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RESUMEN 

Con este proyecto se desarrollo una herramienta molecular (vector T) que 
permite la clonación directa de productos amplificados por PCR, de una 
manera sencilla; se realizó por la necesidad de tener un vector que fuese 
preparado por simple digestión con una enzima de restricción (Ec/HKI), la 
cual deja moléculas de DNA con nucleótidos de timidinas (dT) 3' 
terminales. Este sistema de clonación se disefio para aprovechar el hecho de 
que los fragmentos de DNA amplificados con la enzima DNA Taq 
polimerasa contienen un nucleótido 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 con 
la Ec/HKI 

El vector desarrollado en este trabajo se denomina pT A57, 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 clonación comerciales, en los que se preparan este tipo de 
vectores T por medio restricción con enzimas que les dejan extremos 
rasurados y que luego se incuban con la enzima DNA Taq polimerasa y 
desoxitimidin trifosfato (dTTP) en exceso y en ausencia del nucleótido de 
adenina, en los cuales muchas de sus moléculas pierden las T 3 · terminales 
que se pretende aprovechar para la clonación de los fragmentos deseados de 
PCR. 

Para lograr la generación del vector pTA57 se tomó como base el plásmido 
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 (región del gen de tetraciclina) denominado ECLHKI 
obtenido mediante la fosforilación y el alineamiento de dos oligonucleótidos 
complementarios (cacle 1 TA y cade2T A) de 59 pb, diseñados para tener un 
sitio de restricción para la enzima Ec/HKI en cada extremo, y que incluyeran 
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ade1rnís una A cxtrn en los extremos 3 'terminales, que fuern complementaria 
a las T 3 'terminales del pT7Blue(R) para poder insertarlo por ligación en 
éste vector, y que además al ser clonado permitiera restituir el marco de 
lecturn abierto (ORF) de la subunidad a de lacZ, necesaria para la selección 
de colonias bacterianas recombinantes por fenotipo de color azul 

Con el casete ya incluido en el vector llamado hasta aquí pTAS, lo siguiente 
fue eliminar un sitio de reconocimiento extra para la enzima Ec/HKI, 
localizado en la región del gen que codifica para la f3-lactamasa (resistencia 
a carbenicilina y ampicilina) de este último plásmido, esto se logró mediante 
mutagéncsis sitio dirigida con el uso de un iniciador que tiene solo una base 
cambiada, y que eliminó el sitio de restricción mencionado, sin sustitutir el 
aminoácido codificado por el codón que incluyó dicho cambio. Así, el nuevo 
vector T (denominado pTA57), quedó listo para su preparación de manera 
sencilla por digestión con la enzima Ec/HKI y para la clonación de 
productos amplificados por PCR 
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l. INTRODUCCION 

1.1 Reacción en cmlcna de la polimcrasa (PCR): 

La reacción 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 información nueva en ella. Para llevar 
a cabo la reacción no es necesario que la secuencia a sintetizar este 
inicialmente en forma pum, puede ser la fracción menor de una mezcla, es 
decir, se necesita una pequeña cantidad de la secuencia para iniciar la 
reacción. En ella, se usan dos oligonuclcótidos como iniciadores para una 
serie de reacciones de síntesis catalizadas por una DNA polimerasa 
termoestable. Estos oligonucleótidos generalmente tienen secuencias distintas 
entre ellos, son complementarios a las secuencias que están en las cadenas 
opuestas del DNA templado y delimitan el segmento de DNA que será 
amplificado. 

En la PCR se realizan varios ciclos divididos en tres fases, las cuales 
son: Desnaturalización, Alineamiento, y Polimerización o Extensión 
(figura 1). Cada ciclo inicia cuando el DNA templado es desnaturálizado por 
calor en presencia de Jos dos iniciadores, 5. y 3.' en exceso molár' cadá'ullo\ y 
Jos cuatro clcsoxinucleótidos fosfatados de adenina, guariina; ciiosi~a, y·: 
timina (i.e., dNTPs: dATP, dGTP, dCTP y dTTP respectivaníente) Entom:és,, 
la mezcla de reacción es enfriada a una temperatura que pe'rmita · qÍ.iejos 
oligonucleótidos iniciadores hibriden en las cadenas opuestas deJa secuencia . 
blanco (alineamiento) y queden orientados de tal forma que lá\polim.erasa 
inicie Ja síntesis de DNA de la región que esta entre los oligoniJcleótidos 5' y 
3 · (polimerización). A causa del incremento en la especificidad de Já síntesis, 
hay una disminución de productos no específicos de la polimerización, por lo 
que Jos rendimientos de Jos fragmentos deseados son más altos. En el segundo 
ciclo de Ja amplificación y en Jos subsecuentes, las moléculas recién 
amplificadas, también sirven como templados para el siguiente ciclo de 
desnaturalización, alineamiento y síntesis de DNA, el cual se repite muchas 
veces de manera sucesiva, generando moléculas de DNA de longitud definida. 
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Estas moléculas, se acumulan de manera exponencial con cada ciclo de 
amplificación posterior y forman los productos dominantes. de. la reacción 
(figuras 1 y 2) 

El producto principal de esta reacción exponencial es un segmento de 
DNA de doble cadena cuyos extremos 5 · y 3 · está.n definidos por la 
terminación 5 · de los oligonucleótidos iniciadores y cuya longitud esta dada 
por la distancia entre los mismos. La reacción en cadena de la polimerasa es 
capaz de producir un enriquecimiento selectivo de una secuencia específica 
de DNA en un factor de 1 O'', facilitando enormemente una gran variedad de 
manipulaciones analíticas subsecuentes, e. g., clonación altamente eficiente 
de secuencias genómicas (Saiki et al., 1988). 

Los productos de un ciclo de amplificación exitoso, son moléculas de 
DNA de tamaño heterogéneo cuyas longitudes pueden exceder la distancia 
entre los sitios de enlace de los dos iniciadores. Pero aun cuando en cada ciclo 
de la reacción de amplificación se producen moléculas de DNA más grandes 
del tamaño esperado, éstas se acumulan en una proporción lineal, de tal forma 
que no contribuyen significativamente a la masa final de las secuencias 
específicas. 
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Figura l. Reacción en cadena de la polimerasa (ciclos de desnaturalización, 
alineamiento, y polimerización) 
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1.2 Distintas enzimas utilizadas en el método de PCR 

Los protocolos originales para PCR usaban el fragmento Klenow de la DNA 
polimerasa 1 de Escherichia coli para catalizar la extensión de los 
oligonucleótidos iniciadores alineados (Mullís and Fallona, 1985). Debido a 
que esta enzima se inactiva a las temperaturas que son requeridas para 
desnaturalizar el DNA. cada ciclo de síntesis requería la adición de una nueva 
alícuota de ella. Aunque estas reacciones funcionan bien para la amplificación 
de segmentos pequeiios de DNA, < 200 pares de bases (pb), sin embargo los 
resultados con templados más grandes son malos. Frecuentemente, el 
rendimiento obtenido es pobre y en general los productos son de tamafio 
heterogéneo, presumiblemente porque se presenta un apareamiento incorrecto 
de los iniciadores con el DNA templado a las temperaturas usadas para la 
extensión catalítica de los oligonucleótidos. 

Estos inconvenientes fueron resueltos con la introducción de una DNA 
polimerasa termoestable y tcrmoactiva, purificada de la eubacteria termofilica 
Ther11111s aq11atic11s (Saiki et al., 1988), denominada DNA Tt1q polimcrasa. 
Esta enzima puede resistir una incubación prolongada a 95ºC, por lo cual no 
se inactiva a la temperatura necesaria en el proceso de desnaturalización y no 
se requiere su reemplazo en cada ronda de amplificación. Además, debido a 
que el alineamiento y la extensión de los oligonucleótidos pueden llevarse a 
cabo a temperaturas elevadas, el apareamiento erróneo se reduce 
enormemente. Esto resulta en .mejoras sustanciales en la especificidad y 
rendimiento de la reacción de amplificación y en el tamafio del producto 
amplificado. Sin embargo, este método tiene dos limitaciones que recaen en la 
fidelidad del producto final y en el tamaño del fragmento de DNA que puede 
ser amplificado (hasta 1 O 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 cxonuclcasa que le permite llevar a cabo 
un proceso de edición en sentido 3'- 5'; esta enzima, permite amplificar 
secuencias de DNA de 5 a 7 Kb. Actualmente se tiene la opción de utilizar 
una combinación de DNA polimerasas con y sin capacidad de edición, un 
ejemplo de esto es el producto de alta fidelidad y eficiencia para PCR llamado 
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"Expand" que consiste de una mezcla de la DNA Taq polimerasa y de dos 
DNA polimerasas llamadas Pwo. Esta mezcla de enzimas permite amplificar 
de manera eficiente secuencias de DNA genómico de 5 Kb como tamaño 
óptimo, además permite amplificar productos hasta de 12 Kb con un 
rendimiento menor, este último guarda una relación indirecta con la longitud 
de la secuencia. Con una variante de dicho producto (llamada sistema para 
PCR de templado grande), se puede lograr In amplificación de moléculas de 
DNA desde 3 hasta 27 Kb con fidelidad y eficiencia aceptables, aunque esta 
variante es óptima para amplificar fragmentos tan pequeños como de 0.5 Kb. 

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

Con relación a las polimerasas sin actividad exonucleasa o de edición, 
cabe agregar que tienen una tasa de error de incorporación de nucleótidos tal 
que existe una gran probabilidad de adicionar un nucleótido erróneo que evite 
la polimerización sobre todo en reacciones en las que se pretenda amplificar 
un fragmento de DNA de más de 1 O Kb. En cuanto a las polimerasas que si 
presentan actividad de edición, poseen tasas muy bajas de incorporación 
errónea de nucleótidos, pero están limitadas en cuanto a capacidad para 
realizar polimerizaciones extensas, debido a que requieren tiempos más largos 
para ello. 

