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GENERALIDADES

La Ingenieria Gen&tica, tambi®€n llamada Manipulacidn Gen&tica
y Clonacidn Molecular del DNA, se puede definir como el conjunto de técni
cas que permiten introducir un segmento de DNA especifico de cuaquier -
origen en una bacteria, asegurando su permanencia dentro de ella a través
de integrarlo a un vehiculo molecular (mol&cula de DNA extracromosomal =—-

que se replica independientemente del cromosoma) (1).

Los avances en la clonacidn molecular del DNA recombinante -——
proporciona un importante arsenal de herramientas para el estudio molecu-

lar de los genes, tanto de células procariotes como euéériotes.

El desarrollo de las técnicas empleadas para la‘clonacién -
molecular del DNA fué iniciada en 1928 con el descubrimiento del fendmeno
de transformacidn por Griffith (2) y su posterior conceptualizacidn por -
Avery y colaboradores en 1948-9 (3). Posteriores descubrimientos en los
Gltimos 30 afios fueron importantes para el manejo eficiente y especifico
del DNA. Entre estos descubrimientos se encuentran: la identificacidn Yy
caracterizacidn de enzimas cuyo substrato es el DNA tales como las endonu
cleasas de restriccidn, enzimas responsables de la fragmentacidn del DNA
en sitios especificos, asl como las ligasas, polimerasas y fosfatasas del
DNA; el desarrollo de los vectores moleculares: plasmidos y bacterifa-—-
gos requeridos para la estabilizacibn y replicacidn de fragmentos de DNA

de diferente origen; y las condiciones para la mejor transformacidn de --



Escherichia coli (c&lula receptora).

Los primeros experimentos en este campo fueron hechos en 1973
por Cohen y colaboradores (4), los cuales consistieron en la unidn de =—-
fragmentos de DNA generados con una endonucleasa de restricci®n a un plis
mido bacterianc (replicdn) y la subsecuente introduccidn de la moldcula -

de DNA recombinante (quimera) a E. coli por el fendmeno de transformacidn,

En esencia, el procedimiento consiste de cuatro elementos que

incluyen manipulaciones bioquimica y bioldgica. Estos son:

1) Un método que permite romper y unir los enlaces fosfodiester de -

moléculas de DNA de diferente origen.

2) Una molécula de DNA capaz de replicarse por ella misma y al frag-
mento(s) unido(s) covalentemente a ella. Esta molécula recibe el

nombre de vehiculo molecular del DNA.

3) Una manera de introducir la molécula recombinante a una célula —-

bacteriana.

4) Un método que permita seleccionar de un gran nmero de células -~

aquellas que han adquirido la molécula de DNA recombinante.

A esta serie de metodologias, encaminadas a aislar y propagar
molecularmente una secuencia especifica de DNA, es a lo que Se &2 llamado
“"Ingenierfa Genética Molecular" debido a la potencialidad de crear una --

amplia variedad de combinaciones gen&ticas.



INTRODUCCION

El gran tamafio del genoma, en contraste con su relativamente
sencilla eséructura molecular, no permite-un ficil andlisis de secuencias
especificas. Por otro lado, el aislamiento de genes o regiones especifi-
cas de DNA que fueran facilmente manejables y permitieran un exhaustivo -
estudio (en lo posible) del fragmento de genoma, raramente habia sido po-
sible. La ingenieria genética molecular ha venido a ayudar a resolver —-
estos problemas, primero, fragmentando el genoma para disminuir su comple
jidad, y luego propagando fragmentos especificos a través de la multipli-
cacidn celular. El conjunto de c@lulas resultantes constituye una clona
molecular de DNA a semejanzadeuna,clona celular (una poblacidn de célu-~
las las cualés han descendido por una secuencia de divisidn celular a par

tir de una c8lula original (5)).

A continuacidn se describen brevemente los elementos esencia-

les de esta metodologia.

Generacidn de fragmentos

La forma mas comunmente usada para fragmentar el DNA es por -
medio de las llamadas endonucleasa de restriccidn, enzimas que cortan las
uniones internas (enlaces covalentes fosfodiester) del DNA. Las primeras
que se descubrieron fueron las que cortan inespecificamente al DNA, las -
cuales, no fueron fitiles para el andlisis del DNA. No fue hasta 1970 ---

cuando se descubrid la primera endonucleasa especifica, HindII, la cual -



mostrd cortar la misma secuencia nucleotidica gue reconoce (6). A partir
del descubrimiento de esta endonucleasa especifica se descubrieron otras

endonucleasas de este tipo y su aplicacidn fue inmediata.

Estas enzimas, de acuerdo a su forma de actuar al cortar, se
han clasificado en tres clases: I, II ¥ III (7). Las primeras son aque-
llas que cortan inespecificamente, aunque podrian reconocer una secuencia
especifica. Las endonucleasas de la clase II, en cambio, reconocen se--—
cuencias especificas y cortan dentro de esa misma secuencia. Las de la -
clase III, propuesta recientemente, reconocen una secuencia especifica y

cortan un cierto nfimero de nucledtidos después de esta secuencia.

Evidentemente, las mds fitiles son las de la clase II, las cua
les pueden reconocer regiones especificas de 4, 5, 6, 7 u 8 pares de ba—-
ses (p.b.). Estas secuencias de nucledtidos pueden formar generalmente -
un "palindrome", es decir, una secuencia de doble hebra con simetria rota
cional donde la secuencia nucledtidica se lee igual en ambas hebras en la

direccibn 5' a 3",/

En la Tabla I se da una lista de algunas endonucleasa de la

clase II con la secuencia gue reconocen.

BEstas endonucleasas de la clase II se pueden subclasificar de
acuerdo a su forma de corte. BAlgunas cortan formando extremos cohesivos
(helice sencilla) que pueden ser 5'P salientes o 3'OH salientes, y otras

cortan formando extremos rasos (doble helice) (Fig. 1).



TABLA 1. Endonucleasas especificas y las secuencias que reconocen

Tetranucledtido Pentanucledtido Hexanucledtido
Alul AGCT Eco RII GCC(%)GG Aval C4PiCGPuG
HaeIII GG*CC BamI G¥GATCC
Hhal GCGY¥C BglII  A¥GATCT
Hpall  CY¥CGG Ball TGGYCCA
Mbol YGATC : EcoRI  GYAATTC
Taql T+CGA HphI GGTGA-»8p.b. HindIII AYAGCTT

Mboll GAAGA-»8p.b. Hpal GTT ¥AAC
Pstl CTGCA¥G
HinfI  GYANTC Xmal C#CCGGG
Dpnl  4GATC Hael  (3)GG¥CC(})
ciiando estd
modificado HaeIl  PuGCGCYPi
HincII GTPi¥PuAC

Roberts, R.

(1976) .
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La biisqueda de nuevas endonucleasas se hace ensayando el ex-
tracto semipurificado del lisado de diferentes cepas para la actividad -
de endonucleasa. La posterior purificacién de &sta se lleva a cabo pa--
sando el extracto por varias columnas (DEAE, fosfocelulosa, hidroxihapa-
tita, etc.) que separan cromatograficamente hasta que la endonucleasa --
por purificar queda libre de exonucleasas y otras endonucleasas, ya gue,
el inter@s en estas enzimas no son sus propiedades biolééicas o bioguimi

cas, sino su utilidad . en el andlisis del DNA.

El papel in vivo de las endonucleasas de restriccifn estd --
intimamente ligado al fendmeno de variacidén (7,8). Parece probable que
la clula usa estas enzimas para protegerse de DNAs extrafios (e.g. virus)
que logren entrar en &sta, para lo cual, la cé&lula requiere proteger ;u
DNA contra su propia endonucleasa de tal manera que este no sea destruido.
La célula logra proteger su DNA usando una segunda enzima, enzima de modi
ficacidn, la cual se encarga de "modificar" la secuencia nucleotidica que
es substrato de la endonucleasa de restriccidn; esta modificacidn signifi
ca metilar la secuencia especifica de la endonucleasa (modelo de restric-

cibén-modificacidn) (7).

Ya que las endonucleasas tienen la propiedad de reconocer se—
cuencias de 6, 5 y 4 p.b. principalmente, lo cual corresponde probabilis-
ticamente acortar el DNA cada 4096, 1024 y 256 p.b. respectivamente, el
uso de estas enzimas se vuelve muy Util para caracterizar un fragmento de

DNA dado. Cuando un DNA es hidrolizado con una endonucleasa de restric--



cidn 8ste es roto en varios fragmentos los cuales, al ser separados en -
geles de agaiosa o poliacrilamida, segfin su tamafio, forman una serie de
bandas (patrdn de restriccidn), el cual, es caracteristico de cada DNA -
tratado con esa endonucleasa, De esta manera se puede obtener el mapa -
fisico de un DNA, cuando no es muy grande, es decir, la posicidn relativa

de los diferentes sitios de restriccidn* en ese DNA.

Otra posibilidad de formar fragmentos es por rompimiento me-
c8nico del DNA, donde el problema que surge es la unidn de &stos (ver —-
despus) .

Fragmentos mas especificos pueden ser generados cuando se —-
dispone de un RNA mensajero especifico haciendo uso de la transcriptasa
reversa, la cual, forma un DNA "complementario" a partir de ese RNA (9).
También fragmentos con una secuencia nucleotfdica especifica pueden ser
logrados por sintesis quimica de una regidn de DNA cuando se dispone de
la secuencia de amino-&cidos del producto proteico, como en el caso de -

/
somatostatina e insulina (10,11) o la secuencia nucleotidica de una re--
gidn similar a la que se desea sintetizar., Sin embargo, estos métodos -
actualmente tienen algunas limitaciones, en cuanto a lo que se requiere

para que estos fragmentos sean generados.

El DNA recombinante

Una vez fragmentado el DNA ¢cdmo se pueden unir fragmentos de

DNA para formar mol&culas hibridas?. En 1967 fueron descubiertas las li-

* Sitio se usa en este trabajo para describir una regidén de DNA cuya se~
cuencia de pares de bases es especificamente reconocido por las endo--
nucleasas de restriccidn,



gasas del DNA (12) las cuales son enzimas capaces de formar enlaces fos-
fodiester entre dos terminales de DNA (3'-OH con 5'-P). En 1370 se en--
contrd que la ligasa codificada por el virus bacteriano T4 podian catali
zar la formacidn de la unidn fosfodiester entre moléculas de DNA separa-
das (13) y ademfs 8stas podian tener extremos rasos. De esta manera se

logrd construir moléculas hibridas de DNA (Fig. 2).

Cuando los fragmentos gque se desean unir son generados meci-
nicamente, o se quiere facilitar y hacer mis especifica la unidn, la -~
transferasa terminal suele ser muy dtil. La transferasa terminal catali
za la adicién de una serie de nuclebtidos en el extremo 3'OH de la héli-
ce de DNA. De esta manera puede ser afiadido a una poblacién de molécu--
las de DNA una “cola" de nucléotidos, y a otra poblacidén de mol&culas, -
"colas" de nucléotidos complementarios, de tal forma que los extremos -—-
entre las dos poblaciones ahora son cohesivos y pueden unirse facilmente.
De esta manera Clarke y Carbon construyeron el "banco de genes" de -—

E. coli (14) (Fig. 3)./

Otras enzimas que ayudan a la construccién de moléculas hi--
bridas de DNA son las polimerasas de DNA, la nucleasa Sl, la fosfatasa -

alcalina, la cinasa, etc. (Fig. 4).

vehiculos para clonacidn molecular del DNA.

A fines de 1972 existian varios métodos por los cuales se --
podian unir fragmentos de DNA, lo cual, fué un gran avance en la manipu-

lacidén de segmentos especificos de DNA. Sin embargo era necesario un pa
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Figura 4. Representacifén esquemdtica de la accidén de algunas enzimas -

sobre el DNA que ayudan a la construccidn de moléculas hibri

das de DNA.
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so mas. &COmo pedria lograrse la replicacidn y por ende la multiplica--
cidn de estos fragmentos si la gran mayoria no tenian esa capacidad? {(no
todos los fragmentos de DNA tienen la regidén neéesaria para su autorre--
plicacidn). Para &sto fué€ necesario incorporarlo dentro de»moléculas de

DNA qué se pudieran replicar en un sistema particular. ©De esta manera =
surgieron los vectores o vehiculos moleculares, los cuales son necesa——;

rios para que un DNA especifico de cualquier origen pueda estabilizarse

dentro de una bacteria y propagarse a las c@lulas hijas.

Estos vectores para que sean fitiles en la clonacidn de frag-

mentos de DNA deben cumplir con los sigﬁientes requisitos (15):

a) Ser replicones autdnomos bien definidos que pueden ser purifi

cados facilmente en grandes cantidades.
b) Deben ser pequefios,; gen&ticamente y fisicaﬁente.

c¢) Deben codificar para una o varias propiedades que permitan la
seleccién de la bacteria que lleva este DNA de una poblacién

de células.

d) El vector debe contener un sitio {inico de corte para tantas -~
endonucleasas de restriccidn como sea posible., Estos sitios
no deben residir en la regidn de DNA que codifica para la pro
piedad seleccionable (ver inciso ¢) y cuando se inserta un -
fragménto de DNA en estos sifips las funciones de replicacidn

del vector no deben ser inactivadas

e) Debe tener propiedades que permitan la deteccién de las molé-

culas recombinantes.

f) Debe ser baja la probabilidad de que la molécula recombinante

pueda ser transferida a otra bacteria.



