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. RESUMEN.

En afos recientes la investigacion se ha dirigido al estudio, desarrollo y
aplicacion de diferentes materiales, los cuales dentro de rangos nanométricos (de
tamafios de 1 a 100nm) presentan propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
particulares. Este proceso ha dado lugar a una amplia variedad de dispositivos y
productos elaborados con nano-particulas. Sin embargo son poco satisfactorios
los estudios que describen las posibles implicaciones genotdxicas ante dichas
particulas debido a que su comportamiento dentro pruebas y modelos
convenvionales es totalmente diferente al de particulas del mismo material pero de

mayor tamafio (Kisin et al., 2007).

Los Nanotubos de Carbono (CNT) son nanoparticulas conformadas por
estructuras hexagonales de carbono, que al plegarse forman estructuras tubulares
gue poseen propiedades electronicas, mecanicas y térmicas de interés industrial
(Terrones y Terrones 2003). Se ha reportado que los CNT pueden interactuar con
diferentes biomoléculas como enzimas, antigenos-anticuerpos y moléculas de
DNA, entre otras. Estudios in vitro sobre las propiedades eléctricas de los CNT de
pared sencilla (SWCNT’s) han mostrado que pueden oxidar preferentemente
guaninas al estar en contacto con el DNA (Napier et al., 2005).

Por otra parte, se ha observado que muchas endonucleasas de restriccion
presentan preferencias en el corte de algunos de sus sitios de reconocimiento en
una misma molécula de DNA, expresado en diferencias en sus tasas de corte.
Usualmente son modestas diferencias de 6rdenes de 10 veces en la eficacia, pero
hay un grupo particular de enzimas de restriccion que muestra una preferencia
dramética dentro de sus sitios de reconocimiento (New England Biolabs, 2009).
Debido a las propiedades de interaccion de los CNT con el DNA, nos preguntamos
si esta interaccion puede afectar la eficacia de corte de dichas enzimas de
restriccion.

En el presente proyecto se estudié la interaccién del DNA con los SWCNT,

mediante un eficacia de corte de una serie de endonucleasas de restriccion de tipo
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Il (EcoRI, Hindlll, Sacll, Narl y Nael), las cuales presentan diferencias en las
tasas de corte de 6rdenes desde 10 hasta 50 veces, en sustratos de DNA del fago

A y DNA del plasmido pBR322 respectivamente, en presencia de nanotubos de

carbono de pared sencilla (10,10).



II. INTRODUCCION

1. Nanotecnologia
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Figura 1. Diagrama de objetos a diferentes escalas

productos existentes y (Modificado de Mongillo, 2007).

la creacién de nuevos (Magrez et al. 2006; Ochoa, 2008).

Tabla 1. Superficie de area por unidad de volumen.

Superficie del

Longitud del | Volumendel | } Proporcion

lado del cubo Cubo (V) Area ((sz)CUbO AV
3mm 27mm?3 54mm?2 2mm
2mm 8mm3 24mm?2 3mm
1mm 1mm?3 6mm2 Bmm




Todo este desarrollo se debe a que las propiedades de la materia; fisicas,
quimicas y biolégicas, generalmente son diferentes a escalas nanometricas,
comparadas con cantidades mayores del mismo material. Esto se debe en parte a
la diferencia en la superficie de é&rea por unidad de volumen a escalas
nanomeétricas, conforme la escala disminuye hasta valores nanométricos, la
relacién existente entre area/volumen incrementa (Tabla 1.1; Mongillo, 2007). Este
factor es importante ya que al incrementar el nUmero de nanoparticulas de cierta
sustancia también se incrementa la proporcién de atomos que se encuentran en
la superficie en comparaciéon con el numero de atomos internos. Los atomos de la
superficie tienden a comportarse de forma diferente a los del interior debido a que
presentan un estado energético mayor, implicando que sean mas propensos a
reaccionar con particulas de sustancias cercanas. Como resultado, se pueden
llevar a cabo reacciones quimicas entre atomos y moléculas de las superficies,

actuando como reactores quimicos en miniatura (Mongillo, 2007).

Otra caracteristica es que mientras menor es la escala, los atomos se
comportan diferentes, tendiendo a obedecer las leyes de la mecéanica cuantica.
(Sugunan y Dutta, 2004). Estas propiedades dependientes del tamafio son de gran
interés para diversas aplicaciones en la industria e investigacion, haciendo de la

nanotecnologia un area de gran inversion.

En el 2005 se vendieron globalmente casi $30 mil millones de dodlares en
productos conteniendo algun tipo de nanomaterial. En la actualidad mas de 200
compafiias comercializan los casi 700 productos con aplicaciones

nanotecnoldgicas disponibles en el mercado (Mongillo, 2007).

Dentro de estos productos podemos encontrar pinturas y ceras para autos, las
cuales dan una mayor resistencia contra rayones y una mejor cobertura de las
superficies. Dentro de los articulos deportivos ya se comercializan raquetas de
tennis y bats de baseball endurecidos con nanotubos de carbono, dandoles una

rigidez 100 veces mayor a aquellas de acero y 6 veces mas ligereza. En el caso
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de la industria de la limpieza se producen limpiadores y antibacteriales con
tecnologias de nano-emulsion para matar patégenos sin tener que ser inflamables
0 corrosivos. La industria textil también se ha beneficiado con la produccion de
nuevas fibras elaboradas con mezclas de los textiles comunes y nano-fibras,
dando nuevas cualidades a los productos como impermeabilidad, antiestatica y
manteniendo la frescura o calor de los materiales (Monteiro-Riviere y Lang Tran,
2007).

A pesar del reciente surgimiento de esta nueva rama de la tecnologia, el
hombre junto con otros seres vivos, se han expuesto desde hace mucho tiempo a
una gran variedad de particulas nanomeétricas, tanto de origen natural (por ejemplo
aquellas producidas por emisiones volcanicas e incendios forestales), como
aquellas que se produjeron indirectamente por maquinas de combustion

resultantes de la revolucion industrial (Monteiro-Riviere y Lang Tran, 2007).

Las primeras nanoparticulas utilizadas por el hombre, sin conciencia de ello,
datan del Siglo IV D.C. y son principalmente suspensiones de nanoparticulas de
metales, caracteristicas por sus colores brillantes. Aunque el propédsito de esta
aplicacion era meramente estético, artefactos con nanoparticulas de oro y plata
empezaron a fabricarse durante el imperio Romano, como ejemplo representativo
se encuentra la copa de Lycurgo. Este artefacto contiene un extraordinario tallado
representando la leyenda del rey Lycurgo muerto por Dionisio y es el Unico
ejemplar completo de un tipo especial de vidrio conocido como dicroico, o sea que
cambia de color dependiendo de la posicion de la luz. Cuando la luz es reflejada
en la copa, el color de la copa es verde opaco pero cuando la luz pasa a través de
ésta cambia a un color rojo traslicido que brilla intensamente, fenbmeno que se
debe a que el vidrio contiene pequefias nanoparticulas de oro y plata en estado

coloidal (Freestone et al., 2007)



Figura 2. Efecto de nanoparticulas de oro en la copa de Lycurgo, con; a) luz reflejada y b) luz transmitida.
Departamento de Prehistoria Europea, Museo Britanico, tomado de Freestone et al., 2007. c) Dr Zhu de la
Universidad Tecnoldgica de Queensland, cuyo trabajo arrojé que los vitrales de iglesias medievales implican las
primeras aplicaciones nanotecnolégicas mediante la produccién de colores con particulas de oro, tomado de Wilson,
2008.

Del mismo modo se ha observado que diversos vitrales de iglesias medievales
Europeas fueron decorados con vidrio tratado con nanoparticulas de oro y plata.
Ademas de los atributos estéticos de estas aplicaciones, ahora se sabe que
también sirven como purificadores de aire debido a que las particulas de oro al ser
energizadas por el sol, adquieren la capacidad de destruir contaminantes tales

como quimicos volatiles organicos (Wilson, 2008).
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2. Nanoparticulas de Carbono

En la actualidad existe una amplia variedad de materiales cuyas propiedades a
nivel nanométrico han causado gran interés y por consecuencia diversas
aplicaciones, entre ellos se encuentran los silicatos y cerdmicas, nanoparticulas de
metales (oro y plata), nanofibras, puntos cuanticos (quantum dots) vy
nanoparticulas de carbono. Estas ultimas, nanoestructuras basadas en atomos de
carbono, son de los nanomateriales mas utilizados y entre los cuales se
encuentran las hojas de grafito, esferas de fullereno y los nanotubos de carbono

(Sugunan y Dutta, 2004;Terrones y Terrones, 2003).

Existen diversas formas alotrépicas del carbono, cada una presentando una
estructura molecular diferente, estas son: grafito, diamante y nanoestructuras de
carbono (fullerenos y nanotubos de carbono). También existe el carbono amorfo,
el cual no tiene forma especifica, particularmente carece de forma cristalina, un
ejemplo de éste es el hollin. Por otro lado el grafito, el diamante y el grupo de las

nanoestructuras de carbono si presentan formas cristalinas.

El diamante es el mineral natural mas duro, conteniendo atomos de carbono en un
arreglo tridimensional. Aunque el diamante no es un buen conductor de

electricidad es un excelente conductor de calor (Fig. 3 (a)).

El grafito es un mineral suave que puede encontrarse de forma natural y sintética.
Esta formado por atomos de carbono unidos fuertemente por enlaces covalentes
en un arreglo bidimensional, formando laminas (Fig. 3 (b)). Las laminas se
encuentran unidas entre si por fuerzas de Van der Waals, propiedad que permite
el facil deslizamiento de las capas, dandole al grafito la propiedad de ser un buen

lubricante sélido, sumado a la caracteristica de ser un buen conductor eléctrico.
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Figura 3. Formas alotropicas del carbono; a) Arreglo de atomos de carbono caracteristico del diamante, b) Arreglo de
atomos de carbono en laminas de grafito, c) Vista lateral de una lamina de grafito d) Fullereno Ceo (Tomado de Mongillo
2007).

Las nanoestructuras de carbono representan la tercera forma alotropica
del carbono, estas estructuras conforman al conjunto de materiales mas utilizados
dentro de la nanotecnologia, debido a su potencial aplicacion en diversas areas.

Dentro de este grupo se encuentran a los fullerenos y a los nanotubos de carbono.

2.1 Fullerenos y Nanotubos de Carbono

Los fullerenos son moléculas de carbono que se encuentran arregladas en
formas esféricas, elipticas o cilindricas. Son de aproximadamente 1 nm de
diametro. El descubrimiento de dichas particulas en 1985 por Robert F. Curl, Jr.,
Richard E. Smalley y Harold W. Kroto merecié el premio Nobel de 1996. El

nombre fullereno proviene de Richard Buckminster Fuller, arquitecto reconocido
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por sus disefios de domos geodésicos, los cuales en apariencia semejan a tales
nanoparticulas. El fullereno méas comun y conocido es el Ceo (buckminsterfullerene,
buckyball; Fig. 3 (d)) el cual asemeja a un balén de futbol soccer que incluye 20
hexadgonos y 12 pentagonos en su estructura, aunque también se han descubierto

otros fullerenos como el Cro, C7s, y Casa.

Los nanotubos de carbono (CNT'’s por sus siglas en inglés) son resultado
del mismo proceso de sintesis que el de los fullerenos. Un nanotubo de carbono
tiene una fuerza tensil de 20 veces mas que el acero y una densidad de la mitad
qgue la del aluminio, por lo que es mas fuerte que el acero y mas ligero que el
aluminio (Yu et al., 2000). Estos son principalmente laminas de grafito o grafenos

enrolladas, formando cilindros muy delgados y largos (Fig. 4 a 'y b).

b)
Lado Nanotubo de Carbono Frente
Figura 4. Nanotubo de Carbono de pared sencilla (SWCNT); a) Vista de lado; b) vista de frente, tomado de Mongillo,
2007.

En 1976, el grupo de Morinobu Endo de la Universidad de Shinshu publico
las primeras imagenes de pequefios filamentos de carbono con un diametro menor
a 10nm (los primeros nanotubos), estas pasaron desapercibidas al no ser el
objetivo principal de dicha investigacion (Endo, 2008). ljima (1991), tras observar
bajo el microscopio electrénico muestras del hollin resultante del proceso de
sintesis de fullerenos C60, encontr6 unas estructuras tubulares y huecas que

asemejan a agujas. Estas estructuras estaban formadas por capas concéntricas
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de ldminas de grafito enrolladas, se trataban de nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNT’s por sus siglas en inglés) y presentaban en sus extremos
moléculas semiesféricas de fullerenos. ljima y colaboradores (1993) observaron
los primeros nanotubos de carbono de pared sencilla (SWCNT’s por sus siglas en

inglés).

2.2 Estructura, Propiedades y Clasificacion de los CNT’s

Un CNT se forma cuando una lamina de grafito se envuelve en si mismay
el borde resultante se une. La forma en la que la lamina es enrollada depende de
los indices de Hamada (vectores representados por un par de numeros enteros
n,m), que a su vez dan lugar a un vector quiral (0o de enrollamiento) y por los
vectores unitarios de la red hexagonal a y b (Fig. 5A). El vector de enrollamiento

se puede definir con la siguiente ecuacion:

r=na+mb

Las circunferencias de los CNT’s se definen de acuerdo con su vector de
enrollamiento, existiendo aquellos que son quirales (donde m#n (m,n)) y los no
guirales (con configuraciones armchair cuando m=n (m,m) y zig-zag cuando n=0
(m,0)).
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Vectores Unitarios de la
Red Hexagonal

Armchair
h “‘,,
a {.--

A%

R - N & A A L

[ Unidad Vector

hexagonal N
Quiral

Angulo
Quiral

e gy | ey |

Zigzag

Figura 5. A) Esquema del enrollamiento de un SWCNT (n,m) a partir de una lamina de grafeno; a 'y b son vectores
de cada unidad hexagonal de la red, L es el vector quiral o de enrollamiento y n es el angulo quiral. B)
Representacion de SWCNT (n,m) sin defectos y con extremos abiertos; 1) tubo conductor metdlico (10,10) tipo
armchair; 2) tubo conductor (15,0) tipo zigzag; 3) tubo semiconductor (12,7) tipo quiral. Modificado de Ando 2009;
Terrones y Terrones 2003.