1.3 Estrategias para la clonación de productos de PCR 

1.3.1 Clonación de productos con extremos rasurados 

Los intentos por clonar productos de PCR como fragmentos con extremos 
rasurados, han sido ineficientes debido a la actividad transfcrasa terminal 
(TDT) independiente de templado de la enzima DNA Taq polimerasa. 
Cuando se generan fragmentos de DNA por PCR, la enzima adiciona uno o 
dos desoxinucleótidos en el extremo 3 · del DNA rasurado de doble cadena. 
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Cualquiera de los cuatro nucleótidos puede ser adicionado cuando estú 
presente una mezcla de el los en la reacción, pero por razones desconocidas la 
enzima tiene preferencia por incorporar dATP (Clark et al., 1988). Más de la 
mitad de los productos de PCR de una reacción contienen dicho nucleótido 
extra, el cual interfiere en la reacción de ligación entre el vector y el 
fragmento. La presencia de esas terminaciones desiguales en el fragmento de 
DNA amplificado disminuye la eficiencia. Así, para clonar de manera 
eficiente productos de PCR como fragmentos con extremos rasurados se 
requiere un procesamiento enzimático adicional. 

Hay distintos métodos para realizar lo anterior, en uno de ellos se 
utiliza una enzima (Pa/JK) con actividad de exonucleasa 3 · - 5 · para quitar el 
nucleótido 3 · saliente (Hemsley et al., 1989). Otro método es usar el 
fragmento Klenow de la enzima DNA polimerasa 1 de Escherichia coli para 
llenar el extremo 3 · saliente (Tabor et al., 1988). Ambos métodos pueden 
solucionar el problema en cierto grado, pero las eficiencias de clonación son 
comúnmente bajas. 

1.3.2 Incorporación de sitios de restricción en los oligonucleótidos 
iniciadores. 

La incorporación de sitios de restricción específicos en los iniciadores 
usados en la amplificación, permite que los productos resultantes puedan ser 
clonados fácilmente en algún vector que contenga los mismos sitios de 
restricción. Esta tal vez es la más común de las estrategias para solucionar el 
problema de la adición 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 mayoría de 
los casos tienen poco efecto en la especificida'd o eri la :eficiencia de la 
amplificación, después de la cual se lleva a cabo la digestión con las 
endonucleasas de restricción apropiadas para generar las terminaciones 
cohesivas deseadas en el producto de PCR. Así, el DNA amplificado y poste­
riormente digerido queda listo para su subsiguiente ligación en la región de 
los sitios múltiples de clonación (MCS) del vector lineal con la (s) misma {s) 
enzima {s) 
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Sin embargo, algunas endonucleasas no pueden cortar el DNA cuando 
su secuencia blanco está localizada cerca ele los extremos ele las moléculas de 
DNA (Kaufh1an et al., 1990. Jung et al., 1990); entre estas se encuentran 
varias enzimas de uso común incluyendo Sal!, 1-/indlll, y Xbal. Esta 
limitación puede ser superada usando un procedimiento de ligación ele los 
productos sobre sí mismos, previa a la digestión y a la clonación. De manera 
alternativa, las terminaciones ele los fragmentos pueden ser rasurados a través 
de la actividad de la enzima Po/IK (1-lcmsley et al., 1989). 

t.3.3 Vectores T 

La actividad independiente de templado de la DNA Taq polimerasa, puede ser 
explotada para crear un esquema ele clonación que tenga la eficiencia de un 
sistema de clonación con extremos cohesivos, sin requerir de ninguna 
modificación enzimática adicional del producto amplificado. Dicho sistema 
emplea un plásmido que contiene sólo un nucleótido saliente de timidina. 
Esencialmente, se han utilizado tres estrategias distintas para adicionar dicho 
nucleótido saliente al vector: 

l. Incubación del vector lineal con extremos rasurados con un exceso de dTTP 
y la enzima DNA Taq polimerasa; en ausencia de dATP. En estas condiciones 
la enzima adiciona únicamente un residuo de timidina saliente. Esta reacción. 
es catalizacla por la actividad TDT independiente de templádo: de la 
polimerasa mencionada (Marchuk et al., 1991 ). 

-.. -· .·,_-~ :.';~:><-- -- .:· 
11. Adición de sólo un residuo saliénte de timidina 3 · usandci:','2 ', 3 '-didesoxi- · 
timidin tri fosfato ( ddTTP) y la enzima· desoxinucleótido' transfér~s'a- ter'ininal 
(TDT) (Holton et al., 1991 ). La\1tilización del ddTTP asegura la 'adición de 
un sólo residuo T, al cual le falta el grupo hidróxilo-3 • por lo que los 
extremos del vector generados ásí no pueden formar ún enlace fosfodiéster. 
Por otro lacio, el producto de PCR puede ligarse a otros DNAs ya que 
contiene un fosfato 5 ·. De tal modo que se puede ligar directamente un vector 
con colas ddT a un producto de PCR que contenga una dA 3 • saliente por la 
formación de un enlace fosfodiéster. 
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Los vectores resultantes, mencionados en los puntos 1 y 11, pueden ser 
1 igaelos a los productos de PCR que llevan las dAs salientes complementarias 
en sus extremos 3 ·. Sin embargo, la preparación de vectores elT o ddT no esta 
libre de problemas. La adición 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 (Marchuk et al., 
1991 ). 

111. Digestión con las endonucleasas de restricción Xcml o Hphl para producir 
residuos de desoxitimidinas 3 · no aparcados, 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 restricción pueden estar contaminadas 
con exonuclcasas las cuales quitan los residuos T terminales produciendo 
clonas sin inserto por su ligación como extremos rasurados (colonias azules, 
en el caso ele complementación ele cepas con la subunidad a del gen lllcZ). 
Por tanto para reducir el número de tales clonas sin inserto se recomienda la 
desfosfori lación de los vectores. Por todo esto, los vectores To sus derivados 
ddT salientes representan una alternativa práctica con respecto a los otros 
métodos de clonación 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 Testa el plásmido pGEM-T derivado del vector pGEM~5Zf (+). 
Este vector se prepara por medio de digestión con la enzima de restricción. 
EcoRY que produce extremos rasurados, seguida de la adición de una 
timidina 3 · terminal en ambos extremos; esto mejora la eficiencia de ligación 
del producto de PCR en el plásmido. En la ligación se aprovecha la adición de 
adenosina, independiente de templado en los extremos 3 · de los productos de 
PCR, por ciertas DNA polimerasas termoestables como la mencionada Taq. 

Además, se pueden generar fragmentos con terminaciones rasuradas 
utilizando algunas DNA polimerasas termoestables que tienen actividad· de 
exonucleasa 3' - 5 ', tal como las DNA polimerasas Pfu o Tli. Una gran 
proporción de los productos de PCR generados por estas enzimas posee extre-
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mos rasurados (por tanto también pueden ser clonados como fragmentos 
rasurados). Los productos de PCR resultantes pueden ser madi ficados por una 
segunda incubación con la DNA Taq polimerasa en presencia de dATP y 
después ser clonados en alguno de los vectores T existentes pGEM-T. 

Otros vectores como el PCR TM 11 que contienen ti mielinas 3 · 
salientes, se construyen ligando moléculas del vector con extremos rasurados 
con fragmentos de oligonucleótidos adaptadores conteniendo dichas timidinas 
3 · salientes. · 

El vector pT7Blue{R) Cue también diseñado para la clonación de 
productos de PCR. Este es preparado por digestión con EcoRV, seguidapor la 
adición de sólo un residuo de dT en cada uno de los extremos 3' del plásmido. 

';·; 
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2. ANTECEDENTES 

Se han construido vectores T comerciales para ser utilizados en la clonación 
directa de productos de PCR, e.g., el pBlueScript derivado del pCR-ScriptTM 
SK (+),el pCRT~ 1 II, el pGEMR-T, y el pT7Blue(R) (usado en este trabajo). El 
uso de estos vectores presenta ciertas desventajas, ya que se tienen problemas 
en la selección de colonias recombinantes (Hengen, 1995). 

Los problemas que se han encontrado, al utilizar el vector pCR­
Scriptn1, son cuando este plásmido se transforma. Después de la reacción de 
ligación con el producto de PCR se presenta una proporción 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 plásmido pGEMR-T, y esto 
puede presentarse con cualquier otro vector comercial. En el caso del 
pGEM 1i-T se ha reportado que sólo el lote original funciona bien y no así los 
siguientes, y que incluso estos lotes dan un fondo elevado de colonias blancas 
cuando se usa solamente el plásmido para transformar E. co/i (control sin 
inserto) y se extiende sobre medio con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-¡3-D­
galactopiranósido (X-Gal) e isopropil-13-D-tiogalactopiranósido (IPTG). 

Otro punto en contra de los vectores-T comerciales es la inestabilidad. 
de las terminaciones de timidina 3 · salientes presentes en estos plásmidos. 
Los vectores del tipo del pT7Blue tienen una probabilidad elevada de 
perderlas cuando se congelan a -20ºC 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 pierden las timidinas 3 · terminales, de modo que en el proceso de 
ligación ni siquiera el inserto control es ligado. Con el uso del pGEMR-T se 
han presentado otros inconvenientes, como lo es el hecho de que se han 
aislado clonas con distintos insertos, sin la terminación T7 del vector, es 
decir, ninguna de las enzimas que 'de.herían de reconocer secuencias de 
restricción dentro del MCS, en la terminación T7 del vector, digiere el DNA. 
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Por otra parte se han construido, mediante otras estrategias, más 
vectores parn la clonación directa de productos de PCR como lo son los 
vectorcs-T (BSll TKS y BSII TS) que son preparados por digestión con la 
enzima de restricción AspEI (lchihara and Kurosawa, 1993). En su 
construcción se les insertaron dos sitios de restricción sintéticos para dicha 
enzima uno detrás del otro (i.e., 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 utilizó el pBlueScript 11, 
por lo tanto al clonar productos generados por PCR la selección de 
recombinantes se hace mediante fenotipo blanco en medio con X-Gal e IPTG. 