Se conocen dos sistemas bacterianos que pueden satisfacer estos -

requisitos: los bacferi6fagos y los plésmidos.

El fago A ha sido modificado, -por mutaciones o construccidn
in vitro, de tal manera que sea ULil como vehiculo molecular. Los fagos
disponibles para clonacifn han sido modificados de tal manera gue su habi
lidad paré crecer liticamente no se altere y al ser digerido con alguna
endonucleasa de restriccién (e.q. EcoRl) los fragmentos ae DNA no esen--
ciales (parte media del genoma de A ), puedan ser substituidos por el --
DNA que se desea clonar (16).’fUna caracteristica del sistema de A es =
que solo moléculas de DNA'dentro de un cierto rango de tamafio pueden ser
empacadas en las particulas de fago, lo cual constituye una poderosa pro
piedadvpara la seleccidn de la mol&cula recombinante (este tamafo depen-
de del tipo de fago empleado). Sin embargo, estos vehiculos tienen po--
cos sitios de restriccidn para clonacidn y ademd@s, los fragmentos clona-

dos dificilmente se pueden caracterizar fisicamente en ellos.

iUn pléasmido es una molécula de DNA gue se replica y existe -
separadaménte del DNA cromoscmal. Generalmente, codifica para una o va-
rias propiedades no esenciales es decir, la c&lula es independiente de -
estos elemgntos‘"de replicacién autbnoma", de tal manera que en condicio
nes normales la célula huésped puede crecer sin él. -Sin embargo, el ~-
plasmido puede dar ciertas ventajas selectivas. | La naturaleza fisica de

i

los plésmidos fud determinada en gradientes de cloruro de cesio-bromuro

de etidio y por fotografias al microscopio electrdnico, donde se encon--

tré que son moléculas de DNA cerradas covalentemente y de estructura su-



perenrollada.

El rango de tamafio de los plasmidos va de ; a lOb megadaltones
y estl@n presentes en la bacteria de 1 a 30 copias por cromosoma (e.g. el
pldsmido ColEl que se encuentra en un niimero de 26 - 30 copias por cromo-
somﬁ). Algunos plasmidos pequefios tienen la propiedad de seguirse repli-
cando en la ausencia de sintesis de protefinas (e.g. en presencia de clo—-
ranfenicol), o sea, cuando no hay replicacidn celular. Esta propiedad --
permite la purificacidén de estos pléémidos en grandes cantidades. Cuando
un plismido existe en un alto nimero de copias su modo de replicacién es
relajado, en contraste con los que existen en bajo niimero de copias donde
su modo de replicacidn es no relajado (17). Pldsmidos con mecanismos de
replicacién idénticos son incompatibles, es decir, no pueden coexistir en
la misma c8lula (aunque puede forzarse). De acuerdo a &sto, se han clasi
ficado los plasmidos en 24 grupos (grupos de incompatibilidad), de tal -

manera, que plasmidos en un mismo grupo son incompatibles (1).

?fl tamafio pequefio del plésmido ha demostrado tener grandes -~
ventajas en la clonacidn molecular. Mientras el plidsmido sea mis pequefio
la probabilidad de que existan menor nfimero de sitios de restriccidén es -
mayor, y por ende existen mds sitios finicos favoreciendo la incorporacidn

del DNA extrafio y la caracterizacifn del fragmento clonado.:

Por otro lado, hay evidencia de que mientras menor sea el --
plasmido la frecuencia de transformacién (ver despus) aumenta y el nime-
ro de copias que tolera la célula receptora es mayor, lo cual estid rela--

cionado por la cantidad que de &sta puede purificarse para el anilisis --



posterior.

Intimamente relacionado al tamafio del plidsmido estd la comple
jidad genética del mismo, lo cual es importante, ya que, mientras mis -——
grande es el vehiculo se complica m@s el andlisis funcional del pldsmido

recombinante (ver después).

"Es de esperarse que naturalmente no exista un plésmido con -
todas las caracteristicas tedricas que un vehiculo requiere, por lo que,
recientemente, se han empezado a construir vehiculos in vitro usando seg
mentos de DNA de diferentes origenes. La construccifn de estos vehicu--
los tiene por objeto facilitar la clonacidn de un fragmento de DNA y su
posterior manipulacidn, lo cual se logra si el vehiculo cumple en lo més

posible con los requisitos tedricos (18).

En algunos casos, la construccidn puede ser mis especifica.
Esto sucede cuando se desea que el plésmido tenga algunas propiedades --
particulares requeridas para un propdsito especial. Por ejemplo, cuando
se quiere estudiar la interaccidén entre los fragmentos clonados, los --=
vehiculos deben pertenecer a una variedad de grupos de-incompatibilidad
que permitan la coexistencia de ellos en una c&lula. Cuando se quiere -
una baja dosis de gene del DNA insertado, entonces el pldsmido debe te--

ner un bajo nimero de copias (17).

El primer pldsmido usado como -vector fu& el pSClOl (4), que

contiene el material genético que permite a la célula que lo lleva con--



vertirse en resistente a tetraciclina, El segundo plésmido que se utili-
z6 fué ColEl, que produce inmunidad a colicina (19). De estos dos plas-—
midos, ambos de origen natural, ha sido utilizado preferentemente ColEl -
porqﬁe contiene un mayor niimero de copias que pSCl0l, facilitando la puri
ficacién en éantidades considerables del ffagmento de DNA clonado que, =--—

como ya se dijo, es muy importante para su posterior caracterizacidn.

A partir de estos plédsmidos y otros de origen natural se cons
truyeron otros tratando ae mejorar a los anteriores en cuanto a sus pro-
pigdades como vehiculos de clonacidn de DNA. Entre los pldsmidos cons—--
truidos mds utilizados estén el pBR322 y el pBR325 (20,21). EIl primero -
confiere resistencia a ampicilina y tetraciclina y permite insertar frag-
mentos- de DNA én varios sitios finicos para endonucleasas de restriccidén -
(Fig. 5). E1 otro, pBR325, tiene las mismas ventajas que el PBR322 pero,
ademas, configre resistencia a cioranfenicol que contiene también sitios

@nicos para endonucleasas de restriccidn (Fig. 6).

Todos lés plasmidos pequefios gue han sido constrﬁidos para --
clonacidn molecular de DNA han perdido g;ah parte o todas las regiones de
DNA que les permiten ser movilizados por conjugacifn (plismido no conjuga
tivo). Como se dijo, un vehiculo molecular de DNA no debe autotransferir
se, ya que asi se evita una posible contaminacidn biol8gica que en algu--

nos casos puede ser .potencialmente peligrosa.

Introduccidn del DNA a la bacteria receptora

El proceso de introduccidn de la molécula de DNA recombinante



Figura 5. Mapa de restriccién del pBR322.

Los sitios de restriccidn fueron determinados a partir de la
7/

secuencia nucleotidica del plasmido reportada por Sutcliffe

{41) . La posicidn "0O" fue elegida arbitrariamente a la mi--

tad del sitio de corte de la endonucleasa EcoRL.

La figura muestra los sitios de restriccidn para las endonu-
cleasas Hnal, Haelll, Thal, Hpall, Mbol, Alul, Taql, Hinfl,
Haell y EcoRII; también se muestran los sitios de restriccidn
unicos EcoRl, HindIII, BamHl, Sphl, Sall, Aval, Ball, Pvull,

Pstl y Pvul.



Figura 6. Mapa de restriccién del pBR325.

La figura muestra los sitios unicos de restriccidén. En el --
circulo exterior la escala esta en Megadaltons y en el inte--

rior en kilobases.



formada por un. replic8n y el fragmento de DNA heterdlogo, a una bacteria

es la base de la propagacidn y clonacidén de la molécula recombinante.

Existen tres mecanismos por medio de los cuales un DNA puede
ser introducido a una bacteria receptora: la conjugacién, la transfeccién,
y la transformacién. Por medio de la conjugacién DNA de una bacteria --
(Hfr, bacteria con el factor F integrado en el cromosoma) puede ser trans
ferido a otra (F—, bacteria receptora que carece del factor F), el cual,
por recombinacidn, lo integra a su cromosoma (23). La transfeccidn es la
forma caracteristica por la que algunos fagos son introducidos a una bac-
teria. La transformacidn en cambio, es mis general y permite la intro--

duccién de DNA de cualquier origen, y por tanto es de principal interés.

/

El procedimiento de transformacién comunmente empleado depen-
de de la capacidad de cationes divalentes, tales como calcio o bario, para
alterar la permeabilidad de la membrana de bacterias, permitiendo asi la

absorcidn del DNA circular, lineal y de hélice sencilla (23).

Hay algunos aspectos importantes que deben ser tomados en --
cuenta durante el fendmeno de transformacidn. Primero, la frecuencia de
transformacidn del DNA circular es mayor que la de un DNA lineal, el cual
estd expuesto a la accidn de exonucleasas y requiere recombinar con el --
cromosoma para que permanezca dentro de la bacteria (la frecuencia de -—-
transformacidén de un DNA superenrollado es aiin mayor). En segundo lugar,
las posibilidades de recombinacidn en una bacteria suelen disminuir la --

frecuencia de transformacién, por lo que se requiere que la receptora es-



t8 mutada en algunos de los genes incluidos en este fendmeno (e.g. recBC
sbcB o sbcA). Por filtimo, en muchos organismos existe el mecanismo de -
restriccidén~modificacidén antes mencionado, por lo que siempre que se -~-
transforma un DNA gue proviene de un organismo diferente a la receptora

este mecanismo debe modificarse.

{ BE. coli ha sido considerada hasta el momento como la mejor ~
receptora y estabilizadora de material genético heterdlogo, ya que es el
microorganismo mejor conocido tanto bioquimica como gen&ticamente, lo --

cual ayuda mucho en el anidlisis del DNA-clonado.

Esta cepabacteriana debe tener ciertas caracteristicas que le
permitan tanto mejor transformabilidad como mayor seguridad bioldgica. -

Algunas de estas caracteristicas son las siguientes (24):

a) La cepa debe tener algunas mutaciones que nulifiguen la accidn

de la endonucleasa de restriccidn.

b) No debe codificar para propiedades o funciones seleccionables

(ya sea por el vehiculo o el fragmento clonado).
c) Debe ser deficiente en recombinacién

d) Debe tener algunas mutaciones que no permitan su sobrevivencia
en ambientes ajenos a las condiciones experimentales (e.g.

dapD8, thyA (24)).

e) Debe tener disminuido su eficiencia como receptora de la mayoria

de los plésmidos sexuales.

Estas dos {ltimas propiedades aunadas a la no-transferibilidad

del vehiculo proporciona una mayor contencidén del material genético recom



binado, lo cual es importante en los experimentos de clonacidn molecular

de DNA.

Deteccidn y caracterizacidn

El objetivo en los experimentos de clonacidén molecular de --
DNA es generalmente obtener moléculas hibridas de DNA que consisten del
vector y uﬂ fr;gmenﬁo de DNA heterdlogo. La ligasa de DNA une fragmen--
tos de DNA al azar, asi que solo cierta proporcidn de las moléculas re--

combinantes llevardn el fragmento deseado unido al vector.

Muchas veces la deteccién de la clona deseada es directa, ya
que, el fragmento codifica para una propiedad seleccimable (e.g. un an--
tibiStico o requerimiento nutricional). Por lo tanto,lun anflisis gené~
tico de las funciones codificadas por las mol&culas recombinantes, por -
medio de pruebas de complementacidn en bacterias, permite la seleccidn
de la clona deseada y una caracterizacifn a nivel gen@tico '(25). Poste-
riormente, se puede hacer un an&lisis funcional de la clona, caracteri--
zando el producto génico y la regulacidn de su sintesis en minicé@lulas o

sistemas de sintesis de proteinas in vitro.

* Normalmente un gran nfimero de las bacterias transformantes
solo llevan el DNA del vehiculo, lo cual, hace mis dificil la blisqueda -
de la clona especifica,f Una manera, por la cual se pueden detectar de -
entre las bacterias transformantes las que lleven moléculas recombinan--

tes de DNA, es mediante la inactivacidén de un gene del vector que codifi



ca para un marcador nutricional § para resistencia a un antibidtico (dife
rente al utilizado para detectar la bacteria transformante), mediante --—
la insercidn de DNA. Este proceso, conocido como inactivacidén insercio--
nal (26), es principalmente utilizada en genes para resistencia a antibid

ticos del vehiculo, insertando DNA en uno de sus sitios @inicos.

Otra manera de detectar una molécula de DNA recombinante es -
comparando el patrdn de restriccidn del vector con el de 15 molécula hi--
brida lo cual conduce, ademis, a una caracterizacidn fisica del fragmento
de DNA clonado. Princibalmente, por esta razdn es importante que un vehi
culo para cloﬁacién esté bien caracterizado. Este método resulta, gene--—
ralmente, ser muy tedioso por lo que se han desarrollado procedimientos -
de aislamiento del DNA de plismido que permiten su caracterizacidn répidg

mente.

