‘ EL voltafe se mantiene constante a §0 .yqbtc'ofs Yy a una Ltemperutura .
de 4°C. ' a

Con el fin de aseguranse que ef ADN ha -si:do totalmente etectro -
ezu,cdo, se tifie un 5ngmewto en ELBr y se observa con Luz u.v., 8L ya no
hay 5£ownucenua se inviente La pozam,dad por un minute, para debpegan
el ADN de fa boksa de didlisis. EL efectroelulido se pasa por una columna
de BND-celulosa pana Limpiarlo y caﬁczmzo. '

COLUMNA DE BND-CELULOSA

1.- La resdna se hidrata en amontiguador de Lavade, y se lLe quitan
| . tas panticutas que quedan flotando. La nesina se guarda en el

- negrigenadon.,
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2.~ Se monta una cofumna de 0.5 cn de didmetro pon 0.5 cm de -
aLtu)gq.

3.~ Se fava La columna con 7.5 10 ml de. amo)vtiguada}: de. £Lavado.

4.- Se pasa La muestna pon La columna. EL ADN debe nesuspendi-
do ‘en amoitiguadon TE,

5.~ Se Lava la colimna. con. amomtcguadolc de Lauado, al menos un
qumen de cofumna camp!.e,to
6.~ Se seea suavemente con aire.
7.~ Se duyé. con amorntiguadon de elusifn de 300 a 500 /M

-

- 8.- AL efuldo se Le agnegan dos volczmenu de etanal ( 20°¢) pa.-
“ha meup.atan el ADN.

: .;9'.- Se nuMpwda en La s08ucibn amortiguadonra al vq'fﬁ'men dueg,_
- do. N o o

METODU DE” LTGAMTENTO

A 20/A£ de ADN - se Le.agnegan 2. Sﬂl. de amontiguadon de Liga--
"’niien,to, 2.5 ME de ATP ¢ 1/\42 de Ligasa. La mezefa se incuba pon 30 min
a 37°C y después 4¢ mantiene a 12° C pon un &empo de 59 horas.

Se verifica que La Ligacibn se haya uevado a ca.bo en un gel --

de agarosa,

'_ TRANSFORMACION

“Se-esteniliza todo dma,twd; R
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Se ingeulan 5 mb. de medio Luria con E. cold RRl.-necA",

-y se deja crecen toda. La noche.

10.-

.- Se Zoman de 0.2 a1 mb de precultivo y se agregan a 30 me

de medio Lunia. Se dejan crecen hasta 40 unidades Klett.

-~ Las cllutas se centrifugan a 10000 -npm, durante 5 min, y se

descarta el zsabaenaddwte..

EL pneupa:ado se nuuApende en 10 m!. de NaCL 10 mMsisot6-
nico. 6/«1‘0 '

'Se cemﬁuga a'1a aao !me, 5 min, se ducam:a et 4obnena-

dante y se nuupenda en 15 me de Cacf.z 30 mM §rio.

.~ Se deja £ncubar en Iu‘,do' 20 nu'n. Y se cenm,éﬁuga‘a, 10 000

npm, 5 mén, et precipitado debe sern anuban.

EL pnecip«',tado se nuupehda en 3 mt de CaCe, 30 mM §nio.

Se toman 0.2 mf_yée paAanauntubo de .15 mf con Zapa de
nosca donde s¢ mezeblan con 0.1 ml del ADN trans fonmante.

EL ADN se prepara poniéndolo en un uowmen §inal de 90 M
en amontiguadon TE y cuando estd todo Listo se Le aiade 10

ML de CaCe, 300 mM

z

Se_ agiia suavemente en IuLe,Eo uhae ho)uz sedd un puLAo de, -

42°C dwumte 70 seg y se incuba otna vez en hiefo durante

© 5 mén.

11.-

12.-

Se agnegan 3 mf de medio Lwiia y se dé.ja a 37°C, con agita
cibn por 2 honas.

