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ESTUDIO GENETICO DE UNA MUTAN'fE EX'íRACROMOSOMICA RESISTENTE A 
f)iN ' l ' lMlCINC:~ 1~1 

J.,c1 e :!d:.3.': .• 

1 .. -·IN'IRUDUCCIOl\I 
1. 1 .. -u; MJTUCONI::+:Ii; 
1.1.1.-0RIGEN Y FUNCION 

m1tocondrias son ~'"'.:::,t . r" i . ..!c-l::.1 ... 1c: tu 1·" ;:~ '.':. 

que existen dentro del __ J ... 
1 •• .11:-~ 

Las mitocondrias tienen una doble membrana, 

presenta un gran número de invaginaciones rugosas 

denominadas crestas; lisa y elástica .. El 

compartimento interno se denomina matriz, fase gelatinosa formada 

en un 50% por proteínas, Le<. m l toc.::oncJr .. 1 e<. (rn1t..) 

considerablemente de tama~o y forma de una célula a otra,ademés, 

también puede variar dependiendo del estado f 1siológ1co de 

misma. Sin embargo, el tama~o estándar de la m1t .. de levadura es 

de unos J um de largo, y de 0 .. 5 a lum de diámetro 

Hasta 1973 , solamente se hab1a reportado un organismo que 

sola mitocomdria por cél1...1l.::1:• 

y se pensaba que todas 

eucariotas poseían muchas mitocondrias por célula, 

existe un reporte en el cual se cuestiona tal ':/ -~·:·:.i:::! 

PO'.:::-t.ul;::.. al 

nuevo modelo en el secciones seriadas de 

células enteras se reveló la existencia de una so la mitocondr1a, 

grande, ramificada 

fisiológico de la célula -4 6 :• 49 ) • 

11 ev.c::i.n e•. ele 

oxidorreducción sobre los productos de 

EHTUDIU HENETIUÚ HE UNQ MUTHNTE EHTHeUHUMUeUMIüe HEHIHTENTE e
äH1IM1UINQ Q , üä LH üEPe MME? DE Le LEUHDUHH fijuïïegemveee

1.~INTHUüUüLIüN
1.1.-Le Mlïüüüfiüflle
1,1.1.-UHIGEH Y FUNHIUN

Lae m1teeeHer1ae eee eetruetueturae eueeeiuiaree

(ergaeeleeì que ea1etee deeere eel eeteelaema de eelulae

euear1etae â1,H,31. Lae m1eeeener1ae tienen una eeele memerafia,

la interea, Preeefita ue eran flúmere ee invaeinaeleeee rugeeae

deneminadae creetae; la externa, ee llea v elaetlea. El

eempartimente ifiteree ee eenemifia matrix, faee eelatleeea fermada

eaei en un äüï per ereteifiae. La m1teeener1a ím1t.} varia

eeeeideraelemente ee tamañe v ferma ee una celula a etra,aeemae,

tamelen eueee var1ar eeeemeienee eel eetaee fleieleelee ee la

miema. Sin emearge, ei tamaäe eetanear ee la m1t. de ievaeura ee

de unee Bum ee laree, y ee ü.5 a ium ee e1ametre ú EÉ,ÉJ,E4,Ee,

ET). Haeta 19?3, eelameete ee hae1a repertaee un ereanleme que

eentuv1eee una eela meteeemeria Per celula, lae aieae

unieelularee fl¿;¿gmgfi§§, y ee eefleaea que teeae lae eeluiae

eucarxetae eeeelan muehae m1teeeneriae Per eelula, e1n emearee

eaiete un reperte en el eual ee eueetiena tal ereeeela, v ee

Peetuia al menee Para la levadura äaeeharemgeee 5erev;e¿ae un

mueve medele en el cual a travee ee eeeelenee eeriaeae ee

eelulae enterae ee revele la ealeeeneia ee una eela mleeeeneria,

gramee,ramiF1eaüa v cen ereetae, depenülente del eetaee

F1e1e1ee1ee ee la celula i 4e,e9 J.

Lae miteeeeeriae lievafi a eaee reaeeieeee ee

eaieerreeueelee eeere lee ereeuetee ee ia eeeraeaelee ee

-e



alimentos, y usan la energia libre resultante 

adenosin trifosfato CATP), una molécula de alta energía utilizada 

Hace aproximadamente un 

c i •2nt. i f i co'=:. pensaban que la m1t. 

la::.:. 

obtenidas con el microscopio electrónico , ·:·?..·:.{~~ ••• ·••• .L ~- "" 1::::-:: .. l_ . .c;I,':::.· 

'.:Z-iendo t··eemplazr.:i.di::i.::--::. pot .. l;::i. hj_póte-=.:.i':::. del ''E NDO:::::IM.8JOl\ITF '' , . 

. LE<. cu.::i . .L 1.:::-1 mit. 

bacteria aeróbica primitiva estableciendo una relación simbiótica 

c~é.Lu.l.<::i rn1 ... 1chi:::1 l'ii .::~. ·~/ () ¡--

atrapada y siendo modi ficada a través de 

un 

recibiendo protección y nutrientes, 

energía elaborada por su eficiente maquinaria de 

l , 4 ) • En los dltimos 5 a~os, se han logrodo grandes avances 

en torno al tama~o, contenido y dinámica del genoma mitocondria l, 

a través de los cuales cada véz parece mas certera la teoria de l 

l.1.2.-EL DNA Mil.OCONDRJAL 

La:::. rn :i. t. contienen un genoma con relativamente 

genes estructurales, que portan .l.a información para subunidades 

de enzimas importantes; para expresar estos genes estructurales, 

las mit. poseen su propio sistema de síntesis de proteínas ( RNAs 

ribosomales, de transferencia y mensaJeros J, empleando ~Jn código 

genético que varia un poco con respecto 

bacterias y citoplasma eucarionteJ 

1::..­._, 

ci. l ·-¡¡¡, l '::::. t ,:~ ff¡ ·""' 

alimeetee, v ueae la energia llere reeul†an†e para u1nLLt1aa

aeeneeie trifeefate {HTPr, una mele:ula de al†a enerela laa a

ea el trabaje celular. Haee aerea1madamen†: un e1e1e.aleunne

ciemtifleee pefleaean eue la m1t. era una eazterla v1v1ene

eentre de lae celulae, ele emearee grae1a: a la: 1maeenee

eeteeieae cen el micreeceeie eìer ren1c_, el eeeeeharen eetae

ieeae, e1eeee reemplazaeae per la hleete- 2 el t DUelMHlUHTh

la cual prepene que la mlt. pueee haeer eeceneïee re rna

eacterla aereeiea primitiva eetaele:1end" una re aclee e1me1e11:a

een eu heeneeere, una celula fermentallva e mr=h« mavr

tamañe,queeaHee atrapada v elenee mae1†1caea a † ave; ee mucra=

eeeeraciemee, maHtee1efleeee un ee†re:rc 1nIercame1“ -e

metaeelitee, rec1e1enee eretecc1e v flu†r1e -e" a eamhu H

energia elaeeraea Per eu efieieflte aeulnarla e- c 1ecrr:üuc:1en

í 1,4 J. En lee últimee 5 afiee, ee han leerede grande: avanre:

en terme al tamaäe, ceetefiiee v eleamlca :l eenema m1†_:ener1a±

a travee de lee eualee cada vea parece ma: certera la feerla de

eneeeimeieete.

1.l.E.*EL ENQ MITÚCÚNDHIQL

Lae mlt. cefltiefien un eenema aer re at1vamen†e pecee

genee eetructuralee, que pertae a 1n†ermac±en para eueun±ea*e±

de-eflalmae lmeereaeeeea eara eaereea eefflfl aenee e:†ru-lura 1

lae mlt. eeeeee eu preele e1etema e e1n†ee1e ue p ¬†e1eae t H'

rieeeemalee, ee traeefereeeia v meneaJerc emeleanee un ceule-

eenetlce eue varia un eece cee reepect_ al elefema rnrvereal

i eacteriae v citeelaema eucarienteif J 1

._r



de las proteínas 

el citoplasma y finalmente E<. l 

interior de la mitocondria. Asi, se requiere el funcionamiento de 

cuc:•.ndo menos 100 genes nucleares, para permitir la expresión de 

ff1 :i. t .ocor·;cl r·· la 1 •:=:! ·:;:, ·-' ··· 1._f 1:::~ 
' J ••••••• 
.!. 1_,1 ·:.: .. 

predecibles de este sistema genético, 

nucleares codifican 

la traducción de ARNs particulares codificados por la mit. 

1.1.2.A.- TAMA~O Y ESTRUCTURA DEL 0NAmit 

EJ. rn :i t.ocond1··· :i a .L ( P1Dl\lm i t) al 

que consiste en una sola doble 

han (.YO N ro :i. t 

formando nucleo:ides, de l «º•"'· cu<::i.les. no 

identificado su funcionamiento y 

han realizado e s tudios sobre su arreglo 

(~ (2 f .. (~ \f i ~::. :i. ~~. I~ 
····---···········-············-········· .. ········-·· 47, 

a proteinas < nucleosomas en los cuales se 

han identificado dos grupos de proteínas, la.-::.. hi::::..ti:::inr.~'.:'i. v 

1··· i::!p<:11·-t. :i. do 

algunos protozoarios c l l 1 a dos., en •:::!l 

los cuales el genoma m:i.tocondrial es lineal, en l ():~·:. 

organismos estudiados, la 

~::!ne 1...1•'~n t.1·-e\ un ci r culo covalentemen te cerrado (-46)" El 

La maver parte de lae preteinae mlteeenerlalee een

cee1f1cadae per el eenema nuclear, eeetereermente een

eintetieaeae en el clteplaema v finalmente een lmeertaeae al

1nter1er de la miteeenerlau eei, ee requiere el funelenamlente ee

cuanüe menee lüü eenee nuelearee, Para eermltlr la eapreeien ee

unee cuantee eenee m1tecener1alee vltaleeg aeemae ee lee

cemeenentee ereeeelelee ee eete eletema eenetlce, aleunee eenee

nuelearee eedifican Para ereteinae requereeae eeeecif1camente

para la traeucclen de efifle eartlcularee cee1f1caeee eer la mit.

cuanee menee en la levadura åaeenaïeaïeeemeefevielae 1 E,ee l.

1.l.2.fi.~ Tfifieãü Y EHTHUCTUHQ DEL UNëm1t

El QDN mitecenerlal fiåüwmitr ee Parece al HDN

eacteriane en que ceneiete en una eela eeele helice de QDN,

aleunee auteree han eugeriee que el äüNm1t eeta aeeeiade a

preteínae, fermanee nucleeleee, de lee cualee ne ee nan

ieentificaee plenamente eu funcienameente y cenetituc1en, ein

emearge ee han realieaee eetuelee eeere ee arregle eurante el

cicle de vida ee la levadura åaggfiaregvgee §erev¿e¿ae i 4?, 43 1,

mientrae que el QHH nuclear ee eucarientee ee un cemelege

fuertemente uniee a preteinae á nucleeeemae r en lee cualee ee

han leentlficaee eee erueee ee Preteinae, lae nletenae v lae ne

nletenae, ademae, eeta reeartide en un nemere elecrete de

cremeeemae. Eeeeete en algunee preteeeariee c1l1aeee, en el

m1eem1cete Pbyearum pelycepnalum v la levadura Haneenula ¶§a§¿¿,

en lee eualee el genema miteeenerial ee lineal, en teeee lee

eemae erganiemee eetueiaeee, la eeble hellce ee Uflemlt ee

encuentra Fermanee un clrcule eevalentemente eerrade fiee). El

á



genoma mitocondrial de la mayoría de las especies, =.:. 1n 

mucho simple que el de la bacteria rnas ·:::.•::!ne :i. J. 1 ;;i 

talla al genoma de varios virus, '::.1 ... 1 

d•:!:!s.de los:. 16 k i .lOF•2.r·>2'.::. de bases Ckb) en mamíferos como el 

hasta 100kb o mas en levaduras(4l. Los genomas mit de 

poi·- l ()'.::;.. 

genomas mit de otros grupos de organismos eucarióticos (4,50),se 

han reportado genomas mit de plantas superiores que van de 200 a 

2400 kb, y aún dentro de una simple familia de plantas superiores 

es aparente una diferencia de / a 8 veces en tama~o (4 ,. ~5 ,.t:.,. 11) " 

d:i. fE!i""·o::.?.nc:i<=.1~'· en los genomas mit humano y de levadura se 

explicar por la diferencia en organización del 

n 1.:i m •:O! r .. o:::o pero este criterio no parece ser 

enorme tama~o y variedad del genoma 

plantas superiores partiendo de la informac ión actual s obre 

( 4) • 

1.1.2.B.-INFORMACION GENE.flCA DEL DNAmit 

El DNArnit de muchos organismos ha sido 

se ha encontrado un exceso de material genetico comparado con los 

reportados para dicho genoma; es claro que exi s ten pocos 

marcos de lectu r a abiertos adicion ales. Así, la cantidad 

que no posee funciones codificantes alcanza proporcines rnuy altas 

respecto al genoma mitocondr i al ( por ejemplo,50 a 
En muchos casos las regiones 

flanqueadas por miembros de las secuencias palind romicas ricas en 

G C C de 50 a lúu pares de bases Cpb> ) , las cuales junto con las 

peque~as secuencias palindrómicas repetidas directas o invertidas 

····¡ 
/ 

\

eenema mitecenerlal ee la mayeria de lae eeeee1ee, e1n emearge,

ee muene mae eimele que el ee la eaeter1a mae eeneilla y ee

aeree1ma en talla al eenema ee variee v1rue, eu tamafie varia

eeede lee le kileearee de eaeee (He) en mamiferee ceee el

hembra, haeta lüükb e mae en ìevaduraeíel. Lee genemae mit de

Plantae euperieree, Per ejemple, een mucne maveree que lee

eenemae m1t ee etree erupee de erganiemee eucar1et1cee (4,5ü3,ee

nan repertaee eenemae mit ee Plantae eueerleree que van de HUB a

H4üU He, v aún eentre ee una elmele Familla ee Plantae eueerieree

ee aparente una diferencia ee 7 a E vecee en tamañe {4,5,e,11ì,

Lae e1Ferene1ae en lee eenemae mxt numane v ee levadura ee nan

intentaee eeellcar eer la elferencia en ereanieaeien eel eleme

neeere ee eenee, Pere eete erlterle ne Pareee eer vallee para

Juetifiear el enerme tamañe v varledaü del genema mlt ee lae

Plantae eueerieree Partlenee ee la lnfermacien actual eeere eete

(41.

l.1.2.B.~INFüHMeüIüN üENETlüe DEL fiNäm1t

El DNemit ee mucnee ereaniemee ha e1ee eecuenciaee, y

ee na encentraee un eeceee de materlal eenet1ce cemearaee cen lee

eenee repertaeee Para eiene eenema; ee elare que eeieten eecee

mareee ee lectura aelertee ae1c1enalee. eeí, la eantleae de üNe

eue ne eeeee funclenee ceeiflcantee alcanea ereeerclnee muv altae

cen reeeecte al eenema m1tecener1al i eer ejemele,eU a HU E en
neneee J En mucnee caeee lae reeienee ne ceeiflcantee eetan

Flaneueaeae per mlemeree ee lae eeeuenelae Pai1neremieae rlcae en

H G í de HU a IUU Paree ee eaeee flperr, lae eualee junte cen lae

eeeuefiae eecuenclae ealineremieae repetieae eireetae e 1nvert1eae

7



reportadas en dicho genoma, seguramente participan en la dinámica 

molecular d el mismo, i~ cual puede apreciarse tanto a traves del 

la elevada tasa de 

mutación que presenta n1.:.1cleo 

eucarionte) ( 50,51 ). 

Excluyendo al ADNmit de las plantas superiores , podemos 

decir que el ADNmit codifica para 12 proteínas cuando mucho, para 

tt-an';; f et-ene i a 

mitocondriales estudiados se han encontrado las mismas proteinas 

( subunidades I,II y III de la citocromo oxidasa, 

subunidades 6 y 8 de la ATPa'.;::.r.~. ;:1.poc 1t.i:::ic:1··· orno b ,, 

codificación de la subunidad 9 de la ATPasa, la cual en algunas 

levaduras es mitocondrial, 

a pesar de que hay un gen para esta subunidad en el 

genóma mitocondrial. 

1 . 1.2.C. -EL ADNmit Y EL CODIGO GENETICü 

han encontrado en las m1tocondrias de varias 

especies variaciones en el código genético universal. E l 1.'..11···11c:o 

cambio comdn es el significado del codón u~H. el cual normalmente 

significa término , mientras que en las mitocondrias codifica para 

aminoácido triptofano. Otros cambios son caracterí s ticos de 

cada especie, en la tabla 1 aparecen algunos ejemplos. 

reeertaeae en eicne eenema, eeeuramente eartieiean en la einamica

melecular eel mieme, la cual eueee aereciaree tante a travee eel

eelimerfieme intraeeeecífice, ceme eer la elevaea taea ee

mutacien que preeenta i lu
.A 1

-un-un r- -r rn- Lieucariente li eU,el J.

Eecluvenee al eUNmi

vecee maver que la eel neelee

t ee lae Plantae eueerieree, eeeemee

eecir eue el eüflmit ceeifica para 12 ereteinae cuanee muene, para

E eHNe rleeeemalee lreHNl v para un numere variaele ee efifle ee

traneferencia ttefifiì i3,12,eU}. En' teeee lee eenemae

mitecenerialee eetueiaeee ee

eetrueturalee ( eueunieaeee

-H- -I-I.eueunieaeee e v E ee la

ceeificacien ee la eueunieae

levaeurae ee mitecenerial,

nuclear a Peear ee que nav

eenema mitecenerial.

nan encentraee lae miemae ereteinae

1,11 y III ee la citecreme eeieaea,

eTPaea , el aeeclteereme e, la

9 ee la ñTPaea, la eual en aleunae

en Neureegegš v en Hegereillue ee

un gen para eeta eueunieae en el

l.l.2.G."EL fififlmit Y EL EUDIHU HENETIUU

ee han eneentraee en lae miteceneriae ee variae

eeeeeiee variaeienee en el ceeiee eenetice un1vereal. El eniee

eamele eemen ee el eienificaee eel ceeen Uee, el cual nermalmente

eienifica termine, mientrae que en lae miteeeneriae ceeifica para
4

el amineaciee trietefane. Utree cameiee een caraeterietieee ee

caea eeneeie, en la taela 1 aparecen aleunee ejemelee.

H



Transgreciones al codigo genético universal en la mitocondr1a 

CODOi\! PROBABLE SIGNIFICADO 
MITOCONDF:l1'.:ji._ 

SIGNIFICADO COMUN 

----------------------- --------------------------------------- ---

L.EUCINP: 

Mi.:iM1F·1::.¡.:;:o 

I :.::.;0L..EU1.:: .I l\i1::.'1 

1.1.2 .D.-REPLICACION, lRANSCRIPCION V TRADUCCION DEL GENOMA mit 

la presencia de varios orígenes de replicación que 

son empleados al azar. La replicación al parecer se lleva a cabo 

asincrónicamente con respecto a la división celu lar. 

la traducción, las mit. de levaduras poseen un juego completo de 

suficientes para traducir un n0mero discreto de 

mensaJeros CmR NAsl (8). La polimerasa de RNA CRNApol) mitocondrial 

de levaduras ya se ha pur i ficado, y trabajos recientes sugieren 

que la enzima puede estar compuesta de 2 ó más subunidades 

una de las cuales puede catalizar la polimerización 

de ribonucleotidos, pero no reconoce al promotor, 

subunidad interactúa con el core para facilitar el reconocimiento 

TQBLÉ 1,

Traneereeienee al ceeiee eenetiee univereal en la miteeenerla
4-fl¬¢-hhu-H.-1-rn-|-|.r11-un-|-rn-n--.lui-en--.hu-|-1-prnn-r-|1¬.n"--p--f.r-›-----.-¬¡-n-..-..ï-¡--f..±....-..r---.__ ___ -------=_-_--_-¡.....-.-1.-¡........-......,¡..¡.¡.....¡.___.,..|.,¬_________________________ __,-.

ÚHEÉHIÉNU EÚBUH FHUBHHLE ÉÍHNIFIUÉUU HIHN1FïfiåDü EÚMUH
I`=f1 I T IÃÃ1fIILÍiI`~HÃ¿*F«¦ I FIL

in in ía --I I-nn -_ -- _ un-u. una ----- un- "qu |.|.,u- |.|_|- ¡gq-| ¡.|.a,¬ ¡|..“. ¡|-_ ..¬.|.| 1...-. ...H .-H. ...__ ..._.-. ____ ___ _____ __ ___ _ _- -_ --- -_ ._ _. ¡_ _. ¡---- ----- ¡HH ¿HH ¡_,¡_¡ ¿,¡_,¡__h¬,-,¡ _h,_,¡,_-"H, _,-1 1".. __- -¡_.¿__,= _-¡_ í ___. ¡__ H

Tüfiüä eee THIPTÚFÉNÚ TEHHINU

i_E`V'rïìÍHJHrïl

i*f`i El |1.`Í2iï”r

MHWIFEHÚ

MQMIFEHU

CUQ

eee

eee

ÑHÑ

`I`F¿:E|LL¦HIi`¬~iFä

HEHINÉ

`FE}eflIhH3

TEHHIHU

LEUÉÍHÉ

ÉHEININQ

i~`ï`1|l*F-Ill-ii1L|`¬~l`.ïi`¬~irïï“r

ÉHHINÍNÉ

MHHIFEHU ÑUÉ METlüN1Hå leULEUfiíNe
-un n---I -un-. ¬-hr -wn- --›|¬ -4-› __.-. ._._r- ._._. .._._ n¬-¬ ._._. __.-. .-.__ _.-. _.. .___ _ _ ___.- ._._. --. -.n ._._. -.¬. ..._ .._._ --- .__._ .__ _.__. -1.. --. -nn ..._ -.-. -1.. rn- -- -_ _ -- --- -- --- _- ...... ---- _- ----- ...|.- ...... ----- - - - ----- -..|.. ............. .......

l,1.H.ü.-HEFLlüeUlüN, THQHHÚHIPUIUN Y THHDUÉÚIUN DEL eüeeee mit

ee ha ereeueete eue el eenema mit ee åLce5eï¿e¿ae ee

r"ef-rliea |=-er la F:-r'eeenc:i.a ee variee er'±f,;renee ee r“er:'›l1=::aer.err =:|ue

een empleaeee al azar, La reelecaeien al Pareeer ee lleva a eaee

aeincrenicamente cen reeeecte a la eivieien eelular. En cuente a

la traeueeien, lae mit, ee levaeurae eeeeen un Jueee cemelete ee

teHNe, eufieientee Para traeueir un nemere eiecrete ee Heee

meneajeree imfieeelíel. La eelimeraea ee HNe 1HNeeel} miteeenerial

ee levaeurae va ee na Purifieaee, F traeajee reeientee eueieren

eue la eneiea pueee eetar cemeueeta ee 2 e mae eueunieaeee

eeparablee, una ee lae euaiee Pueee cataliear la eelimerieacien

ee rieenucleetleee, Pere ne receneee al Premeter, eeta eeeria

cemeararee een el “eere“ ee la eieea eneima en eaeterlae. La etra

eueunieae interactúa een el cere para Facilitar el receneeieiente

É



del promotor, este componente es análogo a la subunidad sigma de 

la ARNpol bacteriana. Parece ser un gen nuclear , el que codifica 

para el componente protéico correspondiente al core mitocondrial 

1.1.2.E.-APORíACIONES PRINCIPALES DEL ESTUDIO DEL DNAm1t 

El 

distintas e s pecies ha sido de gran ayuda para identificar ligeras 

0:11 código universal(l,3,8.10>,para entender 

procesos de maduración de ciertos mARNs mitocondriales 

asi como para comprender el significado evolutivo de los intrones 

··~·/ la elaboración con éstos, de árboles filogenéticos tentativos 

c1::~,16.>. 

1.2.-LEVADURAS Y ADNmit 

Las vías metabólicas que se llevan a cabo en la mit, ya 

sea en su matriz o en su membrana interna, han sido dilucidadas 

en gran medida por su estudio en 

f <:1cu l to:1t i va'::, ,. pueden sobrevivir obteniendo energia 

glucólisis o de las reacciones de oxidorreducción mitocondriales. 

El genoma mit ha sido mapeado detalladamente en algunas 

levaduras gracias al gran n~mero de mutaciones conocidas en 

uso de diferentes clases de métodos de 

ya sean moleculares, analisis genéticos por exc1s1ones, y 

por análisis de recombinación C 26 ). 

En este sistema cada genoma mitocondrial presenta a los 

genes en sitios fijos, ordenados linealmente en un mapa circular. 

J. u 

1:1-al F:-rw:-rnc:«t.-Jr", -:~:~rm=-1:-r'1&|*|1:.+†.=† ar1ë1.l-:lfg-:| ía la az.±.:t;fl.n-";1±ja-:J 5.1-gufrxa -:he

la ¡'~ìF¬`:t\¢F==:~1 t=act-er'íar"1a. F":-.alfa-1:;-è: EL--ar" I...||-"| -¿Jem-"| r"n.4f;l+E-:Eu-' , ei =:|r.¢+=†± -:f:--:$1 'í¬*1«:.:a:«

fiara el flümmüfiaflta Prütéicü cürrefipünülenta al cara mltücüfiüriaì

E9).

1.1.2.5.-HPUHTHUIÚHEE PHINUIPQLEE BEL Eäïüüïü üEL hmämlt

E 1 +&ä't.1.:=::1 1=:= fjai rflatåü r" 1 51 1 -5_:n-2r":é'i::- 1 ±::r.:+ rr: :L 1;|::r-21:11-“nfl r- 1.@ 1 =:i 11:1

ülätlfltaä eäweclëä ha Elda üa gvan ayuda para 1ü&flt1f1car iigarafi

. ¬

.- |'|`:.-._._-Hvaríaciüfiafi al cüülgü ufliv&r5a1i1,d¬ 1U},¢ara entanüar ima

Prmcezüä da maduraülúfl de clertma mäflfla mltücündrlaìeä üä,1$,1@ì

aai cümü para cümmrandar al ä1gn1F1caüü avüiutlvü üa lüfi intvünëfi

y la alabüraciün can áfitüa, da àrüüìaä Fliügfinëticmä tafitativüfi

E15,1äJ.

1,2.~LEVHUUHH$ Y äüfimit

Lafi víaä metabúllcaa que se llevan a cab@ en la mit, ya

aaa an Eu matFi: U an Hu membrana lntarflafi Ham a1üü diluciüadafi

an gram medida par su afituüiü an levaüurafi, que al aer aarübiüaa

facultativas, puedan aüürav1v1r ühtanieflüm üflargia ya aaa de la

gluüúllfiifi ü de laä Fëacclüfiefi da ünldürraüuficiüfi m1tüfiüHüF1ale5.