Así mismo se construyeron vectores Ta partir de los fagos M l 3mp 18 y 
M l 3mp 19 utilizando dos oligonucleótidos sintéticos parcialmente 
complementarios entre si. Estos fueron fosforilados y alineados para obtener 
un fragmento de DNA de cadena doble con extremos cohesivos BamHI y 
Asp7 l S para insertarlo en los sitios de clonación múltiple de los vectores 
citados. Además hay entre los sitios mencionados dos secuencias de 
reconocimiento adyacentes para la enzima Xcml. Al digerir las construcciones 
derivadas del M 13 con esta última enzima se produce un vector linearizado 
con residuos T 3 · desapareados en sus extremos (Cha et al., 1993). Este 
inserto fue diseñado 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 -clonación directa de fragmentos 
generados por PCR construido a partir delplásmido pGEMS-tZ(+), para esto 
se utilizaron dos oligonucleótidos sintéticos parcialmente complementarios 
que incluyen la secuencia de reconocimiento s' saliente para la enzima Ncol 
y dos sitios para Xcml. Estos, se alinearon y se ligaron al vector digerido con 
Ncoi. Como en el caso anterior la restricción de esta construcción con la 
enzima Xcml produce un vector con residuos T 3' desapareados en sus 
extremos. Este vector está listo para ia clonación de productos de PCR. Mead 
et al., diseñaron vectores T similares a éste último, los cuales son preparados 
por digestión con las enzimasXcml oHphI. 
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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 
digestión con enzimas ele restricción no están disponibles comercialmente, se 
propuso Ja obtención de un vector T para la clonación directa ele 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 restricción con la enzima Ec/HKI. 

Vector pT7Bluc(R) 

El vector pT7Blue(R) tiene 2887 pb, el origen de replicación fl esta 
orientado de tal forma que la infección con un fago ayudador (hclpcr 
plrnguc) produce viriones que contienen DNA de cadena sencilla. Además 
tiene otro origen de replicación llamado orí ColE 1 para la síntesis de DNA de 
cadena doble. 

Este vector permite el análisis de recombinantes por fenotipo azul­
blanco ya que contiene la secuencia que codifica el péptido a funcional de 
lacZ que complementa al fragmento co del gen /acZ expresado por la cepa 
hospedera. Por tanto como resultado se obtiene una f3-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 únicos de restricción del plásmido incluidos en el sitio de clonación 
múltiple (MCS), localizado dentro de la región codificante del péptido 'a, se 
interrumpe su función, y las colonias recombinantes presentan un fenotipo de 
color blanco. 

Dentro del gen bla, que codifica para la enzima que confi.ere la 
resistencia a carbenicilina y otros antibióticos como la ampicilina, del vector 
pT7Blue(R) y de sus derivados existe un sitio de reconocimiento; también 
único, para la enzima Ec/HKI. 
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3. OB.JETIVOS 

Objetiv~ general: · 

· •!• Modificar el vector de clonación pT7Blue de tal fonna que la digestión de 
este.plásmido con lri e'nzima de restricción Eé!HKI genere extremos 
éohesivos con timidinas 3 ''salientes. . 

Objetivos particulares: 

•!• Diseñar dos. oligonúcleótidos complementarios excepto. en una adeniria .en 
los extremosJ' de cada Úno .de ellos pal:a ,obtener unfrágmeríto de DNA 
que además lleve .d.os sitios de resfricción para la enziina'Ec/HKI (casete 
ECLHKI). y .<. , · , .• . 

,,.·.:'~;,· ;o. ''····i.i\'/ .. ¿·/··· 

... ;~;~r,~[~)[:¿f~l~:~{~~~l~~~1f~¡~¡~~lt!~~~li'~~ dei .ve''º' . 

•!• Eliminar.el si ti O de restricdón'ipár.a•Jla,e'nziiria]Eé:/HK.I;;Joc~lizado a .1658 

.. kH~~~¡~~l~;!v~;2~~~~¡[lf.\;l:~~:~3~~P·~!l\ir:Sªren. e1· P1••mido 

Vaiidación d.eLsistema,.mecliante;la.doría~ión C!il"ecta de un fragmento de 
.DNA, del .: ... geri;~:¿;1-;:}del ~:i:>peró..;.• del ··sistémá•····fosfotransferasa (PTS) 
· afrtplific~do• p~r PCR ... '· · . · . 
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~;MATERIAL Y METODOS 

•!• Creneión. del .casete ECLHKI e inserción del mismo en el vector 
pT7Bliie(R)' 

l. Para obtener el casete ECLHKI se diseñaron 2 oligonucleótidos 
(denominados cadelTA y cade2TA, figura 3) que fueron fosforilados y 
alineados, para ello se mezclaron: 

1 µI ele cada iniciador (cade!TA: 423 i1g ycad~2TA:·423_n,g)' 

1 µI de cinasa ( 1 O unidades) . , ·.· .:.· .. ···•·•·· ..... .. 5 µl de dA .. rP 1 o tl1M . . ·~:-,··.:/ ::':-. . _.: 
5 µ) de amortiguador para cinasa 1 oX. 

.38_µ1 de H20 . . n·::I- •.. 
50 µI =volumen final de reacción·.c. 

·, ~ .:~:: :·· .. :· . 

a) incubar a 37ºC por 30 min;:.:/ :, . 

b) pasar el tubo a unbaño ~o~a~ua a 80 o e, ~ dejar enfriar hasta que llegue a 
temperatura ambiente.·. · · · 

c) pasar a hielo y ligar con el vector pT7Blue(R). 

2. Las reacciones de ligación y de control de la ligación . del vector 
pT7Blue(R) y de sus derivados (tablas 1 y V, respectivamente), digeridos con 
las enzimas de restricción adecuadas, se realizaron en una relación de 1: 1 ó de 
1 :2 entre vector e inserto (el tipo de extremos se considero de tipo rasurado) 



1.0 µI de buffer 1 OX para ligasa (200mM Tris-HCI pH 7;6, 50 mM MgCl2) 

0.5 µI de ditiotreitol 1 OOmM (DTT) 
0.5 µI de ATP 1 OOmM 
X µ 1 de vector-T 
0.5 µl de DNA ligasa T4 (2 a 3 unidades) 
Y µI del DNA a ligar 

_Z__JJI de H20 
1 O µ 1 =volumen final de reacción 
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Nota: X, Y, y Z se agregarán en función de la concentración deseada de DNA 
en la reacción, tanto del vector como del fragmento a ligar. 

Tabla 1 
Reacciones de ligación y reacciones de control 

# mezcla DNA del vector T DNA del casete Enzima ligasa T4 
1>T7Bluc(R) ECLHKI 

1 1 µl (50ng) no no 
2 1 µl (50ng) no 1 µl (control+) 
3 1 µI (50ng) 6 µl (51 ng) 1 µl (muestra) 

a) incubar a 16 o e durante toda la noche 

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

3. La transformación de las mezclas de ligación del punto anterior, en 
células competentes de Escherichia co/i cepa XLIBluc (F'::TnJOproA+B+ 
/acf1 D.(lac Z) M15/recAJ endAJ gyrA96(Nal') thi hsdR17(rk-mk+) supE44 
re/A 1 /ac), y del DNA de los vectores derivados del plásmido pT7Blue(R), en 
la cepa antes mencionada y en la cepa CJ236 (F' cal dutl ungl thi-1 r~IAJI), 
se realizó de la siguiente forma: · 

a) colocar 50 µl de células competentes (tratadas con Ca++, ver apéndice# 1), 
en un tubo eppendorf de 1.5 mi estéril frío. Adicionarles de 1 á 1 O µI del 
DNA que se va a transformar 
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* Como control de las células empleadas en la transformaciói1, éstas se 
transforman con el mismo volumen que seutilizó deDNA, pero en este caso 
se usa el buffer en el que esta. disuelto éste último (ver el esquema de 
transformación de las ligaciones y de los controles en la tabfa 11) 

,,· . .. 

b) incubar la mezcla 60 min. en hielo, agitando suavemerit~cada l O min., 
y dar un choque de calor a 42 ºC durante 1 min. , 

c) pasar inmediatamente a hielo e incubar por 5 min. más 

d) adicionar a la mezcla de transformación 0.5 mi de medio YT2X e incubar 
por 1 hr. a 37 ºC, en agitación constante (300 rpm) > .· · 

e) distribuir de 0.1 a 0.2 mi de mezcla de transfo1:;nación por caja (50 µI cuando .·· 
se transforma plásmido superen rollado). Utilizar: el marcador de resistencia 
adecuado para seleccionar las células transformadas con·· cada uno de los 
plásmidos uti 1 izados. En este trabajo se usó cÓíno med.ic:Í de selecciónel Luri.a­
Bertani (LB) con carbenicilina (50 µghnl), adicionado también: cciri' X~Gal e 
IPTG. 

f) el control de las células competentes se diluye h~staJÓ~s.)·~;{1iltr.ib~;e·~n 
medio sin antibiótico para conocer el estado de viabilidad deJá{é'éJÚlaú 

·. ' ,·.,-~ ··~'. _.· .. :·.:,,,_ ·.,;.,~i ;~·;:.:;:y·.. ,. 

Tabla 11 ' .. 
.,, 

· .. 
Cepa a transformar DNA transformante Medio de selección 

XLI Bluc (#mezcla de y fenotipo esperado 
ligación) ( 100µ1 distribuidos) 

LB LBCb5oX-Gal e IPTG 
50 µI o e N 
50 µI 1 - N 
50 µI 2 - A 
50 µI 3 - A 

A: azul N: ninguno - no se distribuyó 
C: control de viabilidad celular 

NOTA: distribuir es utilizado aquí como sinónimo de platear o plaqucar 
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4. A partir de las células transformantes obtenidas se realiza la purificación 
del DNA plnsmídico mediante lisis alcalinn (RodrígLtez, R; L .. and Tait; R. 
e~, 1983.) y proceden1os de la siguiente 111arlera: . ·,.··:.···-·· . .::··.··.·. 