Se ptatean 200 M en una caja Petri con medio Luwiia. SL -
después de un dia Las thansformantes no han crecido se cen-
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tifuga el neato det tubo y 4e platem en 2 G 4 cajas.
13.~ Las transformantes se selecclonan pon Los marcadores espe-

nados, como pueden sen £a nesdistencia o senscbilidad a un
antibibtico.
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RESULTADOS Y DISCUSTION

Purificacibn del pB328

Et m&todo que se empled es una adaptacibn del duc}u&to pos. Birnboim
y Doly (53) para aislamiento rdpido de pldsmidos aeconnbMu, basado en La
desnaturalizacibn selectiva alealina de ADN cuomosbmico y ADN.cireulan cova-
Leintemente cennado. Los voldmenes de Las sofuciones utitizadas se variaron -
hasta encontrar Las mencionadas -en Materniales y MEtodos.

Purificacibn del pedsmido TL

la primera extraceibn del plésmido Ti que se hizo a pa/zt;‘)z de seis
Litnos de cubtivo, nesutts dificit de procesar debido a su vobdnen, pon Lo
" que en Las siguientes extracciones se disminuys ste a O;S-y.o.S wa;. -
£2 método émﬂgadd §ué una modificacibn def método de Currier y Nester, --.
pon este método gué diﬁtu‘,l nesuspender el ADN despubs de £a precipitacién
con vﬂOAﬂwtOA Y cloruno de magnesio, sin_embargo La _nataown de absonbancia
que se obtuvo a 260/280 nm fué de 1.9 y caen en el nangaradecuzido de 1.6 a
2 nepontado pon Davey (54). AL correr el gradiente de CaCL cbn el ADN, se
encontnd que ademds de £as bandas esperadas aparecian otras de supuestos -
‘p&iAmxldob cnlpticos tanto de mayor como de menoh. tamaiio, por Lo que se peﬂr
46 que se habfa partido de varias clonas que contenian oXros pldsmidos y -
no de una sofa que e,b como debe hacense, no obstante nesults {nteresante -
enconthan que pudiena haben tal vez dimeros de TL o pldsmidos cnlpticos --

muy grandes.

Por nazones econbmicas se trat6 de evitan et paso de CsCL, por -
2o cuak 'se siguif el método deserito pon Koekman (51) basado tambitn en el -
de Cuwrien y Nesten, eate método no wtiliza §osfatos ni clomuro de magne--

840 para precipitan ademis de usan mucho menos Cack. Sg hizo una modiflcacily |
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en £a cual no se wtilizava el C5CE pon L0 que un paso anteriohr al uso de -
éste, o ADN utilizado se sometis a electroelusibn, se nedugo al Liempo -

de Esta nepontado de 39 horas a 50 voltios (32] a 16 honas, 80 voktios y -
dubué& el etectroeluldo se pass pon una cofumpa de BND-celulosa pora £im-
pian de impurezas al ADN. EL ADN efectroeluddo se necupens casd en un 100%

Un nuevo método de aislamiento neportado pon Kado y Liu, ndpido -
Y barato para ptismidos de gran tamaiio indicaba que ef. ADN aistado de es-
‘ta manera podia sen usado para expé)u‘mento&denamcudn , clopacién, --
ete.

Para sabenr cuales eran Las rcondiu'onu que se tenfan que usar, --
puuto que ugu,w_ndo Las deseritas no se observaba el pmbmtdo se empe-
;zdponvmduamendecha de 3 a 0. Smﬁéeu,to&czanoanﬂm— |
I.aA ugwcewtu extracciones, Los voldmenes de Las substancias que se re--
qtu.e/cen y el tiempo de an_ubacwn desde 0 hasta una hona ‘con treinta ménu-
Los, en Antervakos de 7.5 min, Bo que se observs fué que La banda def ---
plasmido en ef gel de agarosa se intensifica al pasan ef itiempo, aunque -
dupuéb de una hona ya no hay gran variaeién; eEkA»DN cromosbmico no dismi-

nuye apreciablLemente.