En 1992, dos grupos de investigacion descubrieron que los CNT’s
presentan propiedades electronicas, dependiendo de su diametro y quiralidad
(Dresselhaus y Avouris, 2001). Los CNT’s de tipo armchair fueron catalogados
como conductores metalicos (Fig. 5 B1), los de tipo zigzag como semiconductores
(con excepcion de casos en los que m-n es un multiplo de 3, Fig. 5 B2). Estos
resultados sorprendieron a la comunidad cientifica ya que el grafito solamente se

comporta como un semi conductor (Terrones y Terrones, 2003).
Ademas de las caracteristicas electronicas, los CNT’'s presentan

propiedades superiores a otros materiales comerciales de interés industrial. A

continuacion se presentan algunas de estas propiedades:
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Tabla 2. Comparacion de las propiedades que exhiben los CNT con respecto a otros

materiales.
Propiedad Nanotubos Por comparacion
Resistencia a45 mil millones de Pascales Las aleaciones de acero de alta

la traccion (1000X mas resistente que el acero) |resistencia se rompen alrededor de 2
mil millones de pascales.
(Endo et al., 2004)
Elasticidad Pueden doblarse a grandes angulos yLos metales y las fibras de
vuelven a su estado original sin dafo. \carbono se fracturan ante
esfuerzos similares.
(Terrones y Terrones, 2003)
Conducciéon |Estimada en mil millones de amperesLos alambres de cobre se funden
de corriente/por centimetro cuadrado. aproximadamente a un millon de
eléctrica amperes por centimetro cuadrado .
(Miravitlles et al., 2001)
Emision dePoseen una alta capacidad delLos mejores emisores de electrones
campo emision de electrones. Son capacesutilizados en la actualidad emiten en
de emitir electrones a 0.11 eV deun rango entre 0.6 y 0.3 eV.
energia
(Terrones y Terrones, 2003)
Transmision |Se predice que es tan alta comoEl diamante altamente puro transmite
de Calor 6,000 vatios por metro por kelvin, a3,320 W/mK
temperatura ambiente.
(Miravitlles et al., 2001)
Estabilidad |Estable aun a 2,800 grados CelsiusLos alambres metalicos en microchips
térmica en el vacio, y 750 °C en aire. se funden a temperaturas de entre
(Terrones y Terrones, 2003) 600 y 1000°C.

Basandose en lo anterior, los nanotubos de carbono se pueden clasificar de
acuerdo a distintos parametros como el nimero de capas de grafito que tienen, el
tipo de simetria e indice de quiralidad que presentan y a propiedades fisicas como

conductividad eléctrica.
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o Clasificacion de acuerdo al numero de capas:

Nanotubos de carbono de pared sencilla (SWCNT)
Son aquellas estructuras conformadas por una capa bidimensional de grafito
enrollada, formando un cilindro con un didmetro de nanémetros y una longitud que
puede llegar a micras. Pueden o no poseer semiestructuras de fullerenos en sus
extremos. Algunas de sus caracteristicas es que pueden ser 10 veces mas fuertes
gue el acero y pueden tener 1.2 veces mas dureza que el diamante (Walters et
al., 1999;Yu et al., 2000).

Nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT)
Estan formados por capas concéntricas de forma cilindrica, separados de
aproximadamente una distancia similar a la distancia interplanar del grafito
(Terrones et al., 1997).

o Clasificacion de acuerdo ala conductividad eléctrica:
Dependiendo de sus valores m y n los nanotubos de carbono pueden ser
metalicos o semiconductores, de acuerdo a su didmetro y su disposicion

helicoidal.

Conductores metalicos
Un CNT puede ser metalico cuando n-m = 3p (siendo p un entero). En la figura 5
B, se muestran nanotubos de carbono abiertos en los extremos, conformando

estructuras metalicas conductoras (Fig. 5B 1y 2).

Semiconductores
Se considera como semiconductor cuando n y m presentan todos los demas
valores (Fig. 5B 3; Katz y Willner, 2004).
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De acuerdo a una clasificacion genérica:
Nanotubos Quirales
No presentan simetria de reflexion y no son isomorficos.
Nanotubos No- Quirales
(Zigzag y armchair) presentan simetria de reflexion y son isomorficos (Ochoa,
2008).

o De acuerdo alos indices de Hamada (n,m):
Los CNT’s también se pueden clasificar con base en su indice de quiralidad,
dividiéndolos en tres tipos: armchair, quiral y zigzag.
Nanotubos Armchair
Implican que sus indices de hamada sean iguales entre si (n=m) y presentan un
angulo quiral 6 = 30°.
Nanotubos Zigzag
Los nanotubos de tipo zigzag presentan un indice de hamada m=0y una 6 =0°.
Nanotubos Quirales
Son aquellos que presentan un indice de hamada n>m>0 y tienen un angulo =
0°< 6 < 30° (Katz y Willner, 2004).

2.3 Sintesis de CNT

En el 2004 la produccion anual global de SWCNT fue de 9 toneladas.

Existen tres métodos comunmente utilizados para sintetizar CNT’s:
o Descarga de Arco
o Deposicion de Vapor Quimico (CVD)

o Ablaciéon Laser

El rasgo comun de estas metodologias es la adicion de energia a una fuente de

carbono para producir fragmentos (grupos o atomos de carbono solos) que
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pueden recombinarse para generar CNT’s. La fuente de energia puede ser
electricidad de una descarga de arco, calor de un horno (~ 900° C) parael CVD o
luz de alta intensidad de un laser (ablacién laser).

Posterior a la sintesis, los CNT’s son generalmente purificados para remover
residuos de carbon amorfo (hollin), residuos libres del catalizador (generalmente
son residuos de metales en donde los nanotubos fallaron en crecer) y cualquier
otro material de soporte.

Esto se logra mediante lavados o ultrasonicacion con acido diluido. Los CNT’s
altamente purificados llevan un tipo de oxidacién adicional. Debido a que los
procesos de purificacion pueden llegar a destruir a los CNT’s, la remocién de
impurezas debe ser balanceada en contra de la introduccion de defectos en los
tubos (Donaldson et al., 2006).

Los CNT varian en su tamafio y diametro dependiendo del procedimiento
para su sintesis. Las longitudes dependen generalmente del tiempo de sintesis
pero son tipicamente de decenas de micras aunque se han sintetizado
significativamente mas cortos y largos. Los diametros de los SWCNT son
controlados por los tamafios de la nanoparticula del metal del cual son crecidos,
los cuales varian de entre 0.7nm a 3nm. Los MWCNT generalmente varian de

entre 10nm a 200nm de diametro.
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2.4 Reactividad de los CNT.

Los CNT’s no son significativamente reactivos, por ejemplo deben
calentarse hasta 500° C antes de quemarse en el aire, aunque hay puntos en la
estructura de los CNT’s que los hacen mas reactivos que otros, éstos
generalmente yacen en ciertos defectos, como atomos de carbono faltantes y en
aquellos con tapas curvas mas tensas. Los CNT'’s que son purificados tienen mas
probabilidad de presentar defectos adicionales en forma de residuos de acido
carboxilico (-COOH). Una muestra de CNT’s contendra, invariablemente, una
variedad de impurezas residuales derivadas de la sintesis, que pueden ser
metales (Co, Fe, Ni y Mo son de los metales mas utilizados durante la sintesis de
CNT’s) usualmente encapsulados e incorporados en los extremos de los
nanotubos; particulas organicas formadas a partir de las laminas de grafito (Ej.
hollin amorfo) y finalmente residuos del material de soporte para el catalizador (E;.

silicatos y 6xido de magnesio; Donaldson y Borm, 2004).

Debido a la reciente expansion en métodos para modificar y funcionalizar a
los CNT’s se ha hecho posible su solubilidad y dispersién en agua, abriendo una
via para una facil manipulacion y procesamiento en ambientes fisiol0gicos para su
aplicacion en la biologia y biomedicina (Wenrong Yang et al., 2007). A pesar de
que los CNT’s se han logrado solubilizar en solventes organicos y en agua
mediante modificaciones quimicas, adsorcion de detergentes y compuestos
aromaticos, se ha comprobado que las moléculas de DNA, en soluciones acuosas,
permiten la dispersion de los SWCNT’s (Naotoshi et al., 2003). De igual manera se
han propuesto modelos en los que la presencia del DNA de una sola hebra
propicia la formacion de hibridos DNA/CNT (Lustig et al., 2005), y que dicho
hibrido no inactiva al DNA, por el contrario, puede provocar la oxidacion de
guaninas (Napier et al., 2005). Estudios con modelos computacionales proponen
sistemas en los que matrices de CNT’s interactian acoplandose en el surco mayor

del DNA (Lu et al., 2005). Otros trabajos han mostrado que los CNT’s pueden ser
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conjugados con carbohidratos y proteinas, por ejemplo nucleasas (Wei et al.,
2007).

Por otra parte, existe un grupo de enzimas de restriccion que presentan
preferencias en el corte de algunos de sus sitios de reconocimiento dentro de un
mismo sustrato, expresado en notables diferencias en sus tasas de corte (New
England Biolabs, 2009).

Debido a las propiedades de interaccion de los CNT con el DNA por modificacién
de la estructura del DNA y a las propiedades para formar interacciones de van der
Waals en moleculas lineales, se puede proponer que esta interaccion puede
afectar la eficacia de corte de dichas enzimas de restriccion.

-21-



3. Enzimas de Restriccion

Las nucleasas o enzimas de restriccion son proteinas con actividades
enzimaticas que permiten a la célula romper uniones covalentes fosfodiester en
las cadenas del DNA y RNA. Existen desoxirribunucleasas las cuales son
nucleasas que cortan uniones fosfodiester en el DNA y ribonucleasas, que cortan
RNA; las hay que degradan cadenas dobles o sencillas. Otras propiedades de
estas enzimas son las de ser exo o endonucleasas. Las exonucleasas requieren
sustratos de &cidos nucleicos con extremos libres —5' 6 3'—, e inician su
rompimiento en esos extremos (Bolivar, 2007).

Por otro lado las endonucleasas de restriccibn o enzimas de restriccion no
requieren extremos presentes en sus sustratos y por lo tanto hidrolizan el enlace
fosfodiester de un acido nucleico dentro o cerca de una secuencia de
reconocimiento especifica de DNA 6 RNA, generando una serie de fragmentos

mas pequefos (Nelson y Cox, 2005).

3.1 Endonucleasas de Restriccion

!a) w e & Q‘

Figura 6. a) Chlorella, alga verde que presenta el virus PBCV-1, el cual tiene genes que codifican para enzimas de
restriccion especificas que tienen una funcién nutritiva, ayudando a degradar el ADN del huésped o
la prevencion de la infeccién de una célula por otro virus.( Unusual life style of giant chlorella viruses.Van Etten JL.);

b) Caricatura de la endonucleasa de restriccion EcoRl unida al DNA. (Tomada de http://e-
ciencia.com/recursos/enciclopedia/Enzima_de_restricci%C3%B3n)

Las endonucleasas de restriccibn son componentes de sistemas de Modificacion-

Restriccion (MR), encontradas en un amplio rango de especies bacterianas,
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arqueas y virus de ciertas algas unicelulares (Fig. 6 a; Pingoud et al., 2005). La
funcion biolégica principal de estas enzimas fue descubierta a principio de la
década de 1960 por Werner Arber, implicando el reconocimiento y corte del DNA
ajeno al del organismo, por lo tanto se dice que restringe al DNA externo (Nelson y
Cox, 2005). Para resguardar al DNA propio en los organismos mencionados, se
llevan a cabo procesos de restriccion-modificacién por un complejo compuesto por
la endonucleasa de restriccion (la cual restringe el DNA externo) y en ciertos
casos una DNA metilasa especifica (la cual metila a la secuencia interna para
evitar su corte). Otras funciones propuestas, pero que aun se encuentran bajo
discusion, es su participacién en recombinacion y transposicion (Pingoud et al.,
2005).

Estas enzimas se han convertido en herramientas fundamentales para la diseccion
in vitro del DNA, ya que las secuencias que reconocen y posteriormente cortan,
son generalmente pequefias secuencias especificas de entre cuatro y ocho pares
de nucledtidos en cualquier molécula de DNA. De esta manera con ciertas
enzimas es posible cortar o digerir un DNA particular, siempre de la misma
manera, en forma reproducible, utilizando la misma enzima de restriccion (figura
7).

a)

S'ATCGA|T 3 5SATCGA T3
3'TIAGCTAS 3T ' - AGCTAS
b)

S"ATCIGAT3 5’ ATIC GATS3
3'TAGCTAS 3'TAIG CTAS’

Figura 7. Posibles extremos resultantes de la restriccion de endonucleasas; a) extremos pegajosos o cohesivos,
ideales para la clonacién molecular; b) extremos romos (Tomado de
http://coleccion.educ.ar/coleccion/CD17/contenidos/mt/biologia/tecnologiaadn/corta_pegar_adn.html)
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Con respecto al tipo de corte que realizan, pueden ser en ambas hebras del DNA,
dejando de dos a cuatro nucledétidos sin parear en cada extremo del corte de cada
hebra. Los extremos de estas hebras son conocidos como extremos pegajosos
debido a que pueden parearse entre ellos 0 con otros extremos complementarios
de DNA foraneo. Otro tipo de extremos producidos son los romos, los cuales no
generan extremos sin aparear debido a que el corte de los enlaces fosfodiester se

realiza ala misma altura en ambos lados de la doble hélice.

Figura 8. a) Electromicrografia de Escherichia coli (tomada de Shirley Owens, Centre for Electron Optics, MSU,
1996); b) Esquema de la enzima EcoRlI, aislada de Escherichia coli, de la cual obtiene su nombre.

La nomenclatura de las endonucleasas de restriccion generalmente es derivada
de la abreviatura del nombre del organismo del cual fue aislada dicha enzima. El
nombre es formado por la primera letra del género y las dos primeras letras de la
especie. Cuando la enzima se encuentra presente en una cepa especifica de un
microorganismo, el nombre béasico de tres letras puede ser seguido por la
designacion particular de la cepa (ejemplo EcoRI deriva su nombre de Escherichia
coli organismo de donde se aislo y del factor de resistencia R, figura 8 a y b).
Finalmente, un namero romano indica el orden de descubrimiento de las enzimas

dentro de una cepa microbiana (Bolivar, 2007).

A pesar de la gran variedad de endonucleasas que reconocen secuencias
especificas de nucleédtidos, hay ciertas enzimas que pueden no ser especificas al
unirse al DNA. Esta inespecificidad usualmente no implica a la interaccién de la

proteina con las bases nitrogenadas, sino con la estructura del DNA. En contraste,
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la especificidad de la unidon se caracteriza por una intima relacion entre la
interacciéon directa de la enzima con las bases y la interacciéon indirecta con la
estructura del DNA. Generalmente entre 15-20 uniones de hidrégeno son
formados entre una enzima de restriccion dimérica y las bases nitrogenadas de la
secuencia de reconocimiento, ademas de las numerosas uniones de van der
Waals y de los puentes de hidrégeno con el DNA, el cual puede ser mediado por
el agua.

El proceso de reconocimiento desencadena grandes cambios conformacionales
de la enzima y el DNA, los cuales dan lugar a la activacion de los centros
cataliticos. En muchas enzimas de restriccion los centros cataliticos, uno en cada
subunidad, son representados por el motivo PD...D/EXK, en el cual los dos
carboxilatos son responsables de la unién al Mg 2+, cofactor esencial de la
mayoria de estas enzimas. El mecanismo especifico de corte ain no se ha
establecido para alguna de estas enzimas, el principal cuestionamiento yace en el
numero de iones de Mg 2+ involucrados directamente en el corte. El corte en las
dos hebras usualmente ocurre de forma concertada y da lugar a la inversion de la
configuracion del fosforo. Los productos de la reaccion son fragmentos de DNA
con 3’-OH y fosfatos-5'.

