D032
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO /3 7

FACULTAD DE CIENCIAS

- Construccién de.un nuevo vehiculo molecular para
~la.clonacién de productos de PCR

S

E S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE :
O

B I O L
T A

T

P N
SANDOVAL LOPEZ
£4DI0S Py, '
T-L{lZ'«?é)LM EROS SANCHEZ
3] =

GABRIEL

<
DIRECTOR DE TES§STD
= & (=
= ) 1323
LlLio 4
4
EVBRE290%iag

FH(?‘YL‘LE)\M) 1
SECCION 1sCOLAR

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON
FALLA DE

ORIGEN



VNIVER4DAD NACIONAL
AVFN"MA DI
MERICO

DRA. MARIA DE LOURDES ESTEVA PERALTA
Jefa de 1a Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo escrito:

Construccidon de un nuevo vehiculo molecular para la clonacion de productos de PCR

realizado por . Gabricl Sandoval Lépez: .- .-

“con nimero :de

' Dicho trabajo cuenta ¢

“ Director de Tesis
- Propietario. "

~'Propietario -

C__/\ - r‘_::,_‘ ’Y‘:‘"

Propie(ario : Manjarréz /’(lt(i “p ,4‘{,‘.

; su’ple’r‘ncv M en IBB. Sadl Cano Colin * U Caat
l . : i . R . . . 'm v ) 7 P .7 ;
Suplente : Dr. René de Jesus Cardenas Vizquez 100 /‘f 45,,{,&//4 L

Consejo Departamental de RBiologin

o ‘ = " F1%
i v § —— : "
/i(cn C. Juan Manuel Rodrigucz Chiv :
UNibs s




DEDICATORIA

Dedico esta tesis y agradezco muy profundamente a las personas que- han
llenado mi vida con amor y que se han esforzado para que Iogremos reallzar; ‘
nuestros suefios, juntos por siempre. o :

A mi madre Deifilia

A mi padre Gabriel (1)

A mis hermanas’y hermanos

' “A'mis sobrinas y sobrinos

- -~A mxs pnmas

'-A mi abuela yzal abuelo

':vA ti Rocxo a la pltufas a Sof'a y a Gabrlel; )

*~~Gracias'a'la vida.”




AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Ios honorables mlembros del jurado:’ Dra. Beamz Palmcnos '
Sanchez, Dra. Alicia; Gonzalez'ManJaxrez ADr' Victor. Manuel: Valdes Lopez, B
M en IBB. Saul Cano Colin »y.Dr. néde Jesus Cérdenas Vazquez; qulenes ‘

mando Valle -

I'1boratorlo

Agradezco a mis grandes amlgos’y colegas
Takuya. ,

Agradezco a Rocio Thompson Bonilla porque es una mujer muy valiosa » por
irradiar tantas cosas lindas para mi, por.sus’ consejos’ y cundados, por revisar
y hacerme comentarios valiosos sobre ml tesis. - o



INDICE

" RESUMEN

1. INTRODUCCION

Lo
WK -

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Enzimas utilizadas en el método de PCR
Estrategias de clonacién de productos de PCR
extremos rasurados

sitios de restriccidn en oligonucledtidos mlcnadores

vectores T

2. ANTECEDENTES

3. OBJETIVOS

4. MATERIAL Y METODOS

4.1
4.2
. 4.3
4.4
45

46

4.7
4.8
4.9

Creacidn del casete ECLHKI

“Ligacién

Transformacién

. Purificacion de DNA plasmldlco (llSlS alcalina)
" 'Reacciones de restriccion de DNA

Electroforesis

Mutagénesis sitio dirigida
Transformacién mediante electroporacién
Validacién del vector construido

5. RESULTADOS

w

— O 000 W

16

17

17

17
18

.20. .
21

21
22

.25

26

29




6. DISCUSION Y CO

 7.FIGURAS (3 a14)

NCLUSION

paracion de'soluciones y medios)

~ 10. REFERENCIAS

35

38
49

52

57



Veetor pT7Blue(R) -

Modificacion del vector utilizando un
casete con
dos secuencias de restriccion
para la enzima Ec/HKI

Eliminacion del sitio de .
restriccion para la enzima Ec/HKI

presente en el gen bla

Andlisis del vector modificado, por -

patrén de restriccion
Cas e EelHKIL

Diagrama de flujo:
productos de PCR

obtencion del vector,

, pTA57) para clonacion directa de

9



RESUMEN

Con este proyecto se desarrollo una herramienta molecular (vector T) que
permite la clonacién directa de productos amplificados por PCR, de una
manera sencilla; se realizo por la necesidad de tener un vector que fuese
preparado por simple digestiéon con una enzima de restriccion (Ec/HKI), la
cual deja moléculas de DNA con nucledtidos de timidinas (dT) 3°
terminales. Este sistema de clonacidn se disefio para aprovechar el hecho de
que los fragmentos de DNA amplificados con la enzima DNA Taqg .
polimerasa contienen un nucledtido adicional en sus extremos 3° terminales, .
agregado por esta enzima a través de su actividad transferasa terminal.:
independiente de templado, y que preferentemente es una adenina (A), la
cual es justamente complementaria a la T terminal del vector restringido cor
la EelHKI :

El vector desarrollado en este trabajo se denomina pTAS57, el cual
después de ser digerido con la enzima Ec/HKI asegura que todas las
moléculas del mismo lleven en sus extremos precisamente las T 3’
terminales mencionadas, lo cual es una ventaja al compararlo con otros
sistemas de clonacién comerciales, en los que se preparan este tipo de
vectores T por medio restriccién con enzimas que les dejan extremos
rasurados y que luego se incuban con la enzima DNA Tag polimerasa y
desoxitimidin trifosfato (dTTP) en exceso y en ausencia del nucleétido de
adenina, en los cuales muchas de sus moléculas pierden las T 3" terminales
que se pretende aprovechar para la clonacion de los fragmentos deseados de
PCR.

Para lograr la generacion del vector pTA57 se tomé como base el plasmido
comercial pT7Blue(R) de Novagen (restringido con la enzima EcoRV, y con
una T 3’ terminal en sus extremos), y que fue ligado a un casete de
secuencia conocida (regién del gen de tetraciclina) denominado ECLHKI
obtenido mediante la fosforilacién y el alineamiento de dos oligonucleétidos
complementarios (cadelTA y cade2TA) de 59 pb, disefiados para tener un .
sitio de restriccion para la enzima Ec/HKI en cada extremo, y que incluyeran
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ademas una A extra en los extremos 3 ‘terminales, que fuera complementaria
a las T 3'terminales del pT7Blue(R) para poder insertarlo por ligaciéon en
éste vector, y que ademds al ser clonado permitiera restituir el marco de
lectura abierto (ORF) de la subunidad o de /acZ, necesaria para la seleccion
de colonias bacterianas recombinantes por fenotipo de color azul

Con el casete ya incluido en el vector llamado hasta aqui pTAS, lo siguiente
fue ecliminar un sitio de reconocimiento extra para la enzima Ec¢/HKI,
localizado en la region del gen que codifica para la B-lactamasa (resistencia
a carbenicilina y ampicilina) de este Gltimo plasmido, esto se logré mediante
mutagénesis sitio dirigida con el uso de un iniciador que tiene solo una base
cambiada, y que elimind el sitio de restriccién mencionado, sin sustitutir el
aminodacido codificado por el codén que incluyé dicho cambio. Asi, el nuevo
vector T (denominado pTAS57), quedo listo para su preparacion de manera
sencilla por digestion con la enzima Ec/HKI y para la clonacién. de
productos amplificados por PCR




1. INTRODUCCION

1.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es utilizada para amplificar in
vitro un segmento de DNA, el cual esta situado entre dos regiones de
secuencia conocida. Este método, también puede ser usado para alterar la
secuencia a amplificar o para introducir informacién nueva en ella. Para llevar
a cabo la reaccion no es necesario que la secuencia a sintetizar este
inicialmente en forma pura, puede ser la fraccion menor de una mezcla, es
decir, se necesita una pequefia cantidad de la secuencia para iniciar la
reaccion. En ella, se usan dos oligonucledtidos como iniciadores para una
seric de reacciones de sintesis catalizadas por una DNA polimerasa
termoestable. Estos oligonucledtidos generalimente tienen secuencias distintas -
entre ellos, son complementarios a las secuencias que estian en las cadenas

opuestas del DNA templado y delimitan el segmento de DNA que serd

amplificado.

En la PCR se realizan varios ciclos divididos en tres fases, las Cuales‘;" :
son: Desnaturalizacion, Alineamiento, y Polimerizacién o Extcnsmn
(figura 1). Cad'\ ciclo inicia cuando el DNA templado es desnaturallzado ‘po

la mezcla de reaccion es enfrlada a una temperatura que permlta que ,',los‘
oligonucleétidos iniciadores hibriden en las cadenas opuestas’ de‘ a secuencla :
blanco (alineamiento) y queden orientados de tal.:forma. que ‘1 '
inicie la sintesis de DNA de la regidn que esta entre los ollgonucleotldos 50y
3’ (polimerizacidn). A causa del incremento en la especificidad de la sintesis,
hay una disminucién de productos no especificos de la polimerizacién, por lo
que los rendimientos de los fragmentos deseados son mas aitos. En el segundo
ciclo de la amplificacién y en los subsecuentes, las moléculas recién
amplificadas, también sirven como templados para el siguiente ciclo de
desnaturalizacion, alineamiento y sintesis de DNA, el cual se repite muchas
veces de manera sucesiva, generando moléculas de DNA de longitud definida.




Estas moléculas, se acumulan de manera exponencial .con cada-ciclo: de
amplificacion posterior y forman-los productos dominantes de-la reaccion-
(figuras 1 y 2) BT

El producto principal de esta reaccién exponencial es un segmento de
DNA de doble cadena cuyos extremos 5° y 3° estan definidos por la
terminacion 5° de los oligonucledtidos iniciadores y cuya longitud esta dada
por la distancia entre los mismos. La reaccion en cadena de la polimerasa es
capaz de producir un enriquecimiento selectivo de una secuencia especifica
de DNA en un factor de 10° facilitando enormemente una gran variedad de
manipulaciones analiticas subsecuentes, ¢. g., clonacién altamente eficiente
de secuencias genomicas (Saiki et al., 1988).