:.: : .. > ... {-.· .. :;:.~·t/~\ --~~f ·. 
a) se inoculan 3 mi de medio LB con una colonia baC:teriarfa,'.~dicionarido el 
antibiótico de selección adecuado y se in?uba toda ·la';noch¿:a\3JºC en 
ágitaCión constante (300 rpm). El cultivo debe Ilega·¡; ~i'f~sé'{;si'ricié>Ha1:i~ · 

b) centrifügar el cultivo de toda la noche en L;;[i~~J~Wi~~,~~~\:~·;r, .5 mi 
durante 30 seg. .;, ,.. .,., · 

• > ··::~:~.,;.,_,;¡, ·.:::-· ·,<: .. 

c) desechar el sobrenadante y lavar la pastilla resuspendiérídola ell mi de 
buffer SET helado (solución 1) 

d) centrifugar a una velocidad de 12,000 a 14,000 rpm en la micro-centrífuga 
por 1 min. Quitar el sobrenadante por aspiración para dejar la pastilla de 
células lo más seca posible y resuspenderla en 150 µI de buffer SET helado, y 
adicionar 5 µI de Ribonucleasa pancreática A (RNAsa) volviendo a mezclar 
con vortéx 

e) agregar 350 µI de solución de lisis (solución 11) recten preparada y a 
temperatura ambiente. ·Cerrar. el tubo y mezclar por inversión repetida. 
Incubar 1 O minen hielo · 

1) agregar 250 µIde;;sOllJci¿n:!le acetato de sodio (solución 111). Cerrar el 
tubo y mezclar perfect~inellte por inversión repetida hasta que desaparezca la 
viscosidad · ' ;;.''.\:/:.:\~·:;'~' ·.·. · · 

' ~-... ~. -> .· ,,_;· ,' < ' . ;;:: ;. ·"/;·' ·: 
,. • ·._ .... ·::.· -·~-:-·:-.:~-'~~:•-.:-:·:::~,-:,-.,,.,-__ .;-:·¡" --~~:-.-_ ...... - ~- • • • ~ 

g) mcubar 30 m1n en;h1elo y centrifugar durante 5 mm en la micro centrifuga 
. y ¡:>asar el sobrenaél~nt~ (aproximadamente 700 µI) a un tubo eppendorf 
li1n¡:)io .·., · · · t. :¡/ 

~ ~-~,~.:_, ·t2 ·> ;·_J,_ ', -'--~~-~)~;-~~~; :::~·-~~-,:f:~··::»~~~/- , 
h) )dicionar Un volúrnen de isopropanol, mezclar invirtiendo el tubo varias 

, veces y' centrifugár in'1nediatamente durante 15 min. Desechar el sobrenadante 
e irivertir él .:túbo .·abierto sobre una toalla de papel para secarlo lo mejor 
posible 
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i) lavar con 1 mi de etanol al 70% a temperatura anibiente y agitar en el vórtex 
por un espacio de tiempo breve. Centrifugar por 5 min y.' desechar el 
sobrenadante, secando la pastilla a ten1per,átifra 'ai11biCnte º· dllrante 1 o 
minutos en el Savant .. , . , '.'•' .q:'),:,J''·\· ;; 
j) resuspender la pastilla en 50 µl de b11ffér°.TE:JÜ/1;rp)-i·8;:'.· , . :. 

5. Una vez puri ti cado el DNA plasmídico se IÍeJan ri :8abo las reacciones de 
restricción del pT7Blue(R) y los derivádos de este plásn'iido obtenidos en el 
presente trabajo. Para ello se mezclaron: 

2 µI del buffer adecuado para cada enzima o enzimas (doble digestión) 
2 µI de albúmina sérica bovina (BSA 100 µg /µl) en caso de requerirse 
5 µI de DNA del plásmido purificado por lisis alcalina (40 a 100 ng/µl) 
X µI de la enzima conveniente ( 1 unidad/µg de DNA) 
X .. µ1 de agua 

20 µl totales 

6. Análisis del DNA digerido de los plásmidos utilizados y construidos en 
este trabajo por patrón de restricción mediante electroforesis en· gel de 
agarosa y/o de acrilamida 

El volumen total de las reacciones de restricción (200-500 ng depNA) 
se cargó en geles de agarosa al 1.2% e.n buffer TBE IX con pozos de 5 m;n 
de ancho, y se corrió a 100-120 V de éorriente · · . 

Al terminar la electroforesis se tiñe con una solución diluida de 
bromuro de etidio 1: 100 por 1 O segundos y se observan en el transiluminador 
de luz ultravioleta. Siempre se usó como marcador de tamaño molecular la 
llamada escalera de 1 Kb. 
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•!• Elimi1rnción del sitio de restricción adicional Ec/HKI presente en el 
vector pT7Blue(R) y en su derivado pT AS (lleva insertado el cnsete 
ECLl-IKI) 

Para lograrlo se diseño un oligonucleótido de 26 bases. qu~se llamó Kl~Ap1t 
con la siguiente secuencia:.· · · · · · 

.·:·. . ,·." .::':' .... '' ·: 

G ACN NNN NGT e+..:-- sitio d~ reb~nocimle~to para EciHKI 

s· .... -e ACGACG GGG AGC"''cAGócAAcff\.+o G-.... 3· 
Thr Thr Gly Ser Gin Ala Thr Met 

Este oligonucleótido sólo lleva un cambio, de una ti mina por una citosina ~': 
en la tercera posición del codón que codifica para serina (AGT), y que al 
hibridar con el DNA del plásmido pTAS, corresponde al sitio 1662 de su 
secuencia. Esta sustitución no altera el marco de lectura del gen b/a, aunque sí 
elimina el sitio de restricción para la enzima Ec/I-IKI localizado alrededor de 
este codón, y esto es precisamente lo que se pretende. La mutación dirigida de 
este nucleótido (T) es muy importante ya que permite tener solamente dos 
sitios de restricción para la enzima mencionada, situados precisamente en el 
casete ECLHKJ que lleva insertado este vector pTAS, derivado del 
pT7Blue(R). Una vez lograda la mutación se puede escindir el casete 
mediante la restricción del nuevo plásmido, así generado, con la enzima 
Ec/HKI para obtener el vector T deseado. 

7. El oligonucleótido KI-ApR 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. Preparación de DNA templado de cadena sencilla 

l. Transformar 1 µl de DNA de cadena sencilla o doble del plásmido a 
mutagenizar (pTAS) en células competentes de E. coli CJ236 y distribuir en 
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medio LB + carbenicilina (50 µg/ml) + cloranfenicol ( 1 O µg/ml), siguiendo el 
esquema de la tabla que a continuación se presenta: 

Tabla 111 
Cepa a transformar DNA transformante Medio de selección 

C.1236 pTAS y fenotipo esperado 
( 100 µI distribuidos) 

LB LB+Cm111 LB+Cbso LB+Cm10 
Cbso 

50 µI no e B N N 
50 µI 1 µ! (75 ng) - B B B 

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

2. De las transformantes obtenidas, escoger una colonia para preparar DNA 
de cadena sencilla con dU, inocularla en 25 mi de medio YT2X, agregar 1 mi 
de fago ayudador K07, y el o los antibióticos requeridos: en este caso los 
mismos que en el punto anterior 

a) incubar toda la noche a 37ºC en agitación constante (300 rpm) 

b) centrifugar 10 min a 10,000g y .·ª4ºC. Recuperaf .el ·~ob~~n~dante y 
precipitar con I /5 de volumen .de.·solución<PEG•SO-OO~aCÍ .0'5'1VÍ ·durante 

hr. a tem~eratura a1nb'.ente'.· ·.·• ······.;:;r:;~.t~_;·;~;:,:'.~~~~--;;~·¿["~;~i~~N:·,;fü·:.~~rf,'.Y- .• :··~ · -.· .. 
c) centrifugar JO mm ·a•.· 10;000J:·g;:\Y:C~4~C:·;;;Dese·cha·r_ceL•sobrenadante S 

· .. ·· .. , ·L~~i ·; .. · · ' :;' :.:,'~:;_-. . '-J:t:,·;;·.,-,:~~:,.<::·,..V:•1'f.·"'·'-"-n~;;i>;;, -:,\¡;,--~""'<·.'·.'' ·-.. ·;'· -.-~;,: · -:· ·. ·.:· · , ·: 
resuspender en 1 mi de bu.ffcr STE::Pasar,•a;_un~tubo~eppéndorfcde.::J.5 mi y . 
repetir la precipitación durante2ó'híiri;· R~sll~µ'éüc1~~;·~~'i'.ó:6,~ m(de) búffe~ STE . 

con O. I mg/ml de RNAasa··~;'.• ... '. •.. {::::_;'..·~:~'.~;,~;;,-:·· •. ~:X';tf.'-L:/-''_I'..·.;'.~~·,¡::'.·····,··~.',.'_ .•. ··: · 
3. Extraer la solución deF fago-+3•;'.ve~es··~óón} fénol:clo,roformo · ( 1: 1 v/v) 
centrifugando a 3,000 rpmpor 5 min yrecÜperar la fasci:' acuos"a;. 

\ - .. : . ' . . . ~- , . , .. , . . " ... ,.. ; .. ~~- .. · - ·. · .. · 
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4. Después agregar al sobrenadante 1/4 de volumen de acetato.de amonio S M 
y 2.5 volúmenes ele etanol absoluto .. Dejarlq de 1.0 a 2o;i11in. a temperatura 
ambiente y centrifugar a 1,4000 rp111 porT5nih~: ,. ( · 

5. Lavar la pastilla de. DNA•dé· caden'a séri~iiI~ ¿cin';ét~~ofrfrío al 70% y 
secarlo en el Savant. Résuspender eil SO µI.1e biw~~-•TE·: 1 ~51 pH8; 

;:-,_:·-,,.,, .J_ 

B. Fosforilación del oÜgonuci~ó-tld¿)áiA~n. 
"';,c·.j . __ ,._., .. ;>.·. 

··-:·. 

a) mezclar en un tubo eppei1dol·f d,c. 0.6 1111: 
' . ' . 

7 µI de oligonucleótielo KI~ApR (29i'ng/µl) 
3 µI de buffer cinasa IOX 
1 µldeATP IOmM 

20 µl ele H20 . .. . . . 
. J µJ de polinucleótido cinása' (l O unidades) 
32 µI 

'. . , .· .. 
b) incubar durante .J. hr .. a 37ºC y congelar los productos durante toda la 
noche o contii1uar dé<inÍnediato. 