Con respecto a su estructura, las endonucleasas de restriccion difieren entre si en
la composicidn de sus subunidades y en ciertos requerimientos de cofactores. Sin
embargo todas presentan un nucleo estructural en comun, configurado por 4

laminas B y una a hélice.

3.2 Tipos de Endonucleasas de Restriccion

Las endonucleasas de restriccién se han clasificado en tres tipos; I, Il y Ill. Para
el afo 2009 la base de datos de enzimas de restriccion REBASE
(http/lrebase.neb.com/rebase/rebase.html), reportd: 4,755 enzimas de tipo |,
5,947 tipo I, 1,017 tipo Il y 840 de tipo IV.
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Las enzimas de tipo | cortan el DNA azarosamente en sitios que pueden estar
a mas de 1000 pares de bases de la secuencia de reconocimiento (Nelson y Cox
2005). Estas consisten en tres diferentes subunidades; HsdM, HsdR y HsdS, las
cuales son responsables de la modificacidn, restriccion y reconocimiento de la
secuencia, respectivamente. La estructura cuaternaria de estas enzimas es
HsdM2HsdR2HsdS. Otra caracteristica de estas enzimas de tipo | es que requieren
de ATP, Mg?+ y metilacion para su actividad. De forma general, estas enzimas
interactian con dos sitios de reconocimiento asimétricos, traslocando el DNA
mediante la hidrdlisis del ATP y cortando el DNA en zonas distales al sitio de
reconocimiento, aproximadamente a la mitad entre los dos sitios. Ejemplos de
estas enzimas son EcoKIl, EcoAl, EcoR1241 y StySBLI, las cuales representan a
los subtipos IA, IB, IC y ID respectivamente (Pingoud et al., 2005).

Las endonucleasas de restriccion de tipo Il consisten en solamente dos
subunidades: Mos, responsable del reconocimiento y modificacion del DNA y Res,
encargada del corte o restriccion del DNA. Las nucleasas activas presentan una
estequiometria Modz2Resz2, requieren de ATP y Mg3+ para su actividad y también
son estimuladas por metilacion. Interactian con dos sitios de reconocimiento
asimeétricos, translocan el DNA de manera dependiente a la hidrdlisis de ATP y
cortan el DNA de 5 a 25 pares de nucledtidos de distancia del sitio de
reconocimiento. Ejemplos de estas son las enzimas EcoP1l y EcoP15lI.

Las endonucleasas de restriccion de tipo IV reconocen y cortan DNA metilado.
Como tal, no son consideradas parte de un sistema MR. La enzima mas estudiada
y representativa de este grupo es McrBC, la cual consiste en dos subunidades;
McrB y McrC, responsables del reconocimiento y del corte del DNA,
respectivamente. McrBC reconoce el DNA en al menos dos secuencias de
reconocimiento a una distancia variable, conteniendo citocinas metiladas o
hidroximetiladas en una o ambas hebras. Para el corte del DNA, se requiere de
GTP y Mg?+ y sucede cerca de uno de los dos sitios de reconocimiento (Pingoud
et al., 2005).

Finalmente, las enzimas de restriccién de tipo Il son de las mas utilizadas en

técnicas de biologia molecular. Fueron aisladas por primera vez en 1970 por
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Hamilton Smith y se caracterizan por presentar una organizacion de subunidades
mas simple, generalmente son homodimeéricas y homotetraméricas. Estas enzimas
no requieren de ATP o GTP y cortan el DNA dentro o muy cerca de la secuencia
de reconocimiento, generalmente son secuencias palindrémicas de 4 a 8 pb. Con

algunas excepciones, requieren de Mg2+ como cofactor.

3.2.1 Endonucleasas de Restriccion de Tipo |l

Las enzimas de tipo Il ortodoxas son homodimeros que reconocen sitios
palindrémicos (secuencias que se leen igual de 5-3' y de 3’ a 5’) de 4 a 8 pb de
longitud y cortan el DNA dentro de esta secuencia en ambas hebras, produciendo
extremos hidroxilos -3° y fosfatos -5. Algunas reconocen palindromos
discontinuos, interrumpidos por una secuencia de una longitud especifica pero de
secuencia inespecifica. Los fragmentos de DNA producidos presentan extremos

romos o cohesivos, con terminaciones 5’ o 3’ de 5 nucledétidos.

Dependiendo de las caracteristicas especificas se clasifican en subtipos. La
nomenclatura actual trata de agrupar a las enzimas de restriccion de tipo Il de
acuerdo a propiedades que son del subtipo respectivo, sin embargo existen
caracteristicas compartidas entre enzimas de grupos diferentes, resultado de la

gran diversidad dentro de este grupo (Pingoud et al., 2005).

La mayoria de las enzimas de restriccibn usadas para trabajos de
recombinacion de DNA pertenecen al Subtipo IIP (P de palindromico), de acuerdo
a la nomenclatura aceptada. Muchas endonucleasas de restriccion Tipo Il tienen
propiedades diferentes de aquellas de Subtipo IIP, de las cuales EcoRl y EcCORV

son las representantes mas conocidas y estudiadas.
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Bse634]

EcoRll

Fokl Nael Pvull Munl Pvull

Figura 9. Estructuras cristalograficas de Enzimas de restriccion de tipo Il. (A) Enzimas libres de sustrato: BamHI
(1BAM), Bfil [V. Siksnys, unpublished], Bglll (1IES8), Bse6341 (1KNV), Cfr10l (LCFR), EcoRIl (INA6), EcoRV (1RVE),
Fokl (2FOK), Nael (11EV7), Pvull (1PVU); (B )Complejos especificos DNA-Enzima: BamHI (2BAM), Bgll (1DMU),
Bglll (IDFM), BsoBI (1DC1), EcoRI (1ERI), EcoRV (4RVE), Fokl (1FOK), Hincll (1KC1), Mspl (1SA3), Munl (1D0O2),
Nael (1IAW), Pvull (1PVI), NgoMIV (1FIU). a--hélices estan indicadas en rojo, b-laminas indicadas en azul. Las
enzimas Bse634l, Cfr10l y NgoMIV son enzimas homotetraméricas, EcoRIl y Nael como las enzimas de Tipo IIE,
presentan un dominio extra (Tomado de Pingoud et al., 2004).

Las enzimas IIA reconocen secuencias asimétricas. Un miembro de este
subtipo es la enzima BpulOl, un heterodimero cuyas unidades son responsables
del corte de cada cadena, respectivamente. Estas enzimas son precursores

ideales para la generacion de extremos pegajosos.
El tipo IIB abarca enzimas que cortan el DNA en ambos lados de la

secuencia de reconocimiento, un ejemplo es Bpll, la cual corta la hebra de

polaridad 5- 3 8 nuclebtidos antes y 13 después de la secuencia de

-28-



reconocimiento, mientras que la hebra que va de 3’- 5’ es cortada 13 nucledétidos
antes y 8 después de la secuencia.

Las enzimas del tipo IIC se caracterizan por tener dominios de modificacion
y de corte dentro de un polipéptido. Una de las primeras enzimas descubiertas de
este grupo es Bcgl, la cual tiene una organizacion funcional muy inusual. Presenta
una estructura cuaternaria A2B con dominios de endonucleasa y metiltransferasa
en la subunidad A y el dominio de reconocimiento localizado en la subunidad B.
Bcgl ilustra el problema de nomenclatura de las enzimas de restriccion de Tipo Il
ya que también es considerada de tipo IIB (Pingoud et al., 2005).

El tipo IIE agrupa a enzimas que necesitan interactuar con dos copias de la
secuencia de reconocimiento para lograr un corte eficiente, una copia siendo el
blanco para el corte y la otra sirviendo como efector alostérico. Los ejemplos mejor
estudiados con respecto a la estructura y funcion de este grupo son EcoRIl y Nael
(Fig. 9). Es interesante notar que al remover el dominio efector de la enzima
EcoRll, se convierte en una enzima muy activa de subtipo IIP.

Otro caso es el de la enzima Sau3Al, la cual en ausencia de DNA se presenta
como un monomero con dos dominios similares y en presencia de DNA se
dimeriza funcionando como una enzima de tipo IIE, con un sitio catalitico y un sitio

de efector alostérico (Pingoud et al., 2005).

Las enzimas del tipo IIF son tipicamente homotetraméricas, que interactian
con dos copias de su sitio de reconocimiento, pero cortan ambos sitios de forma
mas o0 menos concertada. Ejemplos muy bien estudiados incluyen a Cifrlol,
NgoMIV y Sfil, que aunque en soluciones son dimeros, se ensamblan en

tetrdmeros funcionales tras la unidn con el DNA.

El tipo IIG comprende a un conjunto de enzimas que son similares e
inclusive consideradas como un subgrupo del subtipo IIC. Presentan dominios de

modificacién y corte dentro de un polipéptido. A excepcidén de ser generalmente
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estimuladas por Ado metilacion, se comportan como las demés enzimas de tipo |l,
aunque la mayoria son consideradas también del subtipo IIS. Un ejemplo muy
estudiado es Eco571. Las enzimas de este grupo son muy prometedoras para la

ingenieria de endonucleasas de restriccion con nuevas especificidades.

Las enzimas del tipo IIH se comportan como cualquier otra del tipo Il, pero
Su organizacion genética se asemeja a los sistemas MR de Tipo |. Por ejemplo
AhdI que reconoce la secuencia GACNNN/NNGTC, presenta una metiltransferasa
gue consiste en 2 subunidades de modificacion y dos de especificidad.

El tipo IIM incluye enzimas que reconocen una Secuencia metilada
especifica del DNA en un sitio fijo. El representante mejor conocido es la enzima
Dpnl (GA/TC), la cual corta Gm6ATC, Gm6ATM4C and Gm6ATmMS5C, sin embargo
no corta secuencias como GATC, GATm4C, GATm5C 0O ciertos sitios
hemimetilados
La diferencia entre las enzimas de subipo IIM vy las de Tipo IV (como la ya
mencionada McrBC) es que las Ultimas no cortan su sustrato en un sitio fijo.
Muchas enzimas de restriccion son mas o menos tolerantes a la metilacion, pero
para las enzimas de este grupo el grupo metilo es un elemento esencial de

reconocimiento (Pingoud et al., 2005).

Las enzimas de tipo IIS cortan al menos una hebra del sustrato de DNA
fuera de la secuencia de reconocimiento. Una de las enzimas mas conocidas de
este grupo es Fokl (GGATG) la cual, como muchas otras del Tipo IIS, interactla
con dos sitios de reconocimiento antes de cortar el DNA. Estas enzimas son
activas en forma de homodimeros y usualmente se componen por dos dominios;
uno responsable por el reconocimiento del blanco y el otro por la catalisis
(sirviendo también como dominio de dimerizacion). Estas enzimas se han usado

para la creacidon de nucleasas quiméricas que cortan una sola hebra del duplex.
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El tipo IIT engloba a enzimas heterodiméricas. Un representante de dicho
grupo es Bsll (CCNNNNN/NNGG), la cual estd compuesta por dos subunidades
diferentes. La enzima funcional es un tetrdmero azB2. Varias de estas enzimas se
utilizan para generar complejos que cortan Unicamente una sola hebra del duplex
del DNA (Pingoud et al., 2005).

3.3 Preferencia de Sitios de Reconocimiento

Apal, Bsp1201 Eco105 P1i2311 }?(hl Xbal SanDI Xhol Nhel Bpll Ehel
P 100|00 200,00 300.00 40(300
21226 26104 31747 39168 44972
EcoRlI EcoRl EcoRl EcoRlI EcoRI

Figura 10. Sitios de reconocimiento y corte de la enzima EcoRI dentro de/ DNA del bacteriéfago A. El sitio 44972 es
cortado 10 veces mas rapido que los demas sitios (Modificado de Fermentas, 2009).

Ciertas endonucleasas de restriccion presentan una preferencia en el corte de
algunos sitios de reconocimiento dentro de un mismo sustrato. Varios ejemplos de
estas enzimas, han sido reportados, una de las primeras y de las mas utilizadas es
EcoRI. En 1975 Thomas y Davis reportaron que la preferencia de corte de EcoRI
en los cinco sitios de reconocimiento dentro del DNA del bacteridfago A, no es de
manera azarosa, el sitio de reconocimiento mas cercano al término es cortado 10
veces mas rapido gue los sitios que se encuentran en zonas de la parte media del
DNA (Fig. 10). También se reportdé que la misma enzima, pero esta vez en un
sustrato de DNA de adenovirus-2, presenta diferentes tasas de corte entre los

diferentes sitios de restriccion (Forsblom et al., 1976).
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Hindlll

Apal, Bspl?[[l Eco105I Pfi2311 f’(l\[ Xbal ‘ SajDI Xhol Nhel Bpll Ehel
27479
P 1|JD|03 2BE||00 , 30q00 40(?00
23130 25157 36895 37459 44141
Hindlll Hindlll Hindlll Hindlll Hindlll

Figura 11. Sitios de reconocimiento y corte de la enzima Hindlll dentro del DNA del bacteriéfago A (Modificado de
Fermentas, 2009).

Nath y Azzolina reportaron una diferencia entre las tasas de corte de 10 y 14
veces de EcoRI y Hindlll en sitios de restriccion especificos para el ADN del fago
lambda (Figs. 10 y 11).

Apal, Bsp120] Eco105! Sacll Sacll Xbal SanDI Xhol Nhel Sacll Ehel
21606 40386
Sacll

Figura 12. Sitios de reconocimiento y corte de la enzima Sacll dentro del DNA del bacteriofago A. El sitio 40386 es
cortado 50 veces mas lento que los demas sitios (Modificado de Fermentas, 2009).

En cuanto a la enzima Sacll, ésta tiene cuatro sitios de reconocimiento en el
DNA de lambda, de los cuales tres se encuentran agrupados en la parte media de
ese sustrato (Fig. 12). El corte de estos sitios es 50 veces mas rapido que el sitio
restante cercano al término (nucleétido 40,386). Sacll necesita interactuar con 2
copias de la secuencia de reconocimiento para cortar. Como resultado los
sustratos con un solo sitio de reconocimientro para Sacll son cortados a un ritmo

mas lento (New England Biolabs, 2009).
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Las diferencias observadas en las tasas de corte realizadas por muchas
endonucleasas de restriccion son usualmente modestas diferencias que son de
ordenes de 10 veces en la eficiencia, pero hay un grupo particular de enzimas de
restriccion que muestra una preferencia draméatica de sitios de reconocimiento.

Estas enzimas son Narl, Nael y Sacll.