Los productos de un ciclo de amplificacién exitoso, son moléculas de
DNA de tamafio heterogéneo cuyas longitudes pueden exceder la distancia
entre los sitios de enlace de los dos iniciadores. Pero aun cuando en cada ciclo
de la reaccion de amplificacion se producen moléculas de DNA mas grandes
del tamarfio esperado, éstas se acumulan en una proporcion lineal, de tal forma
que no contribuyen significativamente a la masa final de las secuencias
especificas. '
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Figura 2 Aumento. en-la cantidad de moléculas de DNA con respecto al
nimero de cnclos de ampllfcacnon en la PCR. :




1.2 Distintas enzimas utilizadas en ¢l mét_odd de PCR

Los protocolos originales para PCR usaban el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa 1 de Escherichia coli para catalizar la extensién de los
oligonucledtidos iniciadores alineados (Mullis and Fallona, 1985). Debido a
que esta enzima se inactiva a las temperaturas que son requeridas para
desnaturalizar el DNA, cada ciclo de sintesis requeria la adicién de una nueva
alicuota de ella. Aunque estas reacciones funcionan bien para la amplificacién
de segmentos pequeiios de DNA, < 200 pares de bases (pb), sin embargo los -
resultados con templados mas grandes son malos. Frecuentemente, el
rendimiento obtenido es pobre y en general los productos son de tamaiio
heterogéneo, presumiblemente porque se presenta un apareamiento incorrecto
de los iniciadores con el DNA templado a las temperaturas usadas para la
extension catalitica de los oligonucledtidos.

Estos inconvenientes fueron resueltos con la introduccién de una DNA
polimerasa termoestable y termoactiva, purificada de la eubacteria termofilica
Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988), denominada DNA Tag polimerasa.
Esta enzima puede resistir una incubacién prolongada a 95°C, por lo cual no
se inactiva a la temperatura necesaria en el proceso de desnaturalizacion y no
se requiere su reemplazo en cada ronda de amplificacién. Ademas, debido a
que el alineamiento y la extension de los oligonucledtidos pueden llevarse a

cabo a temperaturas elevadas, el apareamiento erréneo se reduce -

enormemente. Esto resulta en mejoras sustanciales en la especificidad 'y~
rendimiento de la reaccion de amplificacion y en el tamaiio del producto -
amplificado. Sin embargo, este método tiene dos limitaciones que recaenen la
fidelidad del producto final y en el tamaiio del fragmento de DNA que puede
ser amplificado (hasta 10 Kb) El problema de la fidelidad puede ser
solucionado, aunque de manera parcial, reemplazando a la DNA polimerasa
de T. aquaticus por la de Pyrococcus furiosus (Lundberg et al., 1991), la cual
muestra una actividad adicional de exonucleasa que le permite llevar a cabo
un proceso de ediciéon en sentido 3°- 5°; esta enzima, permite amplificar
secuencias de DNA de 5 a 7 Kb. Actualmente se tiene la opcion de utilizar
una combinacidn de DNA polimerasas con y sin capacidad de edicion, un
ejemplo de esto es el producto de alta fidelidad y eficiencia para PCR llamado




“Expand” que consiste de una mezcla de la DNA Tag polimerasa y de dos
DNA polimerasas llamadas Pwo. Esta mezcla de enzimas permite amplificar
de manera eficiente secuencias de DNA gendmico de 5 Kb como tamafio
optimo, ademadas permite amplificar productos hasta de 12 Kb con un
rendimiento menor, este tltimo guarda una relacion indirecta con la longitud
de la secuencia. Con una variante de dicho producto (llamada sistema para
PCR de templado grande), se puede lograr la amplificacion de moléculas de
DNA desde 3 hasta 27 Kb con fidelidad y eficiencia aceptables, aunque esta
variante es 6ptima para amplificar fragmentos tan pequefios como de 0.5 Kb.

Ademas se ha reportado la amplificacion de secuencias por PCR de
hasta 42 Kb utilizando para ello las propiedades de las enzimas en
combinacion, en la que predomina la enzima sin capacidad de edicidn, con
una pequefia cantidad de actividad exonucleasa conferida por el otro tipo de
enzimas (Barnes, 1994; Cheng et al., 1994; Cheng, 1995)

Con relacidn a las polimerasas sin actividad exonucleasa o de edicidn,
cabe agregar que tienen una tasa de error de incorporacion de nucledtidos tal
que existe una gran probabilidad de adicionar un nucleétido erréneo que evite
la polimerizacién sobre todo en reacciones en las que se pretenda amplificar
un fragmento de DNA de mas de 10 Kb. En cuanto a las polimerasas que si
presentan actividad de edicién, poseen tasas muy bajas de incorporacion
erronea de nucledtidos, pero estidn limitadas en cuanto a capacidad para
realizar polimerizaciones extensas, debido a que requieren tiempos mas largos
para ello.

1.3 Estrategias para Ia clonaciéon de productos de PCR
1.3.1 Clonacién de productos con extremos rasurados

~Los intentos por clonar productos de PCR como fragmentos con extremos
rasurados, han sido ineficientes debido a la actividad transferasa terminal
(TDT) independiente de templado de la enzima DNA 7aq polimerasa.
Cuando se generan fragmentos de DNA por PCR, la enzima adiciona uno o
dos desoxinucledtidos en el extremo 3° del DNA rasurado de doble cadena.




Cualquiera de los cuatro nucledtidos puede ser adicionado cuando esta
presente una mezcla de ellos en la reaccidn, pero por razones desconocidas la
enzima tiene preferencia por incorporar dATP (Clark er al., 1988). Mas de la
mitad de los productos de PCR de una reaccién contienen dicho nucleétido
extra, el cual interfiere en la reacciéon de ligacion entre el vector y el
fragmento. La presencia de esas terminaciones desiguales en el fragmento de
DNA amplificado disminuye la eficiencia. Asi, para clonar de manera
eficiente productos de PCR como fragmentos con extremos rasurados se
requiere un procesamiento enzimatico adicional.

Hay distintos métodos para realizar lo anterior, en uno de ellos se
wtiliza una enzima (Pol/IK) con actividad de exonucleasa 3'- 5” para quitar el
nucledtido 3 saliente (Hemsley et al, 1989). Otro método es usar el
fragmento Klenow de la enzima DNA polimerasa | de Escherichia coli para
llenar el extremo 3’ saliente (Tabor ef al., 1988). Ambos métodos pueden
solucionar el problema en cierto grado, pero las eficiencias de clonacién son
cominmente bajas.

1.3.2 lncorporauon de sitios de restriccién en los oligonucledtidos
iniciadores.

La incorporacion de sitios de restricciéon especificos en los iniciadores
usados en la amplificacion, permite que los productos resultantes puedan ser
clonados facilmente en algiin vector que contenga los mismos sitios de'
restriccion. Esta tal vez es la mas comun de las estrategias para solucionar el
problema de la adicién de un residuo de adenina en los - extremos del
fragmento amplificado (Erlich, 1989., Sharf et al., 1986).-Aun cuando 'dichas_ .
secuencias adicionadas no aparean con el DNA templado,: en la mayoria. de
los casos tienen poco efecto en la especificidad o.en:la eﬁcnencna de la
amplificacion, después de la cual se lleva a cabola: dxgestlon con las
endonucleasas de restriccién apropiadas para . generar las terminaciones
cohesivas deseadas en el producto de PCR. Asi, el DNA amplificado.y poste-
riormente digerido queda listo para su subsiguiente ligacién en la regién de
los sitios maltiples de clonacion (MCS) del vector lineal con la (s) misma (s)
enzima (s)




Sin embargo, algunas endonucleasas no pueden cortar el DNA cuando
su secuencia blanco estd localizada cerca de los extremos de las moléculas de
DNA (Kaufman et al., 1990. Jung et al., 1990); entre estas se encuentran
varias enzimas de uso comun incluyendo Sall, Hindill, y Xbal. Esta’
limitacidén puede ser superada usando un procedimiento de ligacion de los
productos sobre si mismos, previa a la digestién y a la clonacion. De manera .
alternativa, las terminaciones de los fragmentos pueden ser rasurados a través
de la actividad de la enzima Pol/IK (Hemsley et al., 1989).

1.3.3 Vectores T

La actividad independiente de templado de la DNA Tuag polimerasa, puede ser
explotada para crear un esquema de clonacidon que tenga la eficiencia de un
sistema de clonacion con extremos cohesivos, sin requerir de ninguna
modificacion enzimadtica adicional del producto amplificado. Dicho sistema
emplea un plasmido que contiene sélo un nucledtido saliente de timidina.
Esencialmente, se han utilizado tres estrategias distintas para adicionar dicho
nucleodtido saliente al vector:

I. Incubacién del vector lineal con extremos rasurados con un exceso de dTTP... -
y la enzima DNA Taq polimerasa; en ausencia de dATP. En estas condiéiones‘v
la enzima adiciona Gnicamente un residuo de timidina saliente. Esta’ leacc1on .
es catalizada por la actividad TDT mdependlente de ‘templado’ “de’ 1z
polimerasa mencionada (Marchuk et a[ 1991)

1. Adicién de s6lo un re51duo sahe te de tlmldm
timidin trifosfato (ddTTP) y | ”enznma desoxmuvcleotldo ransferasa’ termmal :
(TDT) (Holton et al., 199]) a- utlhzacxon del ddTTP asegura 1a‘adicion de
un sélo residuo T, al cual’ le falta el grupo hidréxilo-3 por lo que los
extremos del vector generados asi:no pueden formar un enlace fosfodiéster.
Por otro lado, el producto -de: 'PCR puede ligarse a otros DNAs ya que
contiene un fosfato 5°. De ta‘l'inOdo que se puede ligar directamente un vector
con colas ddT a un producto de PCR que contenga una dA 3" saliente por la
formacion de un enlace fosfodiéster.




lLos vectores resultantes, mencionados en los puntos | y I, pueden ser
ligados a los productos de PCR que llevan las dAs salientes complementarias
en sus extremos 37, Sin embargo, la preparacion de vectores dT o ddT.no esta
libre de problemas. La adicion de dTTP o de ddTTP catalizada por la DNA
Taq polimerasa o la enzima TDT respectivamente, es ineficiente y no todas. .
las moléculas del vector llevan los extremos modificados (Malchuk el al.,
1991). ,