', :·:.-- - : 

CAline:Ími:nt~ del oligonucleótido y reacción de llenado 

·.·a) mezclar en un tubo eppendorf de 0.6 mi: 

32 µl de H20 
2 µl de dNTPs 2.5 mM 
2 µ 1 de A TP 1 O mM 
5 µl de buffer IOX 
4 µ 1 de DNA templado de cadena sencilla/dU (pT AS: 160 ng) 

~lli de solución de oligonucleótido fosforilado (cinado, 37 ng) 
49 µl 
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b) calentar a 80 o e por 5-1 o min. en. un bai'io de agua y dejar enfriar hasta 
temperatura ambiente. Enfriar en hielci.antesde adicionar las enzimas 

c) agregar en hielo 1 µ!de ÓNA lig-~l~ri:T4'coñC:enfrada (40\1nidades) 
-••• :' • ' ·, e;- • -· • ; ·-· - • ; • • ,",. ··>:·.:. • .. : ... :¡ "~\ . ; . 

d) """""' enhi:lo ;~:(~f~~~;~f ¡~~i~~{~f ;?~tf {~~~d) i ... 
e) dejar a temperaturiüai11bieñtej:io"r:;L{l1r.'··y'después aAC>.C durante toda la 
noche · · · • ''<:- - -_, ·:-;:.;_\i-!'··-;:,_;\ :, · '-i< • \,, .-.-: · .. :-

!) J Jev;;, ,, .. vº''"~~~);;,~:¿f ~j~~~i~~~;t~c,V9~;{;:~~J¡toi,~ ,j,,,,;·""'· 
~,·' ;·:~;'.~·,(~'.' ~ ,.·::,~·i:.,:;;;~>~ 'jY~~,~~·:?: ' i~·¡ 1· ;, . •,.-•. "''e• ... ;: • '._-'~:,f'. "> :; ;"; ,•,:: 

_ ·--··. - , : ,'.'< ,, :::;;, :c·¡;J '''·'\/:'..,}-,\·:/~\?·'::>. H,'~-t-. ;.-.. -
- D. Exfracc ión 'ele DI-JA de 'C:aaena sériéil la para,ti;a'nsformación 

a) exti-aer . d~ 2' a· 3 ·v:ce~-~ ·~1;:':J'(J~'.i)d~~··J¿:t~01~~~ -~~.Pfenol :c!Óroformo en 
pr(lp01'ciói1 1: 1· v/v · _,._ ·;;- _ ;:_:'(ft:-~'._ rD;~~~1;; :: __ ······' . ->_· ·. 

b) agregar 1/4 de volumen .dé;ag~Í~fb~d~:.;~fno~io~_~Iv(·; -i.s _volúmenes de 
'etanol absoluto frío. Incubar a temper~tura-~mblente'~orJhi< 

. ' {:i,;-,(:~~~;;-,'1, -· ·- :;~;:¡,¿;:~:' ... ,. ·'· .. 
. -.;. -.: ,_ > c:;~~/'.·,~}:,\{::~~-·~~:-·.'-c:}~~'·'.~:p;·_j!;:{.\~ -~~::.·~--~ < '. ~- .-. 

c) centrifugar en Ja micro-centrífügaípor~5 :min:;'desechar elsobrenadante y 
lavar con 0.5 mi de etanolfrí6'.al}79'l(o~'.G~¡1t~ifllgar¡p~d min~ .y desechar el 
sobrenadante, secar la pastilla de DNJ.\.~C:ie;caºderírisencilía: Resuspender en 20 
µ1 de buffer TE 10/1. .-<{.{ 5\~} 2:;:-p~:)¡~;~~j)~··,_'>··?.¿~'":=<~<-~ ·;

1 
•• 

_, _ -~ -.... :.->:~2}X:~~{~~:~:~~1f.~~f ~;;-~:,~~·~~¿~I~~~;~~~;:;:;::~\;,,~ A·-.r.: .;_/> ._ · . .. · 
8. Transformación. •media_ ii te;'cfodropo'~a.éióri, deLDNA· .. de. cadena. senciJia 

~tt:~~~~ado del ~~~t~r:~;,~~;j~f~·~:;~~!Hlt~!'.~~~~f;tr~'.~~f1-P~!~n~es de E. co/i 
• . < -·· •. ,.;c_;,/·:;;;;:·v~:::1:·-,\}~~-''.,,;.:/S~ .... ¡{.·< ... 

a) colocar 50 µI de célulás~~I~é:fr(>c:?mpet~nt~s ~'1.t~~o~ eppendorf de 0.5 mi 
_fríos y adicionardeJ'-'.5iµJdel~ÓNA'qú'ese:vá-'atransformar, ver tabla IV 

" •••• , •• '.- ·-· '•,-"'·,'. ·.- • ,, • • <. 

b) mezclar bien y :~·:s~; :· celdas de electroporación frías, de 2.0 mm y 
electroporar ~ 2.5 KV, 25pFa de capacitancia, y 200 Q de resistencia 
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c) agregar inmediatamente 1 mi de medio SOC a las células electroporadas y 
pasar con pipeta Pasteur a un tubo de ensaye estéril e incubar durante 1 hr. a 
3 7 o e en agitación constante (300 rpm). 

Tabla IV 
Cepa a transformar DNA a transformar Medio de selección 

XLI Bluc pTAS y fenotipo esperado 
mutagcnizado (50 µI distribuidos) 

LB LBTc_io LBCbso LBTc.i 11 

Cbso 
50 µI no e B N N 
50 µI 5 µI (375 ng) - - B N 

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

•:• Validación del vector construido 

1. La preparación del DNA del plásmido pTA57 (así denominado después 
de obtenerlo mediante mutagénesis,sitio dirigida) por escisión del .. case.te 
ECLHKI insertado en este véctor, utilizando la enzima de restricción Ec/HKI, 
a fin de dejarlo con timidinas 3· sal.ientes en amb1o1s cadenas del DNA, se.hizo 
de la siguiente forma: . · · · · · · · · · · . · · · · 

21 µl de agua · ·.. . . 
3 µl de buffer E IOX . · •· • . ··. · 
5 µl de DNA del plásmido pTA57 (150 ng/µl) · 

_!_fil de enzima Ec/HKI ( 1 O u/µl) 
30 µl totales · 

. ·,. .-. -" 
a) una vez restringido el DNA delvector; éste se ligó al fragmento de PCR, 
poniendo los controles c~nvenientes como se. esquematiza en la tabla V de la 
siguiente página. 
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¡-------------· 
Tabla V 

··--, 

; 

1 

¡ 
1 

1 

¡ 

1 

R 1 I" eacc1ones e e 1gac1on y reacciones contra 
# mezcla DNA digerido del DNA fragmento Enzima ligasa T 

de ligación vector T pTA57 de PCR ("" 480 pb) 4 
4 no 1 µI 110 

5 1 µI (25 ng) 110 no (control-) 
6 1 µI (25 ng) 110 1 µI (control+) 
7 1 µI (25 ng) 1 µI (175 ng) 1 µI (muestra) 
8 1 µI (25 ng) 1 µI (175 ng) 2 µ 1 (muestra) 

El volumen total de las mezclas de ligación anteriores se transformó en 
células competentes de E. co/i XL 1 Blue y se distribuyó en medio LB con 
carbenicilina (50 µg/ml), X-Gal e IPTG, ver tabla VI 

Tabla VI 
Cepa a DNA transformante Medio de selección 

transformar (#de mezcla de ligación) y fenotipo esperado 
XLIBl11c (100 µI distribuidos) 

1 

LB LBCbso LBCb5oX-Gal e IPTG 
50 µI o e N N (el= sensibilidad) 
50 µI 4 - N N (el= pureza) 
50 µI 5 - N N (el=control negativo) 
50 µI 6 - B A (el= eficiencia) 
50 µI 7 - B B 
50 µI 8 - B B 

A: azul B: blanco el.: control - no se distribuyó 
C: control de viabilidad celular N: ninguno 

2. Debido a que se presentaron inconvenientes con respecto a la purificación 
del vector pT A57, mediante lisis alcalina, que afectaron la transformación de 
las mezclas de ligación anteriores se decidió hacer una purificación adicional 
del fragmento de DNA digerido, correspondiente al vector pTA57 con 
timidinas salientes, de la siguiente forma: 
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a) para purilicar el DNA del vector, se cargó el volumen total de la reacción 
de restricción (30 µI) en un gel preparativo de agarosa al 1.5% en buffer 
TAE IX pH 8 y se corrió por clectroforésis a 100 V de corriente parnlogr'ai'. 
la separación de las bandas correspondientes al plásmido pTA57 y la del. 
casete ECLHKI escindido durante la restricción enzimática · ' 

' ·... ,.,·,·· 

b) se procedió a cortar la banda de DNA del vector pTA57 con timidiilas 3; 
salientes del gel, ésta se maceró en un tubo eppendorf de f.'5 !ni; 'y se 
adicionaron 100 µI de fenol por cada 0.1 gr ele peso de agarosa del gel y se 
mezcló usando el vortéx por 1 O seg. 

c) congelar a -70ºC de 5 a 15 min. Centrifugar por 15 min. a 14,000 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 centrifugar de 3 a 5 
min. 

d) precipitar el DNA con 1 mi de etanol absoluto frío y 15 µI de cloruro de 
sodio 5M por cada 100 µI de sobrenadante. Centrifugar 1 O min. y· lavar la 
pastilla con 1 mi de etanol al 70%, secar la pastilla de DNA y resuspender en 
buffer TE 10/1 pH 8. De esta forma el vector-T (pTA57) quecla listó pa'ra 
insertarle directamente productos generados por PCR, mediante el proceso de · 
ligación de la forma en que se esquematizó en la tabla VI. 
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5. RESULTADOS 

El disefio de los oligonucleótidos complementarios entre sí de 59 bases 
nucleotídicas de longitud se hizo tomando como base la secuencia de una 
región conocida del gen que confiere resistencia a tetraciclina (tet) del 
plásmido pBR322. A ésta secuencia se le adicionó en ambos extremos un sitio 
de reconocimiento para la enzima Ec/HKI y además una adenina extra que es 
complementaria a las t11111nas 3' del vector pT7Blue(R). A los 
oligon ucleótidos se les llamó ca de 1 TA y cade2TA, mediante la fosforilación 
y alineamiento de éstos últimos se logró 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 restauración del marco de 
lectura abierto de la subunidad ex de /acZ que lleva el vector y por 
consiguiente la complementación en trans de cepas bacterianas con la 
subunidad Q, por lo que las cepas con este plásmido p1:esentan fenotipo azul 
en presencia de X-Gal e IPTG. 