El gafiüma mit ha aida mapaafiü dataiìaüamante an alguna@

lavadurafi gvafilaä al gran númerü de mutafliünefi cüflüclüafi en

éfitaä, parmltianflü ai usa üë ülfarafltafi ülaëafi fla mütüdüä da

mapaü, ya Eëan mülëfiuiarëä, analiälä ganàticaä püv aficläiuflaa, y

war aHàì1E15 de recümbiflafiiün { Hü J»

En aate Elatama cada genüma mltüüündrlal Prefienta a ima

QEHEE an äitiüä fíjüay üFdEnaüüä ilflaalmefite añ un mapa cirüuiaru

ifi



1.2.1.-MUTACIONES EXlRACROMOSOMALES 

q1 ... 1~:! E:! l •::;1 •02 no m ci. m 1 t .. .!._ 
l .. .fl;::! 

frecuentemente sufre deleciones, que dan lugar a la formaci ón de 

m1.xt:.<:1 nte-::.:. !I F1 1:?.t. i t:.t:2 11 
( 1·" l· .. 1() .... ) :i las cuales normalmente un 

peque~o segmento reiterado del genoma mit silvestre, 

le clasifica como ( l '.?) n 
! -· .... 
f... . .c:I, :':'.:· 

se han estudiado 

ampliamente gracias a la simplicidad de estos genomas, 

fácilmente pueden ser comparados con el genoma silvestre, ·-:::. :i. 1"1 1 <:=i 

necesidad de aplicar técnicas de clonación. 

mediados de la década de los sesentas, se describieron levaduras 

incapaces de originar mutantes petite viables, 

denominó petite-negativas. También en esa década, se describieron 

mutantes caracterizadas por conferir resistencia a antibióticos 

inhiben, ya sea la síntesis de proteinas 

et.e~,, o funciones m1tocondriales relacionadas con 

el transporte de electrones Antimicina A, HOQNO c:i J .o~\ ';.,:. :Í. nt.1;:!S i ·-;;;:. 

Oligomicína y sus derivados>. 

Las funciones mitocondriales pueden ser afectadas tanto 

mut;::-1c iones. m :i. t.. corno nucl •'2<=-«t .. es. 

representadas por un nGumero minimo de 200 a 300 _.J ••• 
l_JI:::! 

complementación~ de éstos una gran proporción afecta la expresión 

el cual codifica para el apocitocromo b 

y modula la expresión del gen de la subunidad I de la citocromo 

1.2.1.-MUTQEIUNEE EHTHäUHüMUäUMHLE$

Efe raatle -:me J. -;:er*1«:-rna rn 1 †.. de ,.

frecuentemente eufre deleciemea, que dan lugar a ia Fdrmaeiem de

mutantee "pet1te“fi rhe-i, laa cualee mermaimeflte retienen un

Peaueãd eegmente relterade del geflema mlt eilveetre, a eata

levadura ae le elaeifiea came "petite" eeaitlva ú1?}. Lae

muhamtea rhe- en ievadurae "petite" peeitivae, ee han aatudiade

ampliamente graelae a la aimellcidad de eatee eememae, y a due

facilmente Puedem aer eemearadea cen el genema eiiveetre, aim la

meeea1dad de aplicar tecn1dae de eldmaclem. 51m embaree, deede

mediadea de ia decada de lea aeaemtaa, ee deeer1ü1eren ievadurae

1fleapaeee de eriginar mutantea petite v1ae1ee, a laa due ae lea

denemifle Petite-negatlvaa. Tambien em eea decada, ae deaeriblerem

mutamtee caracterizadas eer eemfarir reaxatencia a amtibietieee

que lfihiüem, ya aea la ainteala de ereteinaa L Lldramfenlcel,

Eritremiclma, ete. ) e funciemea mltecendrialee relaelemadaa cen

el trameperte de eleetremea ( ämtimleima H, HUHNU J e la aimtea1e

de HTP â ü1iedm1Cína y eme derivadea J.

Lae fumc1dmea mitdcdmdrialee pueden aer afectadae tamte

eer mutaeiefiea mlt. dame fiuelearea. Laa muelearee eatam

reereaemtadae per un múumere minima de EUU a äüü grueee de

demplemefitaciüflä de eatüa una gran prepdrciün afecta la eaereaíen

del dem d1ecdflt1nud ggg, el cual eddif1ea Para el apec1teerdme e

y medula la eaereaien del dem de la aubunldad I de la eitecreme

eaidaaa (19).

11



• 1.3.-CllOCROMOS Y CADENA RESPIRATORIA 

se encuentran los citocromos, éstos son proteínas 

transportadoras de electrones que contienen un grupo prostético 

porta una molécula de hierro que pasa 

CFeill) a una forma reducida (FeII> 

acepta un electrón. Los citocromos participan en 

la coenz1ma Q y el 

p.::;r··t j_ c :i. ¡:::·an incierto de proteinas con grupo 

(1 o 2 aparentemente>. El papel f undamental de los citocromos en 

fue descubierto por D. 

lanto el grupo hemo como el FeS, son acarreadores de un 

contrastando con los acarreadores de ~ electrones~ 

¡.::· 1 C<. Vi n<:~ '.:;.., l ... 
.l. d 

for·· rnci. reducida de la quinona, transfiere dos electrones a dos 

moléculas de citocr omo b el producto del gen cob, apocitocromo 

más el grupo hemo ), el siguiente miembro de la cadena de 

t .ransporte electrónico (25,29,27>. En la figura 1 se muestra un 

del transporte electronico mitocondrial del ... 1 ... 
i_J 1::~ 

fosforilación oxidativa. 

Los citocromos b y C 1 ademés de la proteina FeS, son 

componentes del complejo 

cu;:;. l contiene 8 cadenas polipeptídicas diferentes, y se piensa 

que existe como un dímero de 500,000 daltones (d); el c1tocromo e 

1.3.*üITüüHUMüa ï EHDENQ RE5PIHñTüRlä

Entre lee eemeenentee de la membrana 1nterna

miteeendriai ee eneuentran lee eiteeremee, eetee een ereteinae

traneeertaderae de eleetrenee que eentienen un eruee ereetetlee

“neme“, el dual eerta una meieeula de n1erre due eaea de una

Ferma eeidada fiFeIII} a una ferma reduelda íFeIlJ eiemere que

acepta un eleetren. Lee eiteeremee Partleipan en la eadena

reeeirateria, entre la eeenelma H y el dm, también aqu¿

Participan un númere lneierte de erete1nae een eruee Fed

íï e E aearentementeln El papel fundamental de lee elteeremee en

la reeeiraeien fue deeeueierte eer U. He111n en íäfie

íE3;Efi¢E?,E9}.

Tante el druee neme eeme el Feä, een aearreaderee de un

eieetren, eentraetande een lee aearreaderee de É eleetreneen

Flavinae, NHUH+H*, y la eeenalma e ; aei una meleeula de üHe, la

Ferma redueida de la euinena, traneflere dee eieetrenee a dee

meleeulae de eiteereme e i el ereduete del een eee, aeeeiteereme

D ¬ mae el eruee heme ), ei eiguiente mlemere de la eadena de

eraneperte eleetreniee flEfi,ÉH,É?). En la figura 1 ee mueetra un

eerfii dei traneeerte eleetreniee mlteeendriai del eietema de

1"' ee 1" e r i lae 1er": en-=:1dat-1 va .

1.H.1.~BüHPLEJü Ilï, “üüfimãïmñ H-Eïfüüfiüdü U HEüUUïeää“

Lee elteeremee e y em, ademae de la ereteina Pee, een

eemeenentee del eemeleje “eeene1ma e*e1teereme e reduetaea“fi el

euaì eent1ene H eadenae Pelieeetìdieae diferentee, y ee e1enea

due eeiete eeee un dimere de 5üU,UuU daitenee (dig el elteereme e

ik
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transfiere los electrones de este complejo -· 1 cll complejo de 1 ·-lcl 

citocromo e oxidasa, que contiene a los citocromos a y a 8 este 

complejo es el mejor caracterizado, consiste de 7 cadenas 

polipeptídicas diferentes y ha sido aislado como un di mero de 

250,000 d aproximadamente <27,29). 

Los potenciales redox de los citocromos aumentan 

secuencialmente desde en el siguiente orden: 

El complejo Ubiqu1nol-citocromo c oxidoreductasa, es 

parte de la cadena de transporte electronico de mitocondrias, 

cloroplastos y algunas bacterias. Este complejo es conocido como 

citocromo bc 1 y t~f en mitocondr1a y cloroplasto respectivamente. 

Espectroscopicamente se han detectado en unidades monomer1cas, 

dos componentes de citocromo b b-562 y b-566 con puntos 

medios de potencial diferentes. A partir de estudios detallados 

espectroscopicos y cineticos, se ha propuesto que los 4 

grupos hemo de citocromos b del complejo tienen 

propiedades diferentes. Un solo gen en el DNA m1tocondrial o de 

cloroplasto codifica para el 

a la interacción de las 

apocitocromo 

subun1dades 

L u, 

que 

sin embargo, debido 

participan en el 

complejo, no se han podido dilucidar satisfactoriamente el papel 

especifico de cada uno; recientemente se han reportado secuencias 

de ambos genes, a través de las cuales se propon e los s1t1os de 

un1on de esta proteina membrana! para los 2 grupos hemo con !OS 

que cuenta el citocromo b. Los s1 t1 os de union propuestos, son 4 

hist1dinas conservadas, en los segmentos intramembranales II y v, 

14 

tranefiere lee eleetrenee de eete eemeleje al eemeieje de la

eiteereme c eeidaea, due eentiene a lee eiteeremee a y ae , eee@

eemeieje ee el mejer earaeterieade, eeneiete de ? eadenae

pelipeetidieae diferentee y na eide aielade eeme un dimere de

2üü,üüU d aereeimadamente i2?,E9).

Lee Petendialee redee de lee eiteeremee aumentan

eeeueneialmente deede EHE naeta Ue, en el eiduienee dream;

üHe“~e1t.b~~Fe$*~eit.e1~-e1t.e~-cit.a-~e1t.am~-UE

El Cempleje Ueiduinelflciteereme e eeidereduetaea, ee

Parte de la eadena de traneperte eleetreniee de miteeendriae,

elereelaeeee y aidunae eaeeeriae. Eete demeleje ee eeneeide eeme

Eitüüfümü bñe e baf en mieeeendria y elereeiaete reeeeetivamenee.

Eeeeetreeeepieamente ee nan deteetade en unidadee menemerieae,

dee eempenentee de eiteereme e ü e~fieÉ y deede ), een euntee

mediee de Peteneial diferenteefl Q partir de eetudiee detalladee

eeeeetreeeepieee y einetieee, ee na ereeueeee que lee 4

erupee heme de eiteeremee b del eemplege dimeriee tienen

erepiedadee diferentee. Un eele den en el ENQ miteeendriai e de

eiereplaeee eedifiea Para el aeeeiteereme e, ein emearde, deeide

a ia interaeeien de lae eubunidadee due eartieiean en el

eemeleje, ne ee nan eedide dilucidar eatiefaeteriamente ei eaeei

eepeeifiee de dede une; recientemente ee han repertade eeeueneiae

de ameee denee, a travee de lae eualee ee ereeene lee eitiee de

unien de eeta ereteina memeranai para lee E erueee neme een lee

due cuenta ei eiteereme e. Lee eieiee de unien ereeueetde, een 4

nietidinae eeneervadae, en lee eedmentee intramemeranaiee II y V,

14



se han detectado en diferentes organismos mutaciónes 

en diferentes partes del 

resistencias a 1nhibidores de la cadena resp1rator1a (28,36,52). 

En la figura 2 aparece un modelo esquematico del doblamiento del 

citocromo b en la membrana m1tocondrial, y los probables sitios 

de union de los grupos hemo. 

1.3.1.A.-ANTIMICINA A, INHIBI00R DEL COMPLEJO 111 

L..::\ Ant. i mi e i n21 ·- ...... ! - ..... . 
, __ c\1 .. Jf-.::!f 1-:::\ 

que interrumpe el flujo de electrones a nivel 

compleJo coenzima Q citocromo c reductasa C25,29). 

inhibitot-io tué observado por primera vez, por 

Por muchos aGos ha sido materia de discusión la posible 

interacción directa de la Antim1cina A con el ·='IPOC l 'l::.i:::oi::::t" Ol'i'IO b :• 

se han mapeado mutaciones que dan 

inhibidor en los exones 1 y 4 del 

codifica para el apocitocromo b. estas mutantes son en 

resistentes al herbicida 01urón ( e() 1 s () n ~~-:t.:~ .. :ª-1...:: ... 

ha sido caracterizado, y su secuencia de aminoacidos presenta un 

diferencia de este Gltimo, no es un gen discontinuo <A.Brunner, 

i:::: ()ffi • En figura 3 se muestran 

apocitocromo b en ambas levaduras. 

:l. '.''.'.í 

ademae, ee nan detectade en diferentee ereaniemee mutaeienee

Puntualee en diferentee eartee del den, reepeneaelee de

reeietenciae a innieideree de la eadena reeeiraterie §Ee,3e,d2J.

En la figura 2 aeareee un medele eequematiee del deeiamiente dei

eitecreme e en la membrana mieecendriai, y iee ereeaelee eitiee

de unien de ide erueee neme.

1.3.1.e.~eNTIMIüINH e, INHIBIDUH PEL CUMPLEJÚ lll

La äntimicina ã ee un innieider de la cadena

reeeirateria, que interrumpe el fiuje de eiectrenee a nivel del

cemeleje ceeneima M citecreme c reductaea C2e,E9i. Fue aieïada

ceme un funeicida de una eeeecie de ååregeemïgee, y eu eeder

innieiterie fue ebeervade Per Primera eee, per enmad et.maL¿

í2e,E4}. Per mucnee afiee na eide materia de diecueien la eeeiele

interaccien directa de la entimieina Q een el apeeieeereme e, y

en ia levadura åicegegieeae, ee nan maeeade mutaeienee due dan

reeieeencia al innibider en lee eeenee 1 y 4 del een mit que

eedifiea para el aeeciteereme e. ädemae, eetae mutaneee een en

aldunee caeee reeietentee al hereicida Uiuren iüeleen et.al¿

iüïäš.

El een del aeecitecreme e de ia cepa MME? de H.laeeie

na eide caracterieade, y eu eecuencia de amineaeidee ereeenta un

alte grade de nemeleeia (SUE) een el de $.cerev1eiae, eere a

diferencia de eete dltime, ne ee un den diecentinue åä.Brunner,

dem. eere.}. En la figura 3 ee mueetran lee eenee del

eeecitecreme e en ameae levadurae.

le



Fi9. :?. 
i:::: i ti:::ic:: t·· orno b en 
intrame mbr a nales, 

A 

' 

Mo delo esquematico del doblamiento del 
la membrana mitocondrial,mostrando IX segmentos 

y los posibles sitios de union de los grupos 
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Apocítocromo b : __ en ~. cerevisiae 

Gen corto 1 2 3 

Gen largo 

8Q O/o 

homologos 
en K lactis 

Fig.3.- Comparación del gen del apocitacromo ben las 
l -=~va d 1.A r· a'.:::.- :2.. ~~;..f=..CE~~--L2.i..f-::.·~~- ·y- L. .l.~~-~;tj_f~ . En •2 1 ·=~ s q u 12 rn i:t a F' c:-1 t- •2 e en 1 8. =.. do-::::. 
V •'2t--c1ones. di:.:~l 9en en ?.· ~~J~.-~:: .. :s~_yj_:'.;?d: .. §i.~-~-' unt:1 J.at·-:,121• y otr·a cot--t.21, con 6 
y 3 exones respectivamente. Es interesante como aun cuando este 
9•2n E!n . L_. li:i~~i:.i.~: n e• po~~-eE:! intt·one°"'' pt--e '.::..ent.e un 2•.lto .;;:it--ado d•.::! 
homolo.;;:ii a con t· espect.o al d~~ s_.~g(_§.YL?. .. ~-~~~, • 

• 
1.4.-DNA RECOMBINANíE 

1
., 
! 

Apocitøtromo bz en _§__. cerevisiag

1 2 3Gen corto

GEO lôf`gO  

/Z \

BU °/0
en K lactìs

homologos

 ¿
 

 .  
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1.4.-DNA RECOMBINANTE 

H mediados de la decada pasada, la tecnología de DNA 

recombinante revolucionó la biolog1a molecular v la genética; 

esta metodología permite la clonación y secuen c1ación de genes 

especit1cos. Hasta cierto punto esta metodología resulta 

independiente de la utilizad~ anteriormente en genética, la cual 

se basaba en la obtención de mutantes y el mapeo genético 

clásico, sin embargo se ha dado la combinación de ambas 

metodologías en distintos campos. Actualmente casi cualquier 

segmento de DNA, el material genético de todas las células y de 

la mayoría de los virus, se puede aislar y replicar para proveer 

cantidades suficientes de éste, facilitando el estudio de su 

estructura y expresión. Estas metodologias han sido de gran ayuda 

no sólo en la investigación biológica científica, sino que 

también han aportado su utilidad en la medicina y la industria. 

La clonación molecular se ha realizado principalmente 

en tres tipos diferentes d e acarreadores de moléculas de DNA: 

fagos de cadena sencilla de DNA, fagos de doble cadena y 

plásmidos. Estos acarreadores, denominados vehículos o vectores 

de clonación, se utilizan para introducir fragmentos de DNA en 

células, para su replicación y amplificación. 

El proceso de inserción en el cual se une una molecula 

de DNA al vehiculo, se denomina ligación. L~ introducción v el 

establecimiento del vecto r híbrido en una célula es conocido con10 

transf ormación; ambos fenómenos se les da ... '! 
~l nombre de 

clonación molecular o simplemen te clonación. 

18 

1.4.~DNä HEBUMBINQNTE

Q mediadee de ia decada Paeada,la tecneledia de Dde

recembinante reveiuciene la eieleeia melecular y la eeneticai

eete metedeleeia permite la clenacien y eecueneiacien de eenee

eepecificee. Haeta cierte punte eeta eetedeledia reeulta

independiente de la utilieada anteriermente en denetica, la cual

ee eaeaea en la eetencien de mutantee y ei mapee eenetice

claeice, ein emearde ee na dade la cemeinacien de ameae

metedeleeiae en dietintee campee. ëctualmente caei cualquier

eeemente de DNe, el material eenetice de tedae lae celulae e de

1a mayeria de lee virue, ee puede aielar y replicar para ereveer

cantidadee euficientee de eete, facilitande el eetudie de eu

eetructura e eepreeien. Eetae metedeleeiae nan eide de eran ayuda

ne eele en la inveetieacien eieleeica cientifica, eine due

tambien nan apertade eu utilidad en la medicina y la induetria.

La clenacien melecular ee ha realieade princiealmente

en tree tipee diferentee de acarreaderee de meleculae de BNÉ:

faeee de cadena eencilla de HNQ, fadee de deele cadena y

plaemidee. Eetee acarreaderee, deneminadee veniculee e vecteree

de cìenacien, ee utiliean para intreducir fradmentee de Dme en

ceiu1ee= Para eu reelicacien H amelificacien.

El ereceee de ineercien en el cual ee une una melecuia

de UNQ al venicule, ee denemina lieacien. La intreduccien y ei

eetaelecimiente del vecter nibride en una celula ee cenecide ceme

tranefermacien; a ameee fenemenee ee lee da el nemere de

clenacien meiecuiar e eimplemente elenacien.

1d



Un elemento fundamental en la clonación es el v·eh:í.culo 

1~st.e -· 1 t::! .L i-i 

continuación aparecen algunas de las caracter1sticas que debe 

poseer un buen vehículo molecular: 

1 !:1 

becteria hospedera, para que pueda rendir grandes cantidades del 

marcadores genéticos que permitan su 

i cJent i f i cc:1c: i ón .. 

-Normalmente portan sitios 0ni cos de restricción, 

encuentran dentro de las secuencias de marcadores genéticos, se 

facilita la identificación de moléculas recombinantes. 

-Deben ser de bajo peso molecular para facilitar 

y favorecer el alto n~mero 

de copias y la estabilidad del vehículo. 

Las metodologias de DNA recombinante, 

la identificación y comparación de moleculas discretas a través 

de métodos físicos como la electroforésis. 

Un paso fundamental en estas metodologías lo constituyó 

la secuenciación del DNA, es decir, la posibilidad de obtener una 

de DNA ( el orden de los nucleótidos que lo 

con'.::.:.t i t.uy1~~!r··1 y compararla con la secuencia ae aminoácidos que 

conforman una proteína. Son dos las principales técnicas para 

la de Maxam y Gilbert, y la de Sanger. Aun cuando la 

~ltima es aparentemente más fina por ser 

sido ampliamente utilizadas. 

Un elemente fundamental en la elenaeien ee ei vehiculo

utiiiaade, euee de eete depende el exite del trabaje. ã

eefitlnuaciefi aearecen algunas de lae caracterietieae que debe

eeeeer un buen vehicule meleeular:

“Eu mecafiieme de replicación me üebe cemeetir eee el de la

üecteria Heapedera, Para que pueda rendir grandea eantidadea del

ÚNQ ifieertade.

flüehen peeeer mareaeerea eenetieee que permitan eu faeii

identificaeien.

~NeFmalmeHte eertafl eitiee mnieee de reetrieeien, y el eetee ee

eneuentran defitre de lae eecuefleiae ee marcaüeree genetieee, ee

Facilita la idefltificacien de meleculaa reeembinafitea.

-beben aer de baje eeae meieeular para Facilitar la aeparaeien

del DNH del vehicule y el cremeaemal, y Favorecer el alte númere

de eepiaa y la eetab1i1üad del vehicuie.

Las metedelegiaa de ENQ recembiflaflte, tambien permitefi

la identificaciúfi y cemparaciúfl de meleeulaa diaeretaa a travea

de metedee fieieea came la eleetrefereeie.

Un Paee Fundamental en eetae meteüeieeiae le cünetituye

la eecuenciaciün del DNQ, ee decir, la Peeibiliüaü me eütener una

eeeuencia iineai de HHH i el erden de lee nueieetidee que le

eenetituvefi } y eemeararla een la eeeueneia de amineaeiüea que

eenferman una preteina. Eee eee lae wrincifialea teenicae Para

aeeueneiar, la de Mamam y Hilbert, y la de äanger. Hum cuaflüe la

última ea aparentemente mae fina per eer enaimatica, ambaa ae

elde ampliamente utiliradae.
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Dos de los grandes avances que ofrecen las metodologías 

de DNA recombinante, 

l .. ''::•. ····Oü.JETI\/U 

Dos mutantes resistentes a Antim1cina A \Hm 13 y Am 34) 

la cepa WM27 de l i:~. 

obtenidas y caracterizadas 4(1 estas mutantes muestran 

i nh :i. b l c i ón i:::k~ la respiración muy 

... ! ... 
f.JI:::! recombinación diferentes, 

y ]. "'' 

pero no la Am13, es también resistente a Diurón . Esta mutante fué 

inducida con MnS04 20 mM, 

40 ) u 

La localización e identificación de las mod1f1cac1ones 

gen del apocitocromo b, las cepas mutantes, ff¡!_.i\/ 

probablemente nos acerque al conocimiento de las 

entre el apocitocromo b y la Antimic1na A, 

I~ () l c:i::.:. rn (:t t. :i. \/ () 1~ ~::. ) el e. .1 r~' res1stenc1a a este 

comparar las supuestas modificaciones con el 

::::.. j, J. \/ •':! ':::_. t r" e n 

El 1...1nei. 

genoteca del DNAmt de la cepa Am13, con el propósito ulterior de 

:i.denti f].ci::•.r .. al gen del apocitocromo b de esta 

Dee ee lea eraeeea avaecea que efreeee lae eetemeleeiaa

ee UNH reeemeieaete, eee la metaeeeeaie minha y la eaeree1en

ifivwaeaínvümvee eeeee eepeeificee.

1 , fj, -¡f,jif_¿¦JE¬"l";[X,;`|j_`_1

Dee mutaetea Feaiateetea a Hetimieiea e iem 13 y em 341

É1 m eeerivaeae de la cepa ee la levadura §¿¿ÉE§¿ã¿ fueren

eeteeieae y earaeteriaaeae â 4U 1; eataa metaetea mueetrae

eieetieae ee iehieieiee ee la reaeiraeiee muy eimiiaree,

pertenecen a grueea ee reeembiflaeien eifereetee, y la eeea ämfle ,

Pere ee la Hmlü, ea tameiee reeieteete a Dieree. Eeta mutante fue

ieeueiea eee Mfiäüa EU me, mientraa que la em 13 aergie

eeeeetaeeameete i eü J.

La leealiaaeiee e ieeetifieaeiee ee lae meeifieaeienea

en el eee del apeeiteereme e, ee lae eeeaa mutaetee, muy

ereüablemente nea acerque al eeeeeimieflte ee laa ietevaeeienea

entre ei aeeeiteereme e y la äfltimieina Q, ei ee, euaeee meeee

eeteeeamee el ie lea ì metive ie) ee la reeiateeeia a eete

iehieieer, al eemearar lae aupueataa meeifieaeieeee eee el eee

eiiveatre.

El ebJet1ve del presente trabaje fue eìaeerav una

eeeeteea eel üNemt de la cepa ñmìü, eee el ereeeeite ulterier ee

ieeetifiear y earaeteriear al eee del aeeeiteereme e ee eeta

mutante"
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Pc.=<.r"c•. 1<:=1 b.::i.cter"i¡;:i. l; ... ~ ......... •;;,q.J.J .. , '.::.e utilizó un mt?.d].o d>.."! c~ult:i.vo r"J.Co, •::!l 
m12dio de l.ut-ia; ¡:::·ar .. a :i . .l.:Lt1"·0 de .l.1..H-1a: 1U·~1 ckO! l\l.::1C:t :i.U·~1 ck"! 
Tr1ptona, 5g de Extracto de levadura; este fué empleado para 
crecer la cepa HB101, mientras que al trabajar con la cepa J!Yl:i.01, 
c::;.1~ em¡:::• l E!(• 

l·~vadt..~r"i~, 

E~ .l rn·::~ci i o r .. 1 ci:::i 

de i"~e<. C l • 
antibióticos apropiados 
Tetraciclina :i.5u9 / m.I.)" 

~~1 1::.;1 / l 
Cuando se requ1r1eron, 

<Ampicilina 50ug/m.l y 

E:!::< t. r" e1 e: to 
·E::. e 1 ... 1 ·:::::. <-:i. r .. i:::i n 

:::: Uu9/m l, 

de 
i i:::i·::':. 