EeoR | 4381 Clal 23
Aat || 4288 1 Hind Il 29
| 0 EcoR ¥ 185
Ssr,'::' H70 e,
- Rlarl 414, 435, 549
k414, 435,
FroM 622
Sall 851

PshA | 712

Sca | 3648
Pwul 3735

Psti 3609

¥spl3539
Xmalll 939
Nrul av2
1000

Bsph | 1083

Bsal 3435

Eam10s | 3383

MNarl 1206

Bl 1353
Styl 1369
Awa| 1428
Msc | 1444
BsidF 11580
Bsg | 1850

Kpn3 | 1884

Marn | 1668

3000

Al | 2866

Aftl S 2475
Bsplunt | Nde | 2297
Bsah | 2227

Bs107 | 2245

Tth111 1 2219

2000
EspB 12124 % py )| 2086

Figura 13. Sitios de reconocimiento y corte de la enzima Narl dentro del DNA del plasmido pBR322. Los sitios 414 y
549 no son cortados completamente (Modificado de Invitrogen Life Technologies, 2009).

El DNA de pBR322 contiene cuatro sitios de reconocimiento por parte de la
enzima Narl. Una unidad de Narl (como la definida en adenovirus -2 DNA) puede
cortar completamente dos de esos sitios en una hora bajo condiciones estandar
(Fig. 13). El agregar 50 unidades adicionales de la enzima no cortan los 2 sitios

restantes completamente, alin después de 16 horas (Broek et al., 2006).
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Figura 14. Sitios de reconocimiento y corte de la enzima Nael dentro del DNA del plasmido pBR322. El sitio
encontrado en el nucleétido 401 es cortado moderadamente lento y el sitio 1283 es cortado 50 veces mas lento que

los sitios 769 y 929 (Modificado de Invitrogen Life Technologies 2009).

Por otro lado la enzima Nael presenta 4 sitios de reconocimiento en el mismo

sustrato, localizados en los nucleoétidos 401, 769, 929 y 1283. Todos los sitios son

cortados con eficiencias diferentes sin embargo el

sitio 401 es cortado

moderadamente lento y 1283 es cortado 50 veces mas lento (Fig. 14). Estos dos

ultimos sitios de reconocimiento son mas resistente al corte en ausencia de los

demas, debido a que tanto Narl como Nael son enzimas de tipo IIE y por lo tanto

necesitan interactuar con dos copias de la secuencia de reconocimiento para

lograr un corte eficiente (Amersham Biosciences, 2009).

Se ha reportado que en el caso de ciertas enzimas de tipo IIE como las

mencionadas anteriormente, cuyos sitios son resistentes al corte, son trans-
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activados por la adicion de DNA superenrrollado de plasmidos o pequefios
fragmentos de DNA, conteniendo secuencias propensas a corte. De forma similar
estan sujetas a cis-activacion mediante la formacion de asas del sustrato de DNA
cuando los sitios resistentes al corte y los propensos al corte se encuentran dentro
de la misma molécula. Por lo tanto la formacién de las asas del DNA sirven para
traer en contacto 2 6 mas sitios de reconocimiento con una enzima en comun
dentro de una misma molécula de DNA (Yang y Topal, 1992).

La induccién de las asas dependen aparentemente de interacciones especificas
entre la molécula de DNA con multiples secuencias de reconocimiento y los
multiples sitios de union de la enzima. La activacion de la enzima sugiere una
regulacién alostérica del corte, por la accién de sitios cis y trans en el DNA que
contiene tanto sitios resistentes como propensos al corte. La formacion de las
asas de DNA es un medio por el cual la molécula actia como un efector alostérico
de la enzima, dependiendo de las propiedades regulatorias de dicha proteina. Una
vez que uno de los sitios es cortado y el asa es deshecha, la enzima se mantiene
unida fuertemente a uno de los sitios de reconocimiento. Las posteriores
formaciones de asas ocurren como un proceso en el que la asociacion del
complejo proteina-DNA con el segundo sitio de reconocimiento es el paso limitante

en la tasa de corte (Broek et al., 2006).
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I1l. HIPOTESIS

¢  Debido a que estudios anteriores han propuesto posibles modelos sobre la
interaccion entre los SWCNT y el DNA y por otro lado existe una serie de
endonucleasas de restriccidbn que presentan diferencias en la preferencia
del corte de algunos de sus sitios de reconocimiento dentro de un mismo
sustrato, entre ellas EcoRI, Hindlll, Sacll, Nael y Narl, se propone una
posible modificacién en la preferencia de ciertos sitios de reconocimiento de
alguna de las enzimas de restriccion al interactuar con los SWCNT’s,
reflejado en una diferencia en la eficacia de corte de dichas endonucleasas

de restriccion.

V. OBJETIVOS

Objetivo General.

¢ [Este proyecto tiene como objeto evaluar la eficacia en la actividad
enzimatica en el corte de DNA en presencia de Nanotubos de Carbono de

Pared Sencilla dentro de un modelo con enzimas de restriccion.

Objetivos Particulares.

¢ Estudiar la posible interaccion de los SWCNT con el DNA, reflejado en el
cambio de la eficacia de corte de las enzimas de restriccion EcoRI, Hindll,
Sacll, Nael y Narl.

¢ Determinar si la supuesta union de los CNT’s a regiones ricas en guaninas

interfiere con la actividad de dichas enzimas de restriccion.
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V. MATERIALES Y METODOS

Enzimas de Restriccidon y sustratos de DNA.

Se eligio el siguiente grupo de enzimas debido a que presentan preferencia en el
corte de ciertos sitios de reconocimiento dentro de un mismo sustrato; ésto se

refleja en la diferencia en la eficacia de corte de tales sitios de reconocimiento.

Tabla 3. Caracteristicas enzimas de restriccién con preferencias en sus sitios de

reconocimiento (New England Biolabs, 2009).

Enzima Sustrato Secuencia de Caracteristicas
reconocimiento
Eco RI DNA delfago A | 5’...G/AATTC...3 De Escherichia coli. 6 sitios de
3 CTTAA/G...5 reconocimiento en el DNA de A.
Hind III DNA del fago A | 5°...A/AGCTT...3’ De Haemophilius influenzae. 7
3 TTCGA/A.. 5 sitios de reconocimiento en el
DNA de A.
Sac ll DNA del fago A | 3'...CCGC/GG...5’ | De Streptomyces achromogenes
5 GG/CGCC.. .3 5 sitios de reconocimiento en el
DNA de A.
Nae | DNA de 5...GCC/GGC...3 De Nocardia aerocolonigenes. 4
pBR322 3 CGG/CCG.. .5 sitios de reconocimiento en el
DNA de pBR322.
Nar | DNA de 5...GG/CGCC...3" | De Nocardia argentinensis 4
pBR322 3 CCGC/GG.. .5’ sitios de reconocimiento en el
DNA de pBR322.

Para cuantificar a las enzimas se utilizan unidades ya establecidas, resultado
de la estandarizacion del corte en ciertas moléculas de DNA (New England
Biolabs, 2009). Debido a lo anterior la unidad de cada enzima es descrita de la

siguiente forma:
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e Eco RI: unidad definida como la cantidad de enzima requerida para
digerir 1ug de DNA del fago A en 1hr a 37°C en un volumen total de
50pl.

e Hind Ill: unidad definida como la cantidad de enzima requerida para
digerir 1ug de DNA del fago A en 1hr a 37°C en un volumen total de
50ul.

e Sac ll: unidad definida como la cantidad de enzima requerida para
digerir 1ug de DNA de Adenovirus 2 en 1hr a 37°C en un volumen total
de 50pl.

¢ Nae I: unidad definida como la cantidad de enzima requerida para digerir
1pg de DNA de pBR322 en 1hr a 37°C en un volumen total de 50pul.

e Nar I: unidad definida como la cantidad de enzima requerida para digerir
1ug de DNA de ©X174 RFl en 1hr a 37°C en un volumen total de 50ul.

e DNA del fago A

Lambda es un bacteridfago de Escherichia coli que esta constituido por proteinas
y DNA. Su material genético consiste en un cromosoma linear de doble cadena
gue consta de 48,502 pares de bases y se caracteriza por contener
aproximadamente 50 genes que codifican para 5 proteinas relacionadas con la
regulacion, 7 con la recombinacion, 21 con la morfogénesis de la capside y tallo, 2
con la replicacion y 2 con la lisis bacteriana.

El genoma del fago A Uesta organizado de tal forma que presenta grupos de
genes en unidades funcionales. A la derecha del sitio de integracion del fago, o
sea el sitio attP, se localizan los genes relacionados con la recombinacion,
posteriormente los genes relacionados a la regulacion, le siguen los de replicacion,
los de lisis y finalmente los genes relacionados para la formacion de la capside y
del tallo.

Después de que el fago inyecta su cromosoma en la célula, el cromosoma se

circulariza uniendo los extremos complementarios de cadena sencilla que
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presenta. Durante la via litica los genes que codifican para la replicacion, lisis y
deméds proteinas del viron son expresados. Cuando el cromosoma se replica, las
réplicas son empaquetadas en particulas de la progenie del fago. En la via
lisogénica, la expresion génica del fago es reprimida y el cromosoma circular se
inserta en el cromosoma bacteriano por recombinacion.

El DNA del fago A es utilizado comunmente como sustrato para la restriccion
enzimatica y para generar fragmentos de DNA utilizados marcadores de peso
molecular (Fig. 5; Kameyama et al., 2004)

Apal, Bsp1201 Ecot0s! Pfi23ll Pdil  Xbal  SanDl Xhol Nhel Byl ERel

[ iDCI'EID 20000 SGE:EIU 4CIIZEIEIEI
L -1 I L i 1 L 3 1 2 1 I z i L L L L 1 i 1 = 1 1 =z 1 1 =z 1 =z 1 L ] 1 L . 1

Figura 15. Mapa del DNA del fago A; Se muestran los sitios de restriccién de enzimas con un solo sitio de corte en el
DNA de A, tomado de Fermentas, 2009.

e DNA del plasmido pBR322

pBR322 es el primer plasmido secuenciado, disefiado artificialmente para la
clonacion, caracterizacion y expresion del material genético, es de los vectores de
clonacion mas utilizados en E. coli. pPBR322 fue nombrado asi por sus creadores,
los doctores F. Bolivar y R.L. Rodriguez. Este plasmido permitié la clonacion de
cerca de los 2,000 primeros genes aislados de diferentes organismos, y gracias a
sus mdltiples derivados ha sido posible clonar, caracterizar y expresar DNA de
distintos origenes en diferentes organismos.

Consta de 4,361 pares de bases y contiene el replicon rep responsable de
la replicacion del plasmido; el gen rop el cual codifica para la proteina Rop, la cual
promueve la conversion del complejo inestable RNA |- RNA Il a un complejo
estable y sirve para disminuir el nimero de copias; el gen bla que codifica para la
beta-lactamasa, la cual confiere resistencia a ampicilina (proveniente del
transposon Tn3); el gen tet el cual codifica para una proteina que da resistencia a
tetraciclina. La secuencia circular esta enumerada de tal modo que la posicion 1

se refiere a la primera timina del Unico sitio de restriccion de EcoRI (secuencia
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GAATTC) y la numeracion incrementa a través del gen tet y finalmente a través de
la region Tn3 (Figura 16; Bolivar, 2007).
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Figural6. Mapa genético del plasmido pBR322; En el diagrama se muestran los sitios Gnicos de restriccion de
diferentes enzimas de restriccién, genes de resistencia a antibiéticos, los terminadores de la transcripcion, los
promotores conocidos y el origen de replicacion. El plasmido consta de 4 363 pares de nucleétidos, la secuencia de
dichos nucleétidos ya ha sido determinada, tomado de Invitrogen Life Technologies, 2009.
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Nanotubos de Carbono

Se utilizaron nanotubos de carbono de pared sencilla obtenidos de
Nanoestructure and Amorphous Material Inc. con 90% pureza de CNT’s y 80%
de pureza de SWNT’s. Presentan un diametro de 1-2 nm y longitud de 5-15
Mm. Su proceso de fabricaciéon fue mediante la descarga de un arco voltaico en
laminas grafito, agrupados en cuerdas de 50 unidades. Otras caracteristicas
son:

* Punto de fusion 3652°

« Densidad 20° C de 1.7-1.9 g/cm?

« Area >400 mt¥/g

» Clase de Irritante: XI (ACGIH)

Soluciones

3.1Purificacién y manejo del DNA
a) El DNA del fago lambda se obtuvo de Invitrogen a una concentracion
de 0.5 pg/pul.

b) ElI DNA de pBR322 se obtuvo de Fermentas con una concentracion
de 0.5 pg/pul.

c) ElI DNA gendmico de Salmonella RC1 se obtuvo mediante el

siguiente protocolo:

1. Seinocul6 1L de RC1 en medio NB y se crecio a 37°C toda la noche.

2. Centrifugar a 10 KRPM a 4°C y agregar al botén 10ml de TEN pH 8.1 +
1Img/ml de lisozima + 80ul de RNAsa 10mg/ml.

3. Incubar en hielo-agua por 8’ y agregar 200ul de SDS al 10%.
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4. Incubar en hielo-agua por 10’ y posteriormente a 60°C por 20’ en bafio
Maria.

Agregar 1 volumen de fenol y agitar por inversion.

Centrifugar 13 kRPM por 15’ 4°C, recuperar fase acuosa.

Repetir 2 veces mas los pasos 5,6y 7.

© N o O

Afadir 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), agitar por

inversion y Centrifugar a 13 Krpm por 15" a 4°C.

9. Recuperar fase acuosa y agregar Acetato de Potasio 3M para una
concentracion final de 0.3M.

10. Adadir 2.5 volimenes de Etanol absoluto (a -20°C) y guardar a -20°C por
1h.

11.Centrifugar 15’ a 13Krpm 4°C y decantar.

12.Realizar 2 enjuagues con etanol al 70% y centrifugar 15’ a 13,000 RPM a
4°C y decantar.

13. Hacer un tercer enjuague con etanol sin decantar y guardar a 4°C toda la
noche.

14.Centrifugar a 13 Krpm 4°C 15’ y decantar.

15.Evaporar el etanol y resuspender el pellet en 200ul de H20 Milli Q para
PCR (filtrada y estéril).

16.Dejar toda la noche a 4°C para su hidratacion.

17. Se cuantificé en el espectrofotometro NANODROP, resultando en una

concentracion de 5,590 pg/ml.

Solucién de DNA - CNT’s

La solucion inicial de DNA-CNT’s se realizé basandose ensayos de
suspension de CNT'’s realizados previamente en el laboratorio, siendo las

soluciones iniciales las siguientes:

o 1mg de CNT en una soluciéon de DNA de RC1 a 120 pg en 1 ml de agua

desionizada estéril. Se sonic6 por 10 min y se agité en el vortex.
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o 1mg de CNT en una solucion de DNA de A a 120 ug en 1 ml de agua

desionizada estéril. Se sonic6 por 10 min y se agito en el vortex.

Posteriormente se realizaron diluciones de 1:10 y 1:100 con DNA del fago

lambda y DNA de pBR322 a partir de las respectivas soluciones iniciales.

Soluciones de buffers y enzimas

o EcoRI

Obtenido de New England Biolabs. 20,000 u/ml.
Como amortiguador se utilizé el NEBuffer EcoRI 10x el cual contiene:

100 mM Tris-HCI

50 mM NaCl

10 mM MgCl,

0.025 % Triton X-100
pH 7.5 a 25°C

Su desactivacion se lleva a cabo a 65°C por 20 minutos.
o Hindlll
Obtenido de New England Biolabs. 20,000 u/ml.