I11. Digestion con las endonucleasas de restriccion Xeml o Hphl para producir.
residuos de desoxitimidinas 3" no apareados, en ambos extremos (Kovalic et
al., 1991; Mead et al., 1991). No obstante, existe un problema en cuanto a que
las preparaciones de las enzimas de restriccién pueden estar contaminadas
con exonucleasas las cuales quitan los residuos T terminales produciendo
clonas sin inserto por su ligacion como extremos rasurados (colonias azules,
en el caso de complementacién de cepas con la subunidad o del gen lacZ).
Por tanto para reducir el nimero de tales clonas sin inserto se recomienda la
desfosforilacion de los vectores. Por todo esto, los vectores T o sus derivados
ddT salientes representan una alternativa practica con respecto a los otros.
métodos de clonacion de productos de PCR en vectores con extremos -
rasurados. =

Actualmente existen varios vectores dT comercialmente disponibles,
que se preparan mediante alguna de las estrategias antes mencionadas. Entre
los vectores T esta el plasmido pGEM-T derivado del vector pPGEM-SZf (+).
Este vector se prepara por medio de digestiéon con la enzima de restriccion’
EcoRV que produce extremos rasurados, segulda de la adicién: de una’

timidina 3" terminal en ambos extremos; esto mejora la eficiencia de lngacxon‘f :

del producto de PCR en el plasmido. En la ligacion se aprovecha la adicion de
adenosina, independiente de templado en los extremos 3° de los’ productos de
PCR, por ciertas DNA polimerasas termoestables como la mencion'ada Taq_. :

Ademas, se pueden generar fragmentos con termmacnones rasuradaS'
utilizando algunas DNA polimerasas termoestables que tienen actividad de
exonucleasa 3’ 57,'tal como las DNA polimerasas Pfu o Tl/i. Una gran
- proporcion de los productos de PCR generados por estas enzimas posee extre-




mos rasurados (por tanto también-pueden ser clonados como  [ragmentos
rasurados). Los productos de PCR resultantes pueden ser modificados por una

segunda incubacién con la DNA Tuag polimerasa en presencia de dATP y -

después ser clonados en alguno de los vectores T existentes pGEM-T.

Otros vectores como el PCR TM Il que contienen timidinas ‘3"
salientes, se construyen ligando moléculas del vector con extremos rasurados .
con fragmentos de oligonucledtidos adaptadores conteniendo d1c11as tumdmas ‘
3’ salientes. :

El vector pT7Blue(R) fue también disefiado para la 'c‘:lon:’acio':n ‘de
productos de PCR. Este es preparado por digestion con EcoRV, segunda por.la
adicion de sdlo un residuo de dT en cada uno de los extremos 3 del plasmxdo




2., ANTECEDENTES

Se han construido vectores T comerciales para ser utilizados en la clonkaci_o'_n,
directa de productos de PCR, e.g., el pBlueScript derivado del pCR-Script™.
SK (+), el pCR™ I, el pGEMX-T, y el pT7Blue(R) (usado en este trabajo). El"

uso de estos vectores presenta ciertas desventajas, ya que se tienen problemas
en la seleccidn de colonias recombinantes (Hengen, 1995).

Los problemas que se han encontrado, al utilizar el vector pCR-
Seript™' son cuando este plasmido se transforma. Después de la reaccion de
ligacion con el producto de PCR se presenta una proporcion elevada de
colonias blancas sin inserto con respecto a las colonias azules sin inserto, es
decir, se obtienen colonias que son falsas positivas. Lo mencionado
anteriormente también ocurre cuando se usa el plasmido pGEM"-T, y esto
puede presentarse con cualquier otro vector comercial. En el caso del
pGEM"-T sc¢ ha reportado que soélo el lote original funciona bien y no asf los
siguientes, y que incluso estos lotes dan un fondo elevado de colonias blancas
cuando se usa solamente el plasmido para transtormar E. coli (control sin

inserto) y se extiende sobre medio con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-Dﬁ-f
galactopirandsido (X-Gal) e isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG).LJ", ey

Otro punto en contra de los vectores-T comerciales es la mestabllldadf

de las terminaciones de timidina 3° salientes presentes en estos plasmidos.

Los vectores del tipo del pT7Blue tienen una . probabilidad elevada. de-

perderlas cuando se congelan a -20°C y descongelan repetidamente, aunque el
pT7Blue parece ser el que tiene menor probabilidad de perder las timinas 3°
terminales entre los de su tipo. Otros lotes:del vector pGEMR-T al igual que el
pT7Blue plerden las timidinas 3 terminales, de modo que en el proceso de
ligacién ni siquiera el inserto control es lxgado Con el uso del pGEMR-T se
han presentado otros inconvenientes, como lo es el hecho de que se han
aislado clonas con distintos msertos, sin:la. terminacién T7 del vector, es
decir, ninguna de las enzimas:que: deberlan de reconocer secuencias de
restriccion dentro del MCS; en la termmac;on T7 del vector, digiere el DNA.



Por otra parte se han construido, mediante otras estrategias, mas
vectores para la clonacién directa de productos de PCR como lo son los
vectores-T (BSII TKS y BSII TS) que son preparados por digestion con la
enzima de restriccion AspEl (Ichihara and Kurosawa, 1993). En su
construccion se les insertaron dos sitios de restriccion sintéticos para dicha
enzima uno detras del otro (ie., en tandem), de tal manera que ambos
extremos. del vector llevan una T 3° saliente, cuando este se digiere con la
enzima mencionada. Para construir estos vectores se utilizé el pBlueScript 11,
por lo tanto al clonar productos generados por PCR la seleccién de
recombinantes se hace mediante fenotipo blanco en medio con X-Gal e IPTG.

Asi mismo se construyeron vectores T a partir de los fagos M13mpl8 y
MI3mpl9  utilizandoe dos oligonucledtidos  sintéticos parcialmente
complementarios entre si. Estos fueron fosforilados y alineados para obtener
un fragmento de DNA de cadena doble con extremos cohesivos BamHI y
Asp718 para insertarlo en los sitios de clonacién multiple de los vectores
citados. Ademds hay entre los sitios mencionados dos secuencias de
reconocimiento adyacentes para la enzima Xeml. Al digerir las construcciones
derivadas del M13 con esta Gltima enzima se produce un vector linearizado
con residuos T 3° desapareados en sus extremos (Cha et al., 1993). Este
inserto fue disefiado para estar en marco de lectura abierto dentro de la forma
trunca del gen lacZ de E. coli. Como en el caso anterior, cuando se clonan
productos de PCR en estos vectores los derivados recombinantes del fago
presentan fenotipo blanco en presencia de X-Gal e IPTG como placas blancas.

Se ha descrito otro vector para la clonacién directa de fragmentos
generados por PCR construido a partir del:plasmido pGEM5-fZ(+), para esto
se utilizaron dos oligonucledtidos sintéticos parcialmente complementarios
que incluyen la secuencia de reconocimiento 5° saliente para la enzima Ncol
y dos sitios para Xcml. Estos, se alinearon y se ligaron al vector digerido con
Ncol. Como en el caso anterior la réstrvic":cién de esta construccion con la
enzima Xcml produce un vector con.residuos T 3’ desapareados en sus
extremos. Este vector esta listo para la clonacion de productos de PCR. Mead
et al., disefiaron vectores T similares a éste Gltimo, los cuales son preparados
por digestion con las enzimas Xeml o Hphl.
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Debido a los problemas y desventajas que presentan los vectores
comerciales mencionados, y al hecho de que los vectores que se preparan por
digestion con enzimas de restriccion no estdn disponibles comercialmente, se
propuso la obtencion de un vector T para la clonacién directa de productos de
PCR a partir del vector pT7Blue(R), y que mediante algunas modificaciones
pudiera ser preparado (i. e., que lleve residuos de timidina 3° salientes en sus
extremos) de forma sencilla por restriccion con la enzima Ec/HKI.

Vector pT7Blue(R)

El vector pT7Blue(R) tiene 2887 pb, el origen de replicacion f1 esta .
‘orientado de tal forma que la infeccion con un'fago ayudador (helper
‘phague) ploduce viriones que contienen DNA de cadena sencilla. Ademas
tiene otro origen de replicacién llamado ori ColEl para la smtes:s de DNA de o

cadena doble. ' : ‘

Este vector permite el andlisis de recombinantes por fenotipo azul-
blanco ya que contiene la secuencia que codifica el péptido a funcional de
lacZ que complementa al fragmento w del gen /acZ expresado por la cepa .
hospedera. Por tanto como resultado se obtiene una B-galactosidasa activa que
corta el sustrato cromogénico X-Gal, produciendo un fenotipo azul en las -
colonias. Por ello, cuando se clonan productos de PCR en cualquiera de los. -
sitios Unicos de restriccion del plasmido incluidos en el sitio de clonacion
multiple (MCS), localizado dentro de la region codificante del péptido o, se -
interrumpe su funcién, y las colonias recombinantes presentan un fenotlpo de
color blanco. : '

Dentro del gen bla, que codlﬁca para la enzima que conﬁere Ia T
resistencia a carbenicilina y otros antibiéticos como la amplcnlma del vector -
pT7BIue(R) y de sus derivados existe un’ smo de reconocxmlento, tamblen, e
tnico, palala enzima EclHKI 2 e




3. OBJETIVOS

Ob_]cthO general:’

2 Modmcal el vectox de clonacnon pT7Blue de tal fox ma’ que la dxgestlon de
L7 ester plasmldo con. la: enzxma de restr 1cc10n Ec/HKI genene extlemos ’
‘. cohesnvos con tnmdlms 3! s*ﬂxentes ' i : :

- Objetivos particulare

< Disefiar. dos ollgonucleotldos complementarnos excepto en. una adenlna en S
-»los extlemos 3 de cada‘uno de'ellos pala obtener un fragmento de’ DNA

'nnplmcado por PCR.




4 MATERIAL Y METODOS

D3 Crc.lcuon del casete ECLHKI e insercién del mismo en ¢l vector
pT7BIuc(R)”‘ il

L. Palra' 65ien’é1 ‘el casete ECLHKI se disefiaron 2 ollgonLuélebfldoé
(clenommados cadelTA y cade2TA, f‘gur'\ 3) que fuelon fosfonlados y
alineados, para ello se mezclaron: :

1 pl de cada iniciador (cadelTA 4”3 ng y cade2TA 23; ng)}
1 pl de cinasa (10 umdades) k ;
5 ulde dATP 10 mM )
5 ul de amortiguador pala cinas
38 lll de H l»O :
50 pl = volumen ﬁnal de‘reacm

a) incubar a 37°C por.30 n"“

b) pasar el tubo a un bano o : '80,“’,C,‘y“dejbaf:,érifriar hasta que llegue a
temperatura amblente : B S0 P SR ‘.

c) pasar a hielo y liga’r ’con el vector p'I‘7Blué(R). '

2. Las reacciones de ligaciéon y de control de la ligacion .del vector
pT7Blue(R) y de sus derivados (tablas I y V, respectivamente), digéridos con’
las enzimas de restriccion adecuadas, se realizaron en una relacién de 1:1 6 de
1:2 entre vector e inserto (el tipo de extremos se considero de tipo rasurado)



1.0 pl dc buffer 10X para ligasa (200mM Tris- IlCl pH 7 6 50 mM MECla)
0.5 nl de ditiotreitol 100mM (DTT) L S :
0.5 pl de ATP 100mM

X nlde vector-T ) SRR

0.5 pl de DNA ligasa T4 (2 a 3 unidades)

Y 1l del DNA a ligar k

Z _pl de H,0

10 pl = volumen final de reaccidon

Nota: X, Y, y Z se agregaran en funcion de la concentracidén deseada de DNA
en la reaccion, tanto del vector como del fragmento a ligar.