Para levaduras se utilizó el medio YPD, Extracto de levadura 1% 

En cualquiera de los dos medios anteriores, 
requiera de un medio so.l.ido, se usa agar al Lh 

.¡ rl . J 

J. /u 

I nocular 2 L de medio liquido YPD con lüml de precultivo de la 
cepa deseada, dejar por 18hrs. a 3Uº ,colectar centrifugando 
,lavar 2 veces con agua y resuspender a razón de 5Ug de celulas 
i::~n 60ml d•:O!: :::;od:d.to.l ('.;';.b) 0.6M, Tr .. i:::. HCl (THC l ) 0.61·11 pH "l.~5,.t=JYfr'.':i 

O.OlM, Albumina serica bovina C ASB) O.lX. 
Romper .las levaduras con perlas de vidrio en el Braun, o 
mecánicamente, verificando 
f· a'.::.~'O!:'.:., 1 e1 pr-e:::.enc ir.:•. de 1 ... w1 

en el microscopio por contraste de 
mínimo de 5U% de células rotas para 

seguir adelante, de este paso en adelante, se debe mantener una 
temperatura de UºC en la preparacion , a menos que se especifique 
1 o contr" -:~=.. r- i o. 
F i 1 tr .. ar .. al vacío en fibra de vidrio, enjuagándo las perlas de 
vidrio y la botella de rompimiento varias veces ¿ a 3 ). 
Centrifugar el amortiguador de lavado y filtración a 4k por 
15'.Centrifugar en otro tubo el sobrenadante a 16k por 15 ', 
desechar el sobrenadante y resuspender la pastilla en la solución 
siguiente: sb ü.9M,lHCl lOmM pH 7 .8, EDTA lmM. 
Repetir los pasos de las dos ultimas centrifugaciones, (4k y 

16k), hasta que no se obtenga pastilla al centrifugar a 4k, 
entoces centrifugar a 16k por 15 ' y resuspender la pastilla de 
mitocondrias con mucho cuidado en la solución siguiente~ sb ú.9M, 
THCl lUmM pH 7.::::,, 1'11·;.iCl:;;;: lOml"i. u'.:-:;<:H .. lUm.l por .. c<:•.di"1 1'.:;g i:::I·::~ cél1...1l<:~ '.':::,, 

A~adir desoxirribonucleasa CADNasa l a una concentración final de 
lüug/ml, de una so lución de ADNasa 2mg/ml. Mezclar perfectamente 
con extremo cuidado para no romper las mitocondr1as y deJar a 
T.A. por 15', a~adir posteriormente 2 volúmenes de~sb 0.9M, lHCl 
10mM pH 7.5 EDTA lúmM, lavar 3 veces, centrifugando a 16k por 
10', resuspender las m1tocondrias con mucho cuidado, y Juntar en 
un solo tubo, al cual se le a~aden 15ml de la siguiente solución: 
H<:i.t .. i::::o::=..:i. l 2>~, lHCl O. lM pH :;::, l\i;~Cl O. :L M, EDli.::i lümM. Homi:::i·:~·~n:i.:<::<:ix 

Maïuauteaïa

eeeaaa ae aaìaiaa.=aaaa aaaaa
Para la bacteria §¿mce¿¿, ee utiliee un meeie ee cultive rice, el
meeie ee Luria; para 1 lltre ee iuria ¦ lue ee Naül , lee ee
Trietena, Se ee Eatracte ee ìevaeura; eete fue empleaee para
crecer la cepa HHIÚ1, mientraa que al trabajar cen ia cepa JMIUI,
ee emplee el medie rice TT: eefl triptena, 5931 eetracte ee
levaeura, eefl ee Naül. Uuanee ae reeuirleren, ee uearen lee
antieieticea aprepiaeee íämpicilina üüuefml y Hüugƒml, y
Tetraclclina leuefmll.

Para levaeuraa ae utiliae el medie YPH, Eetracte ee levaeura ik
Peptena IE
Deatreea 1%

En cualquiera ee lee eee meeiea anterieree, cuanee ae
requiera ee un meele aeliee, ae uaa aear al EE

E1-_=: 1;-_r'as;f.:_ri ee n_1,_,;,,J;,=

Inecular 2 L de medie lieuiee rPD cen lüml ee precultiae ee la
CEIDE1 Ijëiëäda , 'jej EH" ¡I-el-" 1 ¦š¦|'“|r' E'-.L . EI. ïÃš¦¡J“' ,. 1:13 1 ›;¿_=›¢;†¿..5¢r f;&r';i;.r 1 í-"|_.¡-gg-¢r"|çh;';1
,lavar E vecee cen agua y reeuapeneer a raaen ee eee ee ceiulaa
en eüml ee: äereitel éeb) U.öM, ïria HU1 (THUIJ ü.&M pH ?.5,EDTfi
ü.ü1M, åieumina aerica bevina i HEH) ü.1ä.
Remper laa ievaeurae cen perlae ee vierie en el Braun, e
mecanicamente, verificanee en el miereaeepie per centraate ee
Faaea, la preaencia de un mínime ee üüï ee celulae retae para
aeeuir adelante, ee eete eaee en aeelante, ee eeee mantener una
temperatura ee UWC en la preparacien , a menea que ae eapecifique
le centrarie.
Filtrar al vacíe en fibra ee vierie, enjuaeanee laa perlaa ee
vierie V la betella ee remeimiente variae vecee i E a 3 l,
üentrifuear el amertieuaeer ee lavaee y filtracien a ek per
1ü'.Uentrifuear en etre tube el eeerenaeante a lea per 15',
eeeechar el eebrenaeante y reauapeneer la paetilla en la aelucien
eieuiente: ee U.9M,THül lümm pH ?.e, EUTH imm.
Repetir lea paaea ee laa eee uitimae centrifueacienea, âek y
leal, naata que ne ae eetenea paatilla al centrifuear a eh,
entecee centrifuear a lea eer le' v reauapeneer la eaetilla ee
miteceneriaa cen mucne cuieaee en la aelucien aieuiente¦ ee U.äM,
THUl lfime pH ?,H, Meüle lüme. uaar iuml per caea lee ee celulae,
ëfiaeir eeeexirribenucleaea fiäfifiaaa 1 a una cencentracien final ee
iüugfml, de una aelucien ee åüfiaaa Émgfml. Mezclar perfectamente
cen extreme cuieaee para ne remper laa miteceneriae y eejar a
T.e. per 15', afiaeir peeteriermente 2 velemenee ee¦ae U.9M, THB1
iümm pH ?.ä EDTQ lümm, lavar 3 vecee; centrirueanee a lea per
lü', reeuepeneer laa miteceneriae cen mucne cuieaee, y juntar en
un aele tube, al cual ae le añaden leml ee la aieuiente eelucien:
Harceail EE, THül ü.1M pH E Naül U.1M, EPTQ 1UmM. Hemeeeniaarfli -.|

El



rapidamente y deJar de 10 a 15' para que act0e 
A~adir un volumen de fenol destilado y frio, 
mezclar invirtiendo, mantener en hielo por 15 ' . 

:l. o¡ en tubos de propileno, dializar el sobrenadante 
agua por 30' y luego por toda la noche (t.n.). 

- · ·¡ •. . • .. ••. 
'- 1 ·::!.!' 1_.1 :1 

El dializado se somete a gradiente de densidad en CsCl, y bromu r o 
de etidio, el cual puede sustituirse por Bisbenzimida. Se ajusta 
L~ densidad con un re fractómet r o a 1.3970, o 1.3965 , y se somete 

<::•. cr:2nt.1"·if1 ... 1g<:•.ci.(1n clut .. i::1.nt.r;:~ 40hr .. :;::.. 21 4Uk. L .. i::•. !:::1 r.:1nd"1. di::'. 1'.:i))l\!rn].t. ''::.1:".'. 
e>::t.1··,:.;..,:;,>. con !.Al".1Ci. l1::!1 · · .1.r1·~:1 <:1 v := ... 1:= •.:::J. irnin ;;~, Pt .. 1m1::!1· · r:::r 1;:!l cr:::rJOi"' .:C1.n'i;:.1;:!,. COi"'1 

alcohol isoamilico y eter, y posteriormente el cloruro de cesio 
( 3U .i • 

:3r:::r J. uc i ()1"'11~':::. ~ 

1.-Glucosa 50mM, EDTA lümM,THCl 25mM pH 
usarse, 2mg/ml de lisozima y 0.25mg/ml de 
2 .-NaOH 0.2N, 1% 808. 
:J ..... hlaC~ .. h .COO 3M pH 1 .... ~ ... f:!· 
4.-NH4CH~~oo 2M 
5.-THCl lümM pH 7.5, EDTA lmM. 

:::: ,. <:ú\c:1.d :L r:2ndr::;; 
1:::1Pl'~<::1·:::;;:1. f'.':·1. 

I n ocular 500mJ. del medio apropiado con el antibiotico necesario 
Lur1a con Ampicilina (Ampl o Tetraciclina (letl>. con un 
precuJ.tivo , 1~1úUO, y deja rlo t.n. a 37°C con agitación. 
Co J. ect .. =1t .. 

r::::élula::::. 
las células por centrifugación , 5k 5', 

en una sola botella, resuspenderlas en 
1, y mantener en hielo por 30 1.AGadir 

'1l..ll"1l...<:1t11..!1:1 
'.:'iOm 1 di::! 

l U U rn J i:::l1::'. 1.:::1 
solución 2, mezclar invirtiendo y mantener en hielo por ~ , luego 
aGadir 75ml de la solución 3, y :i.1· .. 1\/ :i. r· t :i. endo 
delicadamente; mantener en hielo por 30 ' y centrifugar a 9k por 

Filtrar en lana de vidrio sobre una probeta graduada; d:i.vi.d:i.1"· <".O!l 

filt1·".::1r::Jr:::r i::!t"! r::Jr:::r'.=:; br:::d::.•:"..L.L<:~'.'"· Cli:".! pli~1';:;t. 1co :/ i'l~::;ar:::i:i. i"' :::. 1:::1 VO.l.i.:Hf11':'!i" '11:2·::::. cir:::! 
Etanol absoluto CEl'OHl, someter por 30 ' a - 7 UºC, centrifugar 10' 
a 9k. Resuspender la pastilla de cada botella en 5ml de la 
'.'::.o J 1 • ..1r::: :i. ón 4, 
V() J. 1.:.1 ff11::! t"! .;::! ·;::; d 1:::~ 
t-1~·:.::.1 ... 1·::::.pe1'·1d•.?. r .. 

y· tr" <:~n·::~. fer· ~L r· c1 1 . ..1n t.1 ... 1bc:r '' c::r:::rt .. r::''.::·:: '' d•::: 1 ':::irn l ,, c.~1··,c:1.i:::11 t .. 

ETüH y deJar a -;o~c por 30'. Centrifugar 10 ' lük, 
las pastillas en 5ml totales de la solución 

Dializar 2 veces contra la 
por 30' y 11.Aego por t.n •• 
C~;:.CJ. C3U). 

misma solución o contra agua, Pi"·:i.1'111'".'.l"·o 
El dializado, someterlo a gradiente de 

Se utilizan las mismas sol1.Aciones de la maxipreparación, con la 
misma nomenclatura. 
Resuspender una asada de células en 100ul de la solución 1, en un 
t1_4br:::r Epp~:'.nclc:r r .. f d1::! 1 • ~:irn 1 , rr1r:2zr:::: .L <=i !"' r¡¡.::1.nuc1. l rii•'0'.1"'1'1::.1'0! y rn<:11"·1t1::!1"·1e t.. .a U ·:::·e: po 1 .. · 
30',a~adir lOUul ele la solución 2 Cse debe aclarar la solución), 

75ul de la solución 3, mezclar delicadamente 
forma un precipitado grumoso), en h1e.l.o por 15'. 

!;;:· 1 .. ) 2UOul del sobrenadante a 

ipieamente y dejar ee lU a le' para gue actua el eetergente.
aeir un velumen ee fenel eeatilaee y trie, Eümi aprea,, y

meaclar invirtienee, mantener en niele per le', Uentrifugar a ak
per lü' en tubee ee prepilene, eialiaar el aeerenaeante clare, en
agua per St' y iuege per teea la necne ât.n.J.
El Ijialilaae-:I eemete a graeiente de der":-aieafll en Illa-ill, 'gr l::«r"erm_4r"e
de etidle, el cual puede auatituirae per Biaeenaimiea. ee ajueta
la denaiead cen un refractemetre a 1.3ä?U, e 1.eHee, y ae aemete
a centrifugacien eurante 4Unra. a aut, La eanea ee eüemit ee
eatrae cen una jeringa a ee elimina, pramere el celerante, cen
aleenel iaeamilice y eter, y peateriermente el clerure ee ceaie
( BU 3.

3*: 3211

Haaipreparaeien ee p1a§mieea¦

äeiueienea¦
1.-ülueeaa äümm, Eüïñ 1ümN,THE1 Éñmfi pH S, afiaeienee antea ee
uaarae, Hmerml de ìieeeima y ü.Éemgfm1 ee aHNaaa a.
E.~NaüH ü.2N, 1% äüä,
2 ~NaCHaEüü 3m pH åàä.

-NH»üHaCüü am
~THCl lüme pH ?.5, EHTQ ime,lfë~ii=-LL -I'I

Inecular äüüml del medie aprepiaee cen el antieietice neceearie
Luria cen âmpicilina iampl e Tetraciclina iTetJJ. cen un
precultive , 1:1UUü, y eejarie t.n. a Hïre een ag1aa¢1en.
üelectar laa celulae per centrifugacien , ek e*, juntanee lae
celulae en una eela eetella, reauapeneerlaa en eüml de la
aeiucien 1, y mantener en niele per üü'.äHae1r lfiüml ee la
aelucien E, meaclar inairtienee y mantener en niele per 5', luege
añaeir ïäml de la aelucien 3, y meaclar invirtienee
eelicaeamente; mantener en niele per 3U'a centrirugar a ña per
15'.
Filtrar en lana de aierie eeere una preeeta graeuaea; eiaieir el
filtraee en eee eetellaa de plaatice y añadir Ene velumenea ee
Etanei aeeelute fiETuHJ, aemeter per HU' a ~?ü“Hf centrlfugaf lu'
a HH, Heauepender la paatiiìa ee cada eetella en emi ee la
aelucien 4, y tranaferir a un tube “cerea“ ee Ieml, añadir H
veiumenee ee ETUH y dejar a -Furü per 3D', fientrifuear ïu' iük, y
reauapender laa paatiilaa en äml tetalee ee la aelucien H,
üialiaar H vecea centra la miama eelucien e centra agua, primere
per BU' y luege per t.n.. El dialiaaee, aemeterle a gradiente de
I___I *5I__I _|_ 1 l__-,i LI J .

bli r1_iPr eaea r a~;._i *fe =

He utiliaan laa miamaa aelucienea ee la maaipreparacien, cen la
miama nemenclatura.
Reeuapender una aaaea ee eelulaa en iüüul de la eelucien 1, en un
tuee Eppeneerf ee 1.eml, meaclar manualmente Y mantener a Urü per
3ü*,aäaeir iüüul ee la aelucien É úee eeee aclarar la aelucien),
y aeicienar Teul ee la aelucien 3, meaclar eelicadamente í ee
ferma un precipitaee grumeae ), mantener en niele per 15'-
üentrifugar ¿en micrefugal e', y remever Hüüul eel aeerenaeante a

_. :I _.¬:¡
.|¦.. 42..



un tubo nuevo v a~adir 800ul de EfOH, y congelar a - 7 0° en un 
ba~o de hielo seco etanol por 15 ' ; centrifugar 5 ' en frio. 
Disolver la pastilla en 100ul de la solución 4. y a~adir 3 00ul de 
El.OH, congelar en hielo seco etanol por 15 ' y centrifugar 5 ' en 
frio. Lavar las pastillas 2 veces en alcohol al 80% centrifugando 
por 1' en cada ocasión, decantar y secar al vacio las pastillas. 
Resuspender en 10 o 20 ul de agua. Se utilizan de 1 a 6 ul para 
analizar con endonucleasas de restricció C28,3ú ). 

0.ª9_.J.,. et:.~~;~ .... SJ§ ....... '~J.g_r:_~,~L.~! ....... !;l_§~.-··-'~:.~.~-j,_g,: 

Al ADN dializado a~adir 13g de CsCl y amortiguador de i·E (solución 
5 en la pagina anterior), hasta conseguir un peso de 25g, 
disolver con agitación y distribuir en 2 tubos de policarbonato 
con rosca para el rotor 50 titanio ( 50ti), a~adir 170ul de 
bromuro de etidio a cada tubo, evitar la exposición a la luz, 
mezclar invirtiendo. 
Centrifugue a 4úk por 4úhrs. a 20°. Visualizar las bandas de ADN 
con luz U.V, y extraer por separado las bandas obs ervadas con 
una Jeringa, y con un mandril.El1m1nar el bromuro de etidio 
lavando con alcohol isoamilico saturado con CsCl, hasta que se 
aclare la solución ( 5 veces). Extraer 2 veces con éter y 

dializar la fase acuosa en i ·E o en agua como en las ocasiones 
anteriores. Examinar el 
precipitarlo con acetato de 
\ / c:-1. r::: :f i:::i :l r·· '~::! !·~.1_-1 :.-:~. t=' e. t··, i::j e r·· .l. i:::i " ( :;;:: ::::! :r 

ADN obtenido en g •O:! .l.•?. '.",:• c:i •?. '::.:. ¡:::• 1 ... 1 é '.:::. d •o:! 
::". ()(:11 o 
::,¡u > • 

;_".\lf1on le• ,, () .::1. rn t:r i:::i ~·:~. :1 ·::::. e e: .;~1. 1··· 1 i:::i ~~' J. 

-Las digestiones de ADN :3-,?•:::•c, pot"· 
J .=.:i. ":~1"·1z i 1f1E1 y 

de digestión. Para los geles de Agarosa 
menores de ADN que la utilizada en los 

t 1 E~rnpo:::, 

Cft-:2 .l ~:i ·:..::. vat-ibles 
1"·1ec •:c~s. ida des. 
cio1i"·1t :i. dt:1de':::. 
¡:::ict·· i 1 <:~m :i. d<::1. se procuro tener voldmenes de .l.Oul 
por digestión incluyendo la enzima y los amortiguadores 
pertinentes. Una vez finalizada la digestión se a~adio a dicha 
mezcla, 2 ul de colorante , azul de bromofenol,que ademas de 
te~ir el frente de corrimiento, y sedimentar el ADN en los pozos 
respectivos, detiene la reacc1ón de digestión, ya que lleva SDS. 
Alfinalizar la electroforesis, los geles se ti~en en una solución 
de Bromuro de et.1dio ( ú.5ug/ml ), el cual se intercala en el 
ADN, haciendo evidentes ... 1 

<::«. J. 

u.l.t.1"·i..'IVi l12ta <U. \l.). 

-Agarosa; se hicieron de distintos porcentajes, de 
esperado de las bandas a analizar, desde ú.8 % 
amortiguador de TBE para fragmentos entre 5 y ü.8 

TBE ~X: ·rris 54g 

¡ .. -,.~ '.:;.."I;:.¡:~ 

k l:::· 

a.l 
... , ..... 
L . /., :1 

tarn;:¿1i\i:::. 
•:':!n 

aforar a 1 litro con agua. 

ufl tabú nueva y añaülr äüüul da ETUH, y caflgalar a -ïüü an un
baña da hiaia aacü atanül Par 15'; aafltrifugar 5' an fr1a.
Dlaülvar la paatllla an lüüul da la aaluclün 4, y aäaüir üüüul Ga
ETUH, cüfigaiar an hialü aaa@ atanül Por 1%' y üafitvlfugar ã' an
fria. Lavar laa naatillaa É vaaaa an alaühül al üüï aantrífuganfim
mar 1' an cada ücaaiún, üatafltar y aafiar al vacia laa aaatiilaa.
Haauspandar am IU ü EU ul da agua. Ha utlliaan üa 1 a a al para
aflaliaar can afldafluclaaaaa da Faatricüiú íEB,3U J.

Hadianfa da filfirurü da fiaala:4:' 'III -I-II -III- lil- Ii 1.
 Hfl-¶l....HI%IhrH_. . . . . _ . ._IIl'IlIII-rl_.'. . . . . . ..h'IIl.........._í__ ___ __ í

al QDN üíaiiaaüü aãadlr 139 aa üafil y amürtiguadür da TE iaüluaiüfl
ü an la paglna antarlarì, hasta üaflaagulr un aaaa wa E59,
ü1aüivar can agitación y diatribuir an 2 tubüa da pallüarbafiata
aan raaaa para al Fütür SU titaH1ü i 5üt1}, añadir lïüul aa
üramurü da at1d1ü a cada taba, avitar la aapüalciúfi a ia laa,
maaclar iflvxrtiafiüa.
üantrlfugua a 4Uk par 4Uhra. a Eüfln Viaaaliaar laa banüaa aa QDN
can Lua U.V, y aatraar fiar aaparaüa laa banüaa amaarvadaa cam
una Jariflga, y can un mandr1l.E11m1flaF al brümurü da atlülü
Lavanda can aicahal 1aaami±1aa aaturaüa can üaül, Haata mua aa
aclara la aaluclüfi í ã vacaal. Eatraar 2 vacaa aan atar y y
dlallaar la faaa acuaaa am ïfi a an agua camu an laa acaalanaa
afitarlüraa. Eaamifiar al aüw abtanlüü an galaa, aaawuaa da
prac1p1taFia tan acatata aa aaü1a , amaflla F a ammaa, aacarla al
vacia y raauapafiüarla. fläfi, HU J.

Haal_;__:a1_a__†;ar± aflf;i¬=ï't1!-¿ft l_aaff=ï¿:±.a....¿iia_____ __r_"_±ï;-_i-'”+;-=1'.a-11.1 cc: _1=±±t1;f.=

~Laa dlgaatlanaa da HDN aa raaliaaran a BTWU, Par t1ampaa
variblaa , dapafldiandü da ia actividad da la anaima y da laa
Haaaaiüadaa da digaatiún. Para laa galaa da ëgarüaa aa uaarafl
cafltidadaa mafiaraa da HDN mua la utilizada en laa galaa aa
ñcrilamida. En ambüa caaüa, aa prücura tanar vülúmaflaa da lüul
par digaatiún , 1Hcluyanda la anaima y laa ammrtlguadüraa
partinantaa. Una vea fifialiaaüa la digaatiün aa aäaüiü a dicha
maacla, É ul da calaraflta , aaul da Dramüfanül,qua aüamaa da
tafiir al franta da fiarrlmiantü, y aadlmantar al åüm am laa Paaaa
raapactivaa, dat1ana La raacciüfi aa ü1aaat1afl, ya mua iiava äüä.
a1f1na11aar la alactrafaraala, laa aalaa aa tlfian an una aaluclafl
da Brümurü da atldla i ü.äuafm1 }, al cual aa lntarcala an al
QDN, haclandü avidafitaa laa üanüaa al aapünarlaa a laa
ultvaviieta âU"V.J.

; ~ ~±~-maahru urfidla un Qu uï

~figarüaa; aa Hlclaran aa ülatintüa parcafitagaa, ña acuarda al tamaña
aaparada Ga laa üafiüaa a ana11aar, daaaa u.Hä hasta EE, an
amürt1guadür da THE Para fragmafitüa entra 5 y U.S aa

THE ña: Tria 54@
FMI.. Blfilfílïü É?. ÍÍ¡'¿I
EDTH 4.29, afürar a 1 lltrü can agua"
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Estos geles de 40 o 50 ml, 
electroforesis a diferentes volta1es, 
temperatura ambiente (T.A.>. 
- Acrilamida; Se utilizarón geles 
analizar bandas de tama~o inferior a 

':"':.e cor·· r·· 1 e r-· on 
d •':! '.=::· d ~:: ::::i_) V :• 

.::.>.n cám<.-:i r-· ¡;~ ·::::. d•2 
h i:i ':;:, t i:i :!. ~::; 1..1 V :• i'~ 

di::.>. r.:1cr·· 1J. .::i.rn1 de<. 
l kl:::• 

Acrilam1da 9 . 28ml CAcrilam1da / Bisacrilamida 2 9:1, en agua ) 
TBE ~,::-:; 4m 1 
P19u<.'I 2 7 rn .l 
Persulfato de a monio U.0 2 89 Mezclar y desaerear a.l vacio. 
A~adir 8ul de TEMED, mexclar y vaciar rapidamente. 
Estos geles se corr1eron a 150v a T.A. 

Para las reacciones de secuenciación se utilizó 
un gel de acr1lamida al 5.5% ( bisacrilamida 1:19) y urea 8M en 
amortiguador de tris boratos EDTA. Las dimensiones de los geles 
empleados son: 50cm, 20cm, U.04cm. La so.lución de este gel se 
preparo de la sigui ente manera: 48g de Urea, 5.5g de Acrilamida, 
0.289g de bisacrilamida, 20ml de TBE 5X, Agua a 80ml, a~adir la 
punta de una espátula de la resina AG5ú1 X 8G, calentar hasta 
disolver e n ag1tación, filtrar al vacio en millipore 0.45um y 

aforar a lUUml con agua, a~adir U.ú63g de persulfato de amonio y 
30ul de TMED antes de vaciar, agitar vigorosamente. 

Estos geles fueron corridos a 17 0Uvolts por 3 horas por 
cadr.:t cor-·r·· idr.:• .• 

La tecnica de rellenado consiste en la transformación 
de un extremo pegajoso generado por ejemplo con las 
endonucleasas Eco RI o Bam HI por ejemplo ) en un ex t remo raso . 
Para lograrlo, es necesario incorporar los nuc l eot1dos 
complementarios al extremo pegajoso. La metodologia detallada se 
describe a continuación~ 

-lug UNA con extremos pegajosos 
-2ul de amortiguador de reacción de la DNA polimerasa 
-0.2-U.5 unidad del fragmento Klenow de la DNA p ol 1meras a 
-2ul de Ditiot reitol lUmM 
- llevar a 2 0u.l con agua 

r.;:· 1 
· .. .! V 

posteriormente se a~ade: 
-2nm de cada uno de .los dNTPs necesarios ( :tul de una solución 

:;,~rnM 

DN(4 

l <"'S· 

l"'l<:i.nt.•=::ner-· 
r·i=.:dl•2nadc1,, -::.-~~ 

r·ur· 1 f :i. c<:1c.:: i ónes. 

30' a temperatura ambiente. 
debe precipitar con acetato 
dE! .DNf.1 . 

P r.:1 r-· c.~ u t . :i .l i :;::: "-"· 1··· 
de ·::::.od 1 i:::i ,. C:(:irflt:) 

:::.·:. t:?. E:\ 1.A t.() 1 i 1:;1 t::\ ~·:.e t .. 1 

•:::: .L :L rn i nr.:1r·on .Lo '.:; 
los vehicu.los de 

fosfatos terminales e 1 c•nac :i i:'.:11· .. , 

•:::!mp J •:::21nclo fosfatasa alcalina de ternera c11.:, 
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Eataa galaa aa äü a SU ml, aa carriaran an camaraa da
aiactrafaraaia a difarantaa valtajaa, daaaa ïüv, haata läuv, a
tamaaratura ambianta úT.ñ.}.
rñcrilamida; aa utilizaran galaa da acrilamida al ü,YH para
anaiiaar bandaa ua tamaña infariar a lab

pa P

äcrilamida 9.Éüml iäcriiamiaaffiiaacrilamiaa 29:1, aa agua;
THE 5% 4ml
agua Eïml
Paraulfata aa amania U.U2Sg Maaclar v üaaaaraar al vacia,
äñadir Hui de TEMED, maaclar v vaciar rapidamanta.
Eataa galaa aa carriaran a lüüv a T.å.

Para laa raaccianaa aa aacuanciacian aa utiliza
un gal da acrilamida al 5.üH í biaacriìamiaa 1:13 J v uraa afl an
amartiguaüar da tria barataa EHTQ. Laa aimanaianaa aa laa galaa
amplaadaa aan: fiücm, Eücm, ü.U4am. La aalucian ga aata gal aa
arapara da la aiguianta manara¦ 4$g aa Uraa, 5.5g aa acrilamida,
ü.ÉH9g da biaacrilamiga, Éüml da THE aa, ägua a äüml, afiagir la
punta da una aapatula da la raaina ñüfiüí H EH, calantar naata
diaalvar an agitacian, filtrar al vacia an milliaara U.4äum v
afarar a iüüml can agua, aäadir U.Úë3g da aaraulfata da amania v
Hüul da TMED antaa aa vaciar, agitar vigaraaamanta.