Cuando se dispone de un RNA o un DNA radioactivo que contenga
secuencias complementarias a algunas de las presentes en el fragmento de
DNA que se desea clonar, la identificacidn de la clona es directa. En —-—
estos casos, el DNA de las clonas transformantes es desnaturalizado y fi-
jado a filtros de nitrocelulosa, donde por hibridizacidn in situ con el -
acido nucléico radioactivo, se determina las colonias de inter@s (27). La
cinética de asociacidn del DNA insertado con el DNA del organismo origi--

nal permite tambi&n una deteccidn de la molécula recombinante (17).

iLa forma ms directa de conocer la naturaleza del DNA que se

ha insertado en el vehiculo, es determinando la secuencia. nucleotidica de



éste. Se han diseflado dos m&todos que permiten conocer ripidamente la -
secuencia del DNA. Uno de ellos, desarrollado por F. Sanger y colabora-
dores (28), se basa én la sintesis y degradacidn controlada del DNA a --
partir de un templado (DNA por secuenciar), un “primero" (un fragmento -
del DNA éor secuenciar) y la polimerasa I de E. ggii, donde se agrega o

se elimina s6lo un nucledtido. Un segundo método, reportado por Maxam y
Gilbert (29), se basa en la especificidad de ciertos reactivos quimicos,
en condiciones que modifican los nucledtidos diferencialmente (hidrazina
y metilsulfdxido) y cortan el enlace fosfodiester en el nucledtido modi-
ficado (piperidina y &cido clorhidrico), partiendo de un fragmento de —-

. . 32 . i
DNA marcado radiocactivamente con P en el extremo 5' con cinasa de DNA.



ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

Como se menciond anteriormente, la recombinacién in vitro de
DNA ha permitido la construccidn de mejores vehiculos para clonacién. A
continuacién se describe una breve historia de la ponstruccién de los =--

vehiculos 'que en este trabajo son de inter8s (Fig. 7).

'L; translocacidén accidental del transposén que lleva el gene
de resistencia a ampicilina (Tn3) en el pMBl, un plasmido de origen natu
ral (aislado clinico) cuyo modo de replicacidn es semejante al de ColEL
(30), origind el pMB3 que confiere inmunidad o colicina y resistencia a

ampicilina.

‘Con el objeto de construir un pldsmido mis pequeiio que con--~
servara las caracteristicas del pMB3, se digirid éste con la endonuclea-
sa EcoRl en condiciones de EcoRl* (endonucleasa EcoRl con su especifici-
dad disminuida (31)) y los fragmentos resultantes se ligaron &l azar. —-
Se aisld un pldsmido, el pMB8, que conferia inmunidad a colicina, el cual

desafortunadamente, no conferia resistencia a ampicilina.

Aunque el pMB8 tiene algunas ventajas como vehiculo para clo
nacidn, su marcador selectivo no es bueno (la accidn de la colicina E1 -
es extremadamente dependiente del estado fisioldgico de la célula y es -
acompafiado por un alta frecuencia de mutantes espontineas tolerantes a -
colicina) ademds de que no tiene sitios {inicos para otras endonucleasas

de restriccifn diferentes a EcoRl. Para tratar de resolver estos proble
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mas, se incorpord en este vector otro marcador de resistencia, tetraci--
clina, que lleva sitios para las endonucleasas de restriccién HindIII, -
Sally BamHI.' Esto se logrd mediaﬁte la digestidn del pMB8 con EcoRl y -
la digestidn con EcoRl* del pldsmido natural pSClOl. Se ligaron los ---
fragmentos resultantes de estas digestiones y se obtuvo un plismido al -
que se le denomind pMB9, el cual regenerd un sitio para la endonucleasa

EcoRl (31).

Sin embargo el pMBY no permite la seleccidn segura de los --
fragmentos insertados en los sitios que inactivan tetraciclina por el --
problema, anteriormente mencionado, de la colicina El, por lo que se hi-
zo necesario la presencia de otro marcador de seleccién "fuerte". La =-—
translocacifén del Tn3 del pRSF2124 (32) al pMB9 fué la solucidén. Esta -
translocacidn se logrd contransformando ambos plésmidos (pMB9 y PRSF2124)
y seleccionando bacterias transformantes resistentes a ampicilina y te--
traciclina que contubieron un solo plasmido. Uno de los plésmidos con -
la insercidn de Tn3 en el pMBY9 fud el PBR312. Sin embargo, este plismi-
do tiene dos sitios para la endonucleasa BamHl (uno se encuentra dentro
del T™n3 y el otro en el gene que confiere resistencia a tetraciclina) y
su peso molecular es mayor al_del pMB9, lo cual disminuye su capacidad -

como vehiculo para clonacidn (37).

ELl pBR31l3, una reduccidn del pBR312 por la digestidn parcial
con EcoRl* que elimind el sitio de BamHl presente en el Tn3, tiene dos -
marcadores selectivos "fuertes", ampicilina y tetraciclina (ademds de —-

inmunidad a colicina El), y varios sitios {inicos para endonucleasa de --



restricciGn (HindIII, Sall, BamHl, EcoRl, Hpal y SmaI), sin embargo, el
PBR313 contiene tres sitios para la endonucleasa PstI uno de los cuales

se encuentra en el gene de resistencia ampicilina (33).

Con el objeto de tener un vehiculo con un gitio para la en-
donucleasa PstI, localizgdo en el gene de resistencia a ampicilina, ade-
mis de los otros sitios finicos gue contiene el pBR313, se construyd el -
vehiculo pBR322., Este pldsmido fud el resultado de tres experimentos de
recombinacifn in vitro. EI primero, consistid en la digestidn total del
PBR313 con la endonucleasa PstI, ligando todos los fragmentos de DNA ge-
nerados y seleccionando las transformantes por el fenotipo Tcr (resisten
cia a tetracilina). Un plasmido AésTcholimm (pBR318) que contenia un -
solo sitio para la.endonucleasa PstI fué elegido. EIL segundo experimen-
to consistid en la digestidn total con la endonucleasa EcoRII del pRR313
ligando los fragmentos de DNA y seleccionando transformantes por el feno
tipo Apr (resistencia a ampicilina). Un plismido AprTcé (pBR320) fué --
elegido para posteriores experimentos. ELl tercer experimento fué la --
unidn de un fragmento PstI - Hpal que lleva el gene de resistencia a te-
traciclina del pBR318 al fragmento PstI - HincIT del pBR320 que lleva el
origen de replicacidn y la porcifn de DNA del gene de resistencia a ampi
cilina que le falta al pBR318. Los plismidos resultantes fueron selec--
cionados por el fenotipo AprTcr, los cuales fueron numerosos y correspon
dfan a la unidén de los dos fragmentos mezclados. BAdemis de entre estos
plasmidos se encontrd un plésmido AprTcr alin mds pequefio, seguramente --

resultado de un fendmeno de recombinacidn in vivo, este plasmido fué de-



nominado pBR322. E1l pBR322 contiene un sitio {inico en el gene de resis-
tencia a ampicilina (PstI), tres sitios {inicos en el gene de resistencia
a tetracilina (HindIIX, SalI, BamHI) y un sitio {nico para 1; endonuclea

sa EcoRI (20).

Debido a la gran cantidad que puede purificarse de la endonu
cleasa EcoRl, un vehfculo para clonacidn que éermitieré la fécil selec--
cién de moldculas recombinantes de DNA por insercidn de fragmentos gene-
rados por la endonucleasa EcoRl seria muy @itil. El gene de resistencia
a cloranfenicol contenido por el fago P1Cm contiene un sitio para la en-
nucleasa EcoRl, y este puede ser aislado en un fragmento después de la -
digestidn con la endonucleasa HaeIl del fago P1Cm. Usando este fragmen-
to de DNA tratado con nucleasa S1, y ligédndolo al pBR322 que previamente
habia sid§ digerido con EcoRl y tratado con nucleasa S1, se construyd el
PBR325, el cual presenta el fenotipo AprTchmr. Este plismido contiene
un sitio Gnico para la endonucleasa EcoRL en el gene de resistencia a
cloranfenicol ademis de los otros sitios {nicos que contiene el pBR322

(21).
Principalmente, son dos los objetivos de este trabajo:

1) Reduccidén de tamafio de los plidsmidos pBR322 y pBR325 de tal ~-
manera gue conserven sus propiedades como vehiculos molecula--

res para clonacidn.

2) Construccidn de un vehiculo molecular para clonacidn con sitios

inicos para las endonucleasas PvuII y Ball,



MATERIALES Y METODOS

a) Cepas bacterianas

Las célﬁlas,reCﬁptoras usadas en los experimentos de transfor

-t

macidn fueron dos cepas de Escherichia coli X-12: '

. N . o
RR1l, que es una derivada Rec de HBlOl (¥ pro len thi lacY

rpsL20 hsdR hsdM ara-14 galk-2 xyl-5 mtl-1 supEd4 str” EndoIf Rech ) -
(Boyer & Roulland-Doussoix, 1969) y, cuando-se requirid DNA no metilado -

en 5' citosina para realizar digestiones con la endonucleasa EcoRII, la -

cepa GM31»(d¢er thr~1 leu-6 thi-l his lacY galK-2 galT-22 ara-14 tonA3l

tsx78 supE44 Strr hst hsdM mec_).

b) Medios de cultivo

Los indculos se hicieron en caldo Luria (LB), el cual contie-
né: ﬁacto—Triptbn; (Difco) al 1.0%, extracto de levadpra (Difco) al 0.5%,
NaCl al 1.0% y NaOH'2.S mM. Cuando se desed aislar alduna cepa se u56A-_
caldo Lur;a s6lido, el cual contiene: agar (Difco) al 2.0% y ampicilina,
tetraciclina y cloranfenico;,:cuando fue necesario, en una concentracidn

de 30 mg/1.

El medio minimo M9 usado para la purificacién de plésmido, --
estd constituido por: 20 ml de glucosa al 20%, 4 gr de casaminodcidos. *-
(Difco), lO»ml de Mgso4 0.1 M, 10 mL CaCJ_2 0.01 M, 100 ml de sales 10X --
(por litro: 132 gr de NaZHPQ4.7H20, 30 gr KH2P04, 5 gr de NaCl, 10 gr de

NH4C1); los requerimientos de cada cepa (4 ml de: prolina al 4%, leucina



-al 1%, histidina al 1%, treonina'al 2%; 0.2 ml de vitamina Bl al 0.1%) y
860 ml de agua destilada. Los requerimientos fueron esterilizados por -

filtracidn y la glucosa vy las sales 10X esterilizados por separado en

el autoclave.

¢) Purificacidn de DNA de plasmido

El DNA de los plésmidos pBR322 y pBR327 fué preparado amplifi
cando cultivos en trecimiento en fase exponencial por la adicidn de ==
170 mg/l de cloranfenicol (34). Para la amplificacibn de c&lulas que --
llevan los plasmidos pBR325 y pBR328 (resistentes al cloranfenicol) se -

usd espectinomicina (300 mg/l1).

La extraccidén y purificacién del DNA de plismido se hizo con
forme al método de lisado clarxo, descrito por Betlach et al (1976) (30),

el cual consta de los siguientes pasos:

1. Incubar 5~10 ml de cultivo en LB toda la noche,
2. Agregar 5 ml de este cultivo a un litro de medio minimo M9.

3. El cultivo es incubado a 37°C con aireacidn a una densidad ce-
lular de 4-5 x lO8 células/ml (35-50 unidades Klett, filtro --
rojo) tiempo en el cual se afiade cloranfenicol o espectinomi--
cina (si la cepa es resistente al cloranfenicol) y la aireacidn
se continfia por 16%2 horas. (Este paso debe usarse.para plas-
midos relajados. Es importante afiadir el cloranfenicol o es—--
pectinomicina antes de gque el cultivo llega a fase estaciona--

ria).

4. En este punto los cultivos pueden ser almacenados en frio por

varias horas si es necesario.



10.

11.

12.

13.

Centrifugar: rotor GSA (Sorvall), 7000 r.p.m., 10 min, 4°C.

Lavar las células con NaCl al 0.85% (solucidn isotdnica) y cen
trifugar nuevamente: rotor GSA (Sorvall), 7000 r.p.m., 10 min,
4°C,

Congelar las pastillas de células (hielo seco/EtOH se puede --—

usar para el congelamiento rapido y completo).

Resuspender las c€lulas en un total de 10 ml/litro de cultivo
de sacarosa al 25% en Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, pH 8. Mante-
ner en hielo. (los agregados celulares deben ser separados -—-—
mezclando pero con precaucidn para no lisar las células en este

momento) .

Afladir, lo siguiente por litro en el orden dado (en hielo):

3 ml de EDTA 0.25 M pH 8.

1 ml de lisozima (5 mg/ml en Tris-HC1 0.025 M, pH 8)

0.1 ml de RNAasa (10 mg/ml en acetato de sodio 0.1 m, EDTA 3.3
X 10-'5 M, pH 5, precalentando durante iO min a 85°C para eli—-—
minar la DNAasa. (las soluciones de lisozima y RNAasa deben --
ser almacenadas congelandolas a -20°C en pequefias alicuotas de

2-5 ml).

Mezclar suavemente y dejar en hielo 15 min. (las cé&lulas se ——

convierten en esferoplastos).