Tabla 1
Reacciones de ligacién y reacciones de control
# mezcla DNA del vector T | DNA del casete | Enzima ligasa T4
pT7Bluc(R) ECLHKI
1 1 nl (50ng) no no
2 1 pul (50ng) no 1 pl (control +)
3 1 pl (50ng) 6 ul (51 ng) 1 1l (muestra)

a) incubar a 16°C durante toda la noche

b) transformar en células competentes el volumen total de la mezcla de

ligacion.

3. La transformacién de las mezclas de ligacion del punto anterior, en

células competentes de Escherichia coli cepa XL1Blue (F'::Tn/0 prod*B"

lacl’ A(lac Z) MI15/recAl endAl gyrA96(Nal®) thi hsdR17(r,m;) vs'upr44.
reld i lac), y del DNA de los vectores derivados del plasmido pT7Blue(R),"en )
la cepa antes mencionada y en la cepa CJ236 (F’ cat dutl ungl thz 1 relA 1/), .

se realizé de la siguiente forma:

a) colocar 50 pl de células competentes (tratadas con Ca*™, ver apéndiéé #l), :

en un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril frio. Adu:lonarles de la: 10 ul del
DNA que se va a transformar [ Lol



* Como control de las células empleadas enla transfoxmaciéh -éstas se-
transforman con el mismo volumen que se. utilizé de’ DNA ‘pero’ en este caso-
se usa el buffer en el que esta.disuelto éste ultlmo (ver'el esquem’l de
transformacion de las ligaciones y de Ios contloles en: la tabla’ 1)

b) incubar la mezcla 60 min. en hlelo agltando suavemente‘cada lO min.,
y dar un choque de calor a 42°C durante 1 min.

¢) pasar inmediatamente a hielo e incubar por 5 min. mas

d) adicionar a la mezcla de transformacién 0.5 m! d
por 1 hr. a37°C, en agitacidn constante (300 rpm)

: klﬁe'(_lliAby YT2X e incubar

e) distribuir de 0.1 a 0.2 ml de mezcla de transfm macnon por caja (50 pl cuando :
se transforma pliasmido superenrollado). Utlllzar el ‘marcador de resistencia -
adecuado para seleccionar las . células transformadas .con” cada uno. de. los
plasmidos utilizados. En este trabajo se usd’ ‘como’ medxo de seleccxon
Bertani (LB) con carbenicilina (50 pg/ml), adlCIOnadO tambiél )
IPTG. '

f) el control de las células competentes se dlluye hasta 10°%;
medio sin antibidtico para conocer el estado de v1ab1hdad ‘de las célula

Tabla I1 s : :
Cepa a transformar| DNA transformante Medio de seleccidon
XL 1Blue (# mezcla de y fenotipo esperado’
ligacién) (100l distribuidos).
LB LBCbspX-Gal e IPTG
50 ul 0 C N
50 ul 1 - N
50 pl 2 - A
50 ul 3 - A
A: azul N: ninguno - no se distribuyd
C: control de viabilidad celular

NOTA: distribuir es utilizado aqui como sinénimo de platear o plaquear



4.-A partir.de las células transformantes: obtenidas se leallza la purlhc‘lcmn e
~del' DNA plasmidico mediante lisis alealina (Rodnguez Liand: ai;;y R
C 1983 Yy procedemos de la siguiente manera: pO

< a) se inoculan 3 ml de medio LB con una coloni i
-antibiotico de seleccion adecuado y se incuba: ‘toda
aytacnon constante (300 rpm). El culuvo debe 11

S b). cenmiugal el cultivo de toda la noche en ur
- dumnte 30 seg. ‘ ‘

c) desechar el sobrenadante y lavar la pastllla resuspendlendola en l ml de
buffer SET helado (solucién I) : : : A

d) ccntufug'lr a una velocidad de 12,000 a 14, 000 rpm en la mlcro—centrlfuga ,
por 1 min. Quitar el sobrenadante por aspiracion:-para dejar la pastilla de
células lo mas seca posible y resuspenderla en 150 nl de buffer. SET helado, y
adicionar 5 pl de Ribonucleasa pancredtica A- (RNAsa) volviendo a mezclal :
con vortéx

e) agregar 350 nl de solucién de lisis (solucién II) recién preparada y a
temperatura ambiente.- Cerrax el tubo y ‘mezclar por inversién repetida.
Incubar 10 min'en hlelo S

dcetato de sodio (solucién III). Cerrar el

f) agregar ‘ZSval‘;d"': )
e por inversion repetida hasta que desaparezca la

tubo y mezclar perfectam
viscosidad




i) lavar con | ml de etanol al 70% a tempelatun amblente y agllal en el vortex.
por un espacio de tiempo_ breve,. Centrifugar: por S5%min yvrclc.sech'n el
sobrenadante, secando la pastllla a temperaluu amblente o, =10
minutos en el Savant R

J) resuspender la pastilla en 50 ﬁl'dé;buffé v

5. Una vez purificado el DNA plasmldlco sellevan'a;cabo-las 'rc‘lcclohcs-de
restriccién del pT7Blue(R) y los derivados'de’ este plasmldo obtenidos en el
presente trabajo. Para ello se mezclaron:

pl del buffer adecuado para cada enzima o enzimas (doble digestién)
pl de albumina sérica bovina (BSA 100 ng /12l) en caso de requerirse
5 pl de DNA del plasmido purificado por lisis alcalina (40 a 100 ng/nl)
X pl de la enzima conveniente (1 unidad/pg de DNA)

Y ul de agua

20 ul totales

[NV I8

6. Anilisis del DNA digerido de:los plasnudos utilizados 'y construxdos en‘
este trabajo por patréon de 1estnccnon medlante electroforems en gel de*
agarosa y/o de acrilamida i : » : g

El volumen total de las reacciones de restrlccnon (200 500 ng de DNA) .
se cargb en geles de agarosa al 1.2% en buffer TBE 1X con pozos de S nm :
de ancho, y se corrié a 100-120 V de corriente :

Al terminar la electrofores:s se tifie con una solucién diluida’ de
bromuro de etidio 1:100 por 10 segundos y se observan en el transnlummadorv
de luz ultravioleta. Siempre se usé como marcador de tamafio molecular la
llamada escalera de | Kb. :



¢ Eliminacion del sitio de restriceion adicional Ec/HKI presente en el
veetor pT7Bluc(R) y en su derivado pTAS (IIcv'l mscrtado cl casete
: FCLHI\I) : . ,

P'ua logl 'ulo 'se dxseno un ollgonuclcotldo de "6 bases que se llamo Kl Ap
- conla sx;,unente secuencxa ~ : :

onoclmiento para EcIHKl

: G ACN NNN NGT C<— smode_

- C ACG'ACG GGG AGC"'CAG GCA'ACT ATG G o
Thr Thr Gly Ser~ Gln: “Ala - Thr' :Me‘t

Este oligonucleétido sélo lleva un cambio, de una timina por una citosina
en la tercera posicion del coddn que codifica para serina (AGT), y que al
hibridar con el DNA del plasmido pTAS, corresponde al sitio 1662 de su
secuencia. Esta sustitucion no altera el marco de lectura del gen b/a, aunque si
elimina el sitio de restriccion para la enzima Ec/HKI localizado alrededor de
este coddn, y esto es precisamente lo que se pretende. La mutacion dirigida de
este nucledtido (T) es muy importante ya que permite tener solamente dos
sitios de restriccion para la enzima mencionada, situados precisamente en el
casete ECLHKI que lleva insertado este vector pTAS5, derivado del
pT7Blue(R). Una vez lograda la mutacion se puede escindir el casete
mediante la restriccion del nuevo plasmido, asi generado, con la enzima -
Ec/HKI para obtener el vector T deseado. - '

7. El oligonucledtido KI-Ap® fue utilizado para obtener el cambio de base ‘
mencionado por medio de mutagénesis sitio dirigida (Kunkel, T. A. et al.,
1991). El procedimiento es el siguiente:

A. Preparaciéon de DNA templado de cadena sencilla

I. Transformar | 1l de DNA de cadena sencilla o doble del plasmido a
mutagenizar (pTAS) en células competentes de E. coli CJ236 y distribuir en
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medio LB + carbenicilina (50 pg/ml) + cloranfenicol (10 ng/ml), siguiendo el
esquema de la tabla que a continuacion se presenta:

Tabla Il
Cepa a transformar | DNA transformante Medio de seleccioén
C.J236 pTAS y fenotipo esperado
(100 nl distribuidos)

LB [LB+Cm,y| LB+Cbs, | LB+Cmyy
Cbsy
50 i no C B N N
50 ul I ul (75 ng) - B B B

B: blanco N: ninguno - no se distribuyé
C: control de viabilidad celular

2. De las transformantes obtenidas, escoger una colonia para preparar DNA
de cadena sencilla con dU, inocularla en 25 ml de medio YT2X, agregar 1 ml
de fago ayudador KO7, y el o los antibidticos requeridos: en este caso los
mismos que en el punto anterior :

a) incubar toda la noche a 37°C en agltacmn constante (300 rpm)

brenadante y

C Regype,rar :c;l . so

b) centrifugar 10 min a 10 OOO g:y a 4°
precipitar con 1/5 de volume
hr. a temperatura amblent

c) centrlfugar 10 min ‘a
resuspender 'en 1 m! de buffi
repetir la precipitacion’ dura
con 0.1 mg/ml de RNAasa

3. Extraer la soluc1on,1 le C ne
centrifugando a 3,000 rpm por:5 min y recuperar la fase acuos




a) mezclar en un tubo eppéndb fd 06 m

7 ul de ohgonucleotldo KI ApR (”91 ng/pl)

3 ul de buffer cinasa lOX . i )

1 plde ATP 10 mM L
20 ul de H,O o

Lulde polmucleotldo cinasa (]O unldades)
32 ul o

b) incubar durame hr :a:37°C y congelar los productos durante toda la
noche o contmuar de mmednto

‘ f'ntob'dcl oligonucledtido y reaccion de llenado

a) :in(a‘:zc_lali' en un tubo eppendorf de 0.6 mi:

32 plde Hy0
"2 pl de dNTPs 2.5 mM
2 plde ATP 10 mM
5 ul de buffer 10X
4 pnl de DNA templado de cadena sencilla/dU (pTAS5: 160 ng) -
_4 ul de solucién de oligonucleétido fosforilado (cinado, 37 ng)
49 pl




b) calentar a 80°C por:5-10.min. en. ‘un. bano de a&,ua y de_]dl enﬁlal hasta
lempemluna amblenle thlal i Io nntes‘de adicic r las enznm’xs

ul de buffer TE 10/1.