Eataa galaa fuaran carridaa a iïüuvaita par 3 naraa par
cada carrida.

Rallanaggi

La tacnica da rallanada canaiata an la tranafarmacian
da un aatramü pagajaaü i ganaraüa par ajampla can laa
anaanuclaaaaa Ec@ HI a Ham Hi Par ajampla J an un aatrama raaa,
Para lagraria, aa nacaaaria inaarparar laa nuclaatlüaa
camalamantariaa al aatrama aagajaaa. La mataaalagia aataiiaüa aa
üaacriha a cantinuaaianz
-lug üflå can aatramaa Pagajaaaa
-Éui da amartiguaüar da raaccian aa la DNQ Paiimaraaa
~ü.E~U.5 uniaad dal fragmanta Hianaw aa la Uma paiimaraaa
“Hui da Uitiütraitüi 1ÚmM
rllavar aïüul can agua

äa incuba par H' a tamaaratura amU1anta v
gaatariarmanta aa aäaüa:
-Énm da caga una da laa dNTPa nacaaariaa i iul aa una aaiucian
Bmw f

Nantanar SU' a tamgaratura ambienta. Para utiliaar al
DNä ralianaüa, aa daba praaipitar can acatata aa aadia, cama an
laa purificacianaa da UNQ.

Ifiaflaa-_.f` =:_-_±1_i_,_,1_as: i_-fm 't-r;_~=-1!I;›:;_=ff-' LaiHa 1
Para avitar gua aa autaligaaan laa vaniculaa aa

alanacian digariüaa, aa aliminaran laa faafataa tarminalaa
amalaanüa la faafataaa alcalina da tarnara ñ UIP 3, 3.15

-*_4.|:.."



1 . ..1n i dad(~<:::./1 ... 1 l O.Ul unidades de esta enzima son suficientes para 
desfosforilar los extremos terminales de lpmol de extremos 5 ' de 
DNA, lo cual equivale a 16ug de un DNA de 4kh ). En cada 
experimento se determino la cantidad de DNA emp l eada, de forma 
cualitativa al comparar una banda de tama~o y concentración 
conocidas con la banda generada por el DNA en cuestion al correr 
una electroforesis. Un ejemplo tipico de esta metodologia se 
describe a continuación: 
-1.6ug de DNA fueron resuspendidos en 20ul de amortiguador de l E, 
se a~adieron 5ul del amortiguador CIP, y ú.5u1 de la enzima CIP, 
:? ':iu 1 de a<:11_.1ci. v <.:;.,::2 ·:;:.omet :i. •::::r·on <::i 37'''''C por· l ·::; ' v a '.:i6''"'C por·· 1 '.:i ' • '3•:=.: 
a~adieron 0.5ul de CIP y se repitieron las incubaciones a las 
mismas temperaturas por tiempos iguales. Se agregaron 40ul de 
agua, 10ul de SlE y 5ul de SDS al 10% para dar un tratamiento 
final de 60~c por 15'. El DNA desfosforilado debe ser lavado con 
fenol para extraer las proteinas residuales. 

c:orni:::. va se mencionó anteriormente, 
molecular consiste en la union inv1~0 de dos moleculas de DNA, 
un vehículo y un inserto. la reacción en la que 

lleva a cabo tal union. En este trabaJo se variaron un poco 
las condiciónes de ligación a lo largo del mismo, intentando 
i 1···1c: 1··· •::::m•::!nt<:•. r· 
t•:=.:rni::·•':'!r·· atu1··· c;.. ·::c; ,. 

la eficiencia del método, se emplearon distintas 
amortiguadores v proporciones de los DNAs 

involucrados. Normalmente se recomienda realizar esta metodología 
a temperaturas bajas ( 12°C ) sin embargo, realizamos ligac1ónes 
satisfactorias a temperaturas de 16 ~e e inclusive a temperatura 
ambiente. Las proporciones empleadas de vehículo-inserto dependen 
del propos1to de la ligación, asi como del tama~o de los DNAs 
i ... 1t. :i. J. i :z: .::i.Ci()·'E w 

utilizaron los siguientes componentes: 
-DNA inserto Natural o rellenado 
-DNA vehículo siempre sin fosfatos 5 ' terminales, 
dispuso, rellenado. 
-Amortiguador par la 

:lü>< ) I; 

··· m 1·=· J UrnM 1 o;:.:: 
-··DTT :lOUmi·,,¡ 10>< 
···· L i ·::1a"-:·'=''· T4 

iul/10ul . .. ! ... 
l .. ,!I::: 

Se procuro que las mezclas tubieran volúmenes de lU o 
20 ul, y se incubaron Pur 8 a 12 horas a temperatura ambiente. 

En este trabajo se emplearon dos tipos ae tecnicas para 
hacer competentes las células, uno para las cepas RRI v HBlUl , v 

1··· •:?.'::..¡:::··:~c.::t. :i. \/ <:!roen"i::.i::! ~ 

.···:i.:: .. : 
.:::.-.• .i 

ur'|1-:iac:Iaa,ful Ii EJ .T U1 uniüa=:iaa aa a-ata ana 1. ma a-::=n a-u'Fi-::1ar"|1:.aa r:›a ra
daafaafariiar laa aatramaa tarminaiaa aa lgmai aa aatramaa ä'ga
HNÉ, la cual aguivala a iaug aa un fifiä aa aaa J, En cada
aaaarimanta aa gatarmina ia aantiüaa aa DHQ amaiaaaa, da Farma
-:::uaJ. itativa al -::-:.1rn|:-ara;-" una tfanda cha tarnai¿=;a v c -:;-r¦-;:arrt r"af::1¦:E-r"|
ccfn-:wcifïlaa can la I:-anda gar"±ara«:ia 1-*›-1:-r al I'-fiïlriì an =;:uaa1:.1«:±†“| al ca r rar
una alactrafaraaia. Un ajamala tipica da aata mataaaiagia aa
«:Iaacri|:1a a cant i nuac i -an:
-La-ug -:Ia LJNf1ì fuar-;:fn raaI_.1a|=›a†“at¡irJ::-a an `,ïíì1IIul -:ia amc-r'I:.1-g±..4a::š±:fr" aa `íEEl,
aa añaüiaran Sul dal amartiguadar UIP, v U,üui aa ia anaiaa EIP,
Eäul da agua v aa aamatiaran a BFWU gar 15' y a üaafi aar15', ag
añaaiaran ü.üu1 da UIP v aa rapitiaran ¿aa incubacianaa a laa
miamaa taaparaturaa par tiampaa igualaa. aa agragaran auuì da
agua, lüui ga ÉTE v Sui aa HHH al iüï mara gar un tratamianta
fíflfil GE fiäfifi PGP 1fi'. El UHÑ fl&EfüEfüFÍ1äfiü ÚEDE EEF läväüü Cüfl
fanal aara aatraar laa gratainaa raaiauaiaa.

§=._ia=1:.._*±_1_aa=
iL.`.ì|:Iínc= 'va aa- mar-11:: i =::|r-uff antar 1 cr r manta , .l a 11: 1 1;:-nar: 1ff.|r“|

rm: 1 acu J. r cr:1r"r:-; 1 an 1 a un i an 11:1 vitru -:Ja a±':1-:. ma i acu 1 aa cia L1-HI”-"1 ,
un vahìculü v un inaarta. Ea la iigaciün, ia raacclün an la qua
aa llava a caaa tal unian, En aata traaaja aa variaran un maca
laa c -:- n -:lic i-1-riaa cia 1 1gaci±±=r; a .L a Larga -:ia 1 rn 1 afna , 1 n 1:. a nta n-;:ì<:;-
incramantar la aficiancia aai aataag, aa aaaiaaran aiatintaa
tarm:-a r uraa , amar' t i gua=j±:±r' iv Fz- r ar.==;;- r c 1. ana :ja 1 aa ïI*i“*~ì|'¿“|a
invaìucradaa. Haraalaanta aa racamianaa raaìiaar aata matadaiagia
a tamaaraturaa aajaa i lflmú } ain amaarga, raaìiaamaa ligacianaa
aatiafactariaa a taaaaraturaa aa la WH a 1n¢1ag1vÉ É tamaargaara
ambianta. Laa graaarcianaa amplaaaaa aa vanicuiahinaarta daaanüan
dai graaaaita aa la ligaciün, aai cama dal tamaña da laa Dfläa
utiliaaaaa.

Para raaíiaar una ligacian aficaa an aata trabaja, aa
utiiiaaran laa aiguiantaa aamaanantaaz
--[fiiïirïä ina-.~:'-.-;=r†:.=::: l'¬~iatural c:- r¬al1anacI1::±
-IlII¬\l;ï=r vani-:uia aiafnrf-ra ain 'Ft-af*at-aa Ei' †:.¬ar¬a1na1a~:-.-;, v c=.4e;-±-.n=:J-:-
giaauaa, raiianaüa,
flåmartiguadar Par la ligaaa aa Ta , lulflüul aa maacla aa
raaccian i lüä J.
-äTF' iüfiwi iüëã
rhìï" 1UUfiw1 iükä
~L1gaaa Ta

äa pracurü qua laa maaclaa tubiaran vaiumanaa da 1U a
EU ul, v aa incuüaran par " a 12 naraa a taaaaratura amüianta,.p_ HII-

____
En aata trabaja aa amglaaran aaa tigaa aa tacnicaa para

nacar camaatantaa laa calulaa, una para laa cagaa Hfil v HHIU1, v
atra Para ia capa JMIU1, H cantinuacian, aa aaacriaan
raaaactivamanta:

I-._; -.is.. -,J



Células RRI y HB1úl 
con une:•. colonia dio: célul<:•.~::., :1.Um l de 1w:~dio li·::¡uido L.B, 

como precultivo, dejar toda la noche a 37°C en agitación. 
-ino cular en 20ml de L.B 1:1Uú del precultivo. 
-agitar a 37ºC hasta alcanzar 1UU unidades Klett 3 hrs.aprox. 
-mantener en hielo por lú ' 
-centrifugar 5' a 4 K a 4°C 
-lavar el precipitado celular con medio volumen de CaCl2 lOmM 
-ci::"nt1·- i fu·:F:•.i-- •:, ' ,::;¡ 4 t::. y a ·4'"''C: 

el precipitado celular en lüml de CaCl2 5UmM y 

rnant.en•?. 1··· a U ·:=·e F·cH·· 2 O ' 
·-cet""1ti-- i fu9,:;i¡-- '.:i' a 41< v C.:"\ 4'"'C 
-resuspender en ú.1 volumenes de CaCl2 5UmM el prec1p1tado ce1u1ar 

Para las células de 
pr·oc: •:>.d:Lrn1 •2nto m<:•.'.:-::. '.:::. •:~nc:t l l i:::i~ 

le! CE~Pi~i JiYi 1 U :l 

··· :i. noi::::u 1.:1 i-- 2 ml de medio Yf con una colonia de células JM101 
d•2.:i <:H. <:~ :~~7 ·=·c por·· 
·-i nocu.lei.i-- 1 ~ lúú 

la noche con agitación, como precultivo 
en medio YT y agitar a 37ºC hasta obtener 

densidad optica de ú.3-0.4 a 66únm ( 2-3hrs. 
-centrifugar a 7K , 5 ' a 4°C 

\l 

·' 

uní::i. 

el precipitado en 0.5 volumenes de CaCl2 y mantener 
a o·=·c po i··· :2U' 
-centrifugar a 7K 5 ' a 4°C 
-resuspender el precipitado en ú.1 volumenes de CaCl2 

En ambos experimentos, 
en refrigeración antes de usarse. 

se dejaron las células 24 horas 

Para transformar las cepas RRI o HBlU:I., 
JM1ú1, se empleó la sigui ente metodolog1a: 
-200 u l de cél. competentes 
-0.2 a :l.ug de DNA transformante 
····40' en hielo 
-· 2 1 ·=l 4 2 •::·e: 

A continuación se describen las metodologias utilizadas 
para la detección de las células transformadas por cada vehí culo 
y los productos de las ligaciones correspondientes a cada uno. 

pBR322.- Las celulas transformadas se sembraron con tr1an9ulo en 
cajas de Petri de medio L.B sólido con ampicil1na 5Uu9/ml. Las 
clonas portadoras de vehículos recombinados se 1dentif1caron por 
su sensibilidad al antibiotico tetraciclina, en el cual fueron 
replicadas posteriormente. 
M1Jmp18.- Las celulas transformadas se mezclaron con lüul de 
IPlG, 35ul de X-Gal, 3ú0ul de células JM1ú1 en fase exponencial 

üaluiaa HHI v Hälül
~inacular can una calania aa calulaa, iüml aa maaia liquida LH,
cama graauitiva, dajar tada la nacha a 3?¢U an ag1taç1an,
-inacular an Eüml aa LH 1:1UU dai graaultiva.
“galtãr H HTWC naata alcanzar iüü uniaaaaa Hlatt i 3 nra.aaraa.J
-mantanar an hiala gar IU*
rcantrifugar 5' a a H a aflü
-lavar al aracigitada celular can madia valuman aa Uaüla 1umM
-cantrifugar 5' a 4 H v a aflü
nraauapanaar al aracigitaaa calular an lüml aa Caüla ügmm y
mantanar a UÚU pür EU'
-cantrifugar ü' a 4H v a 4*¿
-raauaaandar an U.1 valumanaa da üaüla äumm al pracipiaaaa calaìar

Para laa calulaa aa la aaaa JMIUI aa utiiiaa un
araaaaimianta maa aancilla:
~1nacular 2 ml aa magia ïï can una calania aa caluiaa Jfilül v
üëflar a Bïfiü par la nacna can agitacian, cama aracultiva
~inacular l:1UU an magia ïï y agitar a Bïüfi haata aatgngr una
aanaiaaa aatica aa U.3-ü.4 a aöünm ã Eflflnra. 1
-cantrifugar a 7H , 3' a 4aü
-raauapanaar al pracigitaaa an ü.fi valumanaa aa Eaüla y mafiaafier
a UWE aar EU*
-aantr1†ugar a ?H 5' a ¿UL
rraauaaanaar al araciaitaaa an U.1 valumanaa aa üaüla

En amaaa aaaarimantaa, aa aajaran laa calulaa E4 naraa
an rafrigaracian antaa aa uaaraa.

l`†'arr.=".~1'=:Ir'rfla=: 1 I1'ì=n___=:*r=_ =2_ël_±-¿l_ai-2» =-21-_;±!fE*.-:E *1«=ïf†"_1 12-Ef-'~'=>

Para tranafarmar laa capaa HHI a HBIUI, aai cama la
JMIUI, aa amglaa la aiguianta mataaaiagiaa
rflüüul aa cal. camgatantaa
-U.2 a lug aa Uma tranafarmanta
~4ü* an niala
-É' a 42üfi

ÃÚÉHHLÍafiäå¿ÉfiMQÉWEfififl$ffifmãfifiäãmaflaïmfiåmFÉÉQÉQÂHHHÄÉÉWL

H cantinuacian aa aaaariaan laa mataaalagiaa utiliaaaaa
para la datacaian aa laa aalulaa tranafarmaaaa gar cada vanicula
v laa araauctaa aa laa ligaciaaaa aarraaaanaiantaa a aaaa una,

pHH3EÉ.~ Laa aalulaa tranafarmaaaa aa aambraran can triangula an
cajaa da Patri aa maaia LB aaliaa can amaicillna äüugƒml. Laa
clanaa partadaraa aa vahiculaa racamainaaaa aa iaantifiaarafl par
au aanaibiliaaü al antiaiatica tatracicliaa, an al cual Fuaran
raaliaaüaa aaatariarmanta.
Mlümglä.- Laa calulaa tranafarmaaaa aa maaclaran can lüui aa
IPTH, Sfiul aa aflüal, Büüul aa calulaa Jmíul an faaa aaaananaial

'_..;.. fi.-



de crecimiento, y 3 ml de agar suave licuado temperatura menor 
de 40ºC ) , y se sembraron en cajas de Petri con medio solido YI. 

Las células transformadas son las colonias azu l es mientras que 
las portadoras de vehículos recombinados son blancas. 
pUC18.- Se utiliza el metodo anterior, solo que se siembra en YT 
con Amp1cilina , 50ug/ml. 
pTZR18.- Empleando el mismo método que para el pUC18, pero 
utilizando cajas de Petr1 con YT y 8üug de ampicilina/ml. 
Las clonas transformadas con cualquiera de los dos vehículos 
anterio r es son capaces de crecer en medio con ampicilina, las 
clonas portadoras de vectores recomb1nantes se distinguen por su 
color blanco sobre las clonas azules no recombinadas . 

:L d•:::nt :t f :i. i::::a ,.- .i C.i ·::::, 

portadoras de los fragmentos deseados, se procedio a la obtención 
de temp lados para su secuenciación, de acuerdo a la siguiente 
t.écnicc:<.: 
-inocular 2ml LB amp ( 0.4ml de amp. 25mg/ml en lOüml de LB con 
una colonia de la clona deseada. 
2-· 3 h r- ·::.; 
···· 21 ¡::; <::•. d i r·· 

( D. U. 
10ul 

de ü.3-0.6 a 660nm ) . 
d~:: 1 f <:•.·::1i:::i " c:•.\/i.ACl<::•.dor·" ¡v¡ 1 :::11<. U )' 

y mantener a 37°C en 21g1tación vigorosa por 
-· t1··· cH··1 ·::.; fer· J.r- 1 ü üu l c:1 :Jrn .L d~! L..H Kc:1nam i el na 

1 Uu.1. = 
1 l···1i:::i r- a 
""i'üu ·~~/ml 

2::-::1U 10 /ml ),, 

agitación vigorosa por toda la noche. 
-centrifugar por 5 1 en 2 tubos Ependorf :l • ~::;m J. c / '·-' ) \ i 

la misma operación una vez mas 
-transferir 1.2ml del sobrenadante a otro tubo v a~ad1r 3UOul de 
PEG 600ü al 2ü%;NaCl 2.5M, mantener 30 1 a temperatura ambiente 
-centrifugar 15 ', desechar ~l sobrenadante y secar perfectamente 
los residuos del PEG 
···· n::z.1 .. E:.pend•2t- l <:•. p.::i'.::.t i 1 J. a i:::!n 2U U1...il de ci.mor-t :i. -:::i1 .. Ú::•.do1··· T 1::: pH ::: 
-e::-::traer proteinas con fe nal -cloroformo 1:1 2 veces, 1 vol~men 

c:<:<.dr.~. \11::::;::: ( v·or .. te::-:: por· :30", 1···e!PO'."o',O ~:; ; , ·-.,' cq···t.~::::-:: .l U" , cent.r· i f'1 .. v~1r.~.r- ·4 ' 
a temperatura ambiente > 

-e::-::traer con cloroformo, vorte::< 10'1, centrifugar 1' 
-1,::.i\/i::ir- c:i:::in 1 vi:::i l. i:::i•::: i::~t•:::r· ,. v·or"""l::.1::~::-:: l 0 '1 ,. c •::!nt1·- :i. fu·~,:::1r· .l 1 , ~=!.l. :i.1"1"1i1· .. 1<:•.1· ·· 
~::!ter· r- e~;:. i duc:i. J. 
-precipitar el DNA c on O.lvol. de acetato de sodio 3M pH 7 y de 2 
a ~j \/O .l • d~:! ~!:!"i::.<:1nO l i!:1l:::1·=:_.o J. uti:::i f i' " :i. O:• :j I) 1 <~'I - ) ' (l •:::•C 
-centrifugar 20' en frio 
-secar y resuspender en lüüul de TE 
-· v~-::r·:i.f:i.cz:..r· concentración y pureza del templado en un gel 
agarosa al 1% :l.Oul 
-precipitar nuevamente con U.1 vol. 
:3 vo.L. d•2 etanol fr·10, 3U 1 

<::<. -· 7 0·=·c: 
-centrifugar en fr10 20' 

de acetato de sodio 3M pH7 y 

-lavar con etanol al 8U% dos veces, empleando el volumen anterior 
y dejando por 30 ' a -7üºC, centrifugando por lU ' en fr10 en cada 

- l 
c:l . .l vac10 y resuspender en 15ul de l"E , guardar a -2UºC 

da cracimianta, v Emi aa agar auava liauaaa u tamaaratara manar
aa ëüfiü 2, v aa aaaararan an cajaa aa Patri can maaia aaliaa VT.
Laa calulaa tranafarmadaa aan laa aaiaaiaa aaulaa miantraa gua
laa Partaaaraa aa vahiaulaa racambinaüaa aan alancaa.
aüülä.- Sa utiliaa al mataaa antariar, aala gua aa aiamara an TT
aaa åmplcilina , fiüugfal.
aïâfilä.- Emglaanaa al miama mataaa gua para al aüülä, para
utiliaanda cajaa aa Patri aan YT v äüug aa amgicilinafml,
Laa clanaa tranafarmaaaa aan cualguiara aa laa aaa vaniculaa
antariaraa aan caaacaa aa cracar an magia aan ampicilina, laa
clanaa gartaaaraa aa vactaraa racamainantaa aa üiatinguan par au
calar blanca aaara laa clanaa aaulaa na racamainaaaa.

Qatancian da tamalagaamgalmglaamigamgišfilä gara aaauanclar

Uaaguaa aa iaantificar v aalaacianar laa claaaa
Partaúaraa aa laa Fragmantaa üaaaadaa, aa Pracaüia a la aatancian
aa tamaladaa Para au aacuanciacian, aa acuaraa a la aiguianta
técnica:
rinacular Éml LH ama { U.4ml da ama. Eämgfml an luüml aa LB l can
una calania aa la clana daaaaaa. agitar vxgaraaamanta a üfflfi par
H-3 nra 1 D.ü. aa U.ü~U.a a aaünm J.
~aHaair lüul aal faga “avuaaaar“ Mläfiüï # 1Uuì= Ealülfifml 9,
v rnant-ar"¦+:-_-r a 11.?? '**IL.'.l -an agitaci an 'vi-_:;n::fra1aa 1:-ar 1. rftìf ra
~tranafarir lüüul a Emi da LB Hanamiaina á ïuugfai J, ETWL can
agitacian vigaraaa par tada la nacna.
rcaatrifugar Par a' an H tuaaa Eganaarf ú 1,äml cfu J y ragatir
la miama aaaracian una vaa maa
~tranafar1r 1.Eml dal aaaraaaaanta a atra tuaa v afiaair fluüul aa
PEE öüüü al EUä;NaEl E.üM, mantanar JU' a tamaaratura amaianta
~cantrifugar la', aaaaanar al aabranaaanta v aacar garfactamanta
laa raaiduaa dal PEE
~raauaaanaar la paatilla an Eüüul aa amartiguaaar TE pH E
Haatraar pratainaa can fanalrclarafarma 1:1 E vacaa, 1 valuman
cada var â vartaa gar HH", ragaaa ü', vartaa la”, cantrifugar a'
a tamgaratura amaianta l
-aatraar can clarafarma, vartaa IU", cantrifugar 1'
-lavar can 1 val. aa atar, vartaa 1ü“, cantrifugar 1', aliminar
atar raaidual
agracipitar al UNÑ can U.1val. da acatata aa aaaia HM gH T v aa É
a ü val. aa atanal aaaaluta fria, HU' a rïüfiü
~aantrifugar HU* an fria
flaacar v raauaaanaar an lüüul aa TE
~ varificar cancantracian v auraaa aal tamalaaa aa un gal aa
agaraaa al IE â lüul 1
Mgraciaitar nuavamanta can ü.1 val. da acatata aa aaaia HM DH? y
3 val. da atanal fria, BU' a ~7ü*ü
~aantrifugar an fria HU'
«lavar can atanal al HUE aaa vacaa, amalaanaa al valuman antariar
v aajanaa par HU* a *?ü”ü, cantrifuganaa Par IU' an fria an cada
caaa
raacar al vacia v raauaaanaar an lüul aa TE, guardar a -EUWU

E?



-7ul de templado 
-lul amortiguador de la DNA polimerasa 10X 
- U. :;iu .l 

Mantener 5 ' a 6~~C y 10' a 3 7~c , 

ambiente hasta secuenciar. 
dejar a t emperatura 

t.~:~mp l C<.clc· ··-

marca radioactiva deseada d P1 .. i·F <::il f.::~ '' p 1-·· :i. ff1•::, r .. o ' ' 
fo~:. fo r-· i:::i ::3:2 -· '1 •.• {:( .l {"_1, concentrac1on del desoxinucleótido, 
lul de Klenow 6unidades/ul, 
1 ;:-:; y 1 t-i J cie DTT. 

12.5ul de amortiguado r 

Esta mezcla se divide en 4 tubos, que 11evan los desox1 
y didesoxinucleotidos requeridos para poder s intetizar 
DNí.::i. 

t.1 .Abo {.¡ 

ti .. 4bO 1 
... 
... 

t.1 _.¡bi::i 1~ :¡ 

t.t.Al:::ii:::i 
"T ' 
1 

-- 1 1 . .1 l rtl•':!ZC l e:_:¡_ ,:::r=::· + l 1 .A J dcíPiTI.::· + :::¡1 . ..! l reacción de secuenciac1ón 
.... l 1 . ..! .l. rn,::::;:::c: ., a 1.:: •:::o + 1 l ddCTi.::· + .l 1 .·I 

: 1 

-· ·I 1 . ..! l ff11:2zi:: 1 8 . e~¡ ·:::· .L + 1 1 .. ·I l dd(1 ·1·p + 11 11 

.. .. :t 1 .• ·I 1 roi::-'!zc: l a T •:::• + :1 1 . ..! l ddT TF-' + 11 

Mantener a 3UºC por 15', y anaa1 r lul de ATP 0.5mM, y 
nuevamente a 3UºC por 15 ' . Para parar la reacción aGadir 

5u.I. de colorante DYE con SDS. 

desnaturalizar el DNA, 

las muestras en ·- '! 
I;:! .l 

son calentadas a 9UQC por 5 ' para 
y se enfrian rapidamente en hielo por 5 ' 

para evitar que se reasocien las cadenas sencillas. 

?š±`=.a~:f.4at:=_=:_i a=:__i1f-r;1=

~?ul aa tamalaaa
-lul amartiguaaar da la UNÉ aaìimaraaa IUH
-ü.äul “grimara ravaraa“

Hantanar H' a aäflü v lü' a HFWG, aajar a tamaaratura
amaianta naata aacuanaiar,

Haaccian aa aacuanaiacian. a laa ü.fiul aa tamglaaa-
"gr1mara“, añadir la marca raaiaactiva aaaaaaa a afiTP alfa
faafara 32 J aa acuaraa a la cancantracian aal aaaaainuaìaatiaa,
lui aa Hlanaw üuniaaaaaful, 1H.äul aa amartiguaaar aa aalimaraaa
11;-'I v lul cia i2*`i`T..

Eata maacla aa divida an 4 tuaaa, que llevan laa aaaaaa
Y aidagaainuclaatiaaa raguariaaa Para gaaar aintatiaar caaanaa aa
BNÉ.

tuaa è ~1ul '
tuaa L *lui maacla
tuaa ü ~1ui maacla
tuaa T fliul maacla

maacla Q-:

i 1'
5*
la P

' + 1uldañTF + fiul raaccian da aacuanciacian
1 L4 1. II“.JIIZ1If..Äï"Í' F' 1' “ “
1u1üaüTP + “ “
1ulaaTTP + “ “

Mantanar a BUUB par läf, v añadir lul aa QTP U,ämM, v
üëjäf fiuëvamëfitë H BUWC Par 1ü'. Para aarar la raaccian afiaair
äul aa caiaranta BYE can Sha.