Como amortiguador se utilizé el NEBuffer 2 10x el cual contiene:

10 mM Tris-HCI
50 mM NacCl

10 mM MgCl,

1 mM Dithiothreitol
pH 7.9 a 25°C

Su desactivacion se lleva a cabo a 65°C por 20 minutos.

o Sacll

Obtenido de ChimerX Laboratories, Inc. Con u/ul.
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Como amortiguador se utilizé el Buffer #2 10x el cual contiene:

10 mM Tris-HCI

(pH 7.5 at 22°C)

10 mM MgCl,

1 mM dithiothreitol

100 pg/ml albimina bovina
pH 7.5 a 22°C

Su desactivacion se lleva a cabo a 65°C por 20 minutos.

o Nael

Obtenido de Invitrogen 20 u/pl.

Como amortiguador se utilizé el Buffer L 10x el cual contiene:

20 mM Tris-acetate

50 mM potassium acetate
10 mM Magnesium Acetate
1 mM Dithiothreitol

pH 7.9 a 25°C

Su desactivacion se lleva a cabo a 60°C por 20 minutos.

o Narl

Obtenido de ChimerX Laboratories, Inc. Con 20 u/pl.

Como amortiguador se utilizé el Buffer #1 10x el cual contiene:

10 mM Tris-HCI

10 mM MgCl,

1 mM dithiothreitol

100 pg/ml albumina bovina
pH 7.5 a 22°C

Su desactivacion se lleva a cabo a 65°C por 20 minutos.
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Soluciones de electroforésis

o EDTA 0.5M (pH 8.0).

o TAE

Acido acético glacial / Tris base / EDTA, 1X.

o TBE

Tris Base / Acido Borico / EDTA 0.5X (pH 8.3).
o Agarosa de Sigma

o Bromuro de Etidio [0.5mg/ml]

Protocolo de Digestion de DNA.

o Restriccion de DNA del fago A por EcoRl

Se preparo la mezcla de reaccion formada por: agua desionizada estéril 2.5 ul /
muestra de DNA de A [0.5 ug / ul], 5 yl / amortiguador de reaccion 1 ul / Solucion
DNA-CNT 1 pl / enzima de restriccion 0.5 yl (1u), para tener un volumen final de
10 pl. Se colocéd la mezcla en un tubo Eppendorf, homogenizando cada vez con
una punta nueva y estéril. Las muestras se incubaron a 37°C durante 1’, 157, 30’,
45 60’ y 12h (over night). Las reacciones se inactivaron a 65°C por 20’ y
posteriormente se almacenaron a -20°C. Para retirar el buffer y demas impurezas,
se procedié a precipitar las muestras con % volumen de acetato de amonio al
2.5M mas 2 veces el volumen de la muestra de etanol al 100%, dejandose a -70°C
por 12 horas. Las muestras se centrifugaron por 10’ a 4°C, se removio el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla en la microcentricuga (al vacio), por 1h a
velocidad media. Para observar la digestion de la muestra de DNA, se corrié un
gel de agarosa 0.9% y se tifi6 con bromuro de etidio para observarse y

fotografiarse bajo la luz ultravioleta.
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o Restriccion de DNA del fago A por Hindlll

La solucion se prepar6 mezclando: agua desionizada estéril 1 pl / muestra de
DNA de A [0.5 ug / pl], 6 ul / amortiguador de reaccion 1 ul / Soluciéon DNA-CNT 1
Ml / enzima de restriccion 1 ul (2u), para tener un volumen final de 10 pl. La mezcla
se coloco en un tubo Eppendorf, homogenizando cada vez con una punta nueva y
estéril. Las muestras se incubaron a 37°C durante 1’, 157, 30’, 45’ 60’ y 12h (over
night). Las reacciones se inactivaron a 65°C por 20’ y se almacenaron a -20°C.
Posteriormente se procedio a precipitar las muestras con %2 volumen de acetato de
amonio al 2.5M + 2 veces el volumen de etanol puro a -70°C por 12 horas. Se
centrifugaron las muestras por 10’ a 4°C, se removio el sobrenadante y se dejo
secar la pastilla en la microcentrifuga por 1h a velocidad media. Para observar la
digestion de la muestra de DNA, se corridé un gel de agarosa 0.9% y se tiid con

bromuro de etidio para observarse y fotografiarse bajo la luz ultravioleta.

o Restriccion de DNA del fago A por Sacll

La mezcla consistié en agua desionizada estéril 2.5 uyl / muestra de DNA de A
[0.5 ug / pl], 5 ul / amortiguador de reaccién 1 pl / Soluciéon DNA-CNT 1 ul / enzima
de restriccion 0.5 pl (6 u), obteniendo un volumen final de 10 pl. Se colocé la
mezcla en un tubo Eppendorf, se homogeniz6é cada vez con una punta nueva y
estéril. Las muestras se incubaron a 37°C durante 1’, 157, 30’, 45’ 60’ y 12h (over
night). Las reacciones se inactivaron a 65°C por 20’ y se almacenaron a -20°C. Se
precipitaron las muestras con ¥z volumen de acetato de amonio al 2.5M + 2 veces
su volumen de etanol puro a -70°C por 12 horas. Se centrifugaron las muestras
por 10 a 4°C, se removid el sobrenadante y se dej6é secar la pastilla en la
microcentrifuga por 1h a velocidad media. Para observar la digestion de la
muestra de DNA, se corrié un gel de agarosa 0.9% y se tifi6 con bromuro de etidio

para observarse y fotografiarse bajo la luz ultravioleta.
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o Restriccion de DNA de pBR322 por Narl

Se mezclaron: agua desionizada estéril 2.5 yl / muestra de DNA de pBR322
[0.25 ug / pl], 5 pl / amortiguador de reaccion 1 pl / Solucion DNA-CNT 1 ul /
enzima de restriccion 0.5 pl (10 u), para tener un volumen final de 10 pl. Se coloco
la mezcla en un tubo Eppendorf, homogenizando cada vez con una punta nueva y
estéril. Las muestras se incubaron a 37°C durante 1’, 157, 30’, 45’ 60’ y 12h (over
night). Las reacciones se inactivaron a 65°C por 20’ y se almacenaron a -20°C.
Posteriormente se procedio a precipitar las muestras con %2 volumen de acetato de
amonio al 2.5M + 2 veces su volumen de etanol puro a -70°C por 12 horas. Se
centrifugaron las muestras por 10’ a 4°C, se removio el sobrenadante y se dejo
secar la pastilla en la microcentrifuga por 1h a velocidad media. Para observar la
digestion de la muestra de DNA, se corridé un gel de agarosa 1.3% y se tiid con
bromuro de etidio para observarse y fotografiarse bajo la luz ultravioleta.

o Restriccion de DNA de pBR322 por Nael

Se preparo la mezcla de reaccion formada por: agua desionizada estéril 2.5 ul /
muestra de DNA de pBR322 [0.5 ug / pyl], 5 pl / amortiguador de reacciéon 1 ul /
Solucion DNA-CNT 1 ul / enzima de restriccion 0.5 ul (10 u), para tener un
volumen final de 10 ul. Se colocd la mezcla en un tubo Eppendorf, homogenizando
cada vez con una punta nueva y estéril. Las muestras se incubaron a 37°C
durante 1’, 157, 30’, 45’ 60’ y 12h (over night). Las reacciones se inactivaron a
65°C por 20’ y se almacenaron a -20°C. Se precipitaron las muestras con %
volumen de acetato de amonio al 2.5M + 2 veces su volumen de etanol puro a -
70°C por 12 horas. Se centrifugaron las muestras por 10’ a 4°C, se removio el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla en la microcentrifuga por 1h a velocidad
media. Para observar la digestion de la muestra de DNA, se corrié un gel de
agarosa 1.3% y se tifid con bromuro de etidio para observarse y fotografiarse bajo

la luz ultravioleta.
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Protocolo Microscopia Electrénica.

Se utiliz6 una rejilla de cobre sobre la que se colocaron las siguientes
soluciones:
. Solucion de 1mg de CNT en 1 ml de agua desionizada estéril. Se sonico
por 10 min y se agit6 en el vortex.
. Solucién de 1mg de CNT en una solucion de DNA de RC1 a 120 ugen 1
ml de agua desionizada estéril. Se sonic6 por 10 min y se agito en el vortex.
o 1mg de CNT en una solucion de DNA de A a 120 ug en 1 ml de agua

desionizada estéril. Se sonic6 por 10 min y se agito en el vortex.
En cada rejilla se coloco 1 uyl de cada solucion y se espero

aproximadamente un minuto para que se secara. Posteriormente se observo en el

microscopio electronico de transmision (TEM).
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VI. RESULTADOS

1. Estandarizacién de Condiciones para Restricciones

Se estandarizaron y establecieron las condiciones especificas de restriccidén
para observar la diferencia en la preferencia de sitios de reconocimiento y eficacia
de corte de cada una de las siguientes enzimas: EcoRI, Hindlll, Sacll, Nael y Narl.

1.1 Restriccion del DNA del fago A por EcoRl

Las condiciones para la restriccion del DNA del fago lambda con la enzima
EcoRI se establecieron con una concentracién de 0.25ug/ul de DNA y 0.2u/ul de
la enzima en un volumen total de 10ul, durante lapsos de 2’ a 12h. Se realizaron
electroforesis en geles de agarosa para observar el patrén de restriccion resultante

“ "

(Fig. 17. muestra las restricciones durante 2’ carril “c” y 120’ carril “d”). En el carril
“a” se observa el marcador de peso molecular y en el carril “b” se observa el DNA
del fago A [2.5 ug/ul] sin digerir.

La banda 1 de los carriles “c” y “d” corresponde al fragmento de menor peso
molecular (3,503 pb), derivado del corte en el nucledtido 44,972 del extremo
derecho del genoma del fago A. Este sitio es reportado por Thomas y Davis como
el que presenta una frecuencia de corte de hasta 10 veces mayor que la del
nucleotido (nt) 31,747 y nt. 26,104 encontrados en el centro de la molécula. Las
bandas 2, 3 y 4 que corresponden a un peso de 4,876pb, 5,804pb y 7,421pb,
respectivamente son tipicas de la restricciéon del DNA de A por EcoRI.

Las bandas 5, 6 y 7 del carril “c” son bandas resultantes de la restriccidon parcial
de la enzima. La banda 5 resulta de la ausencia del corte en el sitio
correspondiente al nt. 44,972 implicando que se observe un fragmento de 9,304pb
en vez de dos fragmentos: de 3,500pb y 5,804pb. La banda 6 de 10,521pb se
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deriva de la ausencia de corte en el nucleétido 26,104, el cual en condiciones de
restriccion total da fragmentos de 4,878pb y 5,643pb. Cuando el nucleétido 31,747
es cortado por la enzima EcoRI (en condiciones para una restriccion total), se
obtienen fragmentos de 5,643pb y 7,421pb, pero en casos de restriccion parcial
en los que no se da el corte en dicho sitio se obtienen fragmentos de 13,064pb
(banda 7, Fig.17). La banda 8 de los carriles “c” y “d” representan al DNA que no

fue digerido por la enzima.

Figural7 . Gel de Agarosa al 0.9%, de la digestién del DNA del fago A por la enzima EcoRI; carril a) marcador de
peso molecular de una kb; carril b) DNA del fago A; carril c) DNA del fago A digerido durante 2’ por la enzima EcoRI;
carril d) DNA del fago A digerido durante 2h por la enzima EcoRI.
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1.2 Restriccion del DNA del fago A por Hindlll

Con respecto a la enzima Hindlll, se establecieron las condiciones de
restricciéon en el DNA del fago A [0.2 pg / pl] con una concentracién de 2u/ul de la
enzima con una incubacion a 37°C durante 2’ a 120’ (Fig. 18 carriles “c” y “d”).

En la figura se observa la electroforésis en un gel de agarosa de la
restriccion con Hindlll; las bandas 1 (564pb), 3 (2,027pb), 4 (2,322pb), 5
(4,361pb), 6 (6,557pb) y 7 (9,416pb) son caracteristicos de la restriccién de la
enzima, mientras que la banda 2 (679pb) es resultado de la ausencia del corte en
el nucleétido 37,459 y la banda 8 (10,650pb) de la ausencia de corte en los sitios
correspondientes a los nt. 36,895 y 37,459.

Hindlll Sacll
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Figura 18. Gel de Agarosa al 0.9% de la digestion del DNA del fago A por las enzimas Hindlll y Sacll. Carril a)
marcador de peso molecular de una kb; carril b) DNA del fago A; carril c) digestion del DNA del fago A durante 2’por
Hindlll; carril d) DNA del fago A digerido por la enzima Hindlll durante 120’; carril e) digestién del DNA del fago A,
durante 2’ por la enzima Sacll; f) digestion del DNA del fago A por la enzima Sacll durante 10’; digestion del DNA del
fago A por la enzima Sacll durante 12h.
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1.3 Restriccién del DNA del fago A por Sacll

Se establecié una concentracion de 0.1u/pl de la enzima Sacll para el corte del
DNA del fago A [1.25ug/pl], en un volumen total de 12ul con una incubacion a
37°C durante 2, 10’ y 12h (Fig. 18 carriles “e” a “g” ). Los fragmentos
correspondientes a las bandas 10 (210pb), 11 (1,076pb) y 13 (8,116) son
comunmente encontrados tras la restriccion de la enzima Sacll. La banda 12
representa un fragmento de 1,286pb, el cual resulta de la ausencia de corte del
sitio 20,530.

1.4 Restriccion del DNA de pBR322 por Narl

En el caso de las enzimas Narl y Nael se utiliz6 como sustrato DNA del
plasmido pBR322. Se estableci6 para el corte con la enzima Narl una
concentracion 0.25ug/ul de DNA y 1u/ul de enzima en un volumen total de 10ul
con una incubacion a 37°C durante 1’y 120’

En la figura 19 se observa la electroforesis en gel de agarosa de la
restriccién; marcador de peso molecular (carril a); DNA del plasmido pBR322, se
observa formando multimeros debido al superenrollamiento de la molécula (carril
b); restriccion del DNA de pBR322 por Narl durante 1’ (carril c) y 120’ (carril d).

La banda 1 de los carriles “c” y “d” corresponde a un peso de 798 pb y es
resultado de la ausencia de corte en los nucleétidos 435 y 549, por lo tanto no se
observan bandas de 21, 114 y 657pb correspondientes al corte en los nucledtidos
435, 549y 1206. Las bandas 2y 3 son de 3,325pb y 4,000pb respectivamente.
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Figura 19. Gel de Agarosa al 1.5%. Digestion del DNA de pBR322 por la enzima Narl; carril a) marcador de peso
molecular de una kb; carril b) DNA del plasmido pBR322; carril c) DNA del plasmido pBR322 digerido por Narl
durante 1h; carril d) DNA del plasmido pBR322 digerido por Narl durante 12h.