8. Tra nsfo I‘llI'ICIOIl

» ,'a)_'colocar 50p

fribs:y adi'c':ioha uese.va a~transforma'r _ver-tabla IV

o b) mezclar bien y.pasar-a celdas de electroporacnon frias, de 2.0 mm y
: electroporar a 2 5 KV 25 pFa de capacitancia, y 200 Q de resistencia




c) agregar inmediatamente 1 ml de medio SOC a las células electroporadas y
pasar con pipeta Pasteur a un tubo de ensaye estéril e incubar durante | hr. a
37 °C en agitacion constante (300 rpm).

Tabla 1V

Cepa a transtormar | DNA a transformar Medio de seleccidn
XLI1Blue pTAS y fenotipo esperado
mutagenizado 50 1l distribuidos)
LB [LBTc3, | LBCbsy| LBTcyy
Cbsy
50 ul no C B N N
50 ul 5 pl (375 ng) - - B N
B: blanco N: ninguno - no se distribuyé

C: control de viabilidad celular

+* Validacion del vector construido

1. La preparacion del DNA del phsmldo pTA57 (asx denommado despues .

de obtenerlo medlante mutagenesns ssitio- dmgnda) .por: escxston “del; casete'_

ECLHKI insertado en este vecto , ‘uti 1zando la‘enzima de restnccnon EcIHKI
a fin de dejarlo con tlmldmas
de la siguiente forma: :

21 pldeagua ,
3 pl de buffer E 10X o
5 ul de DNA del plasmldo pTA57 (150 ng/pl)
_1_nl de enzima Ec/HKI (10 u/pl) .

30 nl totales

a) una vez restringido el. DNA del vecto ,,este se lxgo al fragmento de PCR,
poniendo los controles convementes como se. esquematlza en la tabla V de la
siguiente pagina. : : :

>sa'hentes en’ ambas ‘cadenas del. DNA se, hxzof' .



| Tabla V

: Reacciones de ligacidn y reacciones control

# mezcla DNA digerido del | DNA fragmento | Enzima ligasa T
| deligacion vector T pTAS7 | de PCR (= 480 pb) 4

| 4 no 1 i no

| 5 1 pl (25 ng) no no (control -)

| 6 I ul (25 ng) no I nl (control +)
i 7 1 pl (25 ng) 1 pl (175 ng) 1 ul (muestra)
! 8 1 pul (25 ng) 1 pl (175 ng) 2 ul (muestra)

El volumen total de las mezclas de ligacion anteriores se transformd en
células competentes de £. coli XL1Blue y se distribuyoé en medio LB con
carbenicilina (50 pg/ml), X-Gal e IPTG, ver tabla V1

Tabla VI

Cepaa DNA transformante Medio de seleccion
transtformar | (# de mezcla de ligacion) y fenotipo esperado
XL1Blue (100 n1l distribuidos)
LB | LBCbsy | LBCbsoX-Gal e IPTG
50 pl 0 C N N ( d= sensibilidad)
50 ul 4 - N N (d= pureza)
50 ul 5 - N N (d=control negativo)
50 pl 6 - B A (d= eficiencia)
50 pl 7 - B B
50 pl 8 - B B
A: azul B: blanco d.: control - no se distribuyd
C: control de viabilidad celular N: ninguno

2. Debido a que se presentaron inconvenientes con respecto a la purificacion
del vector pTAS57, mediante lisis alcalina, que afectaron la transformacion de
las mezclas de ligacién anteriores se decidié hacer una purificacién adicional
del fragmento de DNA digerido, correspondiente al vector pTAS7 con
timidinas salientes, de la siguiente forma:



a) para purificar el DNA del vector, se cargé el volumen total de Ia le'l‘lCCi’én Bk
de restriccion (30 pl) en un gel preparative de agarosa al 1.5% en buﬂcl
TAE 1X pll 8 y se corrié por electroforésis a 100 V de corriente para. logmx‘
la separacion de las bandas conespondlentes al plasmido. pTA57’ y la:
casete ECLHKI escindido durante la restriccién enzimatica ‘

b) se procedid a cortar la banda de DNA del vector pTAS7: con [Thy
salientes del gel, ésta se maceré en un tubo eppendorf de:l.5 'ml y se‘
adicionaron 100 pl de fenol por cada 0.1 gr de peso de agalosa del gel y.se
mezcld usando el vortéx por 10 seg. S :

c) congelar a -70°C de 5 a 15 min. Centrifugar por 15 lnin.f‘a ‘14,00'0 rpm y
pasar el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo limpio'y extraerlo dos
veces con un volumen equivalente de fenol y volver a centrlfugal de3as5
min.

d) precipitar el DNA con | ml de etanol absoluto frioy 15 pl de cloruro de | . B
sodio 5M por cada 100 ul de sobrenadante. Centrifugar:10. min.;y: lavar la“
pastilla con I ml de etanol al 70%, secar la pastilla de DNA y. resuspende1 en .
buffer TE 10/1 pH 8. De esta forma el vector-T (pTA57) queda listo: para i
insertarle directamente productos generados por PCR, medlante el ] proceso de T
ligacién de la forma en que se esquematizé en la tabla Vl : S




5. RESULTA DOS

El disefio de los oligonucledtidos complementarios entre si de 59 bases
nucleotidicas de longitud se hizo tomando como base la secuencia de una
region conocida del gen que confiere resistencia a tetraciclina (rer) del
plasmido pBR322. A ésta secuencia se le adiciond en ambos extremos un sitio
de reconocimiento para la enzima £¢/HKI y ademds una adenina extra que.es
complementaria a las timinas 3" del vector pT7Blue(R). A los
oligonucledtidos se les llamo cadel TA y cade2TA, mediante la fosforilacion
y alineamiento de éstos tltimos se logré obtener un casete de DNA
denominado ECLHKI, el cual se esquematiza en la figura 3. Este casete al
ser clonado en el vector dTs pT7Blue(R), permite la restauracién del marco de
lectura abierto de la subunidad o de /lacZ que lleva el vector y por
consiguiente la complementacion en #rans de cepas bacterianas con la.
subunidad €, por lo que las cepas con este plasmido plesentan fenotlpo azul'*" ’
en presencia de X-Gal e IPTG. .

El casete ECLHKI se ligo con el vector pT7BIue(R) (f‘gur.l 4), esta
mezcla se transformd en células competentes.de la cepa* XLIBlue ‘de E:: colrn
de acuerdo a la tabla II (ver tabla I de material -y métodos para 1dent1ﬁcacnon B
de las mezclas de ligacidn). Los resultados obtenidos son los siguientes:: ’

Tabla 11
Cepa transformada DNA transformante Medio de seleccidn
XL1Blue (# mezcla de ligacion) | # de colonias y fenotipo
(100 nl distibuidos)
LB LBCbseX-
Gal e IPTG
50 ul 0 C= 3100 0
50 ul 1 - 0
50 pl 2 - A= 2632
50 nl 3 - E=1210
A: azul E: colonias recombinantes azules
C: control de viabilidad celular - no se distribuyo
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Entonces a partir de las transformantes obtenidas se escogieron colonias
recombinantes al azar (fenotipo azul y resistentes a carbenicilina) para
seleccionar aquellos plasmidos que llevaran clonado el casete, para esto se
purifico el DNA plasmidico y se restringid con la enzima Ec/HKI. Con el
analisis del patréon de restriccion, después de correr una electroforesis, se
observo que 4 de los 9 plasmidos purificados tenian el patrdn esperado
(figura S: carriles 1, 4 y 5 y 8), es decir, presentan tres fragmentos de DNA,
dos de ellos visibles de 1538 y 1386 pb; el tercero no se aprecia porque es
muy pequerfio, solo tiene 47 pb (figuras 4 y 5) mientras que, en el carril 10
aparcce el DNA del vector original, pT7Blue(R), digerido con la misma
enzima, el cual Onicamente tiene un sitio de reconocimiento para la enzima
EclHKI, de tal forma que se obtiene solamente un fragmento de 2887 pb, que
corresponde al vector linearizado, ésto altimo demuestra que se logrd la
clonacion del casete en el vector. Ademas hizo la restriccion de 3 de estos
pldsmidos con la enzima EcoRV (figura 6), ya que en el casete ECLHKI
existe un sitio de reconocimiento para ésta, confirmando asi también la
inclusion del casete en el vector.

De los plasmidos obtenidos en la primera seleccién que presentaron
clonado el casete, se escogi6 el nimero 5 (figuras 5y 6) para continuar.con
el proyecto; a partir de aqui se le llamé pTAS, éste se muestra en la figura 7.
Debido a que en el vector original pT7Blue(R), existe un sitio de restriccién
Ec/HKI en la posicién 1658, y por consiguiente en su derivado:pTAS5(en
este caso en la posicién 1718), en la secuencia del gen bla (que codifica para
la B-lactamasa y por tanto confiere resistencia a ampicilina, ver figuras 4 y7)
fue necesario eliminarlo porque interferia con la preparaciéon-del vector T,
pues lo que se pretende es que al digerir al vector pTAS con la enzima
EclHK! se escinda unicamente el casete y de esta forma quede listo el
plasmido con las timidinas 3° salientes necesarias para la clonacion directa de
productos de PCR. El sitio en cuestiéon fue eliminado por medio de
mutagénesis sitio dirigida. Para esto, se disefido un oligonucleétido con una
longitud de 26 nucleétidos, su secuencia puede verse en los materiales y
métodos (pagina 22).
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. El - oligonucledtido llamado - KI-Ap®, :permite sustituir- el tercer
nucledtido del coddn que codifica para serina (posncnon 1722 del plasmlclo
pTAS), es decir, una timina por una citosina, sin '\ltcml el marco. de leclula
abierto en el gen b/a. : .