ântaa aa aagaaitar laa auaatraa an al gal aa
aacuanciacian, aata aaa calantaaaa a äúmü gar S' mara
daanaturalizar al DNQ, v aa anfrian rapidamanta an niala Par 5',
para avitar gua aa raaaaaian laa cadanaa aancillaa.

“"`I 1'":
4'.: 'ü



E .i. . . .! ... 
i .. JI:::! 

cloroplasto han tenido un gran auge desde su descubr1m1ento, ya 

son los responsables de la i.'.:il:::i'i::.1;:!l"'1C: i ÓI"'¡ de 

energia util para las células que los poseen. Son por otra parte 

organelos de origen bigenómico y resulta interesante conocer la 

interacción de los dos genomas que codifican sus proteínas. Han 

sido muchos los intentos por dil u cidar su origen, y especialmente 

se han desarrollado innumerables trabajos con el fin de E~nt•'2nde t .. 

su funcionamiento. 

E1 J)NPi rn :t toc:oncit· i <=.< • .i. presenta un polimorfismo 

:i ntet .. intraespecifico muy grande, DNPiff1'1::. 

hombre es de 16kb, mientras que el de algunas polantas superiores 

.:;..lcan:z:.::i. 2·40Ukb ( 4, 11 > .. Variaciones intraespec1ficas han sido 

estudiadas en grupos tan divergentes como las cucurbitaceas 11> 

l ,:;., l ~=~v .::..i:::iu t .. a e: 12 r· 1~ \¡ i ·:::.. i i~. 1;::.! ( 4 :L 
•••••-••••••••••oo•o••O•O•OOO••••••oo ... •M>O•OoOoO•O• •O•Oo 

¡'.':¡ del polimorfismo expuesto, 1 r.'I 

mayoria de los genomas mitocondriales poseen la misma información 

CU<=i. J. no abarca mas que doce prote1nas, 

ribosomales, un número variable de RNAs de transferencia y cuando 

se piensa que existen varios orígenes 

El estudio de las funciones mitocondriales en levaduras 

es especialmente practico, ya que al ser organismos facultativos, 

la obtención y detección de 

_ HEäULTåfiü5

El aatuaia aa laa ganamaa mitaaanarialaa y da

claraplaata han taniaa un gran auga üaaaa au aaacuarimianta, va

gua aataa arganalaa aan laa raaaanaaalaa da la aatancian aa

anargia util Para laa calulaa gua laa gaaaan. aan gar atra parta

arganalaa aa arigan aiganamica v raaulta intaraaanta canacar la

intaraccian aa laa aaa gaaamaa gua cadifiaan aua Pratainaa. Han

aida mucnaa laa intantaa par dilucidar au arigan, v aaaacialmanta

aa nan aaaarrallaaa innumaraalaa traaajaa can al fin aa antanaar

au funcianamianta.

*I

El HHH mitacanarial i üfifimt J araaanta un Palimarfiama

intar a intraaaaacifica muy granaa, al tamaña aal bwfimt aal

namara aa aa laka, miantraa gua al aa algunaa aalantaa auaariaraa

alcanaa 24UUka í 4,11 J. Uariacianaa intraaapacificaa han aiaa

aatuaiaüaa an gruaaa tan úivargantaa cama laa cucuraitacaaa i 11)

Y ëfi la ïüvfiüflfa ÉšåÄfl§§É¶EåÉä.§É§ÉÍaã¿ä% É 41 3*

â paaar dal palimarfiama aapuaata, aa aianaa gua la

mavaria aa laa ganamaa mitacanarialaa Paaaan la miama infarmacian

ganatica, la cual na aaarca maa gua aaca Pratainaa, aaa Hfiëa

riaaaamalaa, un numara variaala aa HNfia aa tranafarancia v cuanda

manaa an §.ca§aviaiaa, aa pianaa gua aaiatan variaa ariganaa aa

raaiicacian.

El aatuaia aa laa Funcianaa mitacaaarialaa an lavaauraa

aa aaaacialmanta graatica, va gua al aar arganiamaa facultatlvüä,

Parmitan la aatancian v aataccian aa mutantaa mitacanariaìaa.

E9



Ademas, a través de estudios genéticos de segregaciones meioticas 

y se puede reconocer entre mutaciones 

extracromosomales. 

través de patrones de restricción se 

mitocondriales intra e interespecificamente; t.c:1rnb i. é¡···, '=.·:. •:::! 

diferencias entre ·:::..1 ... 1:::.:. 

se han comparado mutantes r:::k~ ck~ t::: • 1 .::~. e t. :[ "f::. 
M' º " MM .. M•O••••-•M•"'"º'O•OO•O•• • 

obt.r:.~n i dc:1::;;, mutagénesis, resistentes a 

;.::i.nt i b i ot :i. r::o~:.:.:., 

se encontraron dos loci extracromosomales para la resistenr::ia 

i''1nt :i. mi c :i. n<:1 ¡::¡ ,, 

la resistencia cruzada al herbicida Diurón. 

En el presente trabajo se describe: 1Q la obtención de 

una !:::• i t.::i l i o teca. de.I. DNA mitocondria.I. de c:et=1 3. 

1 ... 
. ld 

secuenciación parcial del gen que codifica para e l apocitocromo b 

en esta mutante, con el obJeto de determinar la naturaleza de la 

mutación responsable de esta resistencia. 

La mutante Am13 derivada de la cepa WM27 de la levadura 

<::•. r·1 t. :i. rn 1 e: :i. ni:~ (.) 

tué ampliamente caracterizada 

rn1 . .<t.ai:::li:::i, 

al del apocitocromo b. La dificultad en la obtención de mutantes 

t.;."lnt.o se han empleado tecn1cas de c.l.onación e hibridización para 

ädamaa, a travaa da aatudiaa ganaticaa da aagragacianaa maiaticaa

v mitaticaa, aa auada racanacar antra mutaciaaaa nuclaaraa v

aatracramaaamaìaa.

H travaa da Patranaa da raatriccian aa han camaarada

ganamaa mitacandrialaa intra a intaraaaacificamanta; tamaian aa

han aatudiada laa difaranciaa antra caaaa ailvaatraa v aua

mutantaa i 4,a,41 J.

Haciantamanta aa nan camgarada mutantaa da da fi,¿act1a

aatanidaa aaaantanaamanta a gar mutaganaaia, raaiatantaa a

antibiaticaa, can mutanta da å.caraï;g¿ä§ § aü J, an lag çaaiag

aa ancantraran daa laci aatracramaaamalaa para la raaiatancia a

âfltlmlüifla Ñ, QWI v ñ“Il; al aagunda lacua, aata iavalucrada can

la raaiatancia aruaada al naraicida Diuran.

En al graaanta traaaja aa daacriaa: 1* la aatancian da

una aialiataca dai UNQ mitacandrial da la caga antimia1na~

Fëålïtëflfië Qmlï Y É” la lacaliaacian, auacianacian y

aacuanciacian Parcial dal gan qua cadifica para al aaacitacrama a

an aata mutanta, aan al abjata da datarminar la naturalaaa da la

mutacian raapanaaala da aata raaiatanciai

La mutanta Qmlfi darivada da la caga HHH? da ia lavadura

§.la§t¿§_ aartanaaianta al aruaa Hfil i antimicina H raaiatanta,

diuran aanaiüla 3, fué ampiiamanta aaractariaada i 4U J, fil magaa

EH mutüfltëä Pëtltg Y ÉH an §.g§¿gï¿a¿aa augiara aama gan mutada,

al dal apacitacrama a. La dificultad an la aatancian aa mutantaa

gatita + aataalaa an fi.¿a;t¿å, ha aaataculiaada au maaaa, par la

tanta aa han amplaada taanicaa da clanacian a niaridiaacian Para

HU



estudiar este genoma. t. cc:iro,, 

i:::~ 1 gen del apocitocromo b en el patrón de restricción del 

la cepa WM27 obtenido con Sma I ,, uti lizando sondas de 

hibridización pertenecientes a los exones 1 y 6 del mismo gen de 

de restricción obtenidos 

endonucleasas Sma I, Eco RI del DNAmt de las cepas WM2 7 y Am13 

4 ) ' no presentan diferencias, ln cual sugiere que 

mutante no sufrió deleciones ó inserciones apreciables. M1...1c:ho·:::; 

reportado mutaciones puntuales en el 

apocitocromo b como responsables de resistencias a antibiot icos 

t·· e ·-::.:.p ir·· 21 tor· i r.:i. Por· l () 

._! ••• 
1 .. .11:::~ rr11 ... 1t<::•.nt.~~ ~lm .l. :3 ,. 1.:::1 

muy probablemente fuese provocada por una mu t ación 

La elaboración de una genoteca del DNAmt de la levadura 

f :i.1··1i:::< 

de estos, la elaboración de mapas de restricción y geneticos, así 

.l.a comparación de este genoma con el ·-i ... 1 __ 11::~ 

Por lo tanto, se intentó clonar los fragmentos generados por l a 

doble digestión Sma 1-Eco RI del ADNmit AM13 en tres diferentes 

vehículos de clonación, pUC18 y pBR322. En la figura 5 

se muestran el mapa del DNAmt WM27 CAm 13), f1 g. 6,. 

esquematizan los vehículos de clonación empleados. A continuación 

las caracteristicas de los vehículos de clonación 

utilizados en este trabaJo, y sus cualidades respectivas: 

.·' •l · .. :'t J. 

aatudiar aata ganama. äurara Brunnar L cam. para. J idantifica

al gan dal aaaaitacrama a an al gatran da raatriaaian dal Umamt

da la capa HHH? aatanida aan ama 1, utiiiaanda aandaa aa

niaridiaacian gartanaciantaa a laa aaanaa 1 v a dal miama gan da

-

Laa aatranaa da raatriccian aatanidaa aan laa

andanuaiaaaaa ama 1, Eca HI dal Dwåmt da laa caaaa HHH? v ñmlü i

fig. 4 J, na praaantan difaranciaa, la cual augiara gua la

mutanta na aufria dalacianaa a inaarcianaa apraciaalaa. Mucnaa

traaajaa nan raaartada mutaciaaaa auntualaa an al gan dal

apacitacrama a cama raaaanaaalaa da raaiataaciaa a antiaiaticaa

gua inhiaaa la cadana raaairataria í EB, Ba, 52 J. Par la

aatariar, aa aanaa gua an al caaa da la mutanta Halä, la

raaiatancia, muv graaaalamanta fuaaa aravacada gar una mutacian

Puntual.

La alaaaraaian da una ganataaa dal UNåmt aa la lavadura

§.lag§¿§ parmitira la idantifiaaaian da ganaa v al aatudia fina

da aataa, la alaaaracian da magaa da raatriccian v ganaticaa, aai

cama la aamaaraaian da aata ganama can al da atraa arganiamaa,

Par la tanta, aa intanta clanar laa fragmantaa ganaradaa par la

IZÍIIIÉI 1 E' IIZÍ Í QEEÍ- Í. IIÍIF1 Éíïflëi 1 "' ÉIIIII H .Í EJE .L |'-'-`|l:Í'Í\ÍI'I“| 1 Í.- Iïlïflí IB I~'E:I"¡ `|I~l'“ fjlii fnfif' F±r“I'lZ-I-ïsf-5

vaniculaa da clanacian, Miämalfi, adüiä v afifiüfifi. En la figura 5

aa muaatran al maga dal DNamt MME? (Hm 13), v an la fig.a, aa

aaguamatiaan laa vahiculaa da clanacian amplaadaa. Q cantinuaciaa

aa anliatan laa caractariaticaa da laa vaniculaa da cianaaian

utiliaadaa an aata trabaja, v aua aualiaadaa raaaactivaa¦

dl



Fig.4.-Patron de restricc ión obtenido con la doble 
digestión Sma I-Eco RI del DNA mitocondr1al de las cepas WM27 y 
Am13. en el gel aparecen de izquierda a derecha, Am13 con Sma l, 
doble, y con Eco Rl, lambda con Hind III y en el carril de la 
derecha, la doble digestión de la cepa WM27 con las misma 
enzimas. Aparentemente el patron de restricción de ambos genomas 
es igual, cuando menos para estas dos enzimas. 

~) 

¬ïp-_

... ,_ .. .. ... .. ...¡., . Í :._ ..: . . . . .. :: . ..F1g,4,MPatran aa raatriacian
digaatian ama l~Eaa Hi dai üfiä mitacandriai aa laa capaz MME?
Nmìš. am ai gal agarafian da iaguiarüa a aaracha, amlä aan ama i,
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daraaha, la daala üigaatian da ia capa ama? aan iaa miamauu.

anaimaa, ägarantamanta al patram aa raatricaian aa amaaa ganamë
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Sma I- ••• A 
Eco RI 

Xba I 

Hpa I E 

Cla I 

Ava I 

Sma I 

Eco RI 

Bam HI 

DNAmit WM27, + 37,000pb. 

B 1E K H 

1 ¡ IJ 1 
C F I D J 

l2.1 I 14.21 I 
A • •. G 

1 1 2.4 5.5 12.s 1.s 4.3 1.6 1.4 9.3 

D e B A 

A D B e 

e B 

e E F D G B H A 

A D E e B F A 

D e B E A 

A e B 

! 
Sst I 

Fig.5.- Esquema del genoma m1tocondrial de la cepa WM27 
digerido con diferentes endonucleasas de restricción. , ... 

J. ci 

linea punteada se seGala el sitio dnico de reconocimiento de la 
enzima Sst I. En el renglon marcado con asteri s co , aparecen los 
productos de la doble digestión Sma I- Eco RI, que genera 11 
fragmentos, alos cuales se les asignaron letras del mayor al 
menor en orden alfabetico . 
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nnimit Waz?, ±_31,onopb.

sma 1-.,.A, G ¡B ¡E K H c F 1 D J A..

“I I I HEI--IBI  2.1
2.4 5.5 B 1.8 4.3 1.6 1.4 9.3

ll-IIÚI

IMJ 'I

UXba I

I 1 ¡tí - 

I I í Ú I I í lllll 1 I 

c B I A
[iiHpa I

Cla

H A D B C

Ava
-r

Sma I '

I-ìïl I- __-I C IE F D B H_ A

D
ÉLIi

Eco

Bam

Sat I

F ig.. ììì , '" Elguama. -:ia .l gar":-T;-ma. rn 1 t-;:-c-;:1r"u;.jr i a l f:i±;-F: i a ca¡::-a ,_ J
digarida can airarantaa andanucìaaaaa da raatriaaian, aan Ja
1 iria a ;:=†ur'1t-aacla aaiïäa J a a l *si i tia 1.14 ri i ca -:Ia r acan-:==:: i mi an 1:- a -:iia J-1

¬an;.1: ima -“:¿-ali. .L , ¡cin al rar"|-'_;,Ii=:-r"| I'nar"ca.f;üa cf:-ri a-J;-;'t:-fa r J. 'ii-1-U1- J ~š1F'ë1J`Iš%ffI3fäI*"I "†
±;=1«ra-iiuf:;:1::.=:ra -:Ia J. a aaal a di ga -_"-iti an E;`=1m.a I Efica Fi.'.l ,. -qua garua ra
fragmantaa, alaa cualaa aa laa aaignaran latraa dal mavar a
rnar'1+:;1- r an a r daa .I fa.i2:|f.-it-1 ca,

'\.

;;`-3 L3

¿J _§I%c¡'fï,1



SMC: 
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M13mp18 
7200pb. 

EcoRJ 
Hihd][ nTT 

~--e:.... co ru. 

Eco RI Bam~I Pstl ílf m 
Smcl alI Hind 

QUC18 
L680pb 

Fig.6.-Mapas de r~stricción de los vehiculs empleados 
para obtener la genoteca mitocondr1al de la cepa Am13. En el 
centro del esquema se presentan los s1t1os ~nicos de restricción 
de los sitios multiples de cl onaci ón ( SMC ) del M13mp18 y del 
pUC18 ( también del pl"ZR18 ). El M13mp18, y el pLJC18 portan el 
:31"1C i:~n 1::: 1 •;;:¡1:?.n l ,:::i.c Z ' ,. •.:'.! l pBF(3:~:::? y 1:'~ l pUC i :::: t J. 1:::t ·J1::::1 .. ·1 E: 1 ·~~en ck>. 
resistencia a ampicilina, y el pBR3~2 también porta el gen que 
confiere resistencia a la tetraciclina 

rn HI 

SMC
/` lac Z'

M'l3m|:>1B 0vzoopb.  R53. E” “'H1~da,,
¦:h1Ffl

Amp' '_
J Te-t

_ _ BR1322
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Ó8Úpb az.
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Mll· EL M13 es un fago filamentoso que solo puede transmitirse en 

fago contiene una molécula circular cerrada de cadena 

sencilla de ADN , Al llegar a la membrana 

la célula hospedera, después de haber viaJado a través 

pi 1 i e .l fago inyecta su genoma de cs,el cual es copiado para 

lugar a un intermediario, forma replicativa (fr>, 

c~d +/·-

e i el o ck~ v :i cla aproximadamente 2Uü copias por cada célula ) . La 

fr dirige la síntes i s de la progenie, genomas M13 de es que son 

empacados y expulsados de la célula hospedera. La f r ( que no es 

introducirse en una célula aplicando un 

:i.·::1u<c.1l .::. •. 1 

Un fc:tc:tor· importante en el ciclo de vida del M13 es 

.las células infectadas no se lisan, no 

sin embargo , las células infectadas crecen mas 

lentamente q ue las no infectadas, formando placas turbias 

32,39 ). en la figura 7 se esquematiza el ciclo de vida del M13 

indica el camb io en la proteina exterior 

ocurre cuando este es expulsado. 

¡ .... , ::. J. fago M13mp18 difiere del M13 silvestre en que 

estructurales del operon de la lactosa los. 

9ene·=:. .IV y I l. Esta inserción incluye la secuencia del promotor-

operador y los primeros 145 residuos de aminoacidos de la Beta-

Además, esta secuencia posee un sitio multiple de 

aproximadamente 42pb que no altera 

.... , !.:.~ 

._7, ··~ª 

.L: .. :i 

fllå. EL M13 aa un faga filamantaaa gua aala auada tranamitiraa an

capaa da ÉL cali aaaaadaraa dal Piaamida aaaual F. La partícula

dal faga cantiana una malacula circular aarrada da aadana

aancilla da ÉDN , llamada cadana “ + ". al llagar a la mamarana

da la aalula naapadara, daaauaa da naaar viajada a travaa dal

Pili , al raga invacta au ganama da ca,al cual aa caaiada Para

dar lugar a un intarmadiaria, farma raaiicativa ifrl, da daala

aadana í cd +f- J ; variaa da aataa fr aan naahaa duranta al

cicla da vida â apraaimadamanta HHH caaiaa gar cada calula J. La

Fr diriga la aintaaia da la aragaflia, ganamaa M13 da ca gua aan

amaacadaa v aagulaadaa da la calula naaaadara. La fr ( qua aa aa

anaanaulada J auada iatraduciraa an una calula aplicanda un

Praaadimianta da tranafarmacian igual al utiliaada an

alaamidaa. Un factar imaartanta an al cicla da vida dal M13 aa

gua laa calulaa infactadaa na aa liaan, aa daair, na farman

placas da liaia, ain amaarga, laa calulaa infaatadaa cracaa maa

iantamanta gua laa aa infactadaa, farmanda placaa turaiaa í BU,

32,39 J. an la figura J aa aaguamatiaa al aiala da vida dal M13

v aa indiaa al aamaia an la arataina aatariar dal faga, qua

acurra cuanda aata aa aaaulaada.

El faga Mlfimplä difiara dal M13 aiìvaatra an gua Paaaa

una parta dal gana laa E da å¿ aali i una da laa ganaa

aatructuralaa dal aaaran da la lactaaa J inaartada antra laa

ganaa Iv v Il. Eata inaarcian incluva la aacuancia dai pramatar-

aaaradar v laa primaraa 14a raaiduaa da aminaacidaa da la Bata-

üalactaaidaaa. ädamaa, aata aacuancia Paaaa un aitia multiple da

cìanaaian í$MüJda aaraaimadamanta aäpa qua na altara la

""r I'-Í:
-.:| --1



transcripción ni la función de este gene. Estas 42pb incluyen 

varios sitios ~nicos de restricción para las e n zimas Eco RI, Sma 

I, Ba m Hl, Pst l , Hinc II , Sal !, y Acc I entre otras (31,32,33, 

39 ) • 

CaCl2 

y~~. 

01 •:• 
oa­LlJltfb 

Gl JP& a 

... , ... DNA 
forma re p l i e a t i va 

y/o 
cadena sencilla 

Fig.7.- Esquema graf1co en el que se muestra el ciclo 
de vida del fago M13 y la posible tr ansformación de células de 
f; .. ~S~.Li. yc:i. ::;. ,:;~a F•or· un pili ( fc:•.go ! , o t r·ei.tY.::. f or··rna.ndc• c:é1u1<:'..-::::. 
competentes <con la for ma rep l icativa del mismo ) . 
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El sistema de clonación M13 tiene dos componentes, 

y la cél u la hospedera. 

JM y sus diferentes cepas derivadas, son comunmente usadas en 

este sistema. La cepa JM101 tiene el s1gu1ente genotipo : Dellac-

Al 

se garantiza la permanencia del plásmido F, 

este complementa para la deficiencia de RLQ· 

mutación :t.r .. ~-:<,.D::36, que disminuye la eficiencia de conJugación 

::::{:1., ::::e,.::::¡·::;. .J. 

deleción en el gene estructural Z ( Beta-Galactosidasa ) :• 

información para los residuos de aminoacidos 11-42 l 2'. 

proteina entera posee 1021 residuos de aminoacidos ) :1 

produciendo una Beta-

:3 :i. n J.()':;;; p t .. c1d1 ... 1c:to':·::. 

pol1peptidicos de las regiones lac del ep1soma y del fago, forman 

un complejo proteinico en eJ. cual la actividad de l<::t. E~ ,~~t.Et"•• 

este tipo de complementación se conoce como alfa complementación 

:::< 1 , :~e:, J"::I > • 

Los dos componentes de este sistema de clonación, 

la detección de la inserción de ADN extra~o por 

pérdida de la actividad de la Beta-Galactos1dasa, a través de la 

al insertar un ADN en el 

El aiatama da clanacian M13 tiana daa camaanantaa, al

faga M13 í a aua darivadaa J v la calula naapadara. QL cali M12

JM v aua difarantaa cagaa darivadaa, aan aamummanta uaadaa an

aata aiatama. La capa JMIÚI tiana al aiguianta ganatipa : üallag;

$5;-¿B1 tiaf,iF~'4=- .F-»I-,-!Jï±ã› F¿i;it_aiJ1ïJ¢~ =- ar-_=_:_-H1ë¢.¬ J_.=1f.~.f;-.__i.7ï'
åwwfiglmhfiifii Fa+ma+. äl aatar dalatada ia ragian lag;Era dal

cramaaama, aa garantiaa la garmanaacia dal aiaamida F, ya qua

aata camalamanta gara la daficiancia da Egg. Hdamaa, Paaaa la

mutacian traüäa, gua diamiauva la aficiancia da canJugacian

draaticamanta ( 31,3E,39 J,

El aaiaama F aaaaa al agaran ¿ag can daa mutacianaa,

una an al pramatar dal rapraaar dal aparan lag, la cual raprima

al aparadar ¿ag aaiatanta an laa capiaa da la fr dal faga; v una

dalacian an al gana aatructural 2 i Batarüalactaaidaaa J, gua

incluya infarmacian para laa raaiduaa da aminaacidaa l1~42 i la

Prataifia afitara Paaaa 1021 raaiduaa da aminaacidaa J. Par la

tanta al haapadara na infactada aa ¿ag-, graduaianda una Bata-

üalaataaidaaa dafactuaaa. Sin amaarga laa araductaa

aaliaaptidicaa da laa ragianaa la; dai apiaama v dal faga, rarman

un camplaja aratainica an al cual la actividad da la Bata~

Galactaaidaaa aa racuparada v iaa célulaa infactadaa aan ¿a;+;

aata tipa da campiamantacian aa canaca cama alfa aamaiamantacian

i 31,3E,39 J.

Laa daa camaanantaa da aata aiatama da clanacian,

aarmitan la dataccian da la inaarcian da QDN aatrafia gar la

pérdida da la actividad da la Bataflüalactaaidaaa, a travaa da la

"inactivacian inaaraiana1“, aa dacir, al inaartar un QDN an al

3?



SMC es muy probable que se afecte el marco de ·1 ••••.•. 
l 1 •• .1"::: .. 

nucleotidos que codifican para los residuos de aminoac1dos del 

fuera de fase la 

perdiéndose asi la complementación 

! ·­
'·-e:~ 

detectada por el 

la Beta-galactos1dasa puede 

corte enzimático de un compuesto incoloro, 

5-bromo-4-cloro-3-indolil-Beta-D-galactosido ( Xgal, 

-· , 
!::! J. 

c:\t .. t:i. ficii:1l ) , galactosa y una substancia azul 

5-bromo-4-cloroindigo. Esta reacción se puede realizar 

induciendo el operón de la lactosa con un inductor g t" ¡::t t.1 ... 11 t.(), 

El sistema de clonación Ml3 pern1ite e1 estudio separado 

ele las dos cadenas complementarias ae una secuencia de ADN y 

obtención de cadenas sencillas para ser secuenciadas a través del 

método descrito por Sanger (1977,1980) en el cual el 

la DNA pol1merasa I se utiliza para 

cadenas complementarias, partiendo de un sebador 

sintético complementario al M13 es + primero universal 

una mezcla de nucleotidos que 

desoxinucleotido radioactivamente, 

didesoxinucleótido CddNTP) el cual al no tener el 

()>::h i. dt" :L l () :3 ' no permite que se continue la síntesis de la cadena 

en la cual sea incorporado ) y los desoxinu~leótidos adecuados 

Las proporciones adecuadas de cadenas sencillas, 

permiten bajo condiciones óptimas, 

reacción se termine la s1ntes1s de cadena en caaa uno de 

nucleótidos de la cadena, lo que genera una serie de cadenas ••• f ••• 
1 .• J I:::'. 

SME aa muy graaabla gua aa afacta al marca da iactura da laa

nuclaatidaa qua cadifican aara laa raaiduaa da aminaacidaa dai

lagä dal faga, dajanda fuara da faaa la lactura dal miama,

gardiandaaa aai la camalamantacian i 31,39 J,

La actividad da la Hata~galactaa1daaa auaaa aar

datactada gar al carta anaimatica da un campuaata incalara, al

5-arama-4-clara-3-indalii~Bata-B-galactaaida i Hgal, un auatrata

artificial J, para farmar galactaaa v una auaatancia aaul

aaacura, 5~arama~4flclaraindiga. Eata raaccian aa auada raaliaar

inducianda al aaaran da la lactaaa can un inductar gratuita, al

Iaagraail tia galactaaida í XPTH J (31,HH J.