AL probar a 93°C por 5 y’w min, 4e¢ observa mejonr con el dltimo --
~tiempo, esto nos ayuda a descartan que - haya oiro pﬂ@mido qQue corra a -
La misma distancia que TL. Un problema que se tenfa es que al usan el --
Eten adn el nedestilado, ef AUN se degradaba, pon L0 que se optd por elec
,Ltoe,e:wn el ADN anteA de nsan el éte)a, pa)r.a podu Aepanan e.e pﬂ&ém&do del

ADN cromosdmico .
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E£ecMae€uA£§n.

ER plhsmido electroetuldo se trats con -enzimas de nestriceibn:
Xoa I, Hin d ITI, teo R y Kpn 1, pero no hubo digestibn, se pen-
36 que esto pucue/w. debense a restos de denol o que hubiena una atta con-
ée:wzaeidn de sales poh Lo que de hicieron didlisis con amortiguadores de
- bafja salinidad, asl como con agua, pero este fratamiento no cambif woia
blemente Los resulitados. EL \)oztaje se nedufo grnadualmente de 100 a 50 -
vortios en difenentes etectroelusiones .pobate/u',oﬂ% peno - gsto tampoco dib
ﬁe&w&tado. Lo que s{ se pudo observar es que en fa cdmana de electroely
846n La temperatuna se eleva mucho, a pesar de estan en un cuanto fnlo y
cubierta con hiefo. Sin embargo cuando se electnoeluyl pBR3ZE, Esie &4 -
se pudo dcge)uw, ponr Lo que édponemu que La- d«:ﬁ{cw&t@d nadica en ef gran
" tamafo ded plismide. |

AL aumentan el tiempo de incubacibn de T4 con Las enzimas de nes--
thiceibn, L0s nesultados fuenon poco neproducibles pues a veces se pbam\:a_-x.
ban digestiones parciales y a veces no. '

. Por el método de alslamiento descrito por Koekman, (51} de unm £i-
trwo de cubtivo de cultivo se obtuvienon 89 mg. de ADN tanto det enomosbmi~

co como del pldsmido y al digerin con Xba T y Hin d TIT 4se obsenvé Lo si-
guiente: ‘

EL patrbn de nestniceibn de Ti con Xba 1 es el A.éguienta {55)

Banda  Peso (Md) Lo que se obtuve usando como marca-
1 38.91 "~ dones de peso ADN de }x digerido con -
2 36.84 . Eco RI yAN de  con Hin dITI,

-
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R £ 30 ¥ o fu€ que a La altura esperada de La doble
4 9.36 banda de 4.29 Mdaltones estaba una ctana
5ab 4.29 mente definida y a La distancia esperada
é 0.51, de Las dos primenras bandas habfa un barrni

do. La digestién con Hin d 111 no di6 ningdn patrbn definido, debido at
gran ndmero de s4itios de nreconocimiento y a La presencia de atgo de ADN cro

moabmico.

En un w.zamenio pabte}u.o/n por este mumo método, se obtuvo una
_Aom banda mu.y deﬂwda en el Lugar esperado para T4 en CsCE. Sin embar-
-°go, al conner ek DN en efectnofonesis apanecienon dos bandas mds, a dis-
- tancias My regulanes wias de otuas, que parecian sex fomas superennolla
das det ptéémido.

Con esta prepanacibn se tuvo un patrén de T con Hin dIT1 mds o
‘menos clara y con ella se procedid a hacen La clonacidn segtn el siguiente

esquemas

2

' ’V/// a W
, a/C‘a{\‘ M

. Lligasa T4
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Ambos plsmidos se diginieron con Hin dIT1, ek pBR3IZS se Ltevd a
un voldmen de 100 M con Tris pH 7.5 10 mM se tnat6 con 1 AL de fosfatasa
alealina, para evitanr que se neligara y se defé una hora a 65°C. ‘

EL Ligamiento se congi:umb en un gel de agarosa y se procedif a -

trhans fouman.,

Como control se utiliz6 ADN de Lambda, ef cuak se fosgats, digi-
ni6 y Ligé. : ' e |

Thans §oamaci6n.