Afiadir 3 ml de mezcla litica de Tritdén 3X (3 ml de Tritdn X-100
al 10%, 75 ml de EDTA 0.25 M, 15 ml de Tris-HC1 1L M, pH 8, 7 ml
de HZO)’ mezclar suavemente y dejar en hielo 15 min. (Los es-

feroplastos se lisan).

Centrifugar en tubos de polipropileno de 50 ml: rotor SS34 --
(sorvall), 18000 r.p.m., 40 min, 4°C.

Decantar el sobrenadante en una probeta graduada de plistico -
(el DNA se pega al vidrio) inmediatamente despu@s de sacar los
tubos del rotor. Anotar el volumen y vaciar en botellas de plis
tico de 250 ml.



14,

15,

i6,

17,

18,

19.

20,

21,

22,

Afladir un volumen de agqua bidestilada (esto hace la sacarosa

menos densa que el fenol.

Afiadir un volumen {(respecto al total) de fenol saturado frio
(fenol saturado con amortiguador: una mezcla 1:1 de fenol --
destilado sobre zinc, y Tris-HC1 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.5.
Equilibrar toda la noche con agitacidn), mezclar suavemente -

y afladir un volumen de cloroformo igual al de fenol, mezclar.
Centrifugar: rotor HS-4 ( Sorvall), 6500 r.p.m., 10 min, 4°C.

Pasar la fase superior (acuosa) a otra botella de 250 ml --

(evitar la pelicula de proteina en la interfase).

Afiadir 1/30 del volumen de NaCl 5 M a la fase acuosa. Luego
afiadir dos volimenes de etanol a -20°C. Dejar a -20°C una =-

hora o mAs. (Esto precipita el DNA).

Centrifugar: rotor HS~4 (Sorvall), 6500 r.p.m., 60 min, -5°C.
Descartar el sobrenadante y secar el exceso de liquido en la

botella con un "kleenex" y luego con aire,

Resuspender el precipitado en 5 ml de agua., Afladir 1 ml de -
glicerol estéril y mezclar suavemente. (El1 glicerol hace la
solucin mds densa, de tal manera que el DNA baja en la super

ficie de la columna) .

Colocar la suspensi®n en una columna de A50 (particulas de --
gel de agarosa para cromatografla por filtracidn; Bio-Rad) de
2 x 35 cm corrida con amortiguador A50 (Tris~HCl 50 mM, NaCl
500 mM, NaN
4 ml.

3 1 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Colectar fracciones de

Determinar la densidad Sptica (0.D.) a 260 nm de cada frac——-
cidén., El DNA debe encontrarse en los primeros 40 tubos (4 —--
ml/tubo) ; generalmente entre los tubos 15-25., (Una O,D. de -
1.0 equivale a 50 pgr de DNA/ml). !



23,

24.

25,

26,

Juntar las fracciones que contienen el DNA de plasmido. Afla—-
dir dos volfimenes de etanol a -20°C, congelar por una hora o -
mas. Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6500 r.p.m., 60 min,

~5°C.
Secar el precipitado con aire.

Resuspender el precipitado en 2.1 ml de .amortiguador TEN (Tris-
HC1L 10 mM, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.6) por cada 500 por de
DNA. '

Gradiente isopicnico a equilibrio de cloruro de cesio-yoduro

de propidio (PdI).

(E1 yoduro de propidio se intercala en el DNA de doble cadena,
prefiriendo el DNA lineal y circular relajado (con rupturas en
una sola cadena o "nicks") sobre el superenrollado. El PAI es
menos denso que el DNA, entonces las formas lineales adquieren
una mds baja densidad, relativa al DNA de plésmido covalente--
mente cerrado ( superenrollado) en presencia del compuesto. Sin
PdI se obtendrian dos bandas de DNA muy poco separadas, ya que
el DNA superenrcllado es mas denso que la forma lineal o rela-

jada. ELl PAI aumenta la separacibn de estas bandas).

Preparacidn del gradiente:

a)
b)

2,2 gr de CsCl (sblido)
2.1 ml de DNA en TEN (cada tubo no debe contener mas de 500 ugr
de DNA)

El trabajo, desde este punto, debe hacerse en la obscuridad (el PAL

reacciona con la luz visible).

c)

a)

150 ul de una solucidn de 2 mg/ml de PAI

Cubrir con 2.3 ml de aceite mineral. Se balancean los tubos, -

dentro de las camisas, con aceite mineral.



27.

28.

29,

30.

31,

32,

33.

Centrifugar: rotor SW50.1 (Beckman), 38000 r.p.m., 20 hrs, -
20°C.

El DNA en el gradiente serd visible con luz ultravioleta (o),
va que el PAI fluoresce. Se observarin dos bandas: la supe~-

rior, formada por DNA bacteriano y pléasmido roto; y la infe-—-

rior, formada por el plasmido superenrollado (los intermedia--
rios de replicacidn del plasmido producen un tenue barrido en-

tre las dos bandas) .

En la obscuridad y bajo luz UV: picar el fondo de los tubos y
colectar, lentamente, el DNA de plédsmido en un tubo de plasti-

CO.

Usar una columna de intercambio idnico ( Dowex 50W-X8, Bio-Rad;
tratada con acido y luego con base, 1 N cada uno, neutralizada
y almacenada en Tris-HC1 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8) para elimi--
nar el Pdl, Se colocan 2~3 ml de resina en una pequefia colum-
na, y se equilibran con 10 ml de amortiguador de resina Dowex
(Tris-HC1 50 mM, pH 8, NaCl 1 M, EDTA 1 mM) por cada ml de --

resina.

En la obscuridad, colocar la muestra diluida 1l:1 con amortigua
dor Dowex ( $i no se diluye el CsCl, el complejo DNA-PAI se ﬁqg
ve demasiado ripido a través de la columna), eluir lentamente
y afiadir, por lo menos, un volumen de columna de amortiguador
Dowex para lavar el DNA remanente. Revisar con luz UV si todo
el PAI se ha eliminado; si algo se salid, correr el eluato a

través de otra columna.

Dializar el DNA contra 2-4 litros de Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM,
PH 8, por 6-8 hrs a 4°C. Repetir la operacidn una o dos veces

mas.

Sacar el DNA de la bolsa de didlisis, y precipitar afiadiendo -
1/25 del volumen de NaCl 5 M y dos vollimenes de etanol a -20°C.

Dejar a -20°C por una hora o mas.



34, Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6500 r.p.m., 60 min, -5°C.

35, Resuspender en 0.5-1 ml de amortiguador TEN. Medir la densi--
dad Sptica a 260 nm para determinar la concentracidn de DNA --—

( generalmente de0.5-1 mg/ml).

36, Almacenar a -20°C,

d) ENZIMAS
a. Endonucleasas de restriccibn

Con excepcidn de BalIl, PvuI, Pvull y Aval (P.L. biochemicals),
las otras enzimas de restriccidn usadas en este trabajo fueron purificadas
de acuerdo al procedimiento de Greene et al (1978) ( 35). Las condiciones

fueron como siguen {Bolivar et al, 1977):

Se adiciond a la mezcla de reaccidn 1/10 del volumen de amor-
tiguador 10X de la enzima usada; nunca se usd un volumen de enzima mayor

que el de la solucidn amortiguadora 10X,

Amortiguadores 10X:

EcoRl:
Tris-HCl (pH 7.5) 1 M
MgCl2 0,05 M
NaCl 1.0 M

HindIII:

Tris-HCl1 (pH 7.5) 66 mM

MgCl2 66 mM



ﬁnmercaptoetanol 70 naM

NaCl 0.5 M

PstI, BamHT y EcORTI:

Tris-HCL (pH 7.5) 1 M

MgCl. 0.05 M

2

Hpall y HaeIII:

Alul:

Hhal:

PvuITI:

Tris-HCL (pH 7.5) 60 mM
MgCl2 60 mM

p—mercaptoetanol 60 mM

Tris-HCL (pH 7.0) 60 mM
MgCl, 60 mM

p-mercaptoetanol 60 mM

Tris-HCL( pH 7.4) 0.5 M

MgCl_ 0.05 M

2
ditiotreitol 0.005 M

Tris-HCl( pH 7.4) 60 mM

MgCl_ 60 mM

2
P-mercaptoetanol 60 mM
NaCl 60 mM

BSA 1 mg/ml

(E1 NaCl en una concen--
tracidn mayor de 30 mM

inhibe AluI)



Sall

HinfI:

AvaTl

.
:

Tris~-HCl (pH 7.6) 80 mM

MgCl2 60 mM

-EDTA 2 mM

NaCl 1.5 M

BSA 0.5 mg/ml

Tris-HCl1 (pH 7.5) 60 mM
MgCl2 60 mM
ﬁrmercaptoetanol 60 mM

NaCl 1.0 M

Tris-HC1l( pH 7.4) 80 mM
MgCl, 100 mM

NaCl 300 mM

Tris-HCL (pH 7.5) 60 mM
MgCl2 60 mM
P-mercaptoetanol 160 mM

NaCl 500 mM

Las reacciones con endonucleasas fueron incubadas a 37°C, --

durante el tiempo requerido de acuerdo con la actividad de cada enzima,

y despu@s detenidas mediante calentamiento a 65°C durante 10 min, o adi-~

cionando

1/3-1/5 del volumen de "mezcla inactivadora" ( urea 10 M, cianol



de xileno 0.05%, azul de bromofenol 0.05%, en agua)a.

Cuando se hizo necesario, las muestras fueron extraidas con
un volumen de fenol saturado y un volumen de cloroformo {éste tratamien-
to elimina la proteina adicionada) y precipitadas con dos volimenes de -

etanol.

b. Nucleasa S1

La reaccidn con nucleasa S1 (un obsequio de P, Seeburg) fué
realizada variando la temperatura de reaccidn (20° a 65°C).el tiempo de -

reaccidn y la cantidad de enzima utilizada.

¢c. Ligacidn del DNA

La ligasa de DNA del fago T4 (un obsequio de H. Heyneker) -
fué purificada de acuerdo al procedimiento descrito por Panet et al —-

(1973) (36) .

Las ligaciones se hicieron en Tris-HCl 66 mM, pH 7.6, MgCl2
6.6 mM, ditiotreitol 10 mM y ATP 0.5 mM a 12°C por 12 horas o mds. La -
concentracidn de la ligasa de DNA del T4 y 15 de las terminales del DNA
fueron variadas para promover polimerizacidn o circularizacidn. Cuando
se ligaron fragmentos de DNA con extremos "rasos" la concentracidn de —-
las terminales fug& al menos O‘ZAFM y aproximadamente se afiadieron 5 uni-

dades de ligasa de DNA del T4 por ml a la mezcla de reaccidn (Heyneker -~

et al, 1976) (37). Para fragmentos de DNA con extremos cohesivos, una --=



unidad de ligasa de DNA del T4 por ml fué suficiente y la concentracién -
de las terminales fué ajustada de tal manera que se favorecieran las molé

culas lineales (Dugaiczyk et al, 1975) (38).

e) ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA Y ACRILAMIDA

La electroforesis se llevd a cabo en placas conforme a las condicio-
nes descritas por Bolivar et al (1977). Agarosa (Bio-Rad) al 1% se disol
vid mediante ebullicidn en amortiguador Tris-Boratos-EDTA (Trizma Base --
(Sigma) 90 mM, EDTA 2.5 mM, H3BO3 90 mM, pH 8.2), posteriormente se vacid
y se deja gelificando. Las muestras, con un contenido de 0.2 - l.()j;gr -
de DNA, se colocaron en los carriles en 15 - 30)u.cada una. La electro-
foresis se 1levd a cabo a 150 - 180 V a temperatura ambiente durante una

hora. Este tipo de gel fué usado cuandc se tratd de fragmentos de pesc -

molccular alto (1 - 4 Md).

Los geles de poliacrilamida se prepararon mezclando 3 ml de -
amortiguador Tris-Boratos-EDTA 10X, 7.5 ml (para acrilamida al 7.5%) de -
solucidn de acrilamida-bisacrilamida (Bio-Rad) al 28% y 0.6% respectiva--
mente, 150 pl de (NH;)ZSZOB' Después de desgasificar al vacio, se adicio
naron 15’ﬂ.de TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina) (Bio-Rad) y se -
vacio en el molde. La electroforesis en estos geles se llevd a cabo a --

200 V durante una hora. Se uso este tipo de gel para DNA de tamaiio peque

fio (0.015~1 Md).

Después de terminada la electroforesis, los geles se sumergieron en

una solucién de bromuro deetidio (4 mg/ml) (Calbiochem) y se iluminaron -



con una l3mpara UV de onda corta (Ultraviolet Products, San Gabriel, Cal.,

U.S.A.).

‘Para fotografiar los geles se usé un filtro de gelatina amari

1la No. 9 Kodak Wratten y pelicula Polaroid NP tipo SS con una cémara =--—

MP-5 Polaroid.

Los fragmentos fuercon aislados de geles de-agarosa al 1% usan

do agarosa de Calbiochem. (Cat. N°. 121811) como describhen Finkenstein

Round (1978) (39). Los pasos son los siguientes:

1.

Visualizar el gel por iluminacidn con una limpara de ultraviole
ta y cortar la banda por purificar con una navaja. (Pueden cor
tarse varias bandas de diferentes geles que pesen de 0.05 - 0,1

gr cada una, las cuales, pueden procesarse simultaneamente).