1.1 Restricciéon del DNA de pBR322 por Nael

Para la enzima Nael se establecio una concentracion de 0.5ug/pl de DNA del
plasmido pBR322 y 1u/ul de enzima en un volumen total de 10u/ul, con una
incubacion a 37°C. En el gel de electroforesis de las restricciones (Fig. 20) se
observa el marcador de peso molecular (carril b) y el DNA del plasmido pBR322

en los carriles “a” y “c”. En los carriles “d” y “e” se observan los fragmentos
resultantes de la restriccion de la enzima durante 10’ y 12h, respectivamente.
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Figura 20. Gel de Agarosa 1.5%. Digestién del DNA de pBR322 por la enzima Nael; carril a) DNA del plasmido
pBR322; b) marcador de peso molecular de una kb; carril c) DNA de pBR322; d) DNA del plasmido pBR322 digerido
durante 10’ por la enzima Nael; carril ) DNA del plasmido pBR322 digerido durante 12h por la enzima Nael; carril f)
marcador de peso molecular de una kb.

De los 4 sitios de reconocimiento que tiene esta enzima en pBR322, 2 son bien
cortados (sitio 401 y 929), dando como resultado un fragmento de 528pb (banda
4). El sitio del nucledtido 769 que es cortado moderadamente, da lugar a los
fragmentos 1 (160pb) y 3 (368pb). La banda 5 es El sitio correspondiente al
nucleotido 1,283 es cortado 50 veces mas lento que los deméas y cuando es
cortado da lugar a fragmentos de 354pb (banda 2) y de 3,479pb (no definido). La
banda 5 de 882pb se obtiene cuando los nucledtidos 401 y 1,283 son cortados

pero no se da el corte en los nucleétidos 769 y 929.
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2. Restricciones en Presencia de Nanotubos de Carbono de
Pared Sencilla (SWCNT’s)

Con base en las condiciones establecidas anteriormente, se realizaron los

ensayos de restriccion en presencia de los SWCNT's.

2.1 Restriccion del DNA del fagoA por EcoRI en presencia de SWCNT’s
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Figura 21. Geles de Agarosa 0.9%. Digestién del DNA del fago A por la enzima EcoRI en presencia de SWCNT's.

A: carril a) Marcador de peso molecular 1KB; carril b) DNA del fago A; carril ¢) solucién DNA fago A -SWCNT’s;
carriles d) y e) restriccion del DNA del A fago durante 30’ en ausencia y presencia de SWCNT's; carriles f) y g)
restriccion del DNA del A fago durante 45’ en ausencia y presencia de SWCNT's; carriles h) e i) restriccion del DNA
del fago A durante 1h en ausencia y presencia de SWCNT's.

B: Restriccion del DNA del fago A con EcoRI durante 12h; carril a) marcador de peso molecular de una kb; carril b)
DNA del fago A; carriles c), d) y e) DNA de A cortado con EcoRI en ausencia y presencia de SWCNT’s

En la figura 21 A se muestra la electroforesis de los fragmentos resultantes

de las restricciones del DNA del fago A por la enzima EcoRI llevadas a cabo en
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presencia y ausencia de SWCNT's. Los fragmentos correspondientes a la banda 7
en todos los carriles, representan DNA del fago A que no fue digerido. En esta

figura se puede observar una diferencia en el patron de corte en ausencia (carriles

[{Pgl) [{p=l) “i ”

“d”, “f’ y “h”) y presencia de SWCNT'’s (carriles “e”, “g” e

)- Enlos carriles “e” y
“g” las bandas 5 (9,304pb) y 6 (10,521pb) presentan mayor intensidad que los

carriles “d” y “f”. Con respecto a los carriles “h” e “i” se observa un patrén inverso
al de los carriles anteriores.

La figura 21 B muestra fragmentos de una incubacién de 12h en ausencia
(carriles “c” y “d”) y presencia de SWCNT'’s (carril “€”). En el carril “e” se observan
bandas de 9,304pb (banda 5) y 10,521pb (banda 6), las cuales no son observados

en los carriles “c” y “d”.
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2.2 Restriccion del DNA del fagoA por Hindlll en presencia de SWCNT’s

Figura 22. Gel de Agarosa 0.9%. Digestion del DNA del fago A por la enzima Hindlll; carril a) Marcador de peso
molecular 1 kb; carril b) DNA del fago A; carriles ¢) y d) solucién DNA fago A -SWCNT's ; carril e) restriccion DNA del
fago A durante 1’; carril f) restriccion solucién DNA fago A -SWCNT’s durante 1’; g) restriccion DNA del fago A durante
15°; carril h) restriccién solucion DNA fago A -SWCNT’s durante 15°; i) restriccion DNA del fago A durante 30 carril j)
restriccion solucion DNA fago A -SWCNT’s durante 30°.

Se realizaron las restricciones con la enzima Hindlll en presencia de SWCNT’s. En
la figura 22 se observa la electroforesis en agarosa de los fragmentos resultantes
de las restricciones en ausencia y presencia de SWCNT’s con lapsos de
incubacion de 1’ (carriles, “e” y “f”) 15’ (carriles “g” y “h”) y 30’ (carriles “i” y “"). En
los carriles “e”, “f" y “g” se observan las bandas 3 (2,027pb), 4 (2,322pb), 5
(4,361pb), 6 (6,557pb), 7 (9,416pb), 8 (10,650pb) y 9 (11,043pb). En los carriles
‘h”, “I” y “j” se observan las bandas anteriores mas las bandas las bandas 1 y 2

gue corresponden a fragmentos de 564pb y 679. Este ensayo no mostro
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diferencias con respecto al corte de la enzima en presencia y ausencia de
SWCNT’s.

2.3 Restriccion del DNA del fagoA por Sacll en presencia de SWCNT’s

Figura 23. Gel de Agarosa 0.9%. Digestion del DNA del fago A por la enzima Sacll; carril a) Marcador de peso
molecular 1 kb; carril b) DNA del fago A; carril ¢) solucion DNA fago A -SWCNT's; carril d) restriccion DNA del fago A
durante 1°; carril e) restriccion solucion DNA fago A -SWCNT’s durante 1’; f) restriccion DNA del fago A durante 15°;

carril g) restricciéon solucion DNA fago A -SWCNT'’s durante 15°; h) restriccion DNA del fago A durante 30’ carril i)
restriccion solucion DNA fago A -SWCNT’s durante 30°.

El ensayo de restriccion con la enzima Sacll en presencia y ausencia de
SWCNT’s (Fig. 23), fue realizado con tiempos de incubacion de 1’ (carriles “d” y
“e”), 15’ (carriles “f’ y “g”) y 30’ (carriles “h” e “i").
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No se observaron diferencias con respecto a los patrones de corte en presencia y
ausencia de SWCNT'’s.

2.4 Restricciéon del DNA de pBR322 Narl en presencia de SWCNT’s
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Figura 24. Geles de Agarosa 1.5%. Digestion del DNA de pBR322 por la enzima Narl

A) Restriccion del DNA de pBR322; carril a) marcador de peso molecular de una kb; carril b) DNA del plasmido
pBR322; carril c) solucion DNA pBR322 -SWCNT's; carril d) DNA del plasmido pBR322 digerido por la enzima Hindlll
durante 12h; carril €) solucién DNA pBR322 -SWCNT's digerido por la enzima Hindlll durante 12h; carriles f) y g)
DNA del plasmido pBR322 digerido por Narl durante 1h en ausencia y presencia de SWCNT’s; carriles h) e j) DNA
del plasmido pBR322 digerido por Narl durante 12h en ausencia y presencia de SWCNT's.

B) Restriccion del DNA de pBR322 previamente cortado por la enzima Hindlll; Digestién carril a) marcador de peso
molecular de una kb; carril b) DNA del plasmido pBR322 cortado por Hindlll durante 12h; carril c) DNA del plasmido
pBR322 digerido previamente por Hindlll y posteriormente digerido por Narl durante 12h ; carril d) solucién DNA
pBR322 -SWCNT's previamente digerida por Hindlll y posteriormente digerida por Narl durante 12h.
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Se realizaron ensayos de restriccion tanto en DNA circular como en DNA
lineal (mediante una restriccion previa) de pBR322, con la enzima Narl. Estos
ensayos mostraron que la presencia de SWCNT’s ayudan a propiciar el corte en el
sitio del nucledtido 549. Este sitio es reportado como dificil de cortar, ain mediante
varias digestiones solo se puede lograr una digestion parcial.

En la figura 24 A se observa la electroforesis de la restriccion con Narl

durante un tiempo de incubacion de 1h y 12h. En los carriles “b” y “c” se observa el
DNA de pBR322 (carril “b” banda 5) y la solucion de pBR322 -SWCNT’s (carril “c”
banda 5). Debido a la formacién de multimeros del DNA de pBR322, se realizaron
digestiones con la enzima Scal, la cual tiene un solo sitio de restriccion para dicho
sustrato; carriles “d” (restriccion del DNA de pBR322) y “e” (restriccién de la
solucion pBR322 -SWCNT's).
El carril “h” muestra los fragmentos resultantes de la restriccién del DNA circular
de pBR322 con la enzima Narl durante 12h. EI carril “i” corresponde a los
fragmentos de la restriccion de la enzima Narl en presencia de SWCNT'’s, a
diferencia de la restriccion sin SWCNT’s, se pueden observar los fragmentos de
114pb y 657pb, resultantes del corte del nucleétido 549 (bandas 1 y 2,
respectivamente).

En la figura 24 B se observa la electroforesis de una doble restriccion del
DNA de pBR322 con las enzimas Scal y Narl, la primera para linearizar el DNA y
la segunda durante un tiempo de incubacién de 15’. En el carril “d” se observa la
restriccion en presencia de SWCNT'’s; la banda 1 que corresponde a un peso de
657pb, la banda 2 de 771pb, la banda 3 de 1064pb (resultante del corte de ambas
enzimas) y la banda 4 de 3,5609.

2.5 Restriccion del DNA de pBR322 Nael en presencia de SWCNT’s

En la figura 25 se muestra la electroforesis de la restriccion del DNA de
pBR322 con la enzima Nael en presencia y ausencia de SWCNT’s. Previamente

se realiz6 una restriccion del DNA de pBR322 con la enzima Hindlll para linearizar
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el DNA. Los carriles “d” y “e” (en ausencia y presencia de SWCNT's,
respectivamente) son los fragmentos resultantes de la incubacion con la enzima
durante 10’, mientras que en los carriles “f" y “g” (en ausencia y presencia de
SWCNT'’s, respectivamente) se observan los fragmentos correspondientes a
restricciones con una incubacion de 12h. En los carriles “d” y “€” no se observan
diferencias en los patrones de corte, encontrandose presente las bandas 2
(354pb), 3 (514pb), 4 (882pb) y 5 (900pb). En el carril “f” en ausencia de SWCNT'’s
se observan las bandas 2 (354pb) y 5 (900pb) a diferencia del patron encontrado
en presencia de SWCNT'’s (carril “g”) en el que se observan las bandas 2 (354) y 6

(3,107).

Figura 25. Gel de Agarosa 1.5%. Doble digestion del DNA de pBR322 por la enzima Hindlll y Nael en presencia de
SWCNT’s; carril a) marcador de peso molecular de una kb; carril b) DNA del plasmido pBR322; carril ¢) solucion DNA
de pBR322; carriles d) y e) DNA del plasmido pBR322 digerido durante 10’ por la enzima Nael en ausencia y
presencia de SWCNT's; carriles f) y g) DNA del plasmido pBR322 digerido durante 12h por la enzima Nael en
ausencia y presencia de SWCNT's.
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3. Microscopia Electronica

Se realizaron observaciones de soluciones de SWCNT’s en el microscopio

electronico de transmision (TEM).

En las micrografias de la figura 26 se observan SWCNT’s que fueron en un
principio colocaron en agua desionizada y después deshidratados para su fijacion.
En las figuras A y B se observan SWCNT’s disgregados y SWCNT’s agrupados,

formando cuerdas.

Figura 26. Imagenes SWCNT's. A) Micrografia con 5,150,000 x de aumento. B) Micrografia con 11,200,000 x de
aumento. Las flechas sencillas sefialan los SWCNT's disgregados, las dobles flechas sefalan a los SWCNT's unidos
formando cuerdas.

Se observaron muestras de SWCNT’s suspendidos en solucién de
120ug/ml de DNA de la cepa de Salmonella RC1, la cual fue deshidratada
previamente para su observaciéon (Fig. 27). En la figura A) se puede observar que
los CNT’s tienen la capacidad de doblarse a grandes angulos y en este caso
formar horquillas, como lo reportado con anterioridad por Miravitlles vy

colaboradores en el 2001. También se puede observar el DNA de la cepa de
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Salmonella RC1 en forma de aglomeraciones (pequefios grumos) unidas a los
SWCNT’s. En la figura B) se observan cuerdas formadas por la union de varios
SWCNT’s, tendencia de los SWCNT’s que ha sido ampliamente reportada por
diversos grupos de investigacion (Donaldson, 2006) y también SWCNT’s

disgregados.

Figura 27. Imagenes SWCNT'’s en solucién de DNA de la cepa de Salmonella RC1. A) Micrografia con 3,250,000 x
de aumento, La flecha azul muestra a los SWCNT's formando horqiullas; la flecha amarilla sefiala la aglomeracion
del DNA; B) Micrografia con 4,800,000 x de aumento. . La flecha en blanco sencilla sefialan los SWCNT'’s
disgregados, la doble flechas sefiala a los SWCNT's unidos formando cuerdas.
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VII. DISCUSION

Tras la realizacion de los ensayos de restriccion con 3 repeticiones, en
presencia y ausencia de SWCNT'’s, no se observaron diferencias en los patrones
de corte de las enzimas Sacll, HindlllI.

En el caso de la restriccion del DNA del fago A por la enzima EcoRI en presencia
de SWCNT'’s, se observo la prevalencia de los fragmentos de 4,361pb y 6,557pb a
diferentes tiempos de incubacién, con excepcion de la restriccion durante 1h de
incubacion en la que no se observaron los fragmentos parciales en presencia de
SWCNT’s. Dichos fragmentos son observados en las restricciones parciales del
sustrato, dadas principalmente por tiempos cortos de incubacion o por poca
candidad de la enzima (tal como se establecio inicialmente en las condiciones de
restriccion). Debido a que estudios anteriores proponen el acople de estos
SWCNT’s al zurco mayor del DNA, se puede esperar que bajo las condiciones
establecidas en este trabajo, los SWCNT’s estén impidiendo el corte en los sitios

correspondientes a los nucleotidos 26,104 y 31,747.