Para estar AeQWA de qué_ a5 nesistencias ‘Aé,eedcionada;té;z&'u' -
' cad,cémada.é pon ek p&dAmdo, se emplet. como control en £a mmﬂonmacxﬁn
*una pa!ute de- cauw RR7 compcvtcmtu Am uamgonman y se sembranon en --
k cajaA con Cm, Ap, Te al Lguaoa que &u bmméonmantu

Se obtuuéwwn seds trnans formantes de 205 cuwteé cuatho pnuem’.a
'ban el 6enoupo e’ Ap R T » X0 que indica que tienen inserts; pero’ --
2as otnas dos colontas eran Cm™, Ap’L,.Tc’L, &sto puede debmed que ta.& -
vez hayan quedado algunas moléeulas de pB328 sin digenin y sean Las que den
este 5@0&#0, 0 que £a nemocibn del anupo fosfato no haya sdido completa -
permitiendo Ra necircularnizacibn durante el Ligwnéen/ta s4in embargo no es

muy plwbabl;e ya ‘que de haben ocwuu_do éasto, hub&&amo,s observado un mayon
nfimeno de Mayusﬁanmantu. '

EL nlmero tan bajo-de trhansfonmantes pudo kde,b‘e/we, a que £as cé-

Lulas aceptornas no estaban todavia competentes, s4in embargo en oinos . expe

nimentos de :Umméanmau’.&n con diferentes ’pmm‘dbb‘ noﬂecombimwtu, sdiem
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pre se obtuvo un gaan nidmero de transformantes. (Qtra posibilidad es que
el prdsmido con el insento sea muy Lnestable, por Lo que serla recomenda-
be también probar otros vectores.

Se hicieron aislamientos ndpidos de ADN de Las colonias transfon-
mantes para comprobar ka presencia del insento encontrndndose que Estos no

- enan muy ghandes.
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CONCLUSTONES

Para el acislamiento de TL se ngcomtend&; wtibizan ok método deseni
clto pon Koekman B51), pues es mds f6cil de £evan a eabo y se utitiza me-
non cantidad de CACE. '

Loa métodob de aislamiento ndpdido para TL, son muy dtiles cuando
se qaié)w detectarn La presencia del pldsmido, no asi para Los -experimentos
en‘qu’e se requiene un anflisis con enzimas de nestniccidn, pues tanto pon

ek metodo de Kado o el de aistamiento Adpido para pedsmidos de A. tumega--
R uenb dw)wn IL(’AUL'CadOA poco ne.p/wduublea auando se d&guu.e)wn con enzimas

, de numcuﬁn.

Tampaco e muy canveme.wtz thatan al pﬂ&mcdo T,«. por. medio do --- L

: '.eeemowuwn pues pnuem:a Los mumob p)wbze,mms para su nu.t)u,cudn

, Es pon esto que eomu_ule Aepa/nm al p&ibnudo Ti pon me,d,w de un
o ‘gnadwwte de CsCL y una vez ‘bien pu)u_ﬁaLcadO numguueo y alLonar £a He-

gibn ADN-T que e4 £a que Aabemoa se encuent)na en ek nicleo de Las cé,({w&u
' vege,talu infectadas.

Una manera de detectar a esta negitfn en £as célubas vegetales senia g
' haciendo ubzumuom de £ipo ADN-ADN Southern.

R34 mba;o aqwz dumu,to uuuex_va Los mmapw?.u problemas en -

‘ o& memento det pbum«uio T4, por Lo que pademoa obtenm !_a lcegwn AUN T
‘clonada en un vzhﬁcuto moLecular. y puesto que es mucho mdzs 5¢ic,<1, mabajcm .
con: E. cou que con A tumegaci » el ADN extraiio qu.e se quiena insen--
talc se mete/uia en e,E ueMcuLo de E. co&.




o

Con ef vehlcubo mofeculan que contenga ala negion ADN-T podemos --

tratan de transforman cllukas vegetales mutantes en el metabolismo hommonal
para conginman si estos plismidos necombinantes vueden emplearse como vee--

tones para La introduceibn de nuevos genes a células vegelafes en cubtive.