El aiatama da cìanacian M13 garmita al aatudia aaparada

da laa daa cadanaa camfilamantariaa da una aacuancia da QDN v la

aatancian da cadanaa aaaciilaa Para aar aacuanciadaa a travaa dal

matada daacrita par fiangar i1ü?ï,19$UJ an al cual al fragmanta

larga da la UNQ aalimaraaa I i Hianaw J aa utiliaa gara

aintatiaar cadanaa camglamantariaa, gartianda da un aaaadar

aintatica camplamantaria al M13 ca + i arimara univaraal J a

incaraaranda una maacla da nuclaatidaa gua incluvan: un

daaaainuclaatida marcada radiaactivamanta, un nuclaatida

madificada i didaaaaiauclaatida iddNTPJ al cual al na tanar al

aahidrila 3”, na parmita gua aa caatinua la aintaaia da la cadena

an la cual aaa incargarada J v laa daaaainuclaatidaa adacuadaa

Laa araaarcianaa adacuadaa da cadanaa aanaillaa, anaimaa v

raactivaa, parmitan baja candicianaa aatimaa, gua an cada

raaccian aa tarmina la aintaaia da cadana an cada una da laa

nuc.laatidaa cia .la cadana, la -aua ganara una ia -:ia -:za-:Jana-7-i da-

n"'- I+'-I1-|. ¡-
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diferentes tama~os. Realizando cuatro reacciones simultaneas, una 

utilizando en cada una un ddN·r¡.::· 

diferente), y la misma cadena a secuenciar, se pueden separar las 

cadenas sintetizadas, sometiendolas a electroforesis en 

desnaturalizantes ( urea 8 M, acrilamida 5 . 5% 

en carriles contiguo s. Una vez realizada la electroforesis se 

pueden las bandas correspondi entes a los distintos 

las bandas de cada reacción, 

autorradiográfica del gel (figura 8J. 

ha sido ampliamente recomendada, 

sino que normalmente no requieren de condiciones 

tan estrictas para su difusión ya que son heredables, rn i e1· .. 1t1·- .::1·:-=... 

se requ ieren agitación vigorosa y 

temperatura estrictamente constante para mantener 

los pili por los que el fago puede i. ¡--·, f ·::~ct.ei. r ... Ademas.en algunos 

la estabilidad de los insertos no es muy buena, generando 

rearreglos que dificultan su estudio 

el plásmido posee un sistema tan fino de detección de 

inserciones como i n '.7'·~=! r .. e :i. i:::in21 .l J. ¡:;i 

cual se detectan inserciones en un solo 

se cuenta con un excelente vehiculo de clonación. Con este 

propósito Vieira \l 

·' 

plasmidos derivados del pBR322 y los fagos M13, 

de plásm1dos llamados pUCn, que son plásmidos 

doble cadena de tama~o peque~o ( 2.7Kb aprox. 

rou l t 1 ccq:::o J. a .. J ... 
¡__¡ I::~ 

resistencia a Ampicilina y poseen el fragmento Hae II -Hae II del 

difarantaa tamañaa. Raaliaanda cuatra raaccianaa aimuitanaaa, una

Para cada nuclaatida â utiliaanda an cada una un ddNTP

difarantaJ, y la miama cadana a aacuanciar, aa auadan aaaarar laa

cadanaa aintatiaadaa, aamatiandalaa a alactrafaraaia am galaa

daanaturaiizantaa i uraa E M, acrilamida 5.52 J da aacuanciacian

an carrilaa cantiguaa. Una vaa raaliaada la alactrafaraaia aa

Puadan idantificar laa aamdaa carraaaandiantaa a laa diatintaa

tamaäaa da laa aandaa da cada raaccian, ai ravalar una Placa

autarradiagrafica dal gal (Figura EJ.

Eüülå. La utiliïacian da laa Piaamidaa cama vanicuiaa malacuiaraa

ha aida amaiiamanta racamandada, na aala mar aar malaculaa da

daala cadana, aina gua narmaimanta na raguiaran da candicianaa

tan aatrictaa Para au difuaian va gua aan naradaalaa, miantraa

gue an laa fagaa filamantaaaa, aa raguiaran agitacian vigaraaa v

tamparatura aatrictamanta canatanta Para mantanar adacuadamanta

laa Pili Par laa que al faga guada infactar. ådamaa,am algunaa

fagaa, la aataailidad da laa inaartaa na aa muy auana, ganaranda

raarraglaa gua dificultan au aatudia í 23,35 J. Par atra parta,

ai al alaamida aaaaa un aiatama tan fina da dataccian da

imaarcianaa cama la inactivacian inaarcianal da la Bata

galactaaidaaa, an al cual aa datactan inaarcianaa an un aala

naaa, aa cuanta can un aacaìanta vahicula da clanaciam, can aata

Pragaaita Uiaira v Maaaing L 1932 J pradujaran una aaria da

alaamidaa darivadaa dal aüfififiä v laa Fagaa M13, danda arigan a la

aaria da glaamidaa ilamadaa güün, qua aan glaamidaa multicapia da

daala cadana da tamaña aaguafia i E.?Ha aaraa. J gua camfiaran la

raaiatancia a Hmaicilina v maaaam al fragmanta Haa 11-Haa ll dal

[zi 'ší'



SECUENCIACI~ CON DIDESOXlNUCLEOTIDOS COMO TERMINADORES DE CADENA. 

, 

DNA11 t'EMPLADO 
"PRIMER" SINTETICO 

ddATP 

\..-c. 33.~dATP, dCTP 
dGTP, dlTP 

ddCTP 

DNA POLIMERASA 1 
(KLENOW] 

ddGTP 

1 

s' 

ddn.P 

r 
5 '--.....---ddA TP S.:--.ddCTP 5!--ddGTP 5'~ddT1'P 

Aº eº eº Tº 

5 '.,........__AACTGTAGddC 

5 '.............._ AACTGTAddG 

5 '- - AACTGTddA 

5 '--- AACTGddT 

5 ' .... --.AACTddG 

S '.,........._ AACddT 

S '..--- AAddC 

5'..--AddA -
5 '....-..-.:. ddA -

Fig.8.- Secuenciación ae DNA . a partir del 
de·:=..,c¡·- i t.o pot- :3 a1···,9e1·- . · 

4U 

m•:?.t.odo 

SECUEl'¡CLlCII¦I¡ DON DIDESOXINUCLEOTIDOS COMO TERHINADORES DE CADHM.

m~¦A¡¡ 'IEHPLAÉ 3I 5'

"PRIMER" SINTETICO 5* -¡I

\."°n¡}d^TP' “CTP mi Poiirnanisi 1am. drrr ¡KLENOWJ

IIÚATP dåCTP GÓGTP ÚGTTP

5 '-H,...-f---lìtULT'P 5.1*-"'--ÚÓCTP 5 L""-^-ÚÓGTP 5 '...J'-----GÓTTP

i° _ cf c° 1 1°
5 './----AACTGTà.GddC _...

s '.,-....-..._ Aicrcmddc _.
5 ',.¬......... Aicrcrdai ___
5 '..-_,...-.. Mcmdar __..
s '...-.-_.-_ Marais --
5 '...›---- AACddT -

5 '_,,.....-..- Made _ --
S '.--...J--- Addå 1--~

X "":'_'

F ig.. :~ï:, - +`*`-F-~:I-J~=;~rJ-_:iaciari da iI=!~«J:ïJ . a Jïfëëf. F" 111-1 P" Iïlïiëfì "`I*ï*¿f 'E1-'ï"ïï¡'3
-li-aaf: r iii-CI F¬ï'F f±¡E1I"JaJE!'" +-'

+1- Li



pern1ite detectar las inserciones practicamente del mismo modo que 

en el sistema M13 

El pBR322 es un plásmido multicopia de ri vado del Col El 

de doble cadena que mide 4, 36 úpb construido por F. Bolivar et.al. 

en 1977 con el propósito de obtener un vector de clonación con 

varios sitios Gnicos de rest ricción para varias enzimas, en 

puntos estratégios, teniendo la opción de anular las resistencias 

i:=:rn1p. , 

manteniendo una presión de selección para evitar la pérdida del 

plásmido < 21, 30, 38 1. 

Las estrategias básicas de clonación se muestran en la 

f l g 1.A ¡·- 8. 'j • Los vehiculos M13mp18 tr y pUC1 8 s e digirieron con Sma 

I, Eco Rl y con ambas. El pUC18 además fué dige rido con Hinc Il y 

por la doble digestion Hinc II-Eco RI. El pBR322 fué digerido con 

las enzimas Eco Rl-Eco RV simultaneamente, 

fue utilizado para realizar 

con los fragmentos generados por 

1-Eco RI del DNAmt AM13. Solamente cuando se 

utilizo al pBR322 cortado con Eco RV se modificó el producto de 

la doble digestion del ADNmt AM13, 

pegajosos generados por Eco RI para obtener solamente extremos 

f i g1_ff a 1 U esperando poder ligar t odos en este vehículo. 

41 

mlümgn an al cual aa ancuantran tanta lac E cama al SML, ia qua

aarmita datactar laa inaarcianaa aracticamanta dal miama mada gua

an al aiatama M13 ( 31,34,3? J,

EBRHÉÉ. El PHHBÉÉ aa un alaamida multicaaia darivaaa dal Cai EI

da daala cadana gua mida 4,HaUaa canatruida par F. Baiivar at.al.

, an 1??? can al Pragaaita da aatanar un vactar da clanacian can

variaa aitiaa unicaa da raatriccian Para variaa anaimaa, an

auntaa aatratagiaa, tanianda la aacian da anular laa raaiatanciaa

gua canfiara ( ama., Tat. J par inactivacian inaarcianal,

mantanianda una graaian da aalaccian para avitar ia pardida dal

alaamida ( E1, BU, 33 J.

Laa aatratagiaa aaaicaa da clanacian aa muaatran an la

figura 9. Laa vaniculaa Mlümglä fr v PUUIH aa digiriaran can äma

I, Eca RI v can ambaa. El PUUIS adamaa fua digarida can Hinc Il v

gar la daala digaatian Hinc ïI~Eca HI. El PBHSEE Fua digarida can

laa anaimaa Eca HI-Eca HU aimultanaamanta, y can Eca HU

aacluaivamamta. üada vahicula fua utiliaada para raaliaar una

ligacian al aaar can laa fragmantaa ganaradaa gar la daala

digaatian äma I-Eca HI dal Dwãmt QMIB. äalamanta cuanda aa

utiliza al PBHBÉE cartada can Eca HU aa madifica al praducta da

la daala digaatian dal Hüflmt åmlü, rallananda laa aatramaa

aagajaaaa ganaradaa Par Eca HI Para aatanar aalamanta aatramaa

raaaa 1 figura lü J aagaranda nadar ligar tadaa an aata vanicula,

-11



E S T R A T E G I A 

Digesti6n de vehículos 

sencillas 

Sma I 

Hinc II 

ECO RV. 

Eco RI 

dobles 

Sma I-Eco RI 
Hinc II-Eco RI 
Eco RV-Eco RI 

secuencia de recono­
cimiento y corte 

e e c!
1

G G G 

G G GfC e e 

G T C'G A C 

CA GfC .T G 

G A T~A T e 
C T AfT A G 

G'A A T T C 

C T T A A1G 

DE e L o N A e I o N 

extremos que genera 
y vehículo empleado 

--
pUClB, M13mplC 

pUClB 

pBR322 
·-

pUClB, M13mp18 

pUClB, M13mp18] 
pUClB 
pBR322 

Rasos 

Pegajosos 

Ambos 

fragmentos de la 
doble digesti6n 
del DNAmit Aml3 

ligables 

C, H y J 

G e I 

A, B, D, 

E, F y K 

Esquema de los DNAs digeridos utilizados en la clonaci6n 

DNAmit AM13 M13mp18 pUC18 pBR322 
Sma I-Eco RI 

A,B,D,E,F y K r 1 r 1 e 1 
• • r 1 r ~ r 1 

G e I r 1 1 1 
.- r 1 1 

C,H y J e 1 

• •/ 

Fig.9.-En este esquema se muestran las estrategias 
básicas de clonación empleadas para obtener la genoteca del DNA 
mitocondrial Am13. En el cuadro superior aparecen las enzimas 
empleadas en los vehiculos respectivos, asi como las inserciones 
que en estos se esperaban; en el inferior se esquematizan los 
extremos de los DNAs involucrados. 

E 5 T R.ñ T E G I ñ DE C L O H L C I
¿_.-. I ïí ¡ 1

Digestión de aehfculoe
secuencia de recono- extremos que genera fragmentos de la
cimiento y corte Y vehículo empleado doble digestión

del DNAmit Hm13
sencillas

C C C16 G G
sm* I G G etc c c

G T ClG A C
"inc II c A sic T G

G A T{A T C

c T Afw A G PBH32Eco RV.

GIA A T T C
ECO RI

dobles

Sma I-Eco RI - pUC1B, H13mp1B A B
Hinc II-Eco RI püfilfl Ambos '
Eco RV-Eco RI pBR322 - E F Y K

I'

¡-- 1-I

puia, niampin
ligables

pUC1B Rasos C, H y J

C T T A A1G PUCIB, H13mp1B Pegajosos G e I

-,a - ~,¬- ._ . F _

DNAmit AH13 H13mp18
Sma I-Eco RI

BBBJcBJnnm'yx
JP--I

G e I
| .

-J-¬r
I

cniya
I

n--I;

pUC18

BBEBB

I Esquema de los DHAB digeridos utilizados en la clonación

pBR322

EB

L... ___.. _ __,

Fig.#, En aata aaguama aa muaatran iaa aatratagiaa
aaaicaa da clanacian amalaadaa nara aatanar ia ganataca dai bla
mitacandrial åmiü. En ai cuadra augariar anaracan laa anaima;
amniaadaa an laa vaniculaa raaaactivaa, aai cama iaa inaarciura
«qua gm ggïrfigfgg Egpgratfiwfl Eflfl al 1HfHF1CW'EHE Eäflmëmüïiïfifli E
aaiffiamaa da icailflfläa irmmihmcradaa.
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Rellenado de los extremos pegajosos generados por Eco RI 
en la doble digesti6n Sma I- Eco RI del DNA mitocondrial 

G A A T T e 

e T TA A G 

l + l 
Klenow, 5' a Tº Ambiente y añadir 

1 
dTTP, dATP, 30' a TºA. 

1 
G A A T T A A T T e 

C T T A A T T A A G 

Fig.lü.-Esquema de la reacción de rellenado de extremos 
pegaJosos como el generado por la endonucleasa Eco Rl, utilizando 
el fragmento largo de la DNA polimerasa I, el Klenow. 

Con los productos de las ligaciones se transformaron 

las cepas adecuadas, se identificaron y se conservaron los 

plésmidos recombinantes. En la figura 11 se muestra un esquema 

del procedimiento seguido. Se transformaron células competentes 

obtenidas por CaCl2 ) de la cepa JM101 

productos de ligación en las que se utilizaron el M13mp18 y el 

aplicando el ensayo de inactivación i n'.:::.e~··c i ona J. 

Beta-galactosidasa a~adiendo X-gal e IPlU l. 

para detectar clonas en M13 incluían células en tase logarítmica 

de crecimiento no transformadas como césped, mezc1aaas con las 

4::.3 

Rellenado de los extremos pegajosos generados por Eco RI
en la doble digestión Sma I- Eco RI del DNA mitocondrial

G A A T T C

C T T A A G

+

Klenow, 5' a T” Ambiente y añadir

dTTP, dATP, 30' a T°A.

G A A T T A A T T C

-.'C T T A A T T A A G..-

F-" ig, iii , --Ea-:iuarna -:ia J. raacc 1 an da r al J- ana cia cia ai-=;tr-aun-1;-a
1:;-a=::-2-icama al ganarada |:-ar J. ar"|-:I-:-r“||..J~:;laa-aa J:'~_'-;;:;a HI. , ut i .L iizan-:Ja

al fragmanta larga da la HNQ galimaraaa l, ai tianaw,

Ban laa araductaa da laa ligacianaa aa tranararmaran

las canaa adacuadaa, aa idantificaran y aa canaarvaran laa

alaamidaa racamainantaa, En la figura 11 aa muaatra un aaguama

dai gracadimianta aaguida. aa tranafarmaran caiuiaa camgatantaa

i üüfiëfiiüãä PDF Éflfila J da la capa JMIÚ1 da §.§g¿¿ can laa

graductaa da iigacian an laa gua aa utiliaaran al miämnla y al

_- : anlicanda ai anaava da inactivacian inaarcianai da iaT,
:- ..._ _. É -. -, 15-I '-1

Hatargalactaaidaaa i añadianda H¬gai a lPlu J, Laa aagarimantaa

gara datactar clanaa an M13 inciuian calulaa an faaa iagaritmica

da cr ac i m 1 arita na t r" "F" a r ma=;:ia:.-"f, cama =:.'; |:~a|:;J, ma 321:: .L acia a =;;;=:'.fn i a fa

¿J



DNAmit 
Am13 

T R A N S F O R M A C I O N 

tt.13mpl 8 

+ ligasa 
de T4 

pUC18 

+ ligasa 
de T4 

pBR322 

toda la noche a ,temperatura ambiente 

+ células JM101 

40"'a OºC, 
2"'a 45°C 

+ células HB101 competlntes 

"-..., 
. " clonas transformadas 

ampicilina 
selecci6n de clonas transformadas 
por vehículos recombinados en un 
solo paso; inactivaci6n insercio­
nal del gen lac z: · l REPLICAR 

selecci6n de clonas portado 
ras de vehículos recombina= 
dos tetraciclinas 

Fig.11.- Transformación y selección de clonas de la 

genoteca del DNAmit Am13. 

4.4 

T R A N S F 0 R MMA C I 0 N

M13mp18 pUC18 pBR322

DNAmit
Am13

toda

+ ligasa + ligasa
de T4 de T4

la noche a temperatura ambiente

+ células JM1ü1 + células HB101
competentes, competentes

40'a 0°C,
2'a 45°C

selección de clonas transformadas clonas transëormadas
por vehícu
solo paso;
nal del ge

los recombinados en un ampicilina
inactivación insercio-

n lac Z? _l REPLICAR

selección de clonas portado
ras de vehículossrecombina-
dos tetraciclina

Fig,1l,~ Tranafarmacian v aaiaccian da clanaa da la

ganataca dal üHñmit am 1 1.5 ..

¿J



células transformadas en agar suave, en el cual se detectaron 

placas de crecimiento mas lento azdles o blancas. 

transformadas con los productos de 

sembraron en caJas de LB agar con ampicilina, permitiendo crecer, 

·;;..() 1()11 a las células transformadas. Cuando se utilizó el p8R322 

fueron transformadas; se sembraron en cajas de LB agar 

ampicilina, donde crecieron todas las células transformadas , y de 

donde se rescataron las clonas que no crecieron en tetraciclina 

al ser replicadas. 

Los plásmidos pUC18 y pBR322 dieron a primera instancia 

buenos resultados, obteniendo 42 y 103 clonas respectivamente. 

0NA de los plásm1dos por min1preparación, 

analizó digiriendo con una enzima que linea r1zara el plásm1do, y 

posteriormente con dobles digestiones, usando enzimas cuyos 

sitios de reconocimiento estuviesen próximos al 

productos de las digestiones fueron separaaos por electroforesis 

en geles de agarosa. 

obtenidas en pUC18 no 

a pesar de haberlas semipurificado () t::i t.1;:! 1···1 :i. ~-~ 1· .. , ci (:t ro .::1. ·:·:·:·:-

) ' y haber verificado en lo posible las condis1ones de 

En el pBR322 seleccionamos al linear1zar con Eco RI, 

65 clonas las cuales fueron agrupadas por su tama~o aparente. 36 

clonas fueron sometidas a la doble d1gestion Eco RI-Bam HI, 

las cuales 6 fueron ident ifi cadas f :i. -;;u r <:<. J 2 ) .. 

celulae tranafarmadaa en agar auave, en el cual ae detectaran

elacaa de crecimianta mae lenta aauìea a aiancaa, Laa celulaa

tranafarmadaa can laa araductaa de iigacian del auüia, aa

aamararan en caiaa de LH agar can amnicilina, mermitienda crecer,

aala, a laa caiulaa tranafarmadaa, tuanda ae utiliaa al PBHHEE

en laa ligacianea, celulaa camaatentea de ia caga Hfiiül de §.gg¿¿

fueran tranafarmadaa; ae eamararan en caiaa da LB agar can

amgicilina, donde crecieron tadaa laa calulaa tranafarmadaa, a da

donde aa reacataran lae clanae gue na crecieran en tetraciclina

al aer raalicadae.

Lea elaemidaa puüiä y PHHHÉÉ dieran a primera inatancia

tiuenaa reaJ.Jlta«:Ia'~.:;,. at:-ter|iar"|-31131 -iii v 1L`II3 c l ana-a r"aai:-e-:itivamanta,

de eatraja al DHQ de laa aiaamidae gar minioranaracian, y aa

analiaa digirienda can una enaima gue lineariaara el giaemida, v

maatariarmanta can daalee digaatianaa, uaanda anaimae cuyaa

aitiaa de racanacimianta aatuviaaen nraaimaa al inaartai Laa

graductaa de laa digeatianea fueran aaearadaa ear aiactrararaaia

en geiea de agaraaa,

Laa clanaa aatanidaa en aüüid na ae pudieran

caracteriaar a neaar de naaeriaa aemieurificada ú antanianda maa

de üü J, v naaer verificada en la maaiale laa candiaianea de

digeatian,

En al PBHÉEE aaieccianamaa, al linaariaar can aca Hi,

añ cianaa laa cuaiaa fueran agrunadaa mar au tamaäa aparente, aa

clanaa fueran eamatidaa a la dable digeatian Eca HI~Ham Hi, de

iae cuaiee a fueran idantificadaa i figura 12 J,

ed



Fig.12.- En esta fotografía aparecen 5 de las 6 clonas 
portadoras de fragmentos diferentes de la genoteca del DNAmit 
Am13, en 
35,60,78,84 
digestión 

los 
y 

Sma 

carriles 4,8,9,10, y 11, aparecen l as clonas 
74, las cuales portan las bandas de la doble 

I-Eco RI del DNAmit Am13 D, I, G, H e I 
respectivamente ( la nomenclatura de las bandas corresponde a l~ 

utilizada en las figuras 4 y 5 l. Con la~. se s~ala la banda 
correspondiente a las 4kb restantes del pBR322 al digerir las 
clonas con Eco RI y Bam HI. 

CARACTERIZACION DEL GENE DEL APOCITOCROMO b DE LA CEPA Am13 

46 

_”  

J JJ
f -  v

..... . . -. . _.. .-. ..¬ - _. .
1 M.. ' ` ' ~ .. --- ...- . .. ..› .'.. ... . _. ... ... .. ... . .- ' ... .N U.. N- .. ... ..-› .« ¢ .. 2,.- ..-' ... ... ¿... .' -.-- _. . .. ... .....- . ¢ -Q ¢ . 1 3 1 1 .- ›-»s1g,ia, cn mata iutugralia aparecen a me lan a cluna;

pMar“tëojfin*aui cae Fr agfinefiitfiwa «jiqFen*efiitaaa =fief lei çmarwninacua cüei ìHü#nniJ:
.-'-. _. - .. ' . . . . . . . . .. . . .. _. .. . 1 .-I 1;; j -' -- _ _. 1 - _.. .. J _...r1fšJÁ.,fi , air J .if,J:» «i.«iš' J J..i=mf:i *+ , »_=, Íf , J.iJ , y J..i , mtp»<:flš fim1i.m:r 1 .ifzsii u,.if_-rf¢i.:
. ¢ .... .. . »-

s~_ I.<
!É.-_.

'J _.-_.._ !'-.'¬-"- .¿a,eU,.- : y Fe, laa cualaa aartan laa aandaa de la debia
digaatian äma I Eca Hi dai Dmümit åmifi ü, 1, u, H a i
reaaectivamanta i la namancìatura de laa aandaa carraaaanda a la
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LA RESISTENCIA A ANTIMICI NA A. 

La clona 24 porta el fragmento de 2.8 kb.en l a cual se 

encuentra e l gen del apocitocromo b. L..-. ci.1· .. 1t·::~ 1 ·- i 01"· 

cortándola con Sst l, endonucleasa de restr1cc1ón que no tiene 

sitio de reconocimiento en el pBR322, ·~/ ':::.(:;. 1 () uno •::>.n •'2 l 

WM2 7 , justamente en el gen del apocitocromo b f Í.'::;i t. H" d . ':'i ) " 

Siguiendo un mapa de restricción fino, elaborado por A. 

apocitocromo b del 0NAmt WM2 7 ( Fig.13 ), 

obtenido al secuenciar dicho gen c l onado en pBR322 p?-'1B--4 ) ,. 

vet- ]. ficó el patron de restricción del fragmento de 2.8Kb del 

DNAmt Am13 utilizando Rsa I f ig .. 14 ). Al compara r las bandas 

F,G y H en dicha figura , se aprecia la modificación cuando menos 

de la banda superior, la F . 

L;:.. identificación de () l Ct. ";:;. 

modificaciones en el gen del apocitocromo b de la mutante Am13, 

rn1.A y probablemente nos orienten en el c:onoc: :i. rn :i ent.o ele 

l a antirnicina A y - ·¡ 
t::! l rn i :;,:.mo, ·=:. :i 

secuenc ia de aminoácidos del gen. 

Para poder conocer la secuencia nucleo t i d1ca del gen 

del apocitocromo b de la cepa Am13, se obtuvieron subclonas del 

rn i srno, pretendiendo obtener insertos de tarna~o adecuado para la 

secuenciación y en posiciones convenientes para este propósito. 

Con ese bbjetivo, se usaron tres vehí culos, el pTZ18R, el M18mpl8 

y e .l pBF(322. 

4/ 

BE La LEVäoUHå §¿gïïerom¿ceå iactie, HE5PüNofiHtE DE
Lo HE5I$TENülñ H ewllfiltlwn e,

La clona E4 porta el fragmento de i Hb,en la cual aem L

encuentra al gen del apacitocromo b. La anterior ee verifica

cortandola con det 1, endonucleaaa de reatriccion gue no tiene

aitio de reconocimiento en el pBH3zz, y aolo una en el Dmemit

WWE?, Justamente en el gen del apocitocromo b i figura 5 J,

Siguiendo un mapa de raatriccion fino, elaborada gar Q,

Brunner del gen del apocitocromo b del UNfimt MME? ( Fig,1H J,

obtenido al eecuenciar dicho gen clanada en pBH3E2 i pñäflo J, ae

verifico el patron de reatriccion del Fragmento de É,dHb dei

Dflñmt ñmlä utilizando Rea I í fig.l4 J. el comparar laa bandaa

F,H y H en dicna figura, se aprecia la modificacion cuando menoa

de la banda auperiar, la F,

La localizacion e identificacion de la o lae

madificacionee en el gen del apocitocromo o de la mutante nmlo,

muy probablemente noe orienten en ai conocimiento de laa

interaccionea entre la antimicina A y el miemo, ai no, cuando

menoe ae tendra una idea al comparar lae cambioa a nivel de la

aecuencia de aminoacidoa del gen,

Para poder conocer la aecuencia nucleotidica del gen

del apocitocromo b de la cepa Hmlä, ae obtuvieron eubcionaa dei

miamo, pretendiendo obtener inaertoa de tamaño adecuado para la

aecuenciacion y en poaicionee convenientea para eete propoaita,

Gon eee objetivo, ae uaaron tree veniculoa, el pïälofi, el miümpio

y el püfiäüz,

4?



Pvu II-0 
Sst I - • 
Rsa I - • 
Hinf I-A 
HaeIII- o 
Mbo I, 
Sau 3A- o 

cit. b 
1151 p b. 