Ahora bien para llevar a cabo la mutagénesis fue necesario producir
DNA de cadena sencilla del vector pTAS para hibridarlo con el
oligonucledtido KI-ApR. Para obtener éste DNA, se transforma el plasmido en
la cepa CJ236 de E. coli que produce DNA de cadena sencilla con uracilos en
Iugu de timinas, a partir del origen de replicacion fl1 del plasmido, con el
fago ayudador KO7. La ventaja de tener estos cambios de uracilo por tlmma
en ¢f DNA es que, después de alinearlo con el oligonucledtido KlI- -Apt y
polimerizar la cadena complementaria, éste DNA de cadena sencilla dUs es
degradado quedando entonces la cadena recién sintetizada que es la que lleva = -
¢l cambio de la citosina por la timina (cadena mutante); posteriormente, se usa - '
como templado la cadena de DNA con el cambio de base para polimerizar su -
cadena complementaria. Se recuperan entonces las colonias mutantes, es

decir, se scleccionan colonias transformantes resistentes a carbenicilina -

(Cb*%, C'uactensllca conferida por el plasmido pTA5 mutado) y ‘a’ k
cloranfenicol (Cm¥, resistencia de la cepa), el total de éstas fue de 252 como
se muestra en la tabla HI (ver material y métodos) -

Tabla Il
Cepa transformada | DNA transformante Medio de seleccion
CJ236 pTAS # de colonias y fenotipo (100 pl
distibuidos)
LB LBCm,;p | LBCbs | LBCmyg

0 Cbso

50 ul - C=1407|B= 1336 0 0

50 pl 1 pl - - B= 237 [B= 252

B: blanco - no se distribuyé

C: control de viabilidad celular
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De las colonias Cm" y Cb" se selecciond una para preparar DNA d/U
de cadena sencilla del plasmido pTAS, a partir del origen de replicacion f1 -
(proveniente del fago MI13) incluido en el vector (figura 7), para ello se
utilizé el fago ayudador KO7 (ver materiales y métodos, pagina 23), el cual
empaca la cadena (+) del vector, ésta cadena lleva uracilos en lugar de
timinas; el fago es extraido de las células y el DNA de cadena sencilla del
pTAS es obtenido mediante extraccion con fenol cloroformo. Este DNA d/U
purificado se fosforilo para ser usado como templado y asi polimerizar la
cadena complementaria del pTAS, para realizarlo, éste DNA se aline6 con el
oligonucledtido KI-Ap® (hibridacién) que funciona como iniciador, de esta
forma se obtiene la cadena que lleva el cambio de base (incluido en el
oligonucledtido) puesto que la cadena que contiene los uracilos es degradada.
A partir de aqui se extrae el DNA mutagenizado de cadena sencilla del
vector pTAS (pTASm), el cual se transformd por electroporacién en células
competentes de la cepa XL1Blue obteniendo los siguientes resultados:

Tabla IV (ver material y métodos)

Cepa a transformar | DNA transformante Medio de seleccion
XL1Blue pTASm # de colonias y fenotipo
(100 ul distribuidos)
LB LBTcsg LB LB
Cbso | Teso
Cbso
50 pl - C=2355 | B=2024 0 0
50 pl 5 pl - - B= 72| B=60

B: blanco - no se distribuyo
C= control de viabilidad celular

Se seleccionaron algunas transformantes Tc® Cb® y fueron resembradas
en el mismo medio utilizado, adicionado ahora con X-Gal e IPTG para
comprobar si conservaban el fenotipo azul. Esto corroboraria que la
mutagénesis no alterd el marco de lectura; todas las transformantes resultaron
ser de color azul. Se escogieron las colonias numeradas con el 1, 3, y 7, para
purificar DNA de plasmido y analizarlo por patrén de restricciéon y comprobar
que presentaran el patrén esperado. Para llevar a cabo este anilisis se
escogieron las enzimas de restriccion Sspl y Ec/HKI. Para la primera enzima
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hay. dos sitios de reconocimiento en las posiciones 360 y 913 y para Ec/HKI,
si la mutagénesis sitio dirigida’tuvo éxito, también hay dos- sitios en las
posiciones 102 y 149 (figura 7), el p'mon de restriccion es el 51gunente

| banda Ec/HKI de 47 pb

| banda Ec/HKI-Sspl de 211 pb
| banda Ssp! de 553 pb

1 banda Sspl-Ec/HKI1 de 2136 pb

Uno de los tres plasmidos purificados tuvo el patrén esperado (figura 8: carril
5), el fragmento de 47 pb no se ve en el gel por ser muy pequefio, pero con
esto se demuestra que si se eliminé el sitio de restriccion deseado, y esto se
corrobora al comparar el patron de restriccion de éste ultimo vector
(denominado ahora pTAS7) con el del plasmido pTAS. La digestion del
plasmido original con las mismas enzimas produce cinco fragmentos de 1331,
805, 553, 211, y 47 pb (figura 8, carril 2), esto es lo esperado puesto que el
pTAS tiene un sitio de restriccion mas para la enzima Ec/HKI en la posicion
1718 (figura 7). El plasmido pTAS7 solo tiene dos secuencias de
reconocimiento para la enzima £c¢/HKI y son justamente las que se incluyeron
en el casete diseiado (figura 9).

Para validar el nuevo vector T construido como sistema de clonacién
directa para fragmentos amplificados por PCR, se preparé DNA del vector
dTs pTAS7 (figura 9), el plasmido se digirié con la enzima Ec/HKI con el fin
de escindir el casete del mismo nombre y tener listo el vector con las
timidinas 3’salientes en ambas cadenas de DNA. Este vector se ligd con un
fragmento del gen crr (operén del sistema fosfotransferasa, PTS) de
aproximadamente 480 pb, amplificado por PCR (figuras 9 y 10). Esta mezcla
de ligacion fue transformada en la cepa XLIBlue. En una primera
transformacién soélo se obtuvieron colonias azules, debido a que habia DNA
de cadena sencilla (figura 11) por lo que se decidié realizar una purificacién
adicional de DNA del vector pTAS7 a partir de un gel de agarosa (figura 12).
El vector fue, ligado nuevamente al fragmento mencionado y transformado
una vez mas en la cepa XL1Blue.siguiendo el esquema de la tabla VI (ver
tabla V de material y métodos, para identificar las mezclas de ligacién). Los
resultados que se obtuvieron'son los siguientes:



Tabla VI

Cepa transformada
XL1Blue

DNA transformante
(# mezcela de
ligacidn)

Medio de seleccion
# de colonias y fenotipo
(100 ul distribuidos)

LB LBCbS() LB TC}()Cb5()

X-Gal

e IPTG
50 pl 0 C=2031 0 0
50 pl 4 - 0 0
50 pl 5 - 0 0
50 pl 6 - B=895 A=773
50 pl 7 - B=917 A=867
50 pl 8 - B=934 A=728

B=

B: blanco A: azul - no se distribuyo

C= control de viabilidad celular

De esta ultima transformacion se seleccionaron las colonias Tc® Cb® con
fenotipo blanco (recombinantes) ya que son las que llevan el plasmido pTAS7
con el inserto clonado, el color blanco se debe a que el marco de lecturade la."
subunidad o del gen lacZ es alterado por la clonacion de] fragmento

mencionado anteriormente.

Finalmente se extrajo el DNA plasmldlco de estas colomas blancas y se' '
hizo el anélisis por medio de su restriccién con las enzimas’ ‘EcoR1’y Hi g1l
para comprobar que si llevaban clonado el mserto, con esta dlgestlon se:

perdié el casete ECLHKI 'y por-ello: después de restrmglrlo aparece un 5_~:
fragmento que migra aproximadamente a los 600 pb. )




6. DISCUSION Y CONCLUSION

' ‘Con‘los oligonucleétidos autocomplementarios cadel TA y cade2TA se logrd

~ " obtener el casete ECLHKI con una dA saliente en cada extremo, su clonacién

en el vector TA pT7Blue(R) no alterd el frente de lectura abierto de Lac Z en
el pliasmido, obteniéndose asi el vector derivado pTAS, que tras ser
retransformado produce colonias azules y resistentes a carbenicilina. La
eliminacién del sitio adicional de reconocimiento para la enzima £e¢/HKI
existente en el gen bla incluido en el plasmido pTAS5 permite generar un
vector con extremos T 3° salientes (llamado pTA57) para la clonacién de
productos amplificados por la PCR cuando se restringe precisamente con la
enzima Ec/HKI pues con ello se escinde tnicamente el casete ECLHKI

En la transformacion de las células XL1Blue con el vector pTAS7
ligado al fragmento del gen crr+ ampliticado por la PCR se present6 siempre
un fondo elevado de colonias con fenotipo azul (plasmido sin inserto), desde
el principio se pensé que podria deberse a que el DNA de cadena sencilla del
vector era mds bien lo que estaba transformando. El por qué del fenotipo azul
en todas las colonias se debid precisamente a la presencia de DNA de cadena
sencilla producido por el vector, este tipo de dcido nucleico aparece como una
banda por abajo del DNA superenrrollado del vector purificado por lisis
alcalina cuando se corre por electroforesis en gel (figura 11), ademas este.
tipo de DNA tiene una gran capacidad de transformacnon y por eso; se_ :
obtienen solamente colonias sin inserto. Sy : (

seme_]antes al fago MI3, se estuvnese expresando - una protema 'que :
reconociera el sitio de replicacién fl (proveniente del M13) y que entonces el'}.f, 3
vector entraba a la fase de replicacién de DNA de cadena sencnl]a, la’
real de esto es mds bien una cuestién . de tipo metodologlco, es: deqn
resultado de la lisis alcalina de las - bacterias, lo cual- fue demostrado :
recientemente por Sayers, et al. 1996. : e

es-el -



Debido a lo anterior fue necesario purificar el DNA del nuevo vector T
pTAS7, restringido con la enzima Ec/HKI, a partir de un gel preparativo
(figura 12) mediante el corte de la banda de DNA correspondiente al vector
con las T 3" salientes, con el fin de evitar el fondo de colonias azules
producido por el DNA de cadena sencilla. Aun cuando se procedié de esa
manera, la transformacion de la mezcla de la reaccién de ligacidn del vector
con el fragmento generado por PCR presentd un fondo de colonias con
fenotipo azul, que si bien fue menor al ocurrido anteriormente, no fue el
esperado ya que unicamente hubo dos colonias recombinantes (fenotipo
blanco), es decir, la eficiencia de clonacidn del inserto fue muy baja, esto se
debe posiblemente a que el DNA purificado por lisis alcalina este demasiado
sucio (residuos de fenol presentes) lo cual limita la restriccion y como
consecuencia se obtuvo un vector parcialmente digerido, es decir la enzima de
restriccion Ec¢/HKI solamente cortd en un sitio y entonces el casete ECLHKI
no fue escindido del vector pTAS57, por esto durante la reaccion de ligacion
resultd mas probable y sencilla la ligacion del vector sobre si mismo que la
ligacion del fragmento de PCR con el vector debido a la falta de un segundo
extremo con una T 3° saliente en ¢l vector que fuera complementaria a la dA
del producto amplificado. Para comprobar si el casete es escindido o no del
vector puede hacerse un analisis de restriccién con la enzima EcoRV cuyo
sitio de reconocimiento se encuentra localizado en la region de Tet del
pBR322 utilizada para separar los dos sitios para EclHKI. Esto de hecho fue
realizado con el DNA plasmidico proveniente de las colonias azules de la
altima transformacién, con lo cual se concluyé que uUnicamente hubo
digestion parcial del vector, ya que éste fue linearizado al cortarlo con Ia' :
enzima EcoRV (figura 14) 3