Tamhién se pueden fusionan Kos protoplasios de.fa bacteria que --
contiene al pldsmido necombinante con La célula vegetal para Ltevar a cabo
~ Aa trans formacibn mfs eficientemente.

En el thanscunso de La nedéqwn' de este wbafo, de neeibif una
,cé.pa de E. cofl{ con un veeion que c.owﬁc‘.e.ne a La nagwﬁvaN-T cony un ma/c;-
~eador, pon £o que estd pon hacerse ahona 2a cbnjugau:ﬁnide esta bacteria -
con A. tumefaciens ceﬁu’oa&ndaée de que el pldsmido ch ha adqwbbédo 2a nue
© va Anformacibn e infectar plantas para tratar de obtener £a gipfzu&‘dn det

o ,,mucado_n en éatas.
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APENDICE

al - MEDIOS DE CULTIVO
Pana A, fumefaciens

Meddio MEnimo { Davey | (54}
; »KZHPO" 10.25 gip
, KH2P04 S , 7.2 *
< 0.15 » | “
MoSO0, THL O - 0.5 " Esteribizan apante
Cac1 ~ 24,0 0.01 "  Estenilizan apante
_ Glucosa 50 0 o
F2304~ 7H20 : — 2.5 mg/e
Octopina o 80 ma/L &tezzuéza);,apaﬁ,te (por.
: ' : §ebtracion). :
Agan Lavado - . - 1%
Caldo Luria

Hidnotizado de casefna 10 g/t

NaCi 10

- Exthacto de tadadufm 5 "
Medio TV

Bactotaiptona o salt

- Extracto dé.t.euai.iwui': s
.’ Na—él » i 5 n




Para E, coli
Medio Lunia

Trhiptona o pep/tbna de A

caseina puwidficada 10 g/t
Extuacts de tavadww. 5 "
NaCE . I

NaOH I 25 mE

‘Pana medio.s62ido se 'dgnegan 201-::'31/1, de agan -

Medio M 9

MgS0, 0.1 M 10m Sakes 10x ,
cact, 0.01 M  T10mL Na, HPO, - Teg
" Casaminodeidos 20% 20 mE CKHPO, . 30g
 H,0 destilada - §25 mb S NacE s
MHce o Tog

) f:étq/u)&izan aparie
Geucosa 208 z0me . H,0 destilada aforan a
: ' 1 2itno ' k
Sabes T0x 100 me '
Requerimientos para £a 'c“e,pa RRI .
Pro 4% 4 me/L
Lew 1% 4 meje
"Bl 0.1% 0.2.me/L
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4

Medio NN
KH PO, 13.6 g
K,S0, 2.61 g
MgS0 77H .0 0.2 g
caci,, ‘ : 0.01 g
Fe‘s'o4-_'5HZo _ ~ : 1 grano
KOH 10N - L Tome
Estenitizar aparte
Geucosa 203 o 10 me
“NH,CT §.02g/ 100 me S 10 me

Aforan a 1 Litho con agua destilada.

b) SOLUCTONES PARA PURTFICACION Dt PLASMIDOS.
| 1

. Solucibn de Lisozima ‘
{Se guanda a tempernatura ambiente)
2 mg/mk  Lisozima g
- Solucdfn para disolver &a Lisozima .
- GRucosa - - 50 mM '
COTA 10 mM
Tris-HCT - 25 mM pH 8
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17T

Solucibn alcalina SOS

NaOH 0.2 N
Sos . 1%

111
'Solgzwn aua en sakles §
" Acetato de sodio 3 M pH 4.8
Se disuelven Los 3 mo-
Les en ef minmo voldmen &e
agua y se ajusta et pH con
feido acético glaciak. '

v

Acetato de sodio 0.1 M

Trés-HCL pH 8 0.05M
ARN

10 mg./ml. en

Acetato de sodio 0.1 M

EDTA pH 7 3,3x10°° m

Amontiguadorn A50

Tris-HCE pH 8 _ 50 mM
NaC2 - 500 mAf
NaNg o 1mM




37°C.
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Preparacifn de Resina Dowex A GSQW-X8 100-20Q mesh (hidrogen

gorml.