Colocar las bandas de gel en Tris-HC1 0.1 M, pH 5.95 (0.1 m1 --
por banda de gel) y aplastarlas comprimiéndolas tres veces con
una jeringa de plistico de 1 ml (sin aguja). Recibir el homo--

geneizado en un tubo Pyrex para centrifugar.

Ahadir agarasa (50‘Fgr/banda de gel) (Calbiochem, Cat. N°. -
121811), disuelto a 1 mg/ml en Tris-NCl 0.1 M, pH 5.95, al homo

geneizado.

Incubar el tubo con el homogeneizado a 37°C por dos horas (Oca-
sionalmente el homogeneizado se incuba, ademds, 2-4 horas a --

4°C).

Eliminar el agarosa por centrifugacién a 4°C durante 30 min a ~
19000 r.p.m. en una centrifuga Sorvall (rotor SS34). El sobre-

nadante contiene el DNA.

El DNA usado en experimentos de clonacién debe purificarse mis,



pasando el sobrenadante a través de un filtro Swinnex 0.45 jm -

(Millipore).

El sobrenadante puede concentrarse mis por precipitacidn con --

dos vollmenes de etanol o dializando contra glicol de polieti--

leno.

f) TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI K-12

Las células de E. goli de las cepas RRL y GM3l fueron prepara

das para la transformacidn por el método descrito por Cohen et al (1972)

(40) . El procedimiento fué el siguiente:

1.

Inocular 30 ml de caldo Luria con un cultivo de las cepas (RRL
o GM31) crecido toda la noche, dejando crecer hasta una densi--
dad celular de 5 % 108 células/ml (30 unidades Klett, filtro -~

rojo).

Pasar el cultivo a un tubo estéril y centrifugar: rotor HB-~4 -

(Sorvall), 10000 r.p.m., 2-5 min, 4°C. Decantar.

Resuspender las células en 15 ml de NaCl 10 mM frio y centrifu-
gar nuevamente: rotor HB-4 (Sorvall), 10000 r.p.m., 2=-5 min, ~

4°C. Decantar.

Resuspender las células 15 ml de CaCl2 30 mM frio y dejar en --

hielc durante 20 - 30 min. (Esto permeabiliza la membrana).
Centrifugar: rotor HB-4 (Sorvall), 5000 r.p.m., 5 min, 4°C. ~-

Decantar.

Resuspender las cé&lulas cuidadosamente en 3 ml de CaCl2 30 M -
frio. Inmediatamente afiadir 0.2 ml de esta suspensifn a cada -
uno de los tubos, pieparados previamente, que contienen 0.2 -~ 2

Mgr de DNA en 100 ul de CaCl2 30 mM.



10.

Dejar los tubos en hielo durante una hora.
Colocar los tubos a 42°C durantc 70 seg y luego dejar 5 min. a
4°C.

Afnadir a cada tubo 3 ml de caldo Luria y luego incubar durante
dos horas a 37°C (Esto permite recuperar la membrana y estabi-

lizar los plésmidos dentro de la cé&lula).

Platear 0.1 - 0.2 ml de cada tubo en el medio adecuado y dejar

creciende toda la noche.

g) MICROENSAYO DEL DNA DE PLASMIDO

Este métodc consiste en la semipurificacién de pequefias can-

tidades del DNA de plismido con el fin de caracterizarlo parcialmente. -

Los pasos son los siguientes:

Cultivar 3 ml de c&lulas toda la noche en caldo Luria.

Transferir 1.5 ml del cultivo a un tubo "Eppendorf" y centrifu

gar 2 - 4 min en la microcentrifuga (Brinkman; 15000 r.p.m.).
Decantar, agregar los 1.5 ml restantes y velver a centrifugar.

Lavar las c@lulas con 1 ml de NaCl 10 mM. Centrifugar, decan-

tar y congelar en etanol-hielo seco (30 min).

Resuspender en IOO‘pl de sacarosa al 25% en Tris-HC1 50 mM, --
pH 8.

Afiadir 40)11 de EDTA 0.25 M, pH 8, mezclar.

Afiadir BO‘Pl de lisozima 5 mg/ml, mezclar. Dejar 10 min. en --

hielo.

Afjadir 1 fﬂ.de RNARasa 10 mg/ml, mezclar. Dejar 5 min en hielo.



10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

19.

Anadir 150 }u.de mezcla litica de Tritdén 3X, mezclar. Dejar -

10 min en hielo.

Afadir 200 pl de H, O, mezclar y centrifugar 3-5 min.

2
Sacar cuidadosamente el precipitado mucoide con una pipeta --

Pasteur y guardar el sobrenadante.

Afiadir al sobrenadante 400 Fl de fenol saturado, agitar. Aha-

dir 300,u.de CHCl_ y agitar nuevamente.

3
Centrifugar 1 - 2 min y sacar cuidadosamente la fase acuosa —-

colocédndola en un tubo "Eppendorf" nuevo.
Afladir BOO‘Pl.de CHC13, agitar y centrifugar 30 seg.
Descartar la fase inferior (clorofdrmica).

Afiadir 1/25 del volumen de NaCl 5 M y 1 ml de etanol. Dejar -

en etanol-hielo seco 20 - 60 min.

Centrifugar 2 - 5 min, decantar y resuspender en 100 ’d de TE
(Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8). Dializar contra 2 litros de
TE durante 2 - 4 hrs.

aAfladir 1/25 del volumen de NaCl 5 M y dos volimenes de etanol.

Centrifugar 2 - 5 min, decantar y resuspender en 15 - 30 Fl de
agua. (La cantidad de DNA de pldsmido recuperada es de 1 - 2
]gr) .

h) SECUENCIA NUCLEOTIDICA

La determinacién de la secuencia nucleotidica se hizo de =~

acuerdo al procedimiento descrito por Maxam y Gilbert (1977), que breve-

mente es el siguiente:

1.

Digerir el DNA de plasmido con la endonucleasa de restriccidn



7.

conveniente (de acuerdo a la regidn de DNA que se desea secuen—

ciar) .

Someter el DNA a la accidn de la fosfatasa alcalina (Boehringer
Manheim) (2 unidades) en 300 ul de TE. Después de 30 - 45 min

extraer con fenol-cloroformo, precipitar y centrifugar.
Marcado de extremos 5':

Resuspender el precipitado en agua y afadir: amortiguador 10X
(Tris—-HCl 500 mM, pH 9.5, Mgcl2 100 mM, ditiotreitol 50 mM, EDTA
1 mM) (de acuerdo con el volumen de reaccidn): XBZP—ATP (20}u4
> 1000 Ci/mmol) (New England Nuclear) cinasa de T4 (4 - 6 Pl;
purificada conforme describen Panet et al (1973) (36) , y; com=--
pletar al volumen de reaccidn con agua. Incubar a 37°C durante

una hora.

Extraer y precipitar la muestra, y someterla a la accidn de una
segunda endonucleasa conveniente (con el objeto de separar los

extremos marcados) .

Separar en un gel de poliacrilamida los fragmentos de DNA gene-
rados por las endonucleasas. Cubrir el gel con ﬁna pelicula de
Sardn ( Kleen Pack) y, sobre &sta, colocar una placa fotogr&fica
(Kodak No-Screen Film, NS-2T), Exponer la placa durante 0.5 —-
2 hrs,

Usando las placas reveladas detectar las posiciones de los frag
mentos marcados radioactivamente en el gel, Cortar la banda --

deseada.
Elucidn del gel de poliacrilamida:

Colocar el segmento de geI en una punta de pipeta de pléastico -
desechable de 1000 Pl, cuya punta ha sido sellada con calor y -
colocado dentro de &sta un pequefio tapdn de lana de vidrio. --
Reducir el segmento de gel a una pasta con una varilla de vidrio,
cubrir la pasta con amortiguador de elucidn (acetato de amonio

0.5 M, acetato de magnesio 0.01 M, SDS al 0.1%, EDTA 0.1l mM) y



aftadir 50 por de tRNA como acarreador; sellar con "Parafilm",

colocar la punta en un tubo de ensayo y mantener a 37°C por 10
hrs o mads. Cortar el extremo de la punta y centrifugar dentro
del tubo en una centrifuga clinica durante unos minutos; colec
tar el eluato del fondo del tubo y lavar con 0.2 ml de amorti-
guador, repitiendo la centrifugacidn. Precipitar con dos volil

menes de etanol a =20°C,

Resuspender el DNA eluido en 20 }p.de agua y dividir en 4 ali-
cuotas: 6 ;ﬂ.para reacciones de adenina (A) 3 guanina(G), 4 -
)ﬂ.para guanina, S}Q_para citosina (C) y 5 Fl para citosina -

+ timina (7).
Reacciones quimicas:

Metilacidn parcial de purinas. Combinar l.pu.de DNA acarrea--
dor sonicado (DNA de pollo, 1 mg/ml) con 54F1 de DNA marcado -
con 200 Fu.de cacodilato de sodio 50 mM, pH 8, MgCl2
EDTA 0.1 mM. Mezclar y enfriar en hielo, Afadir 1 pl de sul-

10 mM, ——

fato de dimetilo al 99% (10.7 M), mezclar y calentar a 20°C -
por 15 min. Parar la reaccidn afiadiendo 50 )ﬂ.de una solucidn
inactivadora (2-mercaptoetanol 1 M, Tris-acetato 1 M, pH 7.5,
acetato de sodio 1.5 M, acetato de magnesio 0,05 M, EDTA - _—
0.001 M, tRNA 0.1 mg/ml y mezclando. Afiadir 750 pL 3 volGme~
nes de etanol), congelar y centrifugar. Reprecipitar de 2504F1
de acetato de sodio 0.3 M, enjuagar con etanol y secar al va--

cio.

Rompimiento en guanina. Disolver el DNA metilado en una solu-
cidn de piperidina 1 M recién diluida. Calentar a 90°C por --
30 min en un capilar sellado. (Esta reaccidn abre 7-MeG cerca
del enlace glicosidico, se desprende el anillo abierto del --
azficar y se eliminan ambos fosfatos para romper el DNA donde -
se metild la G). Vaciar el contenido del capilar en un tubo,

liofilizar, humedecer el residuo y liofilizar nuevamente. Fi-



nalmente, disolver el residuo en 10 )Al de NaCOH 0.1 M, EDTA 1 mM
y anadir 10 }ll de mezcla urea-colorantes (urea 10 M, cianol de

xileno 0.05%, azul de bromofenol 0.05%).

Rompimiento preferencial en adenina. Disolver el DNA metilado
en 20 Fl de agua destilada. Enfriar a 0°C en hielo, afladir --
5 Fl de HC1 0.5 M, mezclar y mantener la muestra a 0°CV en hielo,
mezclando ocasionalmente. Despus de 2 hrs, afiadir 200 Fl de -
acetato de sodio 0.3 My 750 Pl de etanol, congelar, centrifu--
gar, enjuagar y secar, luego disolver en 10 Pl de NaOH 0.1 M, =
EDTA 1 mM y calentar a 90°C por 30 min en un capilar sellado. -
(Estas reacciones desprenden, primero, con el HClL el 3-MeA pre-
ferencialmente, rompiendo el enlace glicosidico, y posterior =-
tratamiento con Alcali rompe el DNA, eliminando ambos fosfatos,
donde se metilo la A). Vaciar el contenido en un tubo con 20 Iul

de mezcla urea colorantes.

Rompimiento en citosina y timina. Combinar 20 ’;l de agua desti
lada, 1 }11 de DNA acarreador sonicado (1 mg/ml) y 5 Fl de DNA -
marcado. Mezclar y enfriar a 0°C. Aifladir 30 }a.l de Hidrazina -
al 95% (30 M), mezclar bien y mantener a 0°C por varios minutos.
Tapar los tubos y calentar a 20°C por 15 min. Afiadir 200 Fl de
solucidn inactivadora de hidrazina (acetato de sodio 0.3 M, ace
tato de magnesio 0.01 M, EDTA 0.l mM, tRNA 0,25 mg/ml, mezclar

y adicionar 750 }J.l de etanol, congelar, centrifugar, disolver -
el precipitado en 250 ,),1 de acetato de sodio 0.3 M, afiadir --
750 }11 de etanol, congelar, centrigugar, enjuagar con etanol y

secar. Disolver el precipitado y lavar las paredes del tubo --
con 20 }l.l de piperidina 0.5 M recién diluida. Calentar por 30

min a 90°C en un capilar sellado. Liofilizar dos veces, disol-
ver el residuo en 10 )Al de NaOH 0.1 M, EDTA 1 mM y afiadir 20 }(1

de mezcla urea-colorantes.

Rompimiento en citosina. Reemplazar el agua en la mezcla de =--

Hidrazinolisis con 20 }11 de NaCl 4 M y aumentar el tiempo de --



10.

11.

12.

reaccibn a 20 min. La pureza y la concentracidn de la hidrazi

na son criticos para la especificidad en las bases.

Preparacidn de las muestras:

Calentar las muestras a 90°C por 15 seg antes de colocarlas en

el gel.