El casete ECLl-IKI se ligo con el vector pT7Blue(R) (figurí1 4), ésta 
mezcla se transformó en células competentes de la cepa XLI Bll.le de K co/i 
de acuerdo a la tabla 11 (ver tabla 1 de material y métodos para identificación 
de las mezclas de ligación). Los resultados obtenidos son los siguientes: 

Tabla 11 
Cepa transformada DNA transformante Medio de selección 

XLI Blue (# mezcla de ligación) # de colonias y fenotipo 
(100 µl distibuidos) 
LB LBCbsoX-

Gal e IPTG 
50 µl o C= 3100 o 
50 µl 1 - o 
50 µl 2 - A= 2632 
50 µl 3 - E= 1210 

A: azul E: colonias recombinantes azules 
C: control de viabilidad celular - no se distribuyó 
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Entonces a partir de las transformantes obtenidas se escogieron colonias 
recombinantcs al azar (fCnotipo azul y resistentes a carbenicilina) para 
seleccionar aquellos plásmidos que llevaran clonado el casete, para esto se 
purificó el DNA plasmídico y se restringió con la enzima Ec/HKI. Con el 
análisis del patrón de restricción, después de correr una electroforesis, se 
observó que 4 de los 9 plásmidos purificados tenían el patrón esperado 
(figura 5: carriles I, 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 pcquefio, sólo tiene 47 pb (figuras 4 y 5) mientras que, en el carril 1 O 
aparece el DNA del vector original, pT7Blue(R), digerido con la misma 
enzima, el cual únicamente tiene un sitio de reconocimiento para la enzima 
Ec/HKI, de tal forma que se obtiene solamente un fragmento de 2887 pb, que 
corresponde al vector linearizado, ésto último demuestra que se logró la 
clonación del casete en el vector. Además hizo la restricción de 3 de estos 
plásmidos con la enzima EcoRV (figura 6), ya que en el casete ECLHKI 
existe un sitio de reconocimiento para ésta, confirmando así también la 
inclusión del casete en el vector. 

De los pl:ísmidos obtenidos en la primera selección que presentaron 
clonado el casete, se escogió el número 5 (figuras 5 y 6) para continuar con 
el proyecto; a pattir de aquí se le llamó pTAS, éste se muestra en la figura 7. 
Debido a que en el vector original pT7Blue(R), existe un sitio de .restricción 
Ec/HKl en la posición 1658, y por consiguiente en su derivado pTA5 (en 
este caso en la posición 1718), en la secuencia del gen b/a (que codifica para 
la f3-lactamasa y por tanto confiere resistencia a ampicilina, verfiguras 4 y 7) 
fue necesario eliminarlo porque interfería con la preparación del vector T, 
pues lo que se pretende es que al digerir al vector pT AS con la enzima 
Ec/HKI se escinda únicamente el casete y de esta forma quede listo el 
plásmido con las timidinas 3 · salientes necesarias para la clonación directa de 
productos de PCR. El sitio en cuestión fue eliminado por medio de 
mutagénesis sitio dirigida. Para esto, se diseñó un oligonucleótido con una 
longitud de 26 nucleótidos, su secuencia puede verse en los materiales y 
métodos (página 22). 
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El oligonucleótido llamado Kl~Ap1{, permite sustituir el tercer 
nucleótido del codón que codifica para serina (posición 1 722 del 1:llásniido 
pTA5), es decir, una ti mina por una citosina, sin alterar el marco. de lectura 
abierto en el gen hla. 

Ahora bien para llevar a cabo la mutagénesis fue necesario producir 
DNA de cadena sencilla del vector pTAS para hibridarlo con el 
oligonucleótido KI-ApR. Para obtener éste DNA, se transforma el plásmido en 
la cepa C.1236 de E. coli que produce DNA de cadena sencilla con uracilos en 
lugar de timinas, a partir del origen de replicación fl del plásmido, con el 
fago ayudador K07. La ventaja de tener estos cambios de uracilo por timina 
en el DNA es que, después de alinearlo con el oligonucleótido KI-ApR y 
polimerizar la cadena complementaria, éste DNA de cadena sencilla dUs es 
degradado quedando entonces la cadena recién sintetizada que es la que lleva 
el 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 selcccion:rn colonias transformantes resistentes a carbenicilina 
(Cb 1

\ característica conferida por el plásmido pTA5 mutado) y a 
cloranfenicol (Cm 1

\ resistencia de la cepa), el total de éstas fue de 252 como 
se muestra en la tabla 111 (ver material y métodos) 

Tabla 111 
Cepa transformada DNA transformante Medio de selección 

CJ236 pTAS #de colonias y fenotipo ( 100 µI 
distibuidos) 

LB LBCmio LBCbs LBCmio 
o Cbso 

50 µl - C= 1407 B= 1336 o o 
50 µI 1 µI - - B=237 B=252 

B: blanco - no se distribuyó 
C: control de viabilidad celular 
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De las colonias Cm1< y Cb1< se seleccionó una para preparar DNA d/U 
de cadena sencilla del plásmido pTAS, a partir del origen de replicación fl 
(proveniente del fago M 13) incluido en el vector (figura 7), para ello se 
utilizó el fago ayudador K07 (ver materiales y métodos, página 23), el cual 
empaca la cadena (+) del vector, ésta cadena lleva uracilos en lugar de 
timinas; el fago es extraído de las células y el ONA de cadena sencilla del 
pT AS es obtenido mediante extracción con fenol cloroformo. Este DNA el/U 
purificado se fosforiló para ser usado como templado y así polimerizar la 
cadena complementaria del pTAS, para realizarlo, éste DNA se alineó con el 
oligonucleótido Kl-ApR (hibridación) que funciona como iniciador, de esta 
fornrn se obtiene la cadena que lleva el cambio de base (incluido en el 
oligonucleótido) puesto que la cadena que contiene los uracilos es degradada. 
A partir de aquí se extrae el DNA mutagenizado de cadena sencilla del 
vector pTA5 (pT A5m), el cual se transformó por electroporación en células 
competentes de la cepa XL 1 Blue obteniendo los siguientes resultados: 

Tabla IV (ver material y métodos) 
Cepa a transformar DNA transformante Medio de selección 

XLIBluc pTASm # de colonias y fenotipo 
(100 µl distribuidos) 

LB LBTc30 LB LB 
Cbso Tc30 

Cbso 
50 µI - C=2355 B= 2024 o o 
50 µl 5 µl - - B= 72 B=60 

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

Se seleccionaron algunas transformantes TcR CbR y fueron resembradas 
en el mismo medio utilizado, adicionado ahora con X-Gal e IPTG para 
comprobar si conservaban el fenotipo azul. Esto corroboraría que la 
mutagénesis no alteró 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 plásmido y analizarlo por patrón de restricción y comprobar 
que presentaran el patrón esperado. Para llevar a cabo este análisis se 
escogieron las enzimas de restricción 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/H KI, 
si la mutagénesis sitio dirigida . tuvo éxito, también hay dos sitios en las 
posiciones 102 y 149 (figura 7), el patrón de restricción es el siguiente: 

1 banda Ec/HKI de 4 7 pb 
1 banda Ec/HKI-Sspl de 21 1 pb 
1 banda Sspl de 553 pb 
1 banda Sspl-Ec/HKI de 2136 pb 

Uno de los tres plásmidos purificados tuvo el patrón esperado (figura 8: carril 
5), el fragmento de 47 pb no se ve en el gel por ser muy pequeño, pero con 
esto se demuestra que sí se eliminó el sitio de restricción deseado, y esto se 
corrobora al comparar el patrón de restricción de éste último vector 
(denominado ahora pTA57) con el del plásmido pTAS. La digestión del 
plásmido original con las mismas enzimas produce cinco fragmentos de 1331, 
805, 553, 21 1, y 4 7 pb (figura 8, carril 2), esto es lo esperado puesto que el 
pTA5 tiene un sitio de restricción más para la enzima Ec/HKI en la posición 
1 71 8 ( figu rn 7). El plásmido pT A57 sólo tiene dos secuencias de 
reconocimiento para la enzima Ec/HKI y son justamente las que se incluyeron 
en el casete diseñado (figura 9). 

Para validar el nuevo vector T construido como sistema de clonación 
directa para fragmentos amplificados por PCR, se preparó DNA del vector 
dTs pTA57 (figura 9), el plásmido se digirió con la enzima Ec/HKI con el fin 
de escindir el casete del mismo nombre y tener listo el vector con las 
timidinas 3 ºsalientes en ambas cadenas de DNA. Este vector se ligó con un 
fragmento del gen crr (operón del sistema fosfotransferasa, PTS) de 
aproximadamente 480 pb, amplificado por PCR (figuras 9 y 10). Esta mezcla 
de ligación fue transformada en la cepa XLI Blue. En una primera 
transformación sólo se obtuvieron colonias azules, debido a que había DNA 
de cadena sencilla (figura 11) por lo que se decidió realizar una purificación 
adicional de DNA del vector pTA57 a partir de un gel de agarosa (figura 12). 
El vector fue, ligado nuevamente al fragmento mencionado y transformado 
una vez más en la cepa XL 1 Blue siguiendo el esquema de la tabla VI (ver 
tabla V de material y métodos, para identificar las mezclas de ligación). Los 
resultados que se obtuvieron son los siguientes: 
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Tnbla VI 
Cepa transformada 

1 

DNJ\ transfonnante Medio de selección 
XLI Bine (# mezcla de # de colonias y fenotipo 

ligación) ( 100 µI distribuidos) 

LB LBCb;o LB TcwCb;o 
X-Gal 

e IPTG 
50 µI 1 o C=203 I o o 
50 µI 1 4 - o o 
50 µI ¡ 5 - o o 
50 µ) 6 - 8=895 A=773 
50 µI 7 - 8=917 A=867 
50 µI 8 - 8=934 A=728 

B=2 
B: blanco A: azul - no se distribuyó 

C= control de viabilidad celular 

De esta última transformación se seleccionaron las colonias TcR CbR con 
fenotipo blanco (recombinantes) ya que son las que llevan el plásmido pTA57 
con el inserto clonado, el color blanco se debe a que el marco de lectura de la 
subunidad ex del gen lacZ es alterado por la clonación del fragmento 
mencionado anteriormente. 