Por otra parte no se intentd optimizar las eﬁcnencxas de lxgacxon y: de
transformacién con el vector derivado pTAS57 obtemdo en’ este- trabajo.
Solamente se comprobd que éste sistema. funciona para.la ‘clonacién de
secuencias de DNA amplificadas mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa = (PCR) utilizando una enzima que adicione un residuo de
desoxiadenosina en sus extremos, tal como la DNA 7ag polimerasa. A pesar
de que el sistema fue probado con la clonacién de un fragmento solamente,
éste vehiculo sirve para clonar cualquier fragmento amplificado por la PCR.




Este vector ademas de facilitar la clonacion de productos amplificados
asegura que, después de su digestion total, todas las moléculas del plasmido
lleven timidinas 3° salientes estables, a diferencia de los vectores comerciales
usados para el mismo fin, ya que durante la preparacién de éstos tiltimos no se
asegura que por medio de la actividad transferasa independiente de templado
de la DNA T7aq polimerasa se adicionen dichos residuos en todos los
extremos y moléculas del vector. Los extremos T 3’salientes facilitan la
clonacién de los fragmentos amplificados por PCR al no permitir la
autoligacion del vector cuando el casete ECLHKI es escindido.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




secuencia del vector pT7BIue(R)

Ecl HKT Ecl HKT

GACNNN 'NNGTC

GACNNN NNGTC
CTGNN NNNCAG

CTGNN NNNCAG

3

GAC GCT ATG TCA GCC GGG CCT CTT GCG GGA TAT CGT CCA TTC CGA CAG ACA GAA AGTCA
A CTG CGA TAC AGT CGG CCC GGA GAA CGC CCT ATA GCA GGT AAG GCT GTC TGTCTT TCAG l *k
. 5‘

Region de fet del pBR322 .
adenina no

adenina no .
complementaria

complementaria

secuencia del vector pT78|ue(R)

NEDING BT vTTYd
NUO SISAL

Figura 3. Casete ECLHKI obtenido después de cmar y ahnear los ohgonucleotldos cadelTA*y
cade2TA**, ,
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casete
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FALLA DE ORIGEN

Figura 4. Esquema de ligacién del casete ECLHKI en el vector pT7Blue(R).
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]
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- 1018
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Figura 5. Carriles 1-9: DNA del plasmido pTA (pT7Blue(R) con el casete
ECLHKI clonado). Carril 10: pT7Blue(R). Carril 11: marcador de tamafio
molecular (1 kb). EI DNA de todos los plasmidos esta digerido con la
enzima de restriccion EcHKI (carriles 1-10).

* Plasmido seleccionado (llamado ahora pTAS)
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Figura 6. Restriccidon con la enzima EcoRV del DNA de los plasmidos derivados
del pT7Blue (R) y que llevan clonado el casete ECLHKI. Carril 1: marcador de
tamario molecular. Carriles 2-4 (plasmidos derivados 1, 4 y 5) Carril 5: pT7 Blue

(R).
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Figura 7. El vector seleccionado (pTAS5) con el casete ECLHKI ya clonado.
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CARRIL
*

1 2 3 4 5 6 pb
\....J! e 3054
— aend e el o’ 2036
[ A 1636
— —— 1018

| S
Lo ov el tna) \naad
24 =2 506-517
[ T - - -4 396
v R - ' 344
298
220-201
Vector Vectores pTAS (1,3y7) TESIS Cr\“lT

pTAS mutagenizados

FALLA DE L....EN

Figura 8. Gel nativo de acrilamida al 8%: se pueden apreciar los fragmentos de
DNA producidos por la doble digestion con las enzimas de restriccion Ec/HKI y
Sspl. Carril 2: plasmido pTAS. Carriles 3-5: plasmidos pTAS sin el sitio de restric-
cion adicional para Ec/HKI en la posicion 1658 pb en el gen b/a.

» Plasmido seleccionado
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bla (A i bla (Ap") ////////

Digestion
con EcHKI
——

e
ori ColE1

codén de inicio de /lacZ ) \
b origen {1

L ~— "
lacZ / }ﬁ;ﬂ4?:]:pb / ’

Eco RT
180 pb Exl HKI 180 pb

102 b

ori ColE1

/
HQH 8- ]

B

Ecl HKT

149 pb casete ECLHKI
” . escindido
Purificacién del vector T

pTA57 (gel preparativo)
]

producto de PCR
(fragmento del gen crr) Ligacion

Transformacién de células competentes
(XL1Blue)

Seleccién de transformantes TESIS A

(Ap ry fenotipo blanco) FAL.[A Dh, ﬂ’,N
1 vy

Purificacidn y restriccion (EcoRly Hindlll)del
DNA plasmidico, y andlisis del patrén obtenido

Figura 9. Diagrama de flujo de la clonacion directa del producto de PCR
en el vector pTAS57 (validacion del sistema).
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Figura 10. Carril 1: marcador de tamafio molecular 1 Kb. Carril 2: DNA am-
plificado por PCR (fragmento del gen crr, operén del sistema fosfotransfe-
rasa o PTS)
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5090
4072

3054

DNA de cadena sencilla
2036

1636 ——

1018

TESIS CON
FALLA DE URIGEN

Figura 11, Se observa el DNA de cadena sencilla del plasmido pTA57
purificado de colonias con fenotipo azul. Carril 1: Marcador de tamano
molecular. Carril 2 y 3: pTA57 sin digerir y digerido con la enzima Ec/HKI,
respectivamente
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Figura 12. Carril 1: marcador de tamafio molecular. Carril 2: DNA del

plasmido pTA57 restringido con la enzima EcMKI y purificado mediante
extraccidn en gel preparativo.
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Figura 13. Carril 1: marcador de tamario molecular 1 Kb. Carril 2: DNA del
plasmido pTA57 + inserto de PCR (purificado de una colonia transforman-
te, fenotipo blanco). Carril 3: vector pTA57 + doble inserto de PCR (purifi-
cado de otra colonia recombinante). Carril 4: vector pTA57. En todos los
casos el vector fue digerido con las enzimas EcoRI y Hindlil.
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7. APENDICE 1 (preparacién de soluciones y medios)

** Preparacion de células competentes XL1Blue tratadas con calcio

a) inocular 25 ml de LB con la cepa a transformar e incubar toda la noche
a37°Cy300 rpm

b) inocular 1000 m! de medio Luria con el cultivo de toda la noche y crecer
a 37°C hasta una densidad de 0.6 DO a 560 nm (fase exponenclal) Esta se
alcanza en 2.5 hrs. aproxxmadamente :

c) obtener las células por centnfugacxon durante 5 minas, OOO rpm (3840 g)
y4°C

d) desechar el sobrenadante y lavar la pastilla de células con 400 m] de CaCl

*» Preparaciéon de medios de cultivo y cajas de Petri con medio sélido

Medio Luria-Bertani (100 ml) Medio YT2X (100 ml)

Extracto de levadura 05g Extracto de bactolevadura 1.0 g
Bactotriptona 10g Bactotriptona 1.6g
NaCl 10g NaCl 05g

Disolver los solutos en: H20 desionizada, en los dos casos se debe ajustar a
pH 7.0 con NaOH SN,y estenhzar durante 20 minutos a 1Kg/cm®

E)

_“Para el medio SOIIdO agregar 1.5 g de bacto-agar por cada 100 ml
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Medio SOB (100 ml)

H,0 95 ml
bacto triptona a2g
extracto de bacto levadura 0.5 g: - -

NaCl - o._}s g

Una vez disueltos los solutos adxcxonar 1 ml- de KCI 250 mM. Ajustar el pH
a 7.0 con NaOH 5N. Ajustar volumen a:100 ml'y esterilizar. Justo antes de
usarlo se agregan 0.5 m} de una solucnon esternl de MgClz

Medio SOC (adicionar 2 m] de glucosa 1 'M'en 100 ml de medio SOB)

< Antibiéticos de seleccion

carbenicilina (50 mg/ml)
tetraciclina (30 mg/mi)

Las soluciones de antibidticos disueltos en H>O deben ser esterilizadas por
filtracion a través de un filtro de 0.22 um

< Sustrato cromogénico e inductor del operén LacZ

X-gal (solucion 20mg/ml disuelto en dimetilformamida)

Usar tubo de vidrio de polipropileno, envolver en aluminio, y almacenar a -
20°C, no se necesita esterilizar por filtracion.
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IPTG (10 ml)

CIPTG c2g
HzO cbp‘ -lO ml

: stolver el IPTG y ajustar con agua a 10 ml, esterilizar con filtro de 0.22 pl
: -y almacenar a almacenar a -20°C

«+ Preparacion de soluciones para la lisis alcalina

* Buffer SET (solucion 1: sacarosa 20%, EDTA 50 mM; Trls HCl 50 mM,
pH 7.6)

T x acetato de sodio 100 mM; EDTA 0.3 mM, pH 4.8

-a* Solucxon de llSlS (SOIUCIOI'I II: SDS 1%; NaOH 0.2 N)

e '* Solucnon de acetato de sodio (solucién IH 3 M, pH 4.8)