1.- Vaclar La nesina en un matrhaz de 500 mE hasta fa marea de -

100 mL.

2.~ Anadin 400 me de aguo. bidestilada y 32 g de NaOH (2 N), se -

3. bejwn asentan y decantar. :
. 4.- Ltenar con agua bidestilada, agiztan, dejm aAemtan Y decamtm.

5.~ Lenanr con agua bl.debmiada ¥ a_nadua 10 mt de HCL concentna-
do, agitar y decantar.

6.~ Repetin eb paso 5.

7.~ Lavar cineco uécu con agua bidestilada

8.~ Lavan con Tnis-HCZ 0.1 M pH 8.

9.~ Almacenan con amontiguadon A50.

PARA EL PLASMIDO T4

Tnis. pH 8 50 mM
EDTA 20 mM,

Pronasa 280 mg/50 mé TSOEZO se preincuba durante dos honas a

NaOH 3N
CTais-HCR ZM O pHT
PEG 6000 - 50 % en agua
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Ss¢
NaCL - a.15 M
Citrato de sodio 0.u15 M
PARA AISLAMIENTO RAPIDO
SoLucidn Lisadora
sos 3% ,
"Tw;oHIZb ' 50mMajuAtMconNaOH2N lmE.“

B Adom 'a 100 mf’. y 54.&&«11 con ’nuchon 2 /um tamano det poiw.

i Amémtiguddon E.

. Thes acetato 40 mM - pH 7.9 mwta acetico geamu

- EDTA zmu

" ¢) SOLUCIONES PARA ELECTROFURESIS .

 This-boratos-EOTA . 10x

‘ -‘T):.&_& base - 108 g
" Na,EDTA 2H,0 9.3 g
H,BO, : 55 g

A&oma]Ld)pr 8.2

Meza&a pa)m detenenr £a n.e,acu6n (10 me)

tea b
. Azug de bhomo&enol en agua 0,5% 1 me
X{Lencianol en agua 0.5% I me

; SoLucitn de bromuno de etidio 10 mg‘/n‘bC, para vab.e diluye
. ao4/ug/m£._f[ ’ A S
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d) SULUCTIONES PARA ELECTROELUSTON

TEA 2x
Tris-base 193.6 g
Acetato de sodio anhidro 65.6 g
NaZEDTA ‘ 29.6 g

" Se ajusia a pH 8.1 con deldo acético glaciak y se afora a 4 Li-

os..

- TE , :
Tais-HCp pH & - 10mM
ETA e

¢} ‘SULUCTONES PARA COLUNNA DE BND-CELULOSA
Amomtxguadon. de’ Lauado
“k;Th44~HCC po 7.5 oM
" Nact . S 10 mM

Amontiguadon de ERusibn

Tris-Hice pH 8 1mM
~ NaCe SR R &
 EBtamo - "'1‘57 5

6) PREPARACION DE BOLSAS € DIALISIS

1.- Henvin dos veces pon 10 min en HNaCO , m boLéaA de Wu,
mover con und eépdtwﬁa

2.- Herin dos veces ‘por 10 min en EDTA 5 mM.

. 3- Guandan en "5 My 103 de etanok
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gl SOLUCIONES AMORTIGUADURAS PARA ENZIMAS

Eco R1 10x
Tnis-HCE pH 7.5 1M
MgCe, 0.05 M
NaCe . 1.0 M

Hin dI1T lux

Tris-HCL pH 7.5 - 66 mM
MgCz, 66 mi

B-Mencaptoetanol ’ 70 mM
NaCR | 0.5 M

Rba T 10x

ugct, 50 mil -
 NeCZ 1 N

Tris pH 7.5 60 mM

Ligasa T4 10x

Tnis pH 7.6 0.2 M
orT o 0.1 M
Mgce, 0.1 M

ATP  10x ' ;

CATP 5mM oen 0.1 M Tris pH 7.4
Fosdatasa abealing
Tais-HCL pH o8 25w

0.1 u/ g de ADN
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