Geles de secuencia:

Los usados en este trabajo fueron geles en placa de 1.5 mm x -—
33 cm x 40 cm con 18 carriles para muestras de 10 mm de profun-—
didad y 13 mm de ancho separados por 3 mm (adecuados para peli-
cula de rayos X de 35.5 x 43.0 cm). ILos geles se prepararon ==
con: acrilamida (Bio-Rad) al 20% (peso/volumen, metilenbisacxri
lamida al 0.67% (peso/volumen), urea 7 M, Tris-Boratos 50 mM, -
PH 8.3, EDTA 1 mM, persulfato de amonio 3 mM; 300 ml de solu---
cidn de gel se polimeriza con TEMED en 30 min (generalmente con
30 - 50 ul de TEMED). Los geles se prepararon por lo menos -
10 hrs antes de usarlos y se sometieron a electroforesis, sin -
muestras, varias horas., La elgctroforesis se llevd a cabo, pex
mitiendo cierto calentamiento (30°- 40°C) para ayudar a desnatu
ralizar el DNA, entre 800 y 1200 V. El azul de bromofenol -
corre con fragmentos de 10 nucledtidos y el cianol de xileno —-—

con 28,

Autorradiografia:

Cubrir el gel con una pelicula de Sardn y marcar las posiciones
de los colorantes con tinta radioactiva. Poner el gel en con--
tacto con la pelicula de rayos X (Kodak Xfpmat) y colocarlo en

un sobre (para protegerlo de la luz). Dejar exponer durante --

2 - 3 dias a -20°C.

lLas reacciones se llevaron a cabo en tubos "Eppendorf" de poli-

propileno de 1.5 ml cubiertos con silicdén. Se usd una niicrocen



trifuga Eppendorf 3200/30 (Brinkman) para todas las centrifuga
-ciones (1500 r.p.m. 120000Xg). Se utilizd sulfato de metilo -
Aldrich Chemical Company, hidrazina de Eastman Organic -—

Chemicals y piperidina de Fisher Scientific.



RESULTADOS

A. Construccidn del pBR326 y el pBR327

Con el objeto de deletar un fragmento de DNA gque no fuera --
esencial para la replicacidn o la resistencia a antibkidticos del vehicu-
lo pBR322, se diseflaron dos experimentos de reccmbinacidén de DNA in wvitro.
Como se observa en la figura 5, existe una regién del DNA localizada en
tre el origen de replicacidn y el gene que confiere resistencia a tetra-
ciclina (Tcr), que nc tiene un papel indispensable en el plismido como -
vehiculo, y que, por lo tanto puede ser eliminada. DPara esto, puede dele
tarse, el fragmento de DNA en esta regidn generado por las endonucleasas

Pvull - Aval, o uno generado por la endonucleasa EcoRIXI.

Para deletar el fragmento generado por la doble digestidn --
con las endonucleasas PvuIl - Aval, 10 ng de DNA de plismido se digirie-
ron cén la endonucleasa Aval. Posteriormente, el producto resultante, -
‘'se digirid con la nucleasa S1 para eliminar los extremos de hélice sen--
cilla generados por la endonucleasa. El DNA se digiridé con la endonuclea
sa Pvull y se corrid un gel de agarosa al 1%. El fragmento de DNA de ma
yor peso molecular aproximadamente 3730 (54)). Se aisld del gel, se preci--
pitd con etanol y se ligé con ligasa de DNA de T4. El1 DNA ligade se usé
para transformar la cepa de E. ggli_RRl: Las transformantes AprTcr ob--
tenida se ensallaron para detectar DNA lineal de plidsmido menor que el -
DNA lineal de pBR322, cuando se digirieroﬁ con la endonucleasa EcoRl. A

uno de los plasmidos resultantes se le denomind pBR326 (Fig+—8).
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Figura 8. Diagrama de la construccion del pBR326.

El pldsmido pBR322 fue primero digerido con la endonucleasa
Avaly luego tratado con nucleasa Sl para eliminar los extre-
mos 5' salientes. Posteriormente se redigirid con la endonu
cleasa Pvull. Esta mezcla de DNA fue tratada con ligasa de
DNA de T4 y la mezcla ligada se us6 para transformar la cepa

de E. coli RRl.
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Por otro lado, para eliminar el fragmentc de DNA Né. 2 (45)
generado por la endonucleasa EcoRII, ZO.PQ de DNA de pldsmido se digi---
rieron parcialmente con la endonucleasa EcoRII. Los productos resultan-
tes se trataron posteriormente con la nucleasa S1 para eliminar los ex--
tremos no complementarios generados por EcoRIT en las posiciones 1440 --
(CCTGG) y 2500 {(CCAGG) en pBR322 (41). El DNA fue corrido en un gel de
agarosa al 1% y se aislaron del gel fragmentos de DNA con peso molecular
de aproximadamente 3300 pares de bases (p.b.). EL DNA se precipitd con
etanol y se 1igd con ligasa de DNA de T4. La mezcla de DNA ligado se --
transformd en la cepa de E. coli GM3l. Las transformantes AprTcr se en-
sallaron para detectar DNA lineal de plésmido menor que el DNA lineal dé
PBR322 cuando se digiriercn con la endonucleasa EcoRl. A uno de los --

plasmidos resultantes se le denomind pBR327 (Fig:—9).

R. Caracterizacidn con endonucleasas de restriccidn del pBR326 y el --

PBR327.

El mapa de restriccidén del pBR326 y el pBR327 se determind -
usando varias endonucleasas de restriccifn y el mapa de restriccidn del

PBR322 como referencia (20, 41).
a) Caracterizacién del pBR326

En el pBR326 se encontraron sitios finicos para las endonu---

cleasas de restriccién EcoRl, HindIII, BamHI, SphI, Sall y PstI y, tal y

comc se esperaria si se deletd el fragmento de PvulIl ~ Aval de 630 p.b.,
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Diagrama de la construccidn del pBR327.

El plasmido pBR322 fue digerido parcialmente con la endo-

nucleasa EcoRll y el DNA resultante se tratf con nucleasa

sl para formar extremos rasos. Esta mezcla de DNA fue --

tratada con ligasa de DNA de T4 y la mezcla ligada se uso

para transformar la cepa de E. coli GM3l.
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no hay sitios para las endcnucleasas AvaI, Pvull y BalIl (datos no mostra-

dos) .

Usando otras endonucleasas se caracterizd mis el pBR326. —-
Asi, por ejemplo, en la ¥Figura 10 (carriles c y d) se observa que los —-
fragmentos N°. 4, 8, 10 ¥y 12A generados per Egg;i del pBR322 no s€ en—--
cuentran en el pBR326. Sin embaigo, un nueve fragmento de Hpall es gene
rado, el cual resultd de la fusidn entre los fragmentos de HpaIl N°. 4y
N°. 8 del pBR322. Similarmente, los fragmentos de HaeIII N%. 2, 3 y 10
del pBR322, no se encuentran en el pBR326, perc aparece un nuevo fragmen
to de HaeIII (Fig. 10, carriles a y b). Se dctermind el mapa de rcétr%g
cidn del pBR326 con varias endonucleasas usando esta estrategia (Fig. 11)

y todo estd de acuerdo con la delecidn del fragmento de PvuIl - Aval.

b) Caracterizacidn del pBR327

E1l pBR327 mostrd llevar sitios (nicos para las endenucleasas

EcoRl, HindIIX, BamHI, Sphl Sall, PstI y Zval y no llevar sitios para -

las endonucleasas PvuIl y BalIl (datos no mostrados) como se esperaria si
se deletd el fragmento de EcoRTI de 1060 p.b. del pBR322.

-~

mo se muestra en la Figur? 12 (carril g) el pBR322 produce

/;éb
seis fragﬁentosfcuando es digerid§ con‘endﬁhupleasa EcoRII: 1857, 1060,
928, 385, 121 y 13 p.b. (41) y el pBRéZ?;éolp}produce cuatxo fragmentos -
(Fig. 12, carril h). Come se espera;a, él %ragmento N°. 2 (1060 p.b.) ~--

del pBR322 desaparecid en el pBR327, y los fragmentos N°. 4 y 5 se fundieron



Figura 10.

Electroforesis en gel de acrilamida del DNA de los plésmidos
PBR322 y pBR326 cortados con varias endonucleasas de restric

c¢idn.

Los carriles a y b muestran el patrdn de restriccidén de Haelll
de los plasmidos pBR326 y pBR322, respectivamente. Como se -
observa, las bandas 2, 3 y 10 del pBR322 no estan presentes -
en el patrdn del pBR327. En su lugar hay una nueva banda --
{2a banda). Los carriles ¢ y d muestran el patrén de restric
cién Eﬁg;l del pBR326 y pBR322, respectivamente. WNotar éue -
las bandas 4, 8, 10 y 12A del pBR322 han desaparecido en el -
PBR326 y en su lugar hay una banda que corre exactamente con
la banda 9 del pBR322. El patrdn de restriccidn de Alul del
p$R326 y del pBR322 se muestra en los carriles e y £, respec-~

tivamente.



Eco RI —

Figura 1l. Mapa de restriccién. del pBR326

Los sitios de restriccidn fueron determinados usando la se--
cuencia nucleotidica del pBR322 (Sutcliffe, 1978) y los pa--—

trones de restriccidén del pBR326.



Figura 12.

Los carriles a y b muestran el patrdn de restriccidén Haelll

de los plasmidos pBR322 y pBR327, respectivamente. Notarfque
las bandas 2, 3, 10 y 18 (la diltima no se observa ‘en el géi)
del pBR322 no estan presentes en el patron del pBR327. En su
lugar hay una nueva banda de 146 p.b. en-el pBR327. los —-
carriles c y d muestran el patrén de %estriccfén de Hhal del
PBR322 y pBR327 respectivamente. Las bandas 2, 5, 8, 11, 14,
17, 24, 25 y 26 desaparecieron del pBR322 y nueva banda, que
corre como la banda 10 del pBR322f-;§areqe ?n e; pBR327. Los
patrones de restriqcién de Hpall delipBR322 y PBR327 se mues-—
tran en los carriles e y f, respecti?amente, notar éue han --
desaparecido seis bandas en el patrén del PBR327 cu;ndo-se -—
compara con el dél PBR322. Una nueva banda, que corre en la
misma posici&p de la bdnaa:4 del pER322,~§§té presente en el
PBR327. Loé carriles g'y h mﬁeétran él p;trén de restriccién
de EcoRll del pBR327 y pBR322 respectivamente. Las ban&as 2,
4 v 5 (la banda arriba de la banda S es una parcial), presen-

tes en el pBR322 desaparecieron en el pBR327. Una nueva ban-

da de 475 p.b., resultado de la fusidén de las banda 4 y 5, -



en un nuevo segqmentor de EcoRII. ° Al igual que con el pBR326, se usaron -
‘ —
: A

otras endonucleasas para carihcterizar mejor el pBR327 (Fig. 12, carriles

a, b, c,d, e, £, i, j} y todo el mapa de restriccién estd de acuerdo -

con una delecidn aproximada de 1090 p.b.

C. Secuencia nucledtidica del pBR327

Para caracterizar completamentc el plésmido pBR327 se deter-—
mind la secuencia nucleotidica para lia regifén de DNA donde se habian fun

dido los sitios de EcoRII tratados con nucleasa S1 del pBR322.

Se digirié el plésﬁido PBR327 con la endonucleasa Aval, el -
DNA resultante se marcd con 332P—ATP y cinasa de DNA de T4 y se redigi-
rid con Hinfl. La Figura 15 muestra la secuencia nucleotidica desde el
sitio de Aval en el sentido de las manecillas del reloj. Usando la se--
cuencia nuclectidica del pBR322 (41), se puede concluir gue la delecién
que dié lugar al pBR327 comprende exactamente 1089 p.b. Ya que, el ani--
lisis con endonucleasas de recstriccidn de pBR327 indica que no hubo nin-
glin otro cambio durante su construccidn, se puede asumir que la secuen—-
cia nucleotidica de este vehiculo para clonacidn se conoce completamente
APig...14), En base a esta suposicién y a digestiones con varias endo~--
nucleasas de restriccién se derivd el mapa de restriccién del pBR327 —-—-

{Fig.-15)-

D. Construccidén del pBR328.

Con el fin de construir un vehiculo para clonacidn con si~--






Figuré 13.

La secuencia nucleotidita en la regién donde ocurrid la dele-

cidn durante la construccidn del plasmido pBR327.

a)

b)

El plasmido pBR327 fue obtenido del pBR322 después de una
digestidén parcial de EcoRll seguida por un tratamiento con
nucleasa S1. Para determinar la secuencia nucleotidica en
la unidén del pBR327, el DNA de este pldsmido fue digerido
con la endonucleasa Aval. EL DNA linealizado fue marcado
x32-P ATP y cinasa T4 de DNA y finalmente digerido con la
endonucleasa Hinfl. La secuencia nucleotidica resultante
desde el sitio de Aval (en el sentido de las manecillas --
del reloj), en la unidn se determind y se muestra en la --
figura.

La regidn subrayada en la secuencia del pBR322 se conservo
en el pBR327. La secuencia GGC de las posiciones 1428 a -
1430, en el pBR327, podrian provenir de cualquier lado -

{(mostrando por las lineas discontinuas) en la unién.



Figura 14.

La secuencia nucleotidica completa del pBR327.