• • Sma I~~~~~~~~~~-,,.,.-=--=__,,,.-~-=-~~~~~~~~~~~~~Eco RI 

~ 2800pb. 
• 6 ... • • • 

Fig.13.- Patron de restricción de la banda de 2.8kb (E 
en las f igs . 4 y 5 ) generada por la doble digestión Sma I-Eco RI 
del DNA mit de la cepa WM27, portadora del gen del apocitocromo b . 

@Rsa I 

A- 2510pb 
B- 1565pb 
e- 1223pb 
D- 684pb 
E- 42lpb 
F- 253pb 
G- 247pb 
H- 235pb 
I- 44pb 

Eco RI 

• 

• • 
. ·. · .• : :·: .... : : ..•. : •• ·. :,. i .• :; •.•• : . ~. ·.: •• : : . ~ 

•,. . . . . . . . . .............. •. . .. •..... .. . '. 

... , 
1 

Sma I 

Fig.14.- Esquema de la clona 24 en el que se mustra la 
ori e ntación del inserto de 2.8kb Smal-Eco RI , algunos de los 
sittos de restricción en este, y los sitios de reconocimiento de 
la enzima Rsa 1 en el pBR322. Abajo se muestran las bandas 
obtenidas al digerir la clona 24 con Rsa l. 

citb
, 'I'I61pp,

Rsa I -5 Sma I Eco
Hinf I-A
HaeIII- 1: , Í ,
Mbo I, ¿eno naaa en s A un
Sau 3A- 0

g,1$,~ Fatron de raatriccion de ia banda oa z,oHb H E
en laa Figa, 4 y o J generada por ia doaie digeation ama inüco Hi
del ümåmit de la cepa WWE?, oortadora del gen dai apocitocromo o,

€¦›Fma.I

- 2510pb
- 1565pb
- 1223pb
- 684pb
- 421pb
- 253pb
- 247pb

235pb
44pbJrH¦fl*flU1U(1UJW

Eco RI Sma I5 C

Eco RV Eco' RV
A

A A,

-0- 1. ia
I' .I Ii

-li'1,.. '-1Í.i-I'¡.e of* .¢,'QI ,I dig
1 1-'I-.IN'1"-'QrI I..

Q-I @I II!

'\.

F i 1›'-"J . - Jš.t~;-i-::¦u¬ama de J- a c J. ona 1:;-fl en e J. f::;|±...|a -¿aa mu-1-'_-1. 1:.. r a J.
orientaciowi «mal inaartc¦tHa.J,dkb omal-Ecflflkki, aigunoe cmi .hee
aitioa de reatriccion en eete, y loa aitioa de reconocimiento de
la encima Haa i en ei pbnozz, abajo ae mueatran laa oandaa
-:;fbt.er|i~:Iaa al digerir la clone 1:2-¿J con J-¿laa J.,

-¿J ci



Fig.15.- Fotografia en la que se comparan los patrones 
Rsa I de restricción obtenidos con la endonucleasa 

plásmidos portadores del gen del apocitocromo b. ~n los 
1 y 5 aparece pBR322 digerido con Hae III y 

en los 
carriles 
Hinf I 

respectivamente, como 
2,3,4,6,7 y 8 aparecen 

controloes marcadores, 
los plásmidos pRC, pAB - 4, 

en los carril es 
24, pUC, pBR322 , 

y 24, respectivamente. 

El pl"Z18R es un plásm1do multicopia derivado del 
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A pesar de su reducido tama~o. 

\i1=:!C:t.c:i ¡·- en el cual se puede clonar, 

16 

Como vehiculo de clonación ofrece varias ventajas~ 

·-·:3u alto rendimiento de DNA 150-200 copias por 

lo cual 

\ 
l" 

) . 

fc•.C i l clonación de fragmentos de DNA y su identificación a 

través del ensayo de la Beta-galactosidasa. 

-Tiene dos origenes de replicación, uno para producir moléculas 

el del pBR322 1, y uno para originar cadenas 

F:l ) ' •::? l Cl ... J<:~ J. es utilizado cuando células 

transformadas por el p ·rzR18 son superinfectadas con el 

k <::1nci.rn i c J. n<::• . • 

sencillas son secretadas de la célula, J.<::1 

cubierta del M:l3KOJ. 

····La cadena sencilla del 

secuenciar de acuerdo con el metodo descrito por Sanger (39), 

utilizando un primero reversa comercial. 

-Porta el gene de la Beta-lactamasa, confiriendo la resistencia 

a ampicilina a sus hospederos, lo que permite a traves de una 

presion de selección artificial, asegurar su permanencia. 

Fl M13mp18 como ya se menciono, ha sido apliamente 

utilizado como vehículo de clonación-secuenciac1on. 

ven1cule PUUIH. H eeear de eu reduclde tamaña, el PTEISH ee un

vector multiectenciaì, en el cuaí ae Pueee cienar, eecuenciar,

mutagenizar naflue y naeta tranecrxbir H1nue í flg. ie }.

üeme venicuie de clenacien cfrece variaa ventajae:

-Hu alta rendimientc de HNQ í'1ãÚ-Eüfi cepiae Per celula l.

I-*-Peeee el een lac.ä y el ÉHE del PUE : le cual Permlte la

facil clenac1en de Fragmentee de DNQ y eu 1dent1F1cac1en a

travee del eneaye de la Beta-galacteeídaea.

-Tiene dee erigenee de repllcacicn, une para preduclf melecuiae

de dable cadena â el del pfiflääfi J, y una para erig1nar cadenae

eenclllae ä F1 J, el cual ee utilizada cuande celulae

tranefcrmadae Per ei PTEHIE een euPer1nfectadae cen el fage

aïggader MIBHÚF en preeencla de kanam1c1na. Lee cadenae

eenciliae een eecretadaa de la celula, emeaeuetadae en la

cub1erta del MIBHÚV.

“La cadena eencllla del PTEHIE puede ut111ïaFee para

eecuenciar de acuerde cen el metede deecrite eer Saneer (392,

utllieande un primera reverea cemerclal.

"Perta el gene de la Beta-lactamaaa, cenfirlende la reeietencia

a amp1c111na a eme neepederee, le que perm1te a traeee de una

nreaien de aeiecclún avtlflclal, aeegurar eu permanenclafl

El Mlfimplä came ya ee menclene, na elde apllamente

utilizada came venicule de c1enac1an~eecuenc1ac1an.

au



SMC Promotor Primero Reversa 

pUC 18 
4 ,..,_ 

T7 

pTZR18 
Ori 
.p8R322 

2.9_Kb 

Fig. 16.- Esquema del plásmido pTZR18, 
se~alan varios sitios de restricción, el gen lac Z ' , el sitio 
mult.ipJ.1:=: de c:lonac:i.ón v el ·:.¿~2n ·:::¡1 ... 1~2 c:onf:i.•:=:r·e 12'. 1·· · e'.'7' l '.':::t. enc1r.~ a. l<:i 
~:::imp:i.ci J. inc.:i .. 

El pBR322 así como otros plásmidos de doble cadena, han 

sido utilizados mas comunmente como vehiculos para clonación que 

para secuenciac1ón, ultimamente se han reportado 

avances que facilitan su utilización para tal objetivo ( 42 :• 

43 ) u En el p8R322 se identificaron secuencias anteriores a 

sitios unicos de reconocimiento de endonucleasas de restricción, 

que pueden funcionar como sebadores de la DNA polimerasa l, a l 

primeros complementarios a estas secuencias con 

cadenas sencillas de las mismas (X. Soberon com.pers .. >. 
' 

r· · c:.n la. 1 ~l ·:~:-:. ~=! 
••• 1 ••• 

1 .. .1 t::~ 

subclonación empleadas para secuenciar el gen del apoc1 t ocromo b. 

EL M13mp18 y el pl'ZR18 se digirieron con Sma I, el M13mp18 además 
" 

~: :¡ 1 

2 ¡É3SMC Promot ero Re-versa
ïì_4í_|__

pUC1B T7

1
Bgl I -

Nae I Lac Z
Orì Orì

" pTzR18 “Bm
2.9 Kb

mw-.nl A 'Ahan mp
5caI II

F1g"lú"~ Eeguema del eiaem1de PTEHIE, en ei gue ee
eeñaìan variee eltlee de reeerlcclenv el gen lac ¿', el eltle
meitlpie de clenac1en y el gen gue cenfiere la reeletencla a la
'e1ffi;1- 1. c 1 .L 1 na ..

El WHHHEE eei ceme eeree e1aem1dee de deble cadena, nan

elfifin utJHì1eëm±ae fieee ccmmuueerüua ccmex wefdiyeiee;|aere@fl:ieFeM:1er: geef

eara eecmenclaclen, eln embargo, uitlmamente ee han reeertaee

aeancee gue faciiltan eu utllieaclen para tal düjetlve i ee,

ed E. En el pHH3fiE ee 1dene1f1ceFen eecuenclae anterleree a

eitiee unicee de receneclmiente de endenecieaeae de reetr1cc1en?

eee Pueden funclenar ceme eebadevee de ia UHÉ Peìlmeraea I, ai

niefildiïar Primeree cemeleeentarlee a eetae eecuenclee cen

cadenee eenciìlae de lae mlemae A H" äeüeren cdm.PeFe. JH
H.

En la flgera 1? ee eeeetran lee eetrategiae de

eueclenaclen empleadae Para eecuencìar el gen del aeecltecreme en

EL Hifimpïå y el eïifilå ee dlglvieren cen eee 1, el Wïdmele ademee

üì



fué digerido con Hinc II. Los extremos pegaJosos generados por 

Bam HI en el p8R322 fueron rellenados. En todos estos vehiculos 

se intentó ligar los productos de la digestión de la clona 24 con 

la enzima Rsa I. En otra estrategia, se trato de ligar en el 

pBR322 digerido con Bam HI los productos de la digestion con Sau 

3AI de un fragme n to de 2kb obtenido por electroelución, al cortar 

la clon a 24 con Hpa Il fi9. :1.:::: ). 

M13mp18 ó pTZR18 24 µ3R322 

Smal ccc• GGG Hpa I I _Bam HI 
GGGt CCC Rsa I c•c G G c!GATCC GT•Ac GGC.C • 1 CAt TG CCTAGG 

Electroelución de ta t 

• 1 banda de~ 2Kb • 

1 
• 

• • GATC 
Sau 3A CTAG 

LIGACION • • LIGACfON 

Fig.17.-Esquema de las estrategias de subclonacion 
intentadas para poder secuenciar el gen del apocitocromo b de la 
l'ilt.Ai::«:u-· ·¡i:.~:;! ¡:¡m l :~..¡. 

f L-II-E' Ci 1 *QI-Z-.:`r" 1 I1I1iI`.'.I I`.'.1IL'Ii¬"| H ji. r"|IZ2 l .L .. L.I'.II'¿ë ii. JE1- F1;-I_'.a"|"1I211 |li'IE:'§§I-En __] 12.11-';-I I '§¿j»i1._.r H._.1 »EH_`_'lI;1¦ |2'I`_`II r`

Ham Pü.ee¬ el Feeeäee feeewmw reiieweefieeu en teeeme eetee; eerdmd4b«

ee 1ntente ligar ide ereddcuee de ia dxgeetlen de ia ciena ee cen

la enelma Rea I. En etra eetrategla, ee trate de i1gar en ei

PBHBEE dlgeridd cen Ham H1 ¿ee erdductee de la d1geee1en cen Bad

lflei -de Luv fìïegneefltc--de:L¿Ht1+abteewicm1 ecw" e1±e:t¢¬aeiLe:1ere al -:ce ter

la ciena E4 cen Hea 11 i figfl le la

M13mp18 Ó pTZR18 24 pBR322

smal ccc*c›oo Hp@ II sam HI
Goo ccc Rsfl I

I----I CET G
CA? TG Electrccgeluciòn de la AC??
"__"-' banda de 1 2Kb "“'_““.'“"

"' ' GATC
sau aa cms _ -

1_|oAc|oN --- -_-í-.. uoAc|oN

F1gF±?.~Eeedema de ìae eetrateglae de edecieflecien
lrflcerflcafihae ¡aerea Fhecfief -eeedeenmïlëer 'ei -gewfi crei apnea ìtnucrunnc= D -Jer ì¿a
mutante emle. -

I ,___



Fig. 18.- Fotograf ia - · 1 ':'.:! .L P<:tt.r .. on ci1~ 

restricción obtenido al cortar la clona 24 con la enzima Hpa II, 
junto a lambda digerido con Hind III y Eco RI como marcador, y la 
posterior extracción de la banda de 2kb portadora 
apocitocromo b, para poder electroeluirla, y 
digestiones ulteriores para subclonar el gen. 
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( JM101 para pTZR18 y M13mp18; HB101 para p8R822 ) se encontraron 

13 en el M13mp18 y - ., 
'=~ .l. 

Analizando las subclonas del M13mp18 , 

linearizaciones que pe rmitieran su estudio adecuado al cortar con 

la enzima Eco RI. Las subclonas de pBR322 fueron analizadas con 

Pa.l L Eco RI ,. los patrones de restricción 

Digiriendo con las enzimas Eco RI-Hind III y Rsa I, se 

encontraron las subclonas esperadas en el pT¿R18 f1·:::1. 1·::,1 ) " 

Las clonas 20,29 y 41 fueron identificadas c.:C1ff1() 

poseedoras del fragmento de 44pb, la 46 porta el de 235pb, 

en las clonas 15 y 34 no 

fue posible definir el tama~o del inserto, variando e n tre el -·' ... 1.J 1:..-:! 

2 4 7 y el de 253pb. La clona 38 porta el fragmento de 253pb, 

mientras que la 42, el de 42lpb. Además, se ident1f1caron clonas 

con inserto s mayores ( la 21 y la 43 con más de 1200pb ) y clonas 

con dobles insertos ( 3,8, 17 ,1 9 y 45 detectadas al cortar con Rsa 

1 ) " 

I-un ur- 1- "IEá Jfiïül para eïäfllä y Mlfime E Hüíül para eflfiäeä J ee encentraren

efiü clenae eeeieiee en PBHSEH, 13 en el Mlämplä y ee en ei

eïïfile.

ånalleende lae eubclenae del Mlfimp à ne ee eetev1eren¡-.:. J"

iinearieecienee que perm1t1eran eu eetudie adecuade al certar cen

la eneima Ece RI. Lae euhclenae de PBHBEE fueren analleadae cen

Pai I, Ece HI, Bet I y Eau Bel; lee eatrenee de reetriccien

üiglriende cen lae eneimae Eee HI-H1nd III y Rea I, ee

encentraren lae eeeclenae eeeeradae en el Pïëfilä R Flg, le J,

Lae clenae 2ü,E9 y 41 fueren identlficedae ceee

eeeeederae del fragmente de eeee, la ee perta el de Redee, lae

clenae 11 y 4U el fregmente de Eeïpes en lae clenae 15 y 34 ne

fue geeiele definlr el tamañe del lneevte, varlande entre el de

E4? y el de ïeüpe. La clena Je perta el Fragmenee de Eeüpe,

mlentrae gue la 43, el de eïipe. ädemae, ee 1dent1f1caren clenae

cen lneertee meyeree í la El y la 43 cen mae de lflüüee } y cienae

cen deelee ineertee 1 3,H,1ï,19 y 45 detectadae al certer cen Rea

I F.

ÍJ *fi



Fig.19.-Fotografia que muestra las subclonas obtenidas 
en pTZR18 portadoras de los fragmentos del apocitocromo b. Como 
marcador se utilizo el pBR322 cortado con Hinf I, y el pRC 
portador del gen del apocitocromo b cortado con Rsa I y aparecen 
en los carriles 8, y 7 respectivamente. La clona 41, corrida en 
~::l c:<:HT i 1 6, l l~~v¿~ •::d in~;1::~t·· to •:::!•:~ 44pb ( l.::;i 4i, (6) 1.::P, l<:!I 46 ,, 
( :l. :~n ;~~~.'.d" l ei. l l , e::; ) ?::t?,, L::1 :3 :::: , C3 ) :;;;;.~;¿.;;,~ , 1 <::t 4 ¿ , ( ·::i :> :J· :;,~ 1_, l <:~. 4 J , 
\ 1 o 1 !~ .. L? .. QJ.• .. . 
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secuenciación, y la subclona 11 de pTZR18 fué secuenciada 

parcialmente; a un cuando no se pudieron secuenciar mas de 50 

nucleotidos, estos se verificaron con la secuencias del gen 

silvest r e obtenida por Aurora Brunner. 

Fig.20.-Fotografia de L placas radiograficas de 
reacciones de secuenciación de la clona 11. En una de ellas se 
se~ala el sitio de inicio de la incerción, y se puede reconocer 
parte de la secuencia complementaria al pTZR18. 

DISCUSION 

56 

partë de la ëecuencìa cümpiamamtaria al mïäfiïš

äacuenmlafiiün, y la fiubalüna 11 de pTäR1$ fué äafluanclaüa

Parfiiaimantaä aun cuandü no aa puüiarmn §efiueHc1ar maä da äü

Huciaüt1dmë, aätmä aa var1†1úarmn amm la äaauanmlaä dal gan

ëilvaëtra mbtanida Pur åurmra Brunner"

A =

1
Í

Fi9.3ü.~Fütmgrafia da 3 placafi fadimgrafifiaä da
reaaciünaa da aafluanciaciün de la üìüna 11" En una de ailafi ae
äañala ai äitla da lmicim ña la incarciún, y me puede rafimnacar

alcu no.:- unno

DIãBUäIUN
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La obtención de DNAmt es una técnica q u e ofrece 

resultados limitados. Las metodologías descritas proporcion an un 

grado de pureza, y cantidad de DNA, suficientes para poder 

realizar diversas digestiones sin inhibir l~ acción de las 

enzimas de restricción empleadas. Ademas, la cantidad de ADNmt 

obtenido por cada 60g de levaduras litros de cultivo 

resulta insuficiente y de difícil maneJo para su empleo en 

diversos propósitos de investigación, como la identificación de 

secuencias específicas a través de hibr1dizac1ónes y si no se 

cuenta con fragmentos discretos de un genoma, resulta complicado 

seguir fenotipos específicos; de igual manera, la elaboración ae 

mapas de restricción finos, se dificulta conforme el tama~o del 

fragmento a estudiar aumenta, de tal forma que resulta mucho mas 

práctico estudiar por separado distintos fragmentos discretos 

un mismo genoma. 

Es por estas razones, ~que la obtención de una genotéca 

aparece como un excelente i n icio para el estudio del DNAmt de 

levaduras p~ i~-. ya que una de las caracteristicas 

fundamentales de los vehículos de clonación es la facilidad de 

obtención alto rendimiento de DNA, el cual gracias a los 

sitios ~nicos de restricción con los que cuente, permite la 

purificación del fragmento clonado. Así, se obtienen grandes 

cantidades de DNAmt a un costo en tiempo y esfuerzo mucho menor 

que al extraer UNAmt de levaduras directamente. 

Las nociones básicas del DNAmt de la cepa Am13 so lo se 

obtuvieron en parte por digestiones en este trabaJo, y en gran 

La übtanc1àn da DNñmt az una tafin1ca que mfrafia

Faaultaüüa limitados. Lai metüdüìüglaa daacr1taä wFüpürc1üHan un

gvaüü de puraïa, y cantidad de HNQ, auficiantaa Para mamar

raa11:ar divaraaa digaatiüflea Elm 1Hh1b1F la acciúfi da laa

anzlmas üa raatr1aciún amplaaüaz. ñdamaa, la cantidad da åüwmt

übtafildü par cada öüg de lavaüuraa 1 E iïtrüa da cuitlvü J

resulta lfiäuficiante y da dificil maneja Para au amplaü an

dlvaraüa prUpüa1tüa da lnvaatigaciún, cama la idantificaciüfl da

aacuanclaa aapacificaa a travaa de h1br1ú1:ac1únaa y al nm aa

cuafita can fvagmafitüa ülaüratüa da un ganümafi Faauita üümwilüaüü

aagulr fanütlpma aapacificaa; da 1gua1 manera, la alabmracian de

mapaa da rastricclúfl flfiüa, aa ülficulta cümfarma al tamaña üai

fragmantü a aatuüiar aumanta, wa tal fürma qua Faaulta mumhm maa

Practica aatuüiar Par aaparaüü üiatintma Fragmantma ü1aürataa da

un mlamü ganüma.

Ea Par aataa raïüfiaä, ïqua la abtenc1üH da una ganatàaa

aparece cama un amüalafita ifiiciü para el aatuüiü dal Dmfimt da

lavaduraa mna~, ya qua una da laa flaraütarxaticaa

fundamafltalaa da laa vahiculüa da clüfiaclúfi aa la faclliüaü da

übtanc1ún y alta rand1m1anta da BNQ, al cuaì graciaa a laa

a1t1üs unicüa de raatricüiün cam laa qua cuanta, Parmlta la

pur1f1caciún dal Fragmaflta clmflaüa. fiai, aa übtlanan granüaa

üant1üaüa§ üa UNHmt a un cüatü an Llama@ y aafuaraü mumhu mamar

que al extraer Ufiämt da lavaüuraz ülrectamanta.

Las Hüclüflaa naalcaa dai DNämt ña la capa ëmìü aülü aa

übtuviarün an parta par d1ga5t1üHaa an aata trabaja, y an gran

fiï



IT112d :i da, gracias a un trabajo anterior en el cual 

·:::.•:::!C:i.A~:!l'··,c: i l~I e .l del apocitocromo b de la cepa silvestre 

y a estudios comparativos de distintos 

genomas mitocondriales en levaduras 22' 4 U J n 

solo se emplearon L 

endonucleasas de restricción, Pudiendo parecer 

la 1 . ..rt:. i l i z;:1c 1 ón ••• J ... 
!,_J !:::: 

mencionar que el pat r ón de restricción que generan juntas, ofrece 

11 fragmentos discretos; los cuales varian en tama~o, 

1 kb .. Estos teó r icamente son compatibles con 1 ... ... . 
.ll .. ,I";;;,. 

vehículos de clonación seleccionados. Cabe mencionar la posible 

dificultad de clonación del fragmento de mayor tama~o en estos 

vehículos si se es realmente estricto. 

En la sección de resultados se presentaron 

vehículos seleccionados para la obtención de la genoteca del 

DNAmt Am13 con sus respectivas cualidades. Es adecuado ahora 

los posibles motivos que favorecierón al p8R822 sobre 

los otros vehiculos. 

Un problema de la u tilización del fago M18mp18, 

este requiere una serie de cuidados estrictos para asegurar su 

difusión. la condición adecuada del pili, requisi t o indispensable 

en la infección del fago, depende de una temperatura estricta de 

::.:< 7:=· e , además es necesario mantener el cultivo en agitación 

de manera que se favorezca la expulsión de nuevos 

fagos una vez que han crecido dentro de un hospedero. En resGmen, 

la manipulación de este fago no es sencilla. 

medlda, graexae a en trabaje anterler en ei cual ee elene y

eeeuencle el gen dei aedeltderded e de la cepa e11veetre á

â.Brdnner edm.eere. J y a eetudlde edmearat1vde de d1et1ntde

dendmae mitdedndrlalee en levaduras i EE,4ü J.

Para elenar el UNemt de ämld, eele ee emeiearen E

endenueleaeae de reetrleeidn, Ema I y Eee HI. Pudiendd parecer

erbltraria la ut1l12ae1en de diehae enelmae, ee Pert1nente

mencidnar que el Patren de reetrieeien que generan Juntae, efreee

edlamente 11 fragmentee diecretee; lee eualee var1an en tamafie,

de 9.fiHb a ikb. Eetde tedrieamente een edmeatlblee een lee

vehiculde de cldnacldn eeleeeidnadde. Cabe mene1enar la pdeiele

dlficultad de cidnacldn del fraementd de mayer tamaäe en eetee

venieulde el ee ee realmente eetrietd.

En la eeeeien de reeultadee ee preeentardn lee B

venieulee eeleceidnadde para la eeteneien de la eendteea del

Uwåmt ñmlä den Sue reeeeetlvae euaiidadee, Ee adeeuade andre

denelderar lee Peeibìee metlvde que favdreeierdn al PHHHEE eebre

ide dtrde venieuiee.

Un prdhlema de la utilieaeien del faee Mldmelä, ee que

eete requlere una eerle de euldadde eetrldtde Pere eeegurar en

dlfdeidn. La edndieidn adeeuada del e1ì1, reeu1e1te 1nd1eeeneaele

en la infeceien del Fade, depende de una temperatura eetrieta de
-... ...dP”C, ademae ee neeeearle mantener el eultlve en ag1tae1dn

viddreea, de manera que ee favdreeea la eeeuieidn de nuevee

fagde una vee que han ereeldd dentrd de un ndepedere. En reeúmen,

la manipdlaeien de eete Fade nd ee eenelllau ütre faetdr que

LF?



desfavorece la utilización del M13 como vehiculo de clonación, es 

la inestabilidad de ciertos insertos en algunos sitios de SMC 

31, 35 ). S in embargo, a pesar de dichas desventaJas, este fago 

se utiliza comer cialmente para clonar y secuenciar, asi pues, si 

no se obtuvierón clonas, debemos considerar los factores que 

intervienen en la clonación como posibles responsables. El 

M13mp18 solo sin cortar usado como control, transfo rmo 

eficientemente, cuando se utilizó linear izado fosfatos 

terminales, el rendimiento de transformantes disminuyo 

dramaticamente. Asi que solo quedan por considerar dos aspectos 

como responsables, la utilización de proporciones inadecuadas 

vehículo-inserto, ó condicione s desfavorables de l igación 

(temperatura , amortiguadores, etc. >. 

Cuando se intentó obtener la genoteca en el pUC18, 

sucedieron cosas muy interesantes, pues si bien en este veh1culo 

se obtuvieron muchas transformantes aparentemente portadoras de 

plásmidos recombinados, por diversas razones, estos no pudieron 

ser caracterizados. Tal vez su calidad de plásmido mu lticopia 

ayudó en la eficiente transformación observada, además la 

manipulación adecuada de este vehículo no es dificil, de tal modo 

que se realizaron diversas ligaciones, en las cuales se verificó 

al transformar, la eficiencia del vehiculo, comparando desde 

luego con los controles pertinentes uno con pl ásmido sin 

fosfatos te rmina les, el cual no transformó eficientemente, y uno 

con plásmido intacto, en el cual la transformación resultó en 

exceso satisfactoria>. Una cualidad que •:abe destacar, tanto de 

este sistema como del anterior, es que la detección de clonas se 
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deefaverece la utiiieacien dei M13 ceme venicdie de clenacien, ee

ia ineetaeilidad de ciertee ineertee en aigunee eitiee de HMC a

31, 35 J. Ein emearee, a eeear de dicnae deeventajae, eete Fade

ee utiliza cemercialmente para clenar y eecdenc1ar, aei euee, el

ne ee eetdvieren clenae, deeemee cenelderar lee ,facteree que
ri

intervienen en la clenacien :eme eeeielee reeeeneaelee. El

Miämelä eele { ein certar 1, deede ceme centrei, traneferme

eficientemente, cuande ee utiliee linearieade ein Feefatee

terminalee, ei rendimiente de tranefermantee diemindye

dramaticamente. äei eee eele quedan eer cenelderar dee aeeectee

ceme reepeneaeìee, la utilieacien de prepercienee inadeceadae

veniculefiineerte, e cendicienee deefaveraeiee de iieaeien

(temperatura, amertiedaderee, etc" 1.