Finalmente se extrajo el DNA plasmídico de estas colonias blanc.as y se 
hizo el análisis por medio de su restricción con las erizi~as EcoRI y Hifldlll 
para comprobar que sí llevaban clonado el inserto, C::ori esta digestión >se 
obtuvieron dos fragmentos, uno de 2825 pb y otro de 555 '.pb ''.corilo .. se ·• 
esperaba (figura 13) certificando así que el vector pTA57 funciona có'.rilo . 
sistema de clonación directa para productos amplificados por PCR. El;DNA;:: . 
plasmídico de una de las dos colonias recombinantes (figura 13: carrif3);no 
perdió el casete ECLHKI y por ello después de restringirlo aparece un 
fragmento que migra aproximadamente a los 600 pb. · · · . 
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6. DISCUSION Y CONCLUSION 

Con los oligonucleótidos autocomplementarios cade 1 TA y cade2TA se logró 
obtener el casete ECLHKI con una dA saliente en cada extremo, su clonación 
en el vector TA pT7Blue(R) no alteró el frente de lectura abierto de Lac Zen 
el plásmido, obteniéndose así el vector derivado pTAS, que tras ser 
retransformado produce colonias azules y resistentes a carbenicilina. La 
eliminación del sitio adicional de reconocimiento para la enzima Ec/HKI 
existente en el gen bla incluido en el plásmido pTAS permite generar un 
vector con extremos T 3 · sal ientcs (llamado pTA57) para la clonación de 
productos amplificados por la PCR cuando se restringe precisamente con la 
enzima Ec/HKI pues con ello se escinde únicamente el casete ECLl-IKI 

En la transformación de las células XL 1 Blue con el vector pT A57 
ligado al fragmento del gen crr amplificado por la PCR se presentó siempre 
un fondo elevado de colonias con fenotipo azul (plásmido sin inse1to), desde 
el principio se pensó que podría deberse a que el DNA de cadena sencilla del 
vector era más bien lo que estaba transformando. El por qué del fenotipo azul 
en todas las colonias se debió precisamente a la presencia de DNA de cadena 
sencilla producido por el vector, este tipo de ácido nucleico aparece corno una 
banda por abajo del DNA superenrrollado del vector purificado por. lisis 
alcalina cuando se corre por electroforesis en gel (figura 11), además este 
tipo de DNA tiene una gran capacidad de transformación y por eso se 
obtienen solamente colonias sin inserto. , 

;, ·,, ' 

Recientemente se demostró que ese fragmento" fantá~ma" nb ~s 
resultado de la cepa hospedera, ya que se creía que al existir fagosintegrádos 
en el cromosoma de las bacterias, y que corno algunos de ellos son. muy 
semejantes al fago M 13, se estuviese expresando una proteína'' que 
reconociera el sitio de replicación fl (proveniente del Ml3) y que entonces el 
vector entraba a la fase de replicación de DNA de cadena. sencilla, la: c~ll~ª · 
real de esto es más bien una cuestión de tipo metodológico, es decir, es el . 
resultado de la lisis alcalina de las bacterias, lo cual fue demostrado 
recientemente por Sayers, et al. 1996. · · . · 
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Debido a lo anterior fue necesario purificar el DNA del nuevo vector T 
pTA57, restringido con la enzi111a Ec/HKI, a partir de un gel preparntivo 
(figurn 12) 111ecliante 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. Aún cuando se procedió de esa 
manera, la transformación de la mezcla de la reacción de ligación del vector 
con el fragmento generado por PCR presentó un fondo de colonias con 
fenotipo azul. que si bien fue menor al ocurrido anteriormente, no fue el 
esperado ya que únicamente hubo dos colonias recombinantes (fenotipo 
blanco), es decir, la eficiencia ele clonación del inserto fue muy baja, esto se 
debe posiblemente a que el DNA purificado por lisis alcalina este demasiado 
sucio (residuos de f'enol presentes) lo cual limita la restricción y como 
consecuencia se obtuvo un vector parcialmente digerido, es decir la enzima de 
restricción Ec/HKI solamente cortó en un sitio y entonces el casete ECLHKI 
no fue escindido del vector pTA57, por esto durante la reacción de ligación 
resultó más probable y sencilla la ligación del vector sobre sí mismo que la 
ligación del fragmento de PCR con el vector debido a la falta de un segundo 
extremo con una T 3 · saliente en el vector que fuera complementaria a la dA 
del producto amplificado. Para comprobar si el casete es escindido o no del 
vector puede hacerse un análisis de restricción con la enzima EcaRV cuyo 
sitio de reconocimiento se encuentra localizado en la región de Tet del 
pBR322 utilizada para separar los dos sitios para EclHKL Esto de hecho fue 
realizado con el DNA plasmídico proveniente de las colonias azules de la 
última transformación, con lo cual se concluyó que únicamente hubo 
digestión parcial del vector, ya que éste fue linearizado al cortarlo con la 
enzima EcoRV (figura 14) 

Por otra parte no se intentó optimizar las eficiencias. de ligacióny de 
transformación con el vector derivado pTA57 obtenido eri este trabajo. 
Solamente se comprobó que éste sistema funciona para la clonación de 
secuencias de DNA amplificadas mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) utilizando una enzima que adicione un residuo de 
desoxiadenosina en sus extremos, tal como la DNA Taq polimerasa. A pesar 
de que el sistema fue probado con la clonación de un fragmento solamente, 
éste vehículo sirve para clonar cualquier fragmento amplificado por la PCR. 
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Este vector además de facilitar la clonación de productos amplilicados 
asegura que, después de su digestión total, todas las moléculas del plásmido 
lleven timidinas 3' salientes estables, a diferencia de los vectores comerciales 
usados para el mismo fin, ya que durante la preparación de éstos últimos no se 
asegura que por medio de la actividad transferasa independiente de templado 
de la DNA Taq polimerasa se adicionen dichos residuos en todos los 
extremos y moléculas del vector. Los extremos T 3 'salientes facilitan la 
clonación de los fragmentos amplificados por PCR al no permitir la 
autoligación del vector cuando el casete ECLHKI es escindido. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



secuencia del vector pT7Blue(R) 

,, tT;;;;;, r·· 
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&:1.HKI 

GACNNN tGTC 
CTGNN NNNCAG 

&:1.HKI 

GACNNNtNGTC 
CTGNN NNNCAG 

GAC GCT ATG TCA GCC GGG CCT CTT GCG GGA TAT CGT CCA TTC CGA CAG ACA GAA AGT CA * 
ACTGCGATACAGTCGGCCCGGAGAACGCCCTATAGCAGGTAAGGCT GTC TGTCTT TCAG 1 ** 

a· t 5· 

+ Región de tet del pBR322 
adenina no ~ adenina no 

complementaria t-' complementaria 
t-' •-3 
~ tx:t 
b~ 
tzj Cl'.l 

("-.. C":l 
~:~ 
o 
t:c:I 
2! 

secuencia del vector pT7Blue(R) 

Figura 3. Casete ECLHKI obtenido después de cinar y alinear los oligonucleótidos cade1T A* y 
cade2TA**. · · · ·· 
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Figura 4. Esquema de ligación del casete ECLHKI en el vector pT7Blue(R). 



CARRIL 

* * * 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

pb 

-1538 ______ ---
1386 _____ - - ---

11 pb 

::= 4072 

- -3054 

-2036 

-- 1636 

- 1018 

- 506 

40 

TESTS CO~r 
FALLA DE OfüGEN 

Figura 5. Carriles 1-9: DNA del plásmido pT A (pT7Blue(R) con el casete 
ECLHKI clonado). Carril 1 O: pT7Blue(R). Carril 11: marcador de tamaño 
molecular (1 kb). El DNA de todos los plásmidos esta digerido con la 
enzima de restricción EciHKI (carriles 1-10). 
• Plásmido seleccionado (llamado ahora pTA5) 
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Figura 6. Restricción con la enzima EcoRV del DNA de los plásmidos derivados 
del pT7Blue (R) y que llevan clonado el casete ECLHKI. Carril 1: marcador de 

tamaño molecular. Carriles 2-4 (plásmidos derivados 1, 4 y 5) Carril 5: pT7 Blue 
(R). 
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Figura 7. El vector seleccionado (pTA5) con el casete ECLHKI ya clonado. 
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Figura 8. Gel nativo de acrilamida al 8%: se pueden apreciar los fragmentos de 
DNA producidos por la doble digestión con las enzimas de restricción Ec/HKI y 
Sspl. Carril 2: plásmido pTA5. Carriles 3-5: plásmidos pTA5 sin el sitio de restric­
ción adicional para Ec/HKI en la posición 1658 pb en el gen b/a. 

• Plásmido seleccionado 
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DNA plasmídico, y análisis del patrón obtenido 

Figura 9. Diagrama de flujo de la clonación directa del producto de PCR 
en el vector pTA57 (validación del sistema). 
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Figura 1 O. Carril 1: marcador de tamaño molecular 1 Kb. Carril 2: DNA am­
plificado por PCR (fragmento del gen crr, operón del sistema fosfotransfe­
rasa o PTS) 
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Figura 11. Se observa el DNA de cadena sencilla del plásmido pTA57 
purificado de colonias con fenotipo azul. Carril 1: Marcador de tamaño 
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 tamaño molecular. Carril 2: DNA del 
plásmido pT A57 restringido con la enzima EciHKI y purificado mediante 
extracción en gel preparativo. 
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Figura 13. Carril 1: marcador de tamaño molecular 1 Kb. Carril 2: DNA del 
plásmido pT A57 + 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 Hindlll. 