Por otro lado en la restriccion con la enzima Narl en presencia de SWCNT’se
observo una banda de 657pb, la cual es reportada como dificil de cortar inclusive
con mayor tiempo de incubacion o afiadiento mas unidades de la enzima (New
England Biolabs). Es importante recordar que esta enzima es del tipo IIE, 0 sea
gue necesita interactuar con dos copias de la secuencia de reconocimiento para
lograr un corte eficiente, con una copia siendo el blanco para el corte y la otra
sirviendo como efector alostérico. Se ha propuesto que una vez que el dominio
efector se une a una secuencia de reconocimiento la enzima se “ancla” al DNA y
comienza a escanear la cadena en busca de secuencias de reconocimiento
disponibles para su corte, provocando un supuesto cambio en la topologia del
DNA mediante la formacion de horquillas. Es posible que con la formacion de
estas horquillas se esté impidiendo el acceso a ciertos citios de reconocimiento del
DNA y que en este caso los SWCNT’s podrian estar modificando la topologia del

DNA y asi permitiendo a la enzima el acceso al sitio del nucleotido 549 (Milsom et
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al., 2001). Cabe sefalar que aunque se logra observar una banda correspondiente
a 657pb (sugiriendo el corte en el sitio 549) no se esta logrando una restriccion
total del sitio, ya que aun se observa una banda correspondiente a 771pb,
sugiriendo que pueden haber moléculas en las que no se esta propiciando el corte
del sitio.

Con respecto a la enzima Nael se observaron diferencias en los patrones
de corte en ausencia y presencia de SWCNT’s durante una incubacion de 12h. En
ausencia de SWCNT’s se observé una banda de 354pb, caracteristica de la
restriccion por la enzima y una banda de 900pb la cual es resultado de una
restriccion parcial (al no cortar los sitios 929, 769 y 401). El patron encontrado en
presencia de SWCNT’s muestra la misma banda caracteristica de la restriccidon
por Nael (354pb) y se observa otra banda correspondiente a un peso de 3,107pb
la cual implica que la enzima logro ademéas del corte en el nucleétido 1,283
también el del nucledtido 401.

La microscopia electrénica de transmision nos brindd una vision diferente
de los SWCNT’s ya que aun al suspenderlos en soluciones de DNA, éstos se
mantenian unidos en cuerdas y al ser flexibles formaban horquillas. EI DNA se
observo unido de forma irregular a los nanotubos de carbono y en comparacion
con las micrografias de los SWCNT'’s solos, en aquellas con DNA se observé una
mayor disgregacion de los SWCNT’s y mayor formacion de horquillas lo cual
puede proponerse como resultado de la interaccion DNA-SWCNT’s. Aunque los
sistemas de restriccion de EcoRI, Narl y Nael cumplieron con las condiciones para
observar cambios propuestos por los SWCNT’s, es de gran importancia recalcar
gue debido a las caracteristicas observadas durante la microscopia electronica
(formacioén de horquillas y agrupacion en cuerdas de los tubos), es un gran reto
predecir el comportamiento que pueden tener al interactuar con sistemas

biologicos mas complejos.
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Este proyecto ha contribuido con una nueva vision a cerca de la interaccion de los
SWCNT’s con los componentes de un sistema de modificacion restriccion.

Entre las diversas aplicaciones que pueden tener estos sistemas se encuentran en
el campo de la biotecnologia ya que los SWCNT’s pueden servir para propiciar el
corte de ciertos sitios para la formacién de fragmentos mas pequefios como el
caso de Narl o para impedir el corte de ciertos sitios y generar fragmentos mas

grandes como el caso de EcoRl.

Se proponen mas experimentos para estudiar los efectos derivados de la
interaccion entre los SWCNT’s y el DNA, como lo es la secuenciacion de las
bandas observadas tras la presencia de los SWCNT’s para corroborar los pesos y
proveniencia de los fragmentos. Ensayos de las enzimas con diferentes sustratos
de DNA que contengan diferentes porcentajes de bases nitrogenadas para
comparar la actividad de la enzima en sustratos con mayor y menor contenido de
Guaninas. También se sugiere la observacion de muestras de los complejos DNA-
SWCNT’s-Enzima, en el microscopio electronico con diversas tinciones para la
identificacion de cada uno de sus componentes y estudiar su interaccion, ya que

no se puede descartar una posible interaccion SWCNT’s-enzima.
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VIIl. CONCLUSIONES

o No se observaron diferencias en los patrones de corte de las enzimas Sacll

y Hindlll durante los ensayos de restriccion en presencia y ausencia de SWCNT's.

o En los ensayos de restriccion con la enzima EcoRI en presencia y ausencia
de SWCNT’s se observaron diferencias con respecto al patrén de corte, sugiriendo
que los SWCNT’s podrian estar impidiento el corte de los sitios correspondientes a
los nucledtidos 26,104 y 31,747 de la secuencia del DNA del fago A.

o En los ensayos de restriccion con la enzima Narl en presencia y ausencia
de SWCNT’s, se observaron diferencias con respecto al patron de corte de la
enzima, sugiriendo que los SWCNT’s podrian estar propiciando el corte del sitio

correspondiente al nucleotido 549.

o En los ensayos de restriccion con la enzima Nael en presencia y ausencia
de SWCNT’s se observaron diferencias con respecto al patron de corte de la
enzima en restricciones de 12 horas de incubacion, sugiriendo que los SWCNT’s

pudieron haber influido en el corte del sitio correspondiente al nucleétido 401.

o Mediante la microscopia electrénica se estudiaron a los SWCNT’s solos y
en solucion de DNA, observandose la formacion de horquillas debido a la
flexibilidad de los nanotubos y la agrupacion de éstos formando cuerdas formadas
por varios SWCNT'’s.
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X. ANEXOS

Genoma del plasmido pBR322 con los sitios de reconocimiento de las enzimas,
Hindlll,
adeninas, 1,209 citosinas,

, Nael y Narl. EIl conteo de bases indica que este DNA presenta 983

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

ttctcatgtt
ttgctaacgc
caccgtcacc
gcgggatatc
tgcgttgatg
ccgcccagtce
cacacccgtc
aggtgcggtt
cttcgggctc
actgttgggce
caacctacta
gcccttgaga
cgccgcactt
ctgggtcatt
tgcggtattc
acgtttcggce
cttgctggcg
cggcggcatc
tcagggacag
gctgatcgtc
tgtaggcgece
ggccacctcg
attggagcca
atatccatcg
tcctggccac
ggttgcctta
tgctgcaaaa
taaagtctgg
ggatgctgct
ccctgagtga
cgttccagta
ttcatcggta
aaacaggaaa
ctggagaaac
gaccacgctg
ctctgacaca
agacaagccc
cagtcacgta
tactgagagt
gcatcaggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctggce
caagtcagag
gctccctegt
tccecttecggg
aggtcgttcg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccgt

tgacagctta
agtcaggcac
ctggatgctg
gtccattccg
caatttctat
ctgctcgcett
ctgtggatcc
gctggcgcect
atgagcgctt
gccatctcct
ctgggctgct
gccttcaacc
atgactgtct
ttcggcgagg
ggaatcttgc
gagaagcagg
ttcgcgacge
gggatgcccg
cttcaaggat
acggcgattt
gccctatacce
acctgaatgg
atcaattctt
cgtccgcecat
gggtgcgcat
ctggttagca
cgtctgcgac
aaacgcggaa
ggctaccctg
tttttctctg
accgggcatg
tcattacccc
aaaccgccct
tcaacgagct
atgagcttta
tgcagctccc
gtcagggcgc
gcgatagcgg
gcaccatatg
ctcttccgcet
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctecct
aagcgtggcg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata

1,134 guaninas y 1,035 timinas.

tcatcgataa
cgtgtatgaa
taggcatagg
acagcatcgc
gcgcacccgt
cgctacttgg
tctacgccgg
atatcgccga
gtttcggcgt
tgcatgcacc
tcctaatgca
cagtcagctc
tctttatcat
accgctttcg
acgccctcge
ccattatcge
gaggctggat
cgttgcaggc
cgctcgcggce
atgccgcecte
ttgtctgcct
aageccggcegg
gcggagaact
ctccagcagc
gatcgtgctc
gaatgaatca
ctgagcaaca
gtcagcgccce
tggaacacct
gtcccgecge
ttcatcatca
catgaacaga
taacatggcc
ggacgcggat
ccgcagctgce
ggagacggtc
gtcagcgggt
agtgtatact
cggtgtgaaa
tcctcgcectca
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgcece
ccgacaggac
gttccgaccc
ctttctcata
ggctgtgtgce
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac

gctttaatgce
atctaacaat
cttggttatg
cagtcactat
tctcggagca
agccactatc
acgcatcgtg
catcaccgat
gggtatggtg
attccttgcg
ggagtcgcat
cttccggtgg
gcaactcgta
ctggagcgcg
tcaagccttc
cggcatggcg
ggccttcecccce
catgctgtcc
tcttaccagce
ggcgagcaca
cccecgegttg
cacctcgcta
gtgaatgcgc
cgcacgcggc
ctgtcgttga
ccgatacgcg
acatgaatgg
tgcaccatta
acatctgtat
atccataccg
gtaacccgta
aatccccectt
cgctttatca
gaacaggcag
ctcgcgegtt
acagcttgtc
gttggcgggt
ggcttaacta
taccgcacag
ctgactcgct
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgccgcttac
gctcacgctg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt

gggagggctt
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ggtagtttat
gcgctcatcg
ccggtactgce
ggcgtgctgce
ctgtccgacc
gactacgcga
gccggcatca
ggggaagatc
gcaggccccg
gcggcggtgce
aagggagagc
gcgcggggea
ggacaggtge
acgatgatcg
gtcactggtc
gccgacgcge
attatgattc
aggcaggtag
ctaacttcga
tggaacgggt
cgtcgcggtg
acggattcac
aaaccaaccc
gcatctcggg
ggacccggct
agcgaacgtg
tcttcecggttt
tgttccggat
taacgaagcg
ccagttgttt
tcgtgagcat
acacggaggc
gaagccagac
acatctgtga
tcggtgatga
tgtaagcgga
gtcggggcgce
tgcggcatca
atgcgtaagg
gcgctcggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccc
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatcc
accatctggce

cacagttaaa
tcatcctcgg
cgggcctctt
tagcgctata
gctttggccg
tcatggcgac
ccggegecac
gggctcgcca
tggccggggg
tcaacggcct
gtcgaccgat
tgactatcgt
cggcagcgct
gcctgtceget
ccgccaccaa
tgggctacgt
ttctcgectte
atgacgacca
tcattggacc
tggcatggat
catggagccg
cactccaaga
ttggcagaac
cagcgttggg
aggctggcgg
aagcgactgc
ccgtgtttcg
ctgcatcgca
ctggcattga
accctcacaa
cctctctegt
atcagtgacc
attaacgctt
atcgcttcac
cggtgaaaac
tgccgggage
agccatgacc
gagcagattg
agaaaatacc
gttcggctgce
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
cccecctggaa
tccgecttte
agttcggtgt
gaccgctgceg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgctctgce
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgctg



3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321

Genoma del fago lambda (NCBI, secuencia de referencia: NC_001416.1) con los

caatgatacc
ccggaagggc
attgttgccg
ccattgctgce
gttcccaacg
ccttcggtcc
tggcagcact
gtg c
cggcgtcaac
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccccg
ataaaaatag

gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgatcgtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcga
tcgtgcaccc
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg

cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgceccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtct
aggccctttce

ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttgg
cccccatgtt
agttggccgce
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtcttcaaga

atcagcaata
cgcctccatc
tagtttgcgce
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
a

aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctccg
gcggttagcect
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgcc
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgcgca
acattaacct

sitios de reconocimiento de las enzimas, EcoRlI, HindlIl'y Sacll.

61
121
4021
4081
4141
4201
4261
4321
20221
20281
20341
20401
20461
20521
20581
20641
21121
21181
21241
21301
21361
21421
21481
21541
21601
21661
21721
23041
23101
23161
25021
25081
25141
25201
26041
26101
26161
26221
27421
27481

gggcggcgac
ttcttcttcg
acaggtgctg
tttatggggce
ctggaagagg
caggaagccc
gatggtctga
gagaaagagt
gaaacgatgg
agtcctcaaa
ctgcagcgtc
aggccgccac
cgaacgcatc
ccagggcggce
gcgcctcectge
cgaaggcgac
aagcggcggce
tgcggaaaat
aaaaaattcc
ggcaggtgcg
ggggcaggcg
gcttcctgat
gtctcaggaa
tttggggacg
ttacggcacc
aggggecgceg
tcagtatgga
gggtattgct
gtattgatta
taaccgtcct
gtcgaagtga
caataggaag
tttcacctga
ggagattatt
ttgtaggctc
gatagcttca
aatgaattct
tccaatataa
aggatcaaat
cgtttgacat
gctttgcact

ctcgcgggtt
tcataactta
aaagcgaggc
ggcgaaaatt
ccatcgttcg
gcagtgcctg
aagaagttca
gcgcaaaacg
agcgccgtgce
aaacgcggcg
acaacaatca
ttcagcacga
atcaagtgcc
aaaaacgtcc
cgcggcagac
agaggctgcg
aatacgtgca
gatgccgcca
gttgcagatg
ccgatccecgt
tttgacaaat
atgcgaggct
caggatggaa
aaaaccacat
aaatcgacga
ggtgctcatg
acagcaacca
tatttatcga
aatcaattgg
ttaaaaaagt
tatttttagg
aaaatgatct
tgaaacaagc
ttcataaagc
aagagggtgt
agccagagtt
aagcggagat
aagtattgtg
gcactaaacg
cactgctatc

ggattgcgag

ttcgctattt
atgtttttat
tttttggcct
cgtcgcatcc
ccgcgtggtg
ggggaactgc
ggaagcggtg
cggtgacgac
agccggtcett
gccaccagtg
gccgccacgt
gatgcggtgg
ggtcgtgcag
gagacgaatg
gcaaaaacag
ggaagtgcgg
aaaaattcgg
gcctgactga
ttcttgaata
ggccatcaga
cagcctaccc
ggacaatcaa
ttaagtcgca
cgtcgtttga
ataacacggg
cccacacaag
ttacaggaag
aaacggacag
atggaattgt
cgtttctgca
cttatctacc
atattttttg
atgtcatcgt
ttttctaatt
gtcctgtcgt
gtctttttct
cgcctagtga
taccttttgce
aaactgaaac
ttcttactgg
gctttgtgct
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atgaaaattt
ttaaaatacc
ctgtcgtttc
cgtcaggcga
acgttacctt
gactggatag
atgctgatag
tatcaggaaa
aaaccgcccg
ccggtgcggce
ctgcctccac
cctcaaaaga
cttcctcgge
ccaggtcatc
¢ggcggcggyg
tatcagcatc
caaaacgtgc
actgactcag
ccttggggcecce
tatcgttccg
aaaacttgct
ggggaaaccc
cacccacagt
ttacgggacg
ggctcatgct
tggtttaagg
tttatccaca
tcagggcagc
ttatcataaa
agcttggctg
agttttagac
tctgtcctat
aatatgttct
taacctttgt
aggtaaataa
atctactctc
ttttaaacta
tgggtcaggt
aagcgatcga
ttatgcaggt
tctctggagt