Ya que el anflisis de los sitios de restriccidn del pBR327 -~
indica que excepto la delecidn, ninglin otro cambio ocurrié -
durante la construccidn de este vector a partir del pBR322,

y debido a que la fuente del DNA de pBR322 dque se usé esté'—
muy relacionada a la usada por Sutcliffe para la determina--
cién de la secuencia nucleotidica original del pBR322, asumi
mos que la secuencia nucleotidica del pBR327 es idéntica a -
la del pBR322 (41) menos la delecidn de 1089 p.b. ILa secuen
cia es presentada en forma de doble cadena. La cadena de --
arriba es 5' —3% 3'. La secuencia esta numerada consideran
do que O es la mitad del sitio Ginico EcoRl y la numeracidn -
aumenta en el éentido de las manecillas del reloj primero a

través del gene Tcr, luego por la regién de replicacién y --

. . r
finalmente a través del gene Ap .



(GAA) TTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTAT

50
AAGAGTACAAACTGTCGAATAGTAGCTATTCGAAATTACGCCATCAAATA

CACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAAT
100
GTGTCAATTTAACGATTGCGTCAGTCCCTGGCACATACTTTAGATTGTTA

GCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATAGG
150
CGCGAGTAGCAGTAGGAGCCGTGGCAGTGGGACCTACGACATCCGTATCC

CTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATTCCG
200
GAACCAATACGGCCATGACGGCCCGGAGAACGCCCTATAGCAGGTAAGGC

ACAGCATCGCCAGTCACTATGGCGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTTGATG
250
TGTCGTAGCGGTCAGTGATACCGCACGACGATCGCGATATACGCAACTAC

CAATTTCTATGCGCACCCGTICTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCCG
300
GTTAAAGATACGCGTGGGCAAGAGCCTCGTGACAGGCTGGCGAAACCGGC

CCGCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTIGGAGCCACTATCGACTACGCGA
350
GGCGGGTCAGGACGAGCGAAGCGATGAACCTCGGTGATAGCTGATGCGCT

TCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTG
400
AGTACCGCTGGTGTGGGCAGGACACCTAGGAGATGCGGCCTGCGTAGCAC

GCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGA
450
CGGCCGTAGTGGCCGCGGTGTCCACGCCAACGACCGCGGATATAGCGGCT

CATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTT
500
GTAGTGGCTACCCCTTCTAGCCCGAGCGGTGAAGCCCGAGTACTCGCGAA

GTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCG
550
CAAAGCCGCACCCATACCACCGTCCGGGCACCGGCCCCCTGACAACCCGC
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CCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTC
600
GGTAGAGGAACGTACGTCGTAAGGAACGCCGCCGCCACGAGTTGCCGGAG

AACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCG
650
TTGGATGATGACCCGACGAAGGATTACGTCCTCAGCGTATTCCCTCTCGC

TCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGG
700
AGCTGGCTACGGGAACTCTCGGAAGTTGFGTCAGTCGAGGAAGGCCACCC

CGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATG
750
GCGCCCCGTACTGATAGCAGCGGCGTGAATACTGACAGAAGAAATAGTAC

CAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGA
800
GTTGAGCATCCTGTCCACGGCCGTCGCGAGACCCAGTAAAAGCCGCTCCf

CCGCTTTCGCTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCG
850
GGCGAAAGCGACCTCGCGCTGCTACTAGCCGGACAGCGAACGCCATAAGC

GAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCCACCAAA
900
CTTAGAACGTGCGGGAGCGAGTTCGGAAGCAGTGACCAGGGCGGTGGTTT

CGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCGACGCGCT
950
GCAAAGCCGCTCTTCGTCCGGTAATAGCGGCCGTACCGCCGGCTGCGCGA

GGGCTACGTCTTGCTGGCGTTCGCGACGCGAGGCTGGATGGCCTTCCCCA
1000
CCCGATGCAGAACGACCGCAAGCGCTGCGCTCCGACCTACCGGAAGGGGT

TTATGATTCTTICTCGCTTCCGGCGGCATCGGGATGCCCGCGTTGCAGGCC
1050
AATACTAAGAAGAGCGAAGGCCGCCGTAGCCCTACGGGCGCAACGTCCGG

ATGCTGTCCAGGCAGGTAGATGACGACCATCAGGGACAGCTTCAAGGATC
1160
TACGACAGGTCCGTCCATCTACTGCTGGTAGTCCCTGTCGAAGTTCCTAG
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GCTCGCGGCTCTTACCAGCCTAACTTCGATCACTGGACCGCTGATCGTCA
. 1150
CGAGCGCCGAGAATGGTCGGATTGAAGCTAGTGACCTGGCGACTAGCAGT

CGGCGATTTATGCCGCCTCGGCGAGCACATGGAACGGGTTGGCATGGATT
1200
GCCGCTAAATACGGCGGAGCCGCTCGTGTACCTTGCCCAACCGTACCTAA

GTAGGCGCCGCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGC
. 1250
CATCCGCGGCGGGATATGGAACAGACGGAGGUGCGCAACGCAGCGCCACG

ATGGAGCCGGGCCACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAA
. 1300
TACCTCGGCCCGGTGGAGCTGGACTTACCTTCGGCCGCCGTGGAGCGATT

CGGATTCACCACTCCAAGAATTGGAGCCAATCAATTCTTGCGGAGAACTG
. 1350
GCCfAAGTGGTGAGGTTCTTAACCTCGGTTAGTTAAGAACGCCTCTTGAC

TGAATGCGCAAACCAACCCTTGGCAGAACATATCCATCGCGTCCGCCATC
- 1400
ACTTACGCGTTTGGTTGGGAACCGTCTTGTATAGGTAGCGCAGGCGGTAG

TCCAGCAGCCGCACGCGGCGCATCTCGGGCCGCGTTGCTGGCGTITITCC
. 1450
AGGTCGTCGGCGTGCGCCGCGTAGAGCCCGGCGCAACGACCGCAAAAAGG

ATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAG
1500
TATCCGAGGCGGGGGGACTGCTCGTAGTGTTTTTAGCTGCGAGTTCAGTC

AGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGG
1550
TCCACCGCTTTGGGCTGTCCTGATATTTCTATGGTCCGCAAAGGGGGACC

AAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACC
1600
TTCGAGGGAGCACGCGAGAGGACAAGGCTGGGACGGCGAATGGCCTATGG

TGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTIICICAATGCTCACGC
1650
CAGGCGGAAAGAGGGAAGCCCTTCGCACCGCGAAAGAGTTACGAGTGCG
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TGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGT

1700
ACATCCATAGAGTCAAGCCACATCCAGCAAGCGAGGTTCGACCCGACACA

GCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATC

. 1750°
CGlGCTTGGGGGGCAAGTCGGGCTGGCGACGCGGAATAGGCCATTGATAG

GTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCC

1800
CAGAACTCAGGTTGGGCCATTCTGTGCTGAATAGCGGTGACCGTCGTCGG

ACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTT

1850
TGACCATTGTCCTAATCGTCTCGCTCCATACATCCGCCACGATGTCTCAA

CTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTA

: 1900
GAACTTCACCACCGGATTGATGCCGATGTGATCTTCCTGTCATAAACCAT

TCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCT

1950
AGACGCGAGACGACTTCGGTCAATGGAAGCCTTTTTCTCAACCATCGAGA

TGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAA

2000
ACTAGGCCGTTTGTTTGGTGGCGACCATCGCCACCAAAAAAACAAACGTT

GCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCT

2050
CGTCGTCTAATGCGCGTCTTTTTTTCCTAGAGTTCTTCTAGGAAACTAGA

TTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATT

2100
AAAGATGCCCCAGACTGCGAGTCACCTTGCTTTTGAGTGCAATTCCCTAA

TTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTA

2150
AACCAGTACTCTAATAGTTTTTCCTAGAAGTGGATCTAGGAAAATTTAAT

AAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTG

2200
TTTTACTTCAAAATTTAGTTAGATTTCATATATACTCATTTGAACCAGAC
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ACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTA

2250
TGTCAATGGTTACGAATTAGTCACTCCGTGGATAGAGTCGCTAGACAGAT

TTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGAT

2300
AAAGCAAGTAGGTATCAACGGACTGAGCGGCAGCACATCTATTGATGCTA

ACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACC

2350
TGCCCTCCCGAATGGTAGACCGGGGTCACGACGTTACTATGGCCCTCTGG

CACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGG
2400
GTGCGAGTGGCCGAGGTCTAAATAGTCGTTATTTGGTCGGTCGGCCTTCC

GCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTAT
2450
CGGCTCGCGTCTTCACCAGGACGTTGAAATAGGCGGAGGTAGGTCAGATA

TAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGC
2500
ATTAACAACGGCCCTTCGATCTCATTCATCAAGCGGTCAATTATCAAACG

GCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTT

2550
CGTTGCAACAACGGTAACGACGTCCGTAGCACCACAGTGCGAGCAGCAAA

GGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATG

2600
CCATACCGAAGTAAGTCGAGGCCAAGGGTTGCTAGTTCCGCTCAATGTAC

ATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCG
2650
TAGGGGGTACAACACGTTTTTTCGCCAATCGAGGAAGCCAGGAGGCTAGC

TTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCA

2700
AACAGTCTTCATTCAACCGGCGTCACAATAGTGAGTACCAATACCGTCGT

CTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTITICTGTGAC

2730
GACGTATTAAGAGAATGACAGTACGGTAGGCATTCTACGAAAAGACACTG
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TGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGA
2800
ACCACTCATGAGTTGGTTCAGTAAGACTCTTATCACATACGCCGCTGGCT

GTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA

2850

67

CAACGAGAACGGGCCGCAGTTGTGCCCTATTATGGCGCGGTGTATCGTCT o

ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTC

2900

TGAAATTTTCACGAGTAGTAACCTTTTGCAAGAAGCCCCGCTTTTGAGAG

AAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCAC
- 2950
,TTCCTAGAATGGCGACAACTCTAGGTCAAGCTACATTGGGTGAGCACGTG

CCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCA

3000 -

GGTTGACTAGAAGTCGTAGAAAATGAAAGTGGTCGCAAAGACCCACTCGT

AAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAA'n
’ . © 3050

: TTTTGTCCTTCCGTTTTACGGCGTTTTTTCCCTTATTCCCGCTGTGCCTT

ATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATC
3100
rA\%ACTTATGAGTATGAGAAGGAAAAAGTTATAATAACTTCGTAAATAG

) AGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAAT
B 1 ¢

: TCCCAATAACAGAGTACTCGCCTATGTATAAACTTACATAAATCTTTTTA ;‘

AAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGT
3200
TTTGTTTATCCCCAAGGCGCGTCTAAAGGGGCTTTTCACGGTGGACTGCA

CTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCA.

3250
GATICTTTGGTAATAATAGTACTGTAATTGGATATTTTTATCCGCATAGT

" CGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAA (TTC)
GCTCCGGGAAAGCAGAAGTTCTT -



Figura 15.

Mapa de restriccidn del pBR327.

El mapa de los fragmentos del plésmido pBR327 fue determinado
de los datos de secuencia del pBR322 (41), y la secuencia nu-
cleotidica en la unidn donde ocurrid la delecién durante la -
construccidn del pBR327 (ver Fig. 13). La longitud total es

de 3273 pares de nucleotidos. La posicidn de "O" se ha elegi
do arbitrariamente a la mitad del sitio finico de corte de ---
EcoRl. La figura muestra los mapas de restriccidén para las -
endonucleasas Haelll, élg;, Hpall, Hhal, Hinfl, Thal y Mbol -
los cuales se indican en los circulos concéntricos. Los frag
mentos estan numerados por tamafios y esos tamafios se enlistan
en la Tabla II. Las coordenadas exactas de los cortes de res
triccifn se enlistan en la Tabla III. Alrededor del perime--—
tro del mapa circular aparecen los sitios para las enzimas —--
que cortan infrecuentemente incluyendo aquellas con sitios --

Gnicos de restriccidn.



tios Gnicos péra las endonucleasas Pyull y Ba.il localizades enrel gene de
resistencia @- cloranfenicol (Cmr) se disefid un experimento de recombina—-—
““eién de DNA in vitro usando el pBR327 y el pBR325. EL DNA de pER325 se -
digirid con las eﬁdbnucleasas Pstl y ggmg;, dando por resultade dos frag-
mentos de DNA. Comd se muestra en la Figura }6, el fragmento de DNA mis

pequenoc lleva el gene de cm” (21) y parterde los genes de Apr v Tcr.bEste
fragmentc fué aislada de ﬁn gel dc agarosa al 1%. EL pldswmido p3R327 sa

digirié con las mismas aos cndonucleasas y el fragmentco més grande, gue -
lleva el origen de replicacién y 1as_p§rciones remanentés de lcs genes de

r r . ,
Ap vy Tc , también se 2isld de un gel de agarosa al 1%.

TLos DNAs purificados se mezclaron, se ligaron in vitro y se -
transiormarcn en la cepa de E. coll RRl. Se seleccionaron transformantes
r _r r .
para Ap Tc Cm . Cuatro transformantes se obtuvieron y todas mostraron
contener un plidsmidc de peso molecular menor al del pBR325 (aproximadamen

6 . ~
te 3.1 x 10 -daltons) uno de los cuales fué el pBR328.