< Preparacion de buffers

* Buffer TE 10/1 pH 8 (Tris - Cl 10 mM, pH 8; EDTA | mM pH 8)

* Buffer TBE 1X (100 ml de solucidén concentrada 5X: 5.4 g Tris base; 2.75
g acido borico; 2 ml EDTA 0.5 M, pH 8)

* Buffer TAE 1X (100 ml solucion concentrada 50x: 24.2 g Tris base; 5.71
m! acido acético glacial; 10 ml EDTA 0.5 M, pH 8)

Buffer STE (Tris HCI pH 8/EDTA | mM/NaCl 100 mM)




52

8. APENDICE 2 (Glosario de términos)

e Actividad exonucleasa 3" - 5°: Es la capacidad de algunas enzimas DNA
polimerasas para corregir la adiciéon errénea de nucledtidos durante la
sintesis de nuevas cadenas de DNA, la direccién de edicién se da en
sentido contrario a la de polimerizacion, i.e., de 3" a 5". Esta actividad solo
rompe enlaces fosfodiéster en regiones de bases apareadas, liberando
mononucledtidos. Por tanto las DNA polimerasas que poseen esta
actividad tienen tasas de error mucho menores, comparadas con las
enzimas que no la poseen, esta caracteristica es muy importante de tomar
en cuenta cuando se pretende clonar secuencias de 4cidos nucleicos.

e Alineamiento o hibridacion (fase 2 en PCR): Una vez que el DNA de
doble cadena ha sido desnaturalizado (separado en cadenas sencillas),
queda expuesta la secuencia de bases que lo componen. Entonces se
“disminuye la temperatura para permitir que los iniciadores apareen y
formen nuevos enlaces con las secuencias que les son complementarias en
las cadenas abiertas del DNA. La temperatura de alineamiento depende del
tamafio y composicion de bases de los iniciadores

e Carbenicilina: Es una carboxipenicilina sintética con actividad
antimicrobiana para organismos Gram-negativos

e Células competentes: El término competente se refiere al estado
fisiologico de las células bacterianas en el que éstas tienen la capacidad
para unir e introducir DNA exégeno, como el de plasmidos. El tratamiento
de células de E. coli con metales divalentes, las hace competentes para
tomar DNA de plasmidos: La combinacion de calcio, manganeso y rubidio
permite obtener del orden de 10° a 10* células transformadas por ng de
plasmido

e Ciclos (PCR): Después del primer ciclo de PCR, el fragmento deseado de
DNA atin no tiene el tamarfio correcto, debido a que cada iniciador se une a
su secuencia complementaria en las cadenas del DNA , delimitando el ini-
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cio'de la sintesis del fragmento a amphﬁcar, mas no se dellmlta alin en
- este cxclo el final de la mlsma : L

“En el segundo ciclo contmua a obt
Solo después del tercer: “ciclo: 1Za .
‘correcto del fragmento de DNA de doble cadena de mteres A fin de tener
“mayor nimero de coplas se deben reahzar varios c1clos o

Clonaciéon: Se denva de la palabra griega klon que sngmf ca retofio o
brote. En el ambito de la Ingenieria Genética, clonar es aislar y multiplicar
en tubo de ensayo un determinado gen o, en general, un fragmento de
DNA. Sin embargo, en el contexto de la clonacion de la oveja Dolly (no es
en si un producto de Ingenieria Genética), clonar significa obtener un
individuo a partir de una célula o de un niicleo de otro individuo

Desnaturalizacion del DNA (fase 1 en PCR): Se aplica calor para
romper-los enlaces de hidrégeno que mantienen unidas en forma de hélice
doble a las dos cadenas del DNA. La temperatura de. 94 °C es
suficientemente alta para romper los enlaces de hidrégeno.

Desoxinucledtidos trifosfatados (dNTPs): Son las unidades estructurales
del DNA, en otras palabras desoxiadenina, desoxitimina, desoxiguanina, y
desoxicitocina (dATP, dTTP, dGTP, y dCTP). Son el material del cual se
parte para hacer copias de moléculas de DNA, son ensamblados por
enzimas DNA polimerasas (como la 7ag) en el orden correcto y
complementario a la cadena de DNA que se esta copiando

DNA Taq polimerasa: Enzima aislada del microorganismo termofilo
Thermophilus aquaticus, es estable a temperaturas tan altas como 95 °C,
cataliza la sintesis de DNA, como otras DNA polimerasas no termofilicas,
ambos tipos de enzimas son dependientes de un molde o templado de
DNA. Tiene una actividad 6ptima en un intervalo de temperatura de 72 °C

a 80°C

DNA: Acido desoxirribonucleico, material genético de todos los
organismos celulares y de casi todos los virus. El DNA lleva la informa-
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cién necesaria para la replicacién del mismo y la sintesis de proteinas

e Ec/HKI: Es una enzima de _r(_est’xkjicc;i(v')nkpur}'bi'ﬁcéda de Enterobacter cloacae

e Electroporacién: Es una técnica similar a la transformacién en la que el .- ..
DNA entra a las células. En éste método las bacterias son sometidas aun: -
campo de fuerza eléctrica elevada que desestabiliza las membranas. e
induce la formacion de poros en las células para que pueda entrar el DNA
a su interior i

e Endonucleasas de restricciéon: La mayoria de las enzimas de?res"tncgiion)
reconocen secuencias palindromicas (tambien llamada's das’

.‘Lde 20 a 100 pg/ml, ya que a concentraciones mayores exnste el nesgo de
. ;':lnhlbll‘ las enzimas por contaminantes téxicos

Extension o polimerizacién (fase 3 en PCR): Una vez que se unen los
iniciadores (hibridacién) se eleva la temperatura a 72 °C, 6ptima para la
actividad enzimatica de la DNA polimerasa

e Extraccion de DNA plasmidico de bacterias: Se obtiene lo que se
considera un producto purificado, pero habitualmente habra moléculas de
DNA del plasmido en tres formas topolégicas diferentes, conocidas como
superenrollada, relajada y lineal de longitud completa, todas tienen el
mismo tamaiio molecular (n° de pb), pero diferente forma

-®_Gen lucZ: Codifica la enzima B-Gal, la cual participa en el metabolismo
de la lactosa; La porcién N-terminal del gen, con sus regiones reguladoras
se utiliza en la construccién de plasmidos, en los que se le sitia hacia el
5'de la region del MCS

e IPTG: Es una analogo no fermentable de la lactosa, que inactiva el
represor de /ac Z, por tanto es inductor de la transcripcion del operén de

lactosa
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Lisis alcalina: Es un método para aislar DNA de plasmido a. partir de

colonias de bacterias. Estas se tratan con EDTA para romper la membrana' '
externa y con lisozima para digerir la pared célula, a contmuacnon las
células bacterianas se lisan por completo con el detergente i lOﬂlCO duodecnl
sulfato de sodio (SDS) e hidréxido de sodio (NaOH) ~

MgCl,: El cloruro de magnesio se requiere para que la enzima DNA
polimerasa funcione de manera efectiva. Cuando la enzima se une a la
cadena de DNA, requiere de iones magnesio con grupos hidréxido para
quitar un protén de hidrégeno de la desoxirribosa del nucleétido que va a
ensamblar, con el fin de agregarlo en la cadena que esta sintetizando

Mut’lgénesis sitio dirigida: Es un método versatil y preciso para la
insercién, extension y corte de nucleétidos del DNA. Se basa en el uso de
oligonucledtidos que llevan en su secuencia: las bases nucleotidicas
especnf‘cas que se quieren cambiar. Estos: 1mc1adores hlbrldan con la
region del DNA que se desea modificar .

Oligonucledtidos o iniciadores para PCR: Son'fragmentos de DNA de
cadena sencilla y complementaria a una secuencia corta del DNA que vaa
ser coplado Se utilizan, en exceso .molar (10% a 10'°) con respecto a la
secuencia complementaria, para comenzar el proceso de copiado, para ello
deben tener un extremo con un hidroxilo 3" libre. ComUnmente tienen de
15 a 30 pb de longitud. Se disefian para unirse a secuencias Unicas del
DNA. Ambos iniciadores, 5 y 3° (forward and reverse primers) tienen
puntos de “fusion” a los que el DNA de cadena doble es desenrollado o

linearizado (Tm)

Plasmidos: Moléculas de DNA extracromosomal, la mayoria de cadena
doble, circulares y unidas por enlace covalente, tienen un tamafio de 1 a
mas de 200 Kb. Se comportan como unidades genéticas accesorias que se
replican y heredan de forma independiente del cromosoma bacteriano.
Contienen genes que confieren diversos fenotipos, tales como produccion
y resistencia de antibidticos, produccidon de enterotoxinas, y degradacion
de compuestos organicos complejos, entre otros
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Plismido superenrollado: Una de las tres formas topoldgicas diferentes
del DNA plasmidico extraido de las bacterias, todas tienen el mismo
tamafio molecular (n® de pb), pero diferente forma. El superenrrollamiento
resulta del efecto de la enzima girasa (es una topoisomerasa I) sobre dos
hélices de cadena doble de DNAse que se le unen.

Reacciones de ligacién: Son catalizadas por enzimas- (ligasas) que unen
dos fragmentos de DNA, mediante enlaces covalentes, es decir formando
enlaces fosfodiéster entre el fosfato 5° de una molécula de DNA y el grupo
hidroxilo 3" de la otra :

Sitios de restriccién: Se trata de las secuencias especificas en el DNA que
son reconocidas por enzimas de restriccion definidas, es decir, son los
sitios donde tales enzimas cortan la cadena doble de DNA. Estas
secuencias tienen en general una longitud de 6 pb

Sitios maltiples de clonacién (MCS): son porciones del DNA, algunas
veces sintéticas, que contienen sitios de restriccién para endonucleasas,
contiguos o que se sobrelapan.

Transformacién: en el contexto del DNA recombinante, este término se
usa para definir la adquisicién, - transporte e integracion de DNA
plasmidico a través de la membrana de las células, asi como su
mantenimiento como elemento estable en las mismas, y finalmente su
expresion en las células, confiriéndoles nuevos fenotipos, como por
ejemplo la resistencia a antibioticos

Vectores T: son moléculas de DNA de plasmidos o fagos que Ilevan un
nucledtido de timidina sin aparear en el extremo 3° de cada una de las
cadenas de DNA

X-Gal: sustrato’cromogénico no fermentable, el cual es hidrolizado por la
B-galactosidasa (producida por E. coli) en un compuesto denso e insoluble
de color azul- .
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