tccggtttaa
ctctgaaaag
ctttctctgt
gccagatgtt
caaaagcgcg
gctccggtceg
aagccggact
tttttgccca
cctgggcgge
gaaaacgtca
cgcggccacg
ggcagcaaaa
aacggcggca
tgaaacagca
gagtgcgtca
gcagagcaaa
agaagatata
gttggcaggg
ggtgagaatt
tctggctacg
gtcgcgtatc
gccagcggtce
gccagtgcat
aaaacaacag
cacagtctga
atgaacagtt
gttaaaggaa
cacagtcact
aaattaatgt
tatagtcaac
gctctttaat
atcaccacaa
agcgggtttg
caggttacca
ctgacctgtc
atacaaccaa
ttgctggcag
tgttctttag
aaatatccct
cgtagtgggt
gcgacaggtt

ggcgtttcceg
aaaggaaacg
ttttgtccgt
tctgtgctgg
cttcagtttt
tatggccatc
gagtacctac
gcaggtccgt
tgcagcattt
gaaacgaatg
aaagcgtcag
tcatcagaaa
gaaaattctg
gcggaacgga
acggcatcca
agtgcggcag
gcttcagctg
atattctggc
cggcctttcee
tcctgatgca
catcgggtgt
gtgctgtatt
ccggtacgga
gcagtttcga
gcggttcaac
ctggctggag
ccagcacaca
cattgtccgg
ttgaatgtga
taactcttct
atcttcagga
aatggacatt
tttttatctc
actactaagg
gagcttaata
taaatgctga
cattcttgag
gaggagtaaa
ttgggattct
ggcacacaaa
tgatgacaaa
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36721
36781
36841
36901
36961
37021
37081
37141
37201
37261
37321
37381
37441
37501
39061
39121
39181
40321
40381
40441
40501
40561
40621
43381
43441
43501
43561
43621
43681
43741
43801
43861
43921
43981
44041
44101
44161
44221
44281
44341
44401
44461
44521
44581
44641
44701
44761
44821
44881
44941
45001
45061
45121
45181
45241
45301
45361
45421
45481
45541
45601
45661
45721
45781
45841
45901
45961

ggaagtgaat
cgcgctctcce
tggtcggccce
atgggaatcc
tagagcgatt
ttccatcgat
ccagcagaga
tgctgcggta
tctgagggga
atgcgccgac
ataactttcc
agtggttgta
cccccaagtce
attaacattc
tcaacctcaa
aaaacgaggg
acaaaagaca
tcctctgacce
taatagcttc
tcaggcecgceg
aacggtgtat
ggtttttaag
taaaagatga
tttatttggg
gtggtgcaga
gtggaaacca
ggctgcttaa
aagctcttgce
aaaaatatgt
ttgatcatca
tgaaagaaat
tcaagtttgce
tgattcaggt
aaaaagcccg
tgatgtgatg
ctgcggtaag
atttgcacac
ggcaaaggta
gacgccgggg
aacagagctg
ttcaaggatg
ccaacccacc
caaagaagag
ccacggatgg
tgactcaacg
ctaccgattc
cagagaggtc
aacggtttcg
aagagtcggce
ggaagcagaa
cccaaactga
cttttacaca
gttttgcccg
tgttctatca
aagacatgaa
aaggcatcgg
gtgcgtttac
gtgaccttct
tcggctacat
ccggagtaga
tggtcggagg
gtaggcggag
ccaaaactca
taccgcaagce
cagcagatta
atcgaccgtt
cataaggctg
gatgtatgag

tcaaacaggg
actgcttaat
gaaaacagtt
caatgattcg
tatcttctga
tttatgaata
attaaggaaa
agtcgcataa
gtgaaaattc
cagaacacct
ccacaacgga
aaaacacctg
tggctatgca
cgtcaggaaa
gccagaatgce
ataaaacatc
ctattacaaa
agccagaaaa
tgtgcgccgg
gctaaaatgg
taccggtttg
gagtgtcgcecc
ccatctacat
ggagagggaa
gaacgttgaa
tgagcaaatg
tggcggtgge
ccataaagca
tatctgccac
gcaggtaatc
caaaggcgcg
caaccaaatg
acagggagaa
atgatgagcg
gctgctatgg
cacgaactca
aaggtatcgg
ctgcaagtgc
gcaagatgca
tgggggagag
ccagcaagcg
tggtcacgca
tcaatcgcag
caacatatta
atgggttaat
cgcctagttg
tgcaaaatgc
ggatttttta
gagcctggtt
ccggatcacc
gccgtagcca
tgaccttcgt
tgcatatcgg
gtaatcgacc
gatgccagaa
ggcaatcctt
aaaaacagta
cgacttcgcc
cggtactgac
agatggtaga
gaactgataa
agctatttac
aatcaacagg
agcttggcct
aggagcgtgg
gcagcaatat
acagcctgat
cagagtcacc

ttctggcgtce
gacattcctt
ctggcaaaac
tcatctgcga
accagactct
tacaaataat
acagacaggt
aaaccattct
ccctaattceg
tgccgatcag
acaactctca
accgctatcc
gaaatcacct
gcttggcettg
agaatcactg
cctcaaattg
agaaaaaaga
cgacctttct
acgttgccge
cacgggcagg
ctaccaggga
agagtgccgce
tactgagcta
gtcatgaaaa
tgcctggaat
atgattgatg
tggttcttta
gatgaacttc
gccgattatce
tggaaccgcg
gacacgttca
tatatcgata
ggcgcatgag
actcaccacg
ggatggcgca
gccagaacga
ggaaataccg
tcgcaacatt
gagattgcca
ttgtcgagaa
cagcatatcg
ctgttaagcc
acaacatttt
acggcatgat
tcgctcgttyg
gtcacttcga
aatcccgaaa
tatctgcaca
agccagtgct
aaatgcgtac
ctgtctgtcc
gaaagcgggt
tcacgaacaa
ttattcctaa
aaacatgacc
gcgtttgcaa
atcgacgcaa
ggactaagta
tcgattggtt
aatcaataat
cggacgtcag
tgattactcc
cgccggacgce
gaaagacttc
cgctttacct
ctgggcttca
tgcaaaattc
gcgattatct

gttctcgtac
tcccgattaa
caatggtgtc
ggctgttctt
tgtcatttgt
tggagccaac
ttattgagcg
tcataattca
atgaagattc
ccaaacgtct
ttgcatggga
ctgatcagtt
ggctcaacag
gagcctgttg
gcttttttgg
ggggattgcet
aaagattatt
gtggtgaaac
gctaacaggc
tcttctggtt
agaacgggaa
gatgaaacgg
ataacaggcc
aactaacctt
taatcacatt
gcttatcaga
atctcgatta
cgttaatcat
cctttgacga
aacgaatcag
tctttggtca
ccggcgcagt
actcgaaagc
ggccacggct
atcacaagcc
caaacaaaag
tggtgtggca
cgcttatgcg
tggtacaggc
agagtgcgga
cgctgtgacg
gctgtatgac
gaatgcggtc
attgacttat
tggtagtgag
cgtatcgtct
cagttcgcag
acaggtaaga
ctttccgttg
aggcgtcatc
tgaattcatt
ggcaggaggt
atctgattac
ttaaatagag
tgttggccge
tggcgtacct
cgatgtgcgc
gcaatctcgc
cgcttatcaa
caacgtaagg
aaaaccagaa
gatcaccctc
taccagcttc
tctccgaaaa
atgattgatc
ctgccgggceg
aaagaagcgg
ccgctctggt
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tgttttccce
aaaatctgtc
gccttcaaca
aatatcttca
tttggtaaag
ctgcaggtga
cttatctttc
atccatttac
ttgctcaatt
cttcaggcca
tcattgggta
tcttgaaggt
cctgctcagg
gtgcggtcat
ttgtgcttac
atccctcaaa
cgtcagagaa
cggatgctgce
gcaacagtaa
atcgaaggta
ggaaagatga
gtattggcgg
tgctggtaat
tgaaattcga
ccecctggttce
gcgtggaaac
cgacaaagaa
cgaactggtg
atacgagttt
caactcacaa
tacgccagca
gttctgcgga
gtagctaaat
tctgactctc
ggattcggta
gctatcaact
aagcttgaag
gattattgcc
cgtgcggttg
agatgcaaag
atgctaatcc
gctctggtgg
acacgttagc
tgaataaaat
atgaaaagag
ggaactccaa
gtaatagtta
gcattgagtc
tgctgaatta
gccgcccagce
agtaatagtt
cgcgctaaca
taaacacagt
caaatcccct
cattctcgcg
tcgcggcaga
cattatcgcc
ttatataacg
acgcttcgcet
cgttcctcga
atcatggtta
gcaaacttgt
tttccegttg
gtcaggacgc
gtggtgatat
ctggttatgg
gcggaacggt
tatctgcatc

aggccagtgce
agatcggatg
aacaaaaaag
actgaagctt
agaaaagttt
tgattatcag
cctttatttt
tatgttatgt
gttatcagct
ctgactagcg
ctgtgggttt
aaactcatca
gtcaacgaga
ggaattacct
ccatctctcc
acagggggac
ttectggcgaa
aattcagagc
ccagcataaa
aggtctggcg
gcacgaacct
tatatggagt
cgcaggcctt
tctccagcac
agagctgtac
gttaatcact
attctggcta
agcaaagata
ggaaagccag
aacgggatcg
gtgaaaccac
aacctaacat
ttcattcgcce
tttccggtac
tggctgcatt
atctgatgca
gaaatactaa
gtagtgccgce
atattgccaa
gcgtcggcta
caaaccttac
tgcaatgcca
agcatgattg
tgggtaaatt
gcggcgctta
ccatcgcagg
gagcctgcat
gataatcgtg
agcgaatacc
aacagcacaa
acgctgcggce
acctcctgcecc
agcctggatt
tattgggggt
gcaaaggaac
tataatggcg
tggttcattc
agcgtgttta
gctaaaaaag
tatgctggcg
tgacgtcatt
cacgctaaac
gtgggatgcc
tgtggcattg
ccgtcaggca
tcagttcgag
cagagagatt
atcgtctgcc



46021
46081
46141
46201
46261
46321
46381
46441
46501
46561
46621
46681
46741
46801
46861
46921
46981
47041
47101
47161
47221
47281
47341
47401
47461
47521
47581
47641
47701
47761
47821
47881
47941
48001
48061
48121
48181
48241
48301
48361
48421
48481

tgtcatgggce
aaaatgccag
gtgatgttgc
atgatgctct
gtcagtcagt
tggcagacac
aacaactgga
gatgggcaac
gcctaaagta
aacattttct
agaaacgaag
aacagtaaac
catttttttce
aaattaaaca
tgtcaggtgc
ggaacttctc
tacacgtatt
tttagcgtgg
caaaggtata
ctttagcaag
aggacgtttc
cttttattaa
agtaaatata
aatcttttcg
ccttccatgt
ctgacctcct
agtattggtt
agatgtatgt
aaccgctaga
tgatccctcce
ttaccctgat
aattgaggca
ctgatcacca
tctgtcactg
aagtgaattt
acttttaatt
gacccaggct
catttggtta
catgaggttg
aagttgatgc
gatggcctcc
tccggtgatce

tgttaatcat
agaactgaag
tgcgctcgat
gcgtgatgat
gcgtgaagcc
cgctgaacgg
aggaacccag
tcatgcaatt
ataaaaccga
gcgccgcecac
aaatgatggg
gtctgttgag
atggtgttat
aaccctaaac
gatgaatcgt
tgcgggagtg
gcattatgcc
aaagatttgt
gtaatatctt
attttccctg
tataagatgc
cacggtgtta
atgtgagacg
cacttgatcg
gatacgaggg
tgtgttttgt
gcgtaacaaa
aaggccaacg
tgaagagcaa
gtggatctga
gttgtaattg
gcgttggtga
taactgctaa
tcaggaaagt
acaatatcgt
gatgtatatg
gagaaattcc
ggaaagcgga
ccccgtatte
agatcaatta
acgcacgttg
cgacaggtta

taccgtgata
ctggcgaacg
gcaaaataca
gttgccgctg
accaccgcct
gattatttca
aagtatatta
attgtgagca
gcaatccatt
aaattttggc
tgatggtttc
cacatcctgt
tcccgatgcet
aatgagttga
cattgtattc
tccgggaata
aacgccccgg
gtagtgttct
ttatgttcat
tattgctgaa
gtgtttcttg
tcgttttcta
ttgtgacgtt
aatatttctt
cgcgtagttt
tgatgattta
gtgcggtcct
tgctcaaatc
gcgcatggag
ttcgtgtaaa
catgtataga
agcacgataa
tcattcaaac
ggtaaaactg
cctgttcgga
ctctcttttc
cggacccttt
tgttgcgggt
agtgtcgctg
atacgatacc
tgatatgtag
cg
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acgccattac
cggcaattac
cgaaggagtt
gtcgtcgtcg
ccggcegtgga
ccctcagaga
atgagcagtg
atacacacgc
tacgaatgtt
tgcatcgaca
ctttggtgct
aataagcagg
ttttgaagtt
aatttcatat
ccggattaac
attaaaacga
tgctgacacg
gaatgctctc
ggatatttgt
atgtgatttc
agaatttaac
acacgatgtg
ttagttcaga
taaaaatggc
gcattatcgt
tgtcaaatat
gctggcattc
ttcatacaga
cgacaaaatg
aaatatgctt
acataaggtg
taatatgaag
tatttagtct
caactcaatt
gggaagaacg
tgacgttagt
ttgctcaaga
tgttgttctg
atttgtattg
tgcgtcataa
atgataatca

ctacaaagcc
tgacatgcag
agctgatgct
gttgcacatc
taatgcagcc
gaggctgatc
cagatagagt
gcttccagcg
tgctgggttt
gttttcttct
actgctgccg
gccagcgcag
cgcagaatcg
tgttaatatt
tatgtccaca
tgcacacagg
gaagaaaccg
agtaaatagt
aacccatcgg
tcttgatttc
atttacaacc
aatattatct
ataaaacaat
aacctgagcc
ttttatcgtt
taggaatgtt
tggagggaaa
aagatttgaa
aataaagaac
aatagcacca
tctctggaag
gattattccc
gtgacagagc
actgcaatgc
cgggatgttc
ctccgacggce
gcgatgttaa
cgggttctgt
tctgaagttg
ttgattattt
ttatcacttt

cagcgcgaca
atgcgtcagce
aaagctgaaa
aaagcagtct
tcceceeccgac
actatgcaaa
tgcccatatc
gagtataaat
ctgttttaac
gcccaattcc
gtttgttttg
tagcgagtag
tatgtgtaga
tattaatgta
gccctgacgg
gtttagcgcg
gacgttatga
aatgaattat
aaaactcctg
aacctatcat
tttttaagtc
gtggctagat
tcacagtcta
attggtaaaa
tcaatctggt
ttcacttaat
tacaaccgac
gtaatatttt
aatctgctga
tttctatgag
cattcagagc
tggtggttga
caacacgcag
cctcgtaatt
attcttcatc
aggcttcaat
tttgttcaat
tcttcgttga
tttttacgtt
gacgtggttt
acgggtcctt
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