E. El mapa de restriccidn del pBRR328

Los patrones de electroforesis en gel del DNA digerido, mues-—
tran que el pBR328 lleva sitios finicos para las endonucleasas: EcoRl, --
indIII, BamHI, SphI, SalI, PstI, Pvul, PvulIl, Ball y AvaI. Dcbles diges
tiones del DNA de plasmidos (Fig. 17) permiten localizar las posiciones -
relativas de estos sitios en el pBR328, tomando en cuenta gue es un deri-
vado del pBR327 y el pBR328, De estos datos y de los patrones producidos

por otras endonucleasas de rcstriccidn (Fig. 18), se construyd el mapa de



Figura 16.

Diagrama de la construccidn del PBR328,

El plismido pBR325 y pBR327 se digirieron por separado con —-—

las endonucleasas de restriccién Pstl y BamHl. Los fragmentos

B

generados se aislaron de un gel de agarosa al 1%. Las regio--
nes obscuras representan los dos fragmentos de DNA que se mez-

claron y ligaron entre si para generar el pBR328.



Figura 17.

Anilisis de simples.y .ckle:z digestiones del pBR328 y pBR325

usando electroforesis en gel de agarosa.

Tos estimadores de peso méieculgr se basaton en los seis --—
fragmentos de -A.generados por EcoRl (carriles d y 1). EL -
carril a muestra la doble digestién'ESQRlliAggl} del pBR328;
dos fragmentos se generaron, el mas pequefio no se muestra en
el gel; Los carriles b y ¢ muestran las dobles digestiones
EcoRl - Pstl del.pBR325 y pBR328, respectiygmente. Las do--
bles digestiones Sall - EcoRl del pBR325 y pBR328 se muestran
en los carriles e y j respectivamente. Los carriles g y h -
muestran la digestidn de 235;1 del pBR325 y PBR328, respecti

vamente. Las dobles digestiones Pstl - Pvull de los plésmi-

dos pBR325 y pBR328 se muestran en i y j, respectivamente. -

El carril k muestra la doble digestién Pvull - Sall del --
PBR328. Los carriles m y>n muestran respectivamenté las do-
bles digestiones Hindlll - Pstl del pBR325’(parcial) y -
PBR328 en la cual'las dos bandas generadas corren en la mis-—
ma posicién. El carril o muestra la molécula de DNA lineal

del PBR328 generada despuds de la digestién con Ball.



Figura 18. Electroforesis en gel de acrilamida de los fragmentos de DNA
obtenidos por digestidn con las endonucleasas Hpall, Alul, -
Hinfl, EcoRll y Hhal de los plésmidos pBR328, pBR327 y  =---=

PBR325.

Las digestiones con la enzima de restriccidn fueron como si-
gue: carriles a, b y ¢ muestran las digestiones con Hpall -
del PBR327, pBR328 y pBR235, respectivamente. Los carriles

d, ¢ y £ muestran las digestiones con Alul de los tres plias-
midos en el mismo orden relativo. ILas digestiones con Hinfl
del pBR327, pBR328 y pBR325 se muestran en los carriies g, h,
e i, respectivameﬁte. Las digestiones con ggggll del —_—
PBR327, pBR325 y pBR328 aparecen en los carriles j, k vy 1, -
respectivamente. El carril m muestra una digestién parcial

con Hhal del pBR325 y los carriles n y 1 muestran el patrén

de restriccidn producido por la endonucleasa Hhal del —_—

PBR328 y pBR327, respectivamente.



restriccién para varias endonucleasas (Fig. 19).

F. Propiedades del pBR326, pBR327 y pBR328 como vehiculo molecular para
clonacién de DNA

a) Clonacidn en el genc Ge Tcr. Debido a que los sitios de
restriceifn para las endonucleasas HindIII, BawHI, SphI y Sall estdn pre-
sentes en el pBR326, pRR327 y pBR328 en las mismas posiciones relativas -
gue en el pBR322, se asumid que &stos tambidn estéin en el gene de . --

Para verificar esta suposicidn, se digiridé DNA de Neurospora crassa, por

separado, con las endonucleasas mencionadas anterioxmente, y se inserto -
en los respectivos sitios de cada uno de los nuevos vehiculos. Se aisla-
ron transformantes Tc® (sensibles a tetraciclina) que llevaran plasmidos

(seleccionaﬁdo por Apr). Digiriendo estos plasmidos recombinantes con la
endonucleasa de restriccidn respectiva, se encontrd que contenfan fragmen
tos de DNA de diferentes tamafios, insertados en los sitios HindIII, BamHI,

SphI y Sall (datos ne mostrados).

b) Clonacidén en el gene de Apr. Como en el caso anterior, -
se asumid que los sitios finicos reconocidos por las endenucleasas Pvul y
Pstl estaban asociados con el gene de Apr llevado por estos plédsmidos. —-
Clonando DNA en estos sitios se inactivd el gene de Apr, y como arriba, -
Fodos los pladsmidos recombinantes contenian fragmentos de DNA de tamafio -

variable insertado cn les dos sitios.

¢) Clenacién en el gene de Cmr del pBR328., DNA de N. crassa

digerido con EcoRl se ligd al pBR32€ linealizado previamente por la diges
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El mapa de restriccidn del pBR328 fue determinado usando la -
secuencia del pBR327 {posiciones 1200 a 4480), las determina-
ciones de secuencia nucleotidica alrededor del sitio EcoRl --
(posiciones 4800 a 200 en el sentido de las manecillas del --
reloj} y digestiones parciales con endonucleasas de restric--
cibn (posiciones 4480 a 1200 en el sentido de las manecillas

dei reloj).



tién con la misma endonucleasa. De igual manera, fragmentcs dc DNA de -
N. crassa generados por las endonucleasas Pvull y Ball fueron iigados, -
respectivamente, al pBR328 linealizado por la digestién con PvuII o Ball.
En los tres casos, las transformantes con el plasmidc recombinante dieron

. x s
el fenotipo Ap Tcr Cm .



DISCUSION

Dos nuevos vehiculos moleculares para clonacidn, resultado -
de deletar regiones de DNA no esenciales para el vector pBR322, se ccns-—
truyeron por recombinacién in vitro del DNA. Uno de ellos, el pBR326, es
630 p,b, mds pequefio gue su ancestro, mientras que el otro, el pBR327,
resultd ser afin mds pequefio (3273 p.b.). Ambos plidsmidos, por.ser mis -
pequefics que el pBR322, presentan un patrdn de restriccidn mis sencillo
para varias endonucleasas, por lo que son vehiculos mds fitiles en el and

lisis de sitios de restriccidn de fragmentos de DNA clonados.

Debido a que la informacidn genética que perdiS el pBR326 ~--
practicamente esti incluida en el fragmento de DNA deletade al pRR327, se
eligid a &ste como mejor vehiculo para clonacién (el pBR327, ademds, con-
sexrvé el sitio Gnico para AvaI). BAdemds, se ha descrito una regién de --
DNA en el pBR322 ( 20, 44 ), la cual ha perdido el pBR327 pero no el ~-
PBR326, que estd reclacionada con la movilizacifn de &ste vector en presen
cia de los plédsmidos R64drdll y ColK en la misma célula (42). Por lo tan
to, el pBR326 deberia ser todavia movilizable, mientras que, el pBR327 y
el pBR328 no, por lo que, estos filtimos mejorarfian, de manera importante,
la seguridad biol&gica en los experimentos de clonacidn donde &stos se —-

utilicen. Esta suposicidn dehe, todavia, ser verificada.

Ya que, aparentemente, no ocurriéron cambios en el DNA duran-

te la construccidn del pBR327 y que el pBR322 usado para la construccidén



del vehiculo estd muy xrelacicnado cén el usado por Sutcliffe para deter-
minar la secuencia nucleotidica del pBR322, se asumid que la secuencia -
nucleotidica del pBR327, comiin al pBR322, cs idéntica. Suponiendo &sto,
y para mejor uso del vehiculo, se presentan los tamafios exactos de los -
fragmentos dc restriccidn y sus posiciones relativas en el DNA del -
pB3327, asi como la secuencia nucleotidica total del vecter (Tabla IT y

III, Fig. 14).

Usando el pBR327, se construyd un vehiculo semejante al —---
PBR325, denominado éBR328. Este nuevo vehiculo presenta dos ventajas -~
sobre el pBR325. Una de ellas es su tamafio, el cual es 1089 p.b. mids —-
pequeno que el pBR325 y la otrg es que permite clonar fragmentos en los
sitios de restriceidén Pvull y Ball por inactivacidn insercional en el --

X
gena de Cm .-

Estos nuevos vectores permiten la clonacién directa, facil -
recuperacidn y selaccidn por inactivacidn insercional de moléculas de DNA
recombinantes generadas por las endonucleasas de restriccidén: PgtI, --

PvuIl, Pvull, BamHI, SalIl, HindIII, EcoRl, ‘BalI y SphI (43)..
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TABLA II

Haelll Hpall Al ' Hinfl
Size Size Size Size
pBR322  +  ,pBR327 pBR322 pBR327 pBR322 pBR327 pBR322 pBR327
fragment # fragment # fragment # fragment # fragment # fragment #{ fragment # fragment =
1 587 1 1 622 1 1 910 . 1 1631 1
2 2 2 659 1 2 517 2
3 3 404 2 3 655 2 3
4 458 2 4 3 4 521 3 452 3
5 434 3 5 242 4 464 4 4
6 261 4 6 238 5 5 403 5 5
7 234 5 7 217 6 6 1281} 6 298 4
8 213 6 8 7 257 6 7A 221 5
9 192 7 9 190 7 8 7B
10 84 10 [180) 9 136 7 8 154 6
168 8 11A 160 8A 10 100 8 9
11A 124 9A 11B 160 8B 1 63 9
11B 123 9B 12A [Z7 12
12 104 10 12B 147 9 13 [49)
13 89 n 13 122 10 14 {19}
14 80 12 14 110 1 15 15 10
15 64 13 15 90 12 16 m \1
16 57 14 16 . 76 13 )
17 5115 17 67 14
18- 21 16 18A 34 15 .
19 . @ 18B B4
20 o 19A 26 16A
21 7 17 | 19B 26 16B
20 15 17
21A 9 18A
21B 9 18B
1
&




Tagl

Size
pBR322 .
fragment #

1444

475
368
315
312
218
141

~ O\ Ul Lo Do

_pBR327

fragment#

—

NNk N

Thal
Size
pBR322
fragment #
1 581
2 493
3 452
4 B2
5 355
6 (B4l
7 332
8 330
9 143
10A 129
10B 129
1 22
12 115
13 4
14
15
16
17
18
19

pBR327
fragment #

1
2
3

1N

0~
@ >

o

Hhal

Size
pBR322
fragment #
1 393
2 347
3 337
4 332
5 B70
6 259
7 206
8 190]
9 174
104 153
108 152
10C 151

149
1 141
12A 132
12B 131
13 109
14 04
15 100
16 93
17
8 75
19 67
20 62
21 60
22 53
23 40
24 (38
25 {33
26 (30
27 28
28 21

pBR327
fragment #

1

2
3

18
19

Haell
Size
pBR322
fragment #
1 1876
2
3 439
4 430
425
5 &0
6 227
7 181
8
9 60
10 53
il 21
\
1

pBR327
fragment #

1

2A
2B

~Now

6L



Mbol

Size
PBR322 pBR327
fragment # fragment #
1

809 1
2 665 2
3 358 3
4 341 4

TABLA IT

S
6 272 5
7 258 6
8 @ El tamafioc de los fragmentos de DNA generados por las endonucleasas de
9 \ 105 7 :
10 91 8 restriccidn del pBR322 y pBR327.
1 b7 9
i% 12 i? Notar que para cada enzima de restriccidn los fragmentos deletados, --
14 36 12 presentes originalmente en el pBR322 (encerrados en un cuadrc, 41), no
15 31 13
16 27 14 estan presentes en el pBR327. Sin embargo, un nuevo fragmento estd ——
}g }g ig presente en el pBR327 (subrayado) que no estd en el ©BR322. En el --
_])c()) }; ig caso de la endonucleasa Hpall, un fragmento de 309 p.b. desavarece v -~
21 11 19 uno nuevo exactamente del mismo tamafic aparece.
22 8 20

08



TABLA III

Haell

Mbol

EcoRIL

Al Hinfl Tagl  Thal  Hbal
16 631 23 347 103
31 851 338 702 235
686 1005 650 817 263
1089 1303 1125 946 416
1553 1756 1266 973 437
1689 2272 2928 978 497
1946 1039 550
2467 1105 702
2567 1234 777
2630 1244 817
1389 948
1415 1207
1432 1358
2013 1420
2343 1565
2835 1632
3168 1732
1906
2015
2408
23501
2838
3170
EcoRI (-2) 3271 Sall 650
‘HindIII 29 Aval 1424
BamHI 375 PstI 2523
Pvul 2726

Sphl 565

235
416
437
497
550
777
1207
1632

348
375
466
824
1096
127
1142
1951
2026
2037
2045
2123
2135
2240
2581
2599
2648
2903
2920
2956

-

129
1057
1632
1545

.18



TABLA III

Las coordenadas del sitio de corte para las enzimas gue cortan el —

PBR327.

Log nlimeros corresponden al sitio donde la enzima de restriccidn corta

la cadena 5' a 3' en el sentido de las manecillas del reloj.
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