Udande ee intente eetener la eeneteca en el eddie,

eucedieren ceeae muy 1ntereeantee, Pdee ei eien en eete venlcuie

ee eetuvieren mucnae tranefermantee aparentemente eertaderae de

eiaemidee recemeinadee, Per divereae raeenee, eetee ne pudieren

eer ceracterieadee. Tal eee ed calidad de elaemide mdìticeeia

ayude en la eficiente tranefermacien eeeervada, ademae la

manieuiacien adecuada de eete venicule ne ee dificil, de tal mede

que ee reaiiearen divereae iieaclenee, en lae cualee ee verified

al tranefermar, la eficienc1a del venicule, cemearande deede

ideee cen lee centreiee eert1nentee t ene cen eiaemide ein

feefatee terminalee, el cual ne traneferme eficientemente, y ene

cen pleemide intacte, en el cuai la tranefermacien reedlte en

eeceee eatiefacter1a J. Una cdaildad due caee deetacar, tante de

eete eietema ceme del anterier, ee que la deteccien de cienae ee

59



1 • ..ri::. i .l 1 zc:•.ndo 

incercional de la Beta-galactosidasa. 

Al intentar caracterizar las clonas obtenidas en este 

vehículo, nos enfrentamos a un patrón de restr1cc1ón no esperado, 

cual aparecieron demasiadas bandas cuando 

se complicaron a~n má s a medida que se 

digestion es con diversas endon ucleasas. Probables explicaciones a 

los eventos ocu rrido s, se enlistan a continuación: Primero, se ha 

reportado en distintos manuales de reactivos comerciales, la baJa 

•:':! f :i. e: :i. ~?.ne: i a de algunas enzi mas para cortar ciertos plásmidos como 

p8R322 y sus derivados Si este hubiese sido el 

p o dría arguir que las bandas obtenidas solo ., ...... . 
. Ll,.,1·:::.· 

monómeros, dímeros, etc., que se encuentran normalmente cuando no 

se ha digerido el pUC18 y se somete a electroforesis. 

nunca se obtuvieron digestiones completas, i='()C: i:::i 

a la luz de la inestab1l1dad del patrón 

obtenido del mismo DNA recombinado. Segundo, en algunas ocasiones 

.•. t •.. .... 
l_J!_,1·.:.:..· o mas plásmidos diferentes, 

reacción de ligación, transforman a la misma célula hospedera. Al 

de algunas generaciones como es natural, ·, ... 
J -:::\ 

J. O'.·:~. plásmidos habrían 

proporcional en la colonia derivada de aquella célula. Sólo si un 

lo suficiente como 

1 ••• 1n<:l 

cambiarían du r ante las divisiones F·1 . ..1~:::::::. 

las células portadoras de plásmidos peque~os, podrian dividirse 
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lleva a caee en un eele eaeeï utilieande la inactieacien

incercienal de la Beta-eaìacteeidaea.

el intentar caracteriear lae clenae eetenidae en eete

tfeì-*|;í±:|_¡_L±:±, rujie, |e|-"¡1“i-'ei-";t+e¡±¬¡;±;=*5,-1. ia i.-ir: F-Eñï-†”fÍ1r"r (lie i'“1e*E1-;'fC.-i"'1±II±;“.1¢f21I“`1 ¦"H`;II EEE-L|';¬=rêer"iE~idf11I†.

en el cual aearecieren demaeiadae eandae cdande ee intentaba

üetener linearieaeienee, adeeae eete ne reeuite eetaeieä lae

ceeae ee cemelicaren aún mae a medida que ee intentaban ndeeae

dieeetienee cen divereae endenucleaeae. Preeaelee eepiicacienee a

lee eventee ecurridee, ee enlietan a centinuacien: Primera, ee na

reeertade en dietintee manualee de reactivee cemercialee, la eaja

eficieneia de aieunae eneimae para certar ciertee eiaemidee ceme

el PBHHEÉ y eue der1vadee í el edüid }. di eete nueieee eide ei

caee, ee eedria areuir que lae eandae eetenidae eele eran lee

menemeree, dimeree, etc., due ee encuentran nermaleente cuande ne

ee na dieeride ei eüüld y ee eemete a electrefereeie. Ee decir,

nunca ee eetuvieren dieeetienee cemeletae, ie cual reeuita eece

ereeaele, eeeeciaimente a la lue de ia ineetaeiiidad dei eatren

1::«I:=t-enlde del rnieme J.`>Nrï1 re=:;:efneinad±::-. f:`¿:leeI.ir"u:i¦::±_¬ en aieuriae ecaei-:::fnee

eucede due dee e mae eiaemidee diferentee, ereductee de la eiema

reaccien de lieacien, traneferman a ia miema eeiuia neeeederafl el

cabe de aleunae eeneracienee ceee ee natdrai, en la herencia

eetracremeeemal, lee elaemidee naerian eeereeade de manera

ereeercienai en ia celenia derivada de aeueiia celula" dele ei en

elaemide Fueee mucne mayer due el etre, le euficiente ceme para

reereeentar I mna ¿area Para el Hüäfiëüerü, entüflüee lee

ergearçienee cameiarian durante lae divieienee ceiularee, edee

iae ceíulae Pertederae de eiaemidee eeeueñee, eedrian dieidiree

ed



más rapido que las de plásmidos mayores, pues estas últimas 

emplearían mas tiempo al replicar un genoma mayor. De cualquier 

fo rma, el DNA obtenido de dicha colonia presentaria moléculas de 

diversos tama~os, las cuales si en realidad hubiesen sido 

digeridas, seguirian presentando varias bandas, según los 

diferentes tama~os generados en la ligación. Sin embargo, a pesar 

de haber purificado por estrias dichas clonas, el patrón de 

restricción de difícil interpretación permaneció. Tercero, una 

opción más seria pensar que la cepa utilizada como hospedera de 

las ligaciones con pUC18, tuviera alg8n tipo de modificación que 

alterase los posibles eventos de recombinación que esta puede 

llevar a cabo, lo cual generaria una gama de plasmidos 

recombinados en una dinámica constante de cambio. 

Al clonar en el pBR322 los fragmentos geerados por la 

doble digestión Sma !-Eco RI del ADNmt Am13, los resultados 

fueron favorables, logrando obtener en éste, la genoteca deseada. 

El pBR322 es un vehiculo de clonación ampliamente utilizado; la 

razón po r cual fue creado ( producir un sitio único de 

reconocimiento para la endonucleasa Pst I en el gen de 

resistenc i a a a mpici l i na , además de 4 sitios de r estricción 

únicos, Eco RI, Hind III, Bam HI y Sal I en un plásmido derivado 

del pBR313 21 ) ) ' no es muy representativa de su amplia 

utilización. Se trata de un vehiculo en el cual las 

recombinaciones no son muy frecuentes, y los eventos de 

conjugación en cruzas bi y triparentales son despreciables en 

comparación con los registrados para el plásm1do Col El. Sin 

embargo como ya se mencionó, para digerirlo, es necesario emplear 

61 

mae rapide que ¿ae de plaemidee mayeree, euee eetae uitimae

emplearian mae tiemee al replicar un eenema mayer. De cualquier

ferma, el DNH eetenide de dicna ceienia preeentaria meieculae de

divereee tamañee, lae cualee ei en realidad nueieeen eide

dieeridae, eeeuirian ereeentande variae eandae, eeeun lee

diferentee tamafiee eeneradee en la lieacien. din emearee, a peear

de naeer purificade per eetriae dicnae clenae, el patren de

reetriccien de dificil interpretacien permanecie. Tercere,una

epcien mae eeria penear que la ceea utiiieada ceme neepedera de

iae iieacienee cen pdüid, tuyiera algun tipe de medificacien due

aiteraee lee eeeieiee eyentee de recemeinacien due eete puede

ileyar a caee, le cual eeneraria una dama de piaemidee

recemeinadee en una dinamica cenetante de cameie.

äi clenar en ei pBHdE2 lee fraementee eeeradee per la

deele dieeetien dma ï~Ece HI del fiümmt åmid, lee reeultadee

fueren Fayerebleep leerande detener en eete, la eeneteca deeeada.

El pHR3H2 ee un yenicuie de clenacien ampliamente utiiieadeg la

raeen per la cual fue creade í preducir un eitie unice de

recenecimiente para ia endenucleaea Pet l en el gen de

reeietencia a ampiciiina, ademae de 4 eitiee de reetriccien

unicee, Ece RI, Hind III, Ham HI y Hal I en un piaemide deriyade

del pBR313 ú El JJ, ne ee muy repreeentatiya de eu amplia

utiiieacien. de trata de un yehicule en el cual lae

recemeinacienee ne een muy Frecuentee, Y Lee eyentee de

cenjueacien en crueae ei y triparentaiee een deepreciaeiee en

cemparacien cen lee reeietradee para el plaemide del El. din

emearee ceme ya ee menciene, para dieeririe, ee neceearie emplear

el



actividad de algunas endonucleasas que la requerida para 

cortar el fago lambda. 

Los insertos esperados eran bastante adecuados para 

aun cuando se ha reportado que 1 r:::i·-;:;, 

mayores de 5kb deben ser clonados preferencialmente en fagos que 

) ,. En este sentido, seria p er tinente 

/\ ... ! -· 
J-i 1.JI:::! I .... 

Eco RI del DNAmt Am13 y cortarlo con Hinc II, Ava ! ó Hind III, 

las cuales generan fragmentos de menor tal.La. 

H pesar de .Las ventajas antes mencionadas, 

se considera de antemano, que la detección de clonas 

realizada en más de 48 horas, ya que se debe realizar 

selección de transformantes en primer u t .1 l :i. ZC.H"1(k1 l.ffl 

medio con amp1cilina en el cua.L 

pue·;:,:. •:=!.L responsable de dicha f1 ... 1é 

intervenido en e l pBR322; para detectar las clonas, 

replicar en tetraciclina las colonias obtenidas en ampicilina, ya 

que se espera obtener clonas con un fenotipo Ampr y 

d~:! .l. medio aquellas colonias que no 

crezcan en el segundo. 

El esfuerzo realizado para detectar clonas en el pBR322 

fué bien recompensado al caracterizarlas, pues como se muestra en 

los. 

<:1 .L ti:::i':::. ele PO!"' 

fueron suficientes para realizar 9 digestiones 

'I

mayer actividad de aleunae endenucleaeae due ia requerida para

certar el fede lameda.

Lee ineertee eeperadee eran eaetante adecuadee para

eete yenicuíe, aun cuande ee na repertade que lee fraementee

mayeree de dee deben eer clenadee preferencialmente en faeee due

en eiaemidee í 31 J. En eete eentide, eeria eertinente

electreeìuir el fradmente Q de äieke de la deele dieeetien Ema 1*

Ece Hi del UNHmt ämid y certarle cen Hinc li, aya i e Hind Ill,

lae cualee generan fraementee de mener talla.

Q peear de lae yentajae antee mencienadae, ai utilizar

el pBH32É, ee ceneidera de antemane, due la deteccien de clenae

eera reaiieada en mae de 4% nerae, ya que ee deee reaiiaar una

eeleccien de tranefermantee en primer termine, utilieande un

medie cen ampiciiina en el cual crecen tedae iae ceiulae

pertaderae de plaemidee, ein impertar ei eetee een recemeinadee e

ne, puee el een reepeneaele de dicha reeietencia ne fue

interyenide en el pBH$EE; Para detectar lae cienae, ee deeen

repiicar en tetraciclina lae celeniae eetenidae en ameiciiina, ya

due ee eepera detener clenae cen un fenetipe amp" y Tetfl, ee

deben recuperar del primer medie aeueiiae celeniae que ne

creecan en el eeeunde.

El eefueree realieade para detectar clenae en ei PHHBEH

fue eien recemeeneade al caracterieariae, puee ceme ee mueetra en

lee reeuitadee, eu eetudie ne preeente mayeree preelemae. Lee

aitee rendimientee de HHH de piaemide eetenidee per

minipreparacien fueren euficientee para realiear 9 dieeetienee

ei



para resolverse en geles de agarosa ó 5 para geles de acr1lamida, 

este DNA se extrae en buenas cond1c1ones y resultó estable en 

subsecuentes verificaciones. 

conseguido la biblioteca delDNAmt Am13, 

subclonar el fragmento correspondiente a 

''E 11 
,. por·t<::1dor·· 2:1 de J. 9en p<:~r· ¡:;1 e 1 c:tpi:::ic 1 t.i:::ic: r··omi:::i b .. lEi. e.lona 24 fué 

identificada como portadora de dicho fragmento. ¡:::¡ 1 i::::i:::ir·t.,::i.1·-

clona 24 con Rsa I y comparar su patron de restricción con el 

las clonas pAB-4 y pRC portadoras del 

apocitocromo b silvestre y de la mutante Am34 respectivamente, se 

puede identificar cuando menos una diferencia clara, 

correspondiente a 253pb ( F en .la figura 15 ), la cual aparece en 

la clona 24 mas abajo que en 

digestiones con Rsa I de estas en una electroforesis. 

resultado cambia la idea original de la mutación puntual que se 

habia sugerido, pues es aparente una deleción en este genoma. 

Los resultados obtenidos al intentar subclonar dicha 

clona con el propósito de secuenciarla, presentaron nuevamente 

diversos problemas. (:d ut i 11 z .::i.r· 

los problemas de manipulación 

antes mencionados. En el pBR322 se logró obtener subclonas en el 

sitio para Bam Hl, adecuado funciona 

como sebador del Klenow, permitiendo la secuenciación de ambas 

sube.lonas obtenidas en este vehículo. 

Para reeelyeree en eelee de aeareea e e eara eeiee de acrilamida,

eete Uña ee eetrae en euenae cendicienee y reeuite eetaele en

eueeecuentee yerificacienee.

dl naeer ceneeeuide La eielieteca deiümämt ëmid, ee

precedie a eueclenar el fraemente cerreependiente a la eanda

“E”, pertadera del een para ei apecitecreme e. la clena 24 fue

identificada ceme pertadera de dicne fraemente. al certar la

clena 24 cen Rea I y cemparar eu patren de reetriccien cen ei

eetenide en iae cienae pHB~4 y pRU pertaderae dei den del

apecitecreme e eilyeetre y de la mutante Qmde reepectiyamente, ee

puede identificar cuande menee una diferencia ciara, en la manda

cerreependiente a Édäpe i F en la figura le 1, la cual aparece en

ia clena 24 mae aeaje que en lae etrae, al eemeter lae

dieeetienee cen Rea 1 de eetae en una eiectrefereeie, eete

reeultade cameia la idea erieinal de la mutacien puntual que ee

naeia eueeride, puee ee aparente una delecien en eete denema.

Lee reeultadee eetenidee al intentar eueclenar dicna

cìena cen el prepeeite de eecuenciarla, preeentaren nueyamente

diyereee preelemae. al utiiiear ei Miümpld, nueyamente ee

cenfrentaren lee preelemae de manipulacien e ineetaeiiidad

antee mencienadee. En el pBR3HE ee iedre eetener eueclenae en el

eitie para Bam HI, el cual cen el “erimere“ adecuade funciena

ceme eeeader del Hlenew, permitiende la eecuenciacien de ameae

cadenae. din emearde, ne ee ieere eetener a tiempe iee

“primeree" redueridee, per le cual ne ee eecuencie ninguna de lae

eueclenae eetenidae en eete yenicuie,

ed



e1 pl~smido pTZR18, 

subclonas deseadas el gen del apocitocromo b,, 

estas fueron caracterizadas adecuadamente ; un aspecto interesante 

1···,:'!·::;u 1 tó aparición de clonas ·;:..1:::! 

obtuvieron plásmidos recombinantes con más de un fragmento de la 

de la clona 2 4 con la endonucleasa Rsa I, 1::!1 .. ·1 pr· :i. m~::t .. . :;,, 

parecia ser simplemente la inserción de i . ..11···1 

digerido parcia lmente de tal forma que portase aun un sitio para 

.1 :• :::.1 n 

portadoras de 2 fragmentos no cont1nuos en la 

sugiere la union de varios fragmentos al azar erl la 

J. :i. 9.::1.C i Ón :• <'.1Un cuando t eóricamente la ligación 

rasos como los generados por Rsa 1, resulta dificil. 

Los templados requeridos para secuenciar se extraieron 

con las metodologias descr1tas, ':/ f1 ... i•!:!f°· i:::o1 .. ·1 

a reacciones de secuenciación, pero la tecnica no fué 

n1ontada de forma satisfactoria, de tal forma que sólo la subclona 

:l. :l. 

{:¡ H ( ''• 

I, .. · 

secuenciada parcialmente, resolviendo ünicamente 50 

J¡;;¡ 

de los resultados obtenidos, t.()Cl.:::1. 

la posibilidad de un cambio en la secuencia; 

O .... ..f:L .. D ....... A. ....... 1;J ....... ~~ ..... J~ ...... 1;:3 .... J~., 

del apocitocromo b silvestre de la cepa WM27. En la figura 20 no 

di c:hi:::o P<'!1 t ¡-·· on, 1 ... lni'.I 

mejor calidad y de 'l ... 
l -::!. 

••• J ••• 
l, ,J !:::~ 

;:, t· 1 ,.. rn e:: .. r .. 

èl. J-¿...al emplear el plaemide pTEH E. ee ceneieuieren lae

eueclenae deeeadae para eecuenciar ei een del apecitecreme e,

eetae fueren caracterieadae adecuadamente; un aepecte intereeante

reeulte eer la aparicien de clenae muitipiee, ee decir, ee

eetuyieren plaemidee recemeinantee cen mae de un fraemente de la

dieeetien de la clena $4 cen ia endenucieaea Hea 1, en erimera

inetancia parecia eid±:†iemer'rt:.e la inee r c i en de un f`r"a-;;-1men1:--;:-

dieeride parcialmente de tai Ferma due pertaee aun un eitie dara

Rea É, ein emearee en eeperieente eimilaree, ee iecaliearen

clenae pertade de LE 'I*r'“a-',irner"¦t.f:«e ne c-:-ntinu-_:-e en ia ¦:::`iena 12:!-4 ,

Eete eueiere la unien de yariee fraementee al aear en ia meecla

de iideaci-;*=i"i,. aun cuande teericamente la lieac i en de e:=~=:tr'em-1;-e

raeee ceme lee eeneradee per Hea 1, reeulta dificil.

Lee templadee reeueridee para eecuenciar ee eetrageren

de acuerde cen lae metedeieeiae deecritae, y aleunae fueren

eemetidae a reaccienee de eecuenciacien, pere la tecnica ne Fue

mentada de ferma eatiefacteria, de tal Ferma due eele la eueciena

li fue eecuenciada parciaimente, reeelyiende unicamente ed

nucleetidee. Q peear de ne naeer eecuenciade cempletamente ia

clena ii, de iee reeultadee et:-'f:-er'|1«:Iee, caye mere:ienar cen te-:ia

cautela, la peeili-ilidad de un cameie en la e-e±::u¢anf::ia; puee -:eme

ee mueet ra en la if" ieu ra iìL'I , dei:-ie nai:-e r ei;:rI;;.en i de ei ea 't r en

H H E É e,üdfih§_§_qm§wÉ,____ de acuerde a la eecuencia del een

del apecitecreme e eilyeetre de la cepa ene?, En la fieura HU ne

aparece clare dicne patren, ein emearde, ee reeuiere de una

eecuenciacien de meger calidad y de la eerificacien de eeta,

ieyende la cadena cemelementaria, para eeder afirmar

ee



categoricamente, si a caso hubo algun cambio. 

Los problemas enfrentados para secuenciar fueron a) 

en malas c ondiciones, es decir impuros o degradados, 

lo cual provocó manchas barridas a lo largo de los carriles . ~ste 

obstáculo f ué superado medianamente al exagerar .los cuidados en 

la obtención de los templados, y b) Mezclas inadecuadas de deso -

xi-didesoxinucleótidos. Al analizar la placa radiografica del gel 

se encontraron dos reacciones en proporciones adecuadas, que 

la lectura de 2úú-3úú nucleotidos T ·y' C ) rn i e¡·"1'i::.¡"·c:\·:·:::. 

que las dos r eacciones restantes resolvian cuando mucho 50 nu-

e: .l ecd::. ido·::;; y (.:¡ ) • f t.A•=~ t .. on 

distintas proporciones para intentar corregirlas. 

c:d secuenciar la clona pr:::•t"t<:1r:::lo1"· .::1 d·=:.! 

la banda de 25Jpb al d1ger1r la c lona 24 con Rsa 1, 

de.leción de 6 pb, una secuencia palindromica, 

posible explicación para entender dicho fenómeno , 

que en la doble helice, esta secuencia se plegara originando 2 

estructuras de asa, las cuales pueden ser eliminadas al replicar 

el genoma mitocondrial. A continuación se muestra un esquema del 

posible mecanismo que origina esta deleción~ 
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eateeerieamente, ei a eaae nube algun cameien

Lea preülemaa enfrentadee para eeeueneiar fueren : al

Tempiadea en malae eenüieienea, ee decir imeurea e eeyraüaüee,

le cual preveee manenae earrieae a le large de lea earriiea. Eate

ebetacuie fue euperade medianamente al exagerar lee euiüaeee en

la eütencien de lee temeiaeee, y D) Mezclaa inadeeuadaa ee deee~

eifldiüeeeainucleütieea. el analiear la Piaea radieerafiea del gel

ee eneentraren dee reaccienee en ereeereienee aüeeuaüae, que

permitían ia lectura de EUU-HUB nucleetidee í F y C J mientrae

eme lae dee Feaeeienee Featantea reaelvian cuanee muene HU num

eieetidea i H y Q 3. Eataa meaclae fueren madificadaa en

dietintaa Preeereienee para intentar eerreeirlae.

Heberte eeria, ai aecuenciak la elena HH, eertaüeva ae

la banda de Efiüpb al üiaerir la elena 24 een Rea 1, encentre una

üeleeien de é mb, una aeeueneia eaiinüremiea, T Q Q F T É. Una

peaible eeplicaeien para enteneer diene fenamene, aeria penear

que en la duele neiiee, eata aeeueneia ae eleeara eriginanae a

eatrueturaa de aaa, lae cuaiea eueden eer eliminaüae al replicar

el genema mitecenürial. Q eentinuacien ee mueetra un eaeuema del

neaibìe meeanieme que erieina eeta eeiee1en¦
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El e: a rob i r:::i qt.AE: 

229 230 231 232 233 
Asp Leu lle lhr Val 
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·r -·-··· ···-·-······· CT 

di h<:1 c:le l •:?.c i ón i:O\ 

al ser de un numero multiplo ae 3 , 

los demas aminoácidos ••• 1 ·-!_.! !::~ Un 

factor interesante es que la deleción se encuentra muy proxima, ~ 

1.A n C::()i'flC1 

HUNO 

cualquiera de los dos modelos existentes sobre la estr1Actura en 

la membrana del citocromo b, se observa que la delec1ón ocurre en 

la interfase de la membrana. Los aminoácidos Leucina e . . 
:i. ·:~:.e:< .. •'".!ui:::: 1 n<:'! 

•:::! l :i. m :i. n<::•. do'.;::. mientras que la treonina •:::l :tm:i.n<='•.Cii::•. ,. 

tiene el mismo tipo de carga que la serina creada 

dando un balance general de perdida de dos aminoácidos 

no polares en la interfase de l~ membrana, lo cu~:11 

modifica la posición de esta proteína. 

La secuenciación oe est a mutante no se ha concluido, y 

termino de esta para pode r asegurar 

e .::i. rn i:::i :i. o confi•:?.r•:?. antib1 ot1co antimicina A. 

permitieran obse rva r que esta secuencia es 1.:::1 

un experimento probable .l r.:1 

transformación de mitocondrias J. '"'' \/ i:\ d u ¡··· i'~. ·:~:. 

l ;::1:;::. ut. j_ J. izando 

lä. l eamei e -=|u«e er i e i na ei na ee 1 e-:T i en meee.1:.r"a

cent i nuar.: i en :

E29 EBU Rel 232 E33
Hep Leu lle Tnr Val
üeflflãäilfiflfüfiã

T_____mmmLT

eer.

Heta eeleeien, al eer ee un numere multiple ee 3, ne

altera la leetera ee lee eemae amineaeieee ee la preteina" en

faeter intereeante ee que la eeleeien ee eneeentra muy preeima? E

amineacieee ee eietaneia, ee un eitie reeietraee eeme ee

reeietencia a HHHU i el empalmar eete eeeueneia en

±::eal-=|u1era ee lee eee meeelee e::›=;ieter|tee eee re la ru=:.t1::-1.4raen

la memerana eel eiteereme e, ee eeeerva eue la eeleeien eeerre en

la interfaee ee la memerana. Lee amineaeieee Leueina e ieeleueina

eliminaeee een ne pelaree, mientrae eue la treenina eliminaea,

tiene el mieme tipe ee earea que la eerina ereaea leelaree ein

earea J, eanee un ealanee -general -:le pereiea -:ie eee aminea±::ie±::=e

ne peiaree en la interfaee ee la membrana, le eual eeeuramente

meeifiea la peeieien ee eeta preteina.

La eeeueneiaeien ee eeta mutante ne ee na eeneiuiee, y

ee reeeiere eel termine ee eeta para peeer aeeeurar que eete

=::amt:- i e I:en 1'* 1 e r e J. a r ee 1 et-ene i a a J. anti til i et i =:: e ent 1 m i -112 i na 131”

Tameien eeria reeemeneaele realiear eeeerimentee que nee

per m i t i er an el:-eer va r tf 1 el ee i eamerrte _¬ =;i±.¬1e eeta -ee-::I..¢er"|r.': 1 a ee l

reepeneaele eel Fenetipe, un experimente preeaele eeria la

tranefermaeien ee miteeeneriae ee levaeurae eilveetree een

lae elenae eetenieaei utilieanee eeme eentrel plaemieee ne

E. ¿-2.



con estas mitocondrias transformar protoplastos 

Resultaria interesante poder identificar este cambio en 

' ! ... 
l ·d. secuncia con un cambio con fo rmacional 

ant :i. mi e i n<:i. ·:::. :t n F'()(]1~ ¡··· 

-· 1 i".:l.f. 

-· ·¡ 
•~o: .!. 

;;:1_¡··1t.:i.i:::i:i.i:::it.icc• 

·¡ ...... . 
.!. t.l";;· .. 

codones para los aminoácidos que se pierden y el que se 

el conocimiento actual sobre la conformación 

las subunidades que forman el complejo III, no es suficiente como 

para poder elaborar un modelo al respecto. 

reeemeinaeee, y een eetae miteeeneriae tranefermar preteplaetee

ee levaeurael

F-ïeeeli:-ar"ia intereeante |:-f:-eer" ieent-ii*`iu:ar f.ïaml:.±ie en

la eeeuneia een un eameie eenfermaeienal eee eueiera eepliear el

feneeeeaa ee eeïefi rmxtante, lea reeieteneiel ¿el antieieeitei

antimieina É; ein emearee , a eeear ee eeeer reeeneeer lee

eeeenee para lee amineacieee eee ee piereen y el que ee eenera,

el eeneeimiente actual eeere la eenfermaeien trieimeneienal ee

lae eeeunieaeee eue Ferman el eempleje III, ne ee eufieiente eeme

para eeeer elaeerar un meeele al reepeetei
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