7. APENDICE 1 (preparación de soluciones y medios) 

•!• Preparación de células competentes XLIBlue tratadas con calcio 

a) inocular 25 mi de LB con la cepa a transformar e incubar toda la noche 
a 37ºC y 300 rpm 
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b) inocular 1000 mi 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 exponencial). Esta se 
alcanza en 2.5 hrs. aproximadamente 

c) obtener las células por centrifugación durante 5 mina 5,000 rpm (3840 g) 
y4ºC 

d) desechar el sobrenadante y lavar la pastilla de células con 400 mi de CaCI 

•!• Preparación de medios de cultivo y cajas de Petri con medio sólido 

Medio Luria-Bertani (100 mi) 

Extracto de levadura 
Bactotriptona 
NaCI 

1.0 g 
1.0 g 

Medio YT2X (100 mi) 

0.5 g Extracto de bactolevadura 1.0 g 
Bactotriptona 1.6 g 
NaCI 0.5 g 

Disolver los solutos en H20 desionizada, en los dos casos se debe ajustar a 
pH 7.0 con NaOH 5N, y ~sterilizar durante 20 minutos a 1 Kg/cm2 

Para el medio sólido agregar 1.5 g de bacto-agar por cada 100 mi 



Medio SOB ( 100 mi) 

H20 
bacto triptona 
extracto de bacto levadura 
NaCI 

95 mi 
2g 

0.5 g 
0.5 g 
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Una vez disueltos los solutos adicionar 1. mi de KCI 250 mM. Ajustar el pH 
a 7.0 con NaOH 5N. Ajustar volumen a IOOinl y esterilizar. Justo antes de 
usarlo se agregan 0.5 mi de una solución estéril de MgCh 

Medio SOC (adicionar 2 mi de glucosa 1 M en 100 mi de medio SOB) 

•!• Antibióticos de selección 

carbenicilina (50 mg/ml) 
tctraciclina (30 mg/ml) 

Las soluciones de antibióticos disueltos en H20 deben ser esterilizadas por 
filtración a través de un filtro de 0.22 µm 

•!• Sustrato cromogénico e inductor del operón LacZ 

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

Usar tubo de vidrio de polipropileno, envolver en aluminio, y almacenar a -
20ºC, no se necesita esterilizar por filtración. 
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IPTG (10 mi) 

IPTG 2 g 
I-120 cbp 10 mi 

Disolver el IPTG y ajustar con agua a 1 O mi, esterilizar con filtro de 0.22 µl, 
.y almacenar a almacenar a -20ºC 

•!• Preparación de soluciones para la lisis alcalina 

* Buffer SET (solución 1: sacarosa 20%, EDTA 50 mM; Tris-HCI 50 mM, 
pH 7.6) 

* RNAsa i O mglrr,il; acetato de sodio 100 mM; EDTA 0.3 mM, pH 4.8 

* Solución de lisis (solución 11: SDS 1 %; NaOH 0.2 N) 

* SoluCión de acetato de sodio (solución 111 3 M, pH 4.8) 

•!• Preparación de buffers 

*Buffer TE 10/1 pH 8 (Tris· CI 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM pH 8) 

* Buffer TBE IX ( 100 mi de solución concentrada 5X: 5.4 g Tris base; 2. 75 
g ácido bórico; 2 mi EDT A 0.5 M, pH 8) 

*Buffer TAE IX (100 mi solución concentrada 50x: 24.2 g Tris base; 5.71 
mi ácido acético glacial; 10 mi EDTA 0.5 M, pH 8) 

Buffer STE (Tris HCI pH 8/EDT A 1 mM/NaCI 100 mM) 
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8. APENDICE 2 (Glosario de términos) 

• Actividad exonucleasa 3' - s·: Es la capacidad de algunas enzimas DNA 
polimerasas para corregir la adición errónea de nucleótidos durante la 
síntesis de nuevas cadenas de DNA, la dirección de edición se da en 
sentido contrario a la de polimerización, i.e., de 3 · a 5'. Esta actividad solo 
rompe enlaces fosfodiéster en regiones de bases apareadas, liberando 
mononucleótidos. Por tanto las DNA polimerasas que poseen esta 
actividad tienen tasas de error mucho menores, comparadas con las 
enzimas que no la poseen, esta característica es muy importante de tomar 
en cuenta cuando se pretende clonar secuencias de ácidos nucleicos. 

• Alineamiento o hibridación (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 
tamaño y composición de bases de los iniciadores 

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

• Células competentes: El término competente se refiere al estado 
fisiológico de las células bacterianas en el que éstas tienen la capacidad 
para unir e introducir DNA exógeno, como el de plásmidos. El tratamiento 
de células de E. coli con metales divalentes, las hace competentes para 
tomar DNA de plásmidos: La combinación de calcio, manganeso y rubidio 
permite obtener del orden de 103 a l 04 células transformadas por ng de 
plásmido 

• Ciclos (PCR): Después del primer ciclo de PCR, el fragmento deseado de 
DNA aún no tiene el tamaño correcto, debido a que cada iniciador se une a 
su secuencia complementaria en las cadenas del DNA , delimitando el ini-
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cío de la síntesis del fragmento a amplificar, más no se delimita aún en 
este ciclo, el final de la misma 

En el segundo ciclo continúa)a obtención de copia~ d~.ta~!lfloincorrecto. 
Solo después del tercer delo se.'cómie~za a ,tene'r, copias de tamaño 
correcto del fragmento de DNA:de doble cadena de iriterés.<Afin de tener 
mayor número de copias se deben realizar varios ciclos . 

• Clonación: Se deriva de la palabra griega klon, que significa retoño o 
brote. En el ámbito de la Ingeniería 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 clonación de la oveja Dolly (no es 
en si un producto de Ingeniería Genética), clonar significa obtener un 
individuo a partir de una célula o de un núcleo de otro individuo 

• Desnaturalización del DNA (fase 1 en PCR): Se aplica calor para 
romper los enlaces de hidrógeno que mantienen unidas en forma de hélice 
doble a las dos cadenas del DNA. La temperatura de 94 ºC es 
suficientemente alta para romper los enlaces de hidrógeno. 

• Desoxinucleótidos 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 Taq) 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 ºC, 
cataliza la síntesis de DNA, como otras DNA polimerasas no termofilicas, 
ambos tipos de enzimas son dependientes de un molde o templado de 
DNA. Tiene una actividad óptima en un intervalo de temperatura de 72 ºC 
a 80 ºC 

• DNA: Ácido desoxirribonucleico, material genético de todos los 
organismos celulares y de casi todos los virus. El DNA lleva la informa-
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ción necesaria para la replicacióódel mismo y la síntesis de proteínas 

• Ec/HKI: Es una enzi~a de r~stric~ióri:purificada de Enterobacter cloacae 

• Electroporación: Es una técnica similar a la transformación en la que el 
DNA entra a las células. En éste método las bacterias son sometidas a un 
campo de fuerza eléctrica elevada que desestabiliza las membranas e 
induce la formación de poros en las células para que pueda entrar el DNA 
a su interior 

• Endonucleasas de restricción: La mayoría de las enzimas de'restricción. 
reconocen secuencias palindrómicas (también llamadas invertidas .. 
repetidas) y catalizan la ruptura de enlaces fosfodiéster en las cadenas del 
DNA. La concentración de DNA en las reacciones de restricCión ciébe ser 
de 20 a 100 µg/ml, ya que a concentraciones mayores existe efriesgo ele 
inhibir las enzimas por contaminantes tóxicos 

• Extensión o polimerización (fase 3 en PCR): Una vez que se unen los 
iniciadores (hibridación) se eleva la temperatura a 72 ºC, óptima para la 
actividad enzimática de la DNA polimerasa 

• Extracción de DNA plasmídico de bacterias: Se obtiene lo que se 
considera un producto purificado, pero habitualmente habrá moléculas de 
DNA del plásmido en tres formas topológicas diferentes, conocidas como 
superenrollada, relajada y lineal de longitud completa, todas tienen el 
mismo tamaño molecular (nº de pb), pero diferente forma 

• Gen lllcZ: Codifica la enzima 13-Gal, la cual participa en el metabolismo 
de la lactosa; La porción N-terminal del gen, con sus regiones reguladoras 
se utiliza en .la construcción de plásmidos, en los que se le sitúa hacía el 
5 ·de la región del MCS 

• IPTG: Es una análogo no fermentable de la lactosa, que inactiva el 
represor de /ac Z, por tanto es inductor de la transcripción del operón de 
lactosa 
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• Lisis alcalina: Es un método para aislar DNA de plásmido a partir de 
colonias de bacterias. Estas se tratan con EDT A para romper la membrana 
externa y con lisozima para digerir la pared célula, a continuación las 
células bacterianas se lisan por completo con el detergente iónico duodecil 
sulfato de sodio (SOS) e hidróxido de sodio (NaOH) 

• MgCl2 : 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 hidróxido para 
quitar un protón de hidrógeno de la desoxirribosa del nucleótido que va a 
ensamblar, con el fin de agregarlo en la cadena que esta sintetizando 

• Mutagéncsis sitio dirigida: Es un método versátil y preciso para la 
inserción, extensión y corte de nucleótidos del DNA. Se basa en el uso de 
oligonucleótidos que llevan en su secuencia . las bases nucleotídicas 
especificas que se quieren cambiar. Estos iniciadores hibridan con la 
región del DNA que se desea modificar 

• Oligonuclcótidos o iniciadores para PCR: Son fragmentos de DNA de 
cadena sencilla y complementaria a una secuencia corta del DNA que va a 
ser copiado. Se utilizan, en exceso molar (106 a 1010

) con respecto a la 
secuencia complementaria, para comenzar el proceso de copiado, para ello 
deben tener un extremo con un hidroxilo 3 · libre. Comúnmente tienen de 
15 a 30 pb de longitud. Se diseñan para unirse a secuencias únicas del 
DNA. Ambos iniciadores, 5 · y 3 · (forward and reverse primers) tienen 
puntos de "fusión" a los que el DNA de cadena doble es desenrollado o 
linearizado (Tm) 

• Plásmidos: Moléculas de DNA extracromosomal, la mayoría de cadena 
doble, circulares y unidas por enlace covalente, tienen un tamaño de 1 a 
más 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 producción 
y resistencia de antibióticos, producción de enterotoxinas, y degradación 
de compuestos orgánicos complejos, entre otros 
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• Plásmido superenrollado: Una de las tres formas topológicas diferentes 
del DNA plasmídico extraído de las bacterias, todas tienen el mismo 
tamaño molecular (nº de pb), pero diferente forma. El superenrrollamiento 
resulta del efecto de la enzima girasa (es una topoisomerasa 1) sobre dos 
hélices de cadena doble de DNAse que se le unen. 

• Reacciones de ligación: 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 restricción: Se trata de las secuencias específicas en el DNA que 
son reconocidas por enzimas de restricción 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 múltiples d~ clonación (MCS): son porciones del DNA, algunas 
veces sintéticas, que contienen sitios de restricción para endonucleasas, 
contiguos o que se sobrelapan. 

• Transformación: en el contexto del DNA recombinante, este término se 
usa para definir la adquisición, transporte e integración de DNA 
plasmídico a través de la membrana de las células, así como su 
mantenimiento corno elemento estable en las mismas, y finalmente su 
expresión en las células, confiriéndoles nuevos fenotipos, como por 
ejemplo la resistencia a antibióticos 

• Vectores T: son moléculas de DNA de plásmidos o fagos que llevan un 
nucleótido 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 
J3-galactosidasa (producida por E. coli) en un compuesto denso e insoluble 
de color azul 
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