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1, l NTRODUCC ION , 

l. TIPOS DE MUTACIONES y MuTAGENOS, 

EL INICIO DEL DESARROLLO DE LA GENÉTICA CLÁSICA Y MOLE­

CULAR PUEDE SER MARCADA A PARTIR DEL DESCUBRIMIENTO DE LAS LEYES 

FUNDAMENTALES DE LA HERENCIA POR MENDEL EN 1865. CASI INMEDIATA 

MENTE DESPUtS DEL REDESCUBRIMIENTO DE DICHAS LEYES, EN 1900, LOS 

GENETISTAS CQ'llENZARON A ESPECULAR ACERCA DE LA ESTRUCTURA QUfMICA 

DEL GEN y D[ su MODO DE CONTROLAR QUfMICAMENTE LAS CARACTERrsTI­

CAS CELULAR[S, 

DE LOS TRABAJOS DE ESTOS GENETISTAS MENDELIANOS CON 

ORGANISMO MllLTICELURARES MUTANTES COMO PLANTAS Y ANIMALES (PLAN­

TA. DEL MAfZJ RATÓN, MOSCA DROSOPHILA, ETC,), SURGIERON LAS PRIM& 

RAS IDEAS ACERCA DE QUE LOS GENES CONTROLAN EN FORMA DIRECTA -­

LA SfNTESIS DE TODAS LAS PROTEfNAS; SIN EMBARGO, SABfAN QUE PARA 

PROPORCIONAR EVIDENCIAS CONVINCENTES EN CUANTO A LA MANERA DE -­

ACTUAR DE LOS GENES, ERA NECESARIO ENCONTRAR OBJETOS BIOLÓGICOS 

MAS ACCESIBLES AL ANÁLISIS QUfMICO ( 1 ), 

EN ESE ENTONCES NO ERA POSIBLE TRABAJAR CON MICROORGA-­

NISMOS PUES ~STOS NO PRESENTAN CARACTER[STICAS MORFOLÓGICAS FÁ-­

CILMENTE RECONOCIBLES, POR LO QUE NO SE POD~A SABER CUANDO CONTÉ_ 

N[AN MUTACIONES. 

. . . 1 
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EL AVANCE fUNPAM~NTAL EN Eh EMPLEO P~ BACTERIAS Y VIRUS 

BACTERIANOS O FAGOS, PARA EL ESTUDIO DE LAS FUNCIONES DE LOS GE-

NES, SE LOGRÓ HASTA 1945 CON EL CONOCIMIENTO DE QUE SE PODfAN LQ 

GRAR MUTACIONES, QUE ALTERAN LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS PARA 

SINTETIZAR METABOLITOS ESENCIALES; QUE DAN RESISTENCIA A ANTIBI~ 

TICCS Y A FAGOS; ASf COMO MUTACIONES DE FAGOS QUE IMPLICAN VAR!s 

DADES DE HUtSPEDES Y REQUERIMIENTOS TtRMICOS. ADEM~S~ LAS BACTs 

RIAS Y FAGOS TIENEN LA VENTAJA DE POSEER CICLOS DE VIDA MUY BRE­

VES Y DE CRECER FÁCILMENTE BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO CON-­

TROLABLES ( 2 ), 

Los GENES MUTANTES CONFIEREN CARACTERfSTICAS IDE~TIFICA 

BLES Y SON ENTIDADES CENTRALES EN EL ESTUDIO DE LA GENtTICA CLÁ­

SICA., DE AHf LA IMPORTANCIA Y EL INTERtS DE AISLAR Y PRODUCIR MUTA--

CI0~1 ES, 

UNA MUTACIÓN ES UN PROCESO POR EL CUAL UN GENÉ SUFRE UN 

CAMBIO ESTRUCTURAL. NOSOTROS DEFINIREMOS MUTACIÓN COMO CUAL--­

QUIE.R ALTERACIÓN EN LA SECUENCIA DE BASES DEL ÁCIDO NUCL~ICO COM 

PRENDIDO EN EL GENOMA DE UN ORGANISMO, INDEPENDIENTEMENTE DE SI 

LA Jl.L TERAC l ÓN CAUSA o NO UN EFECTO FENOT r p 1 ca. 

EXISTEN VARIOS TIPOS DE MUTACIONES: UNA MUTACIÓN PUN--­

TUAL 1 MPLI CA EL CAMB ro DE llNA SOLA BASE DE Ac IDO DE SO X IRR 1 BONU-­

CL~ lCO WNAL EN CONTRASTE éoN AQU~LLAS QUE ENVUEL,VEH UN FRAGME~ 

TO GRANDE DE UN GENE O DEL CROMOSQf'IA, 

.. ,/ 
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TM1BltN SE CLASiflC/\N· 1..A.S MUTACIONES p.,M1A.PA.~ PE SUSTI­

TUCIÓN DE BASES: 1) TRANSVERSI~N ES l.,A SUSTITUCI~N DE UNA B¡\SE -

PÚRICA, ADE~INA (A) O GUANINA (G), POR UNA BASE PIRIMIDICA; CITQ 

SINA (C) O TIMINA (T), 2) TRANSICIÓN ES EL INTERCAMBIO DE UNA BA 

SE PÜRICA POR OTRA BASE PÜRIC~ (ADENINA POR GUANINA O VICE~ERSA) 

O EL DE UNA BASE PIRIMIDICA POR OTRA BASE PIRIM,DICA (CJTOSINA -

POR TIMINA C VICEVERSA), POR LO TANTO, EXISTEN CUATRO TIPOS DI­

FERENTES DE TRANSICIONES Y OCHO TIPOS DIFERENTES DE TRANSVERSIO­

NES ( 3 ), 

DAtOS LOS MECANISMOS DE EXPRESIÓN DEL MATERIAL GENtTICO, . . 
LAS MUTACIONES (QUE AFECTAN LA FIDELIDAD DEL PROCESO DE REPLICA­

CIÓN) DAN LUGAR A EFECTOS DIVERSOS, COMO: UN DESPLAZAMIENTO DEL 

PATRÓN DE LECTURA; UN .CAMBIO DE UN COPÓN QUE CODIFICA PARA UN -­

AMINOÁCIDO POR OTRO QUE CORRESPONDE A UN AMINOÁCIDO DIFERENTE; 01 

UN CAMBIO DE UN CODÓN QUE ESPECIFICA IJN AMINOÁCIDO POR OTRO QUE 

NO CODIFICA PARA NINGUNO, PROVOCANDO LA TERMINACIÓN DE LA CADENA 

POLIPEPTfDICA, 

DE~TRO DE LAS MUTACIONES QUE AFECTAN LA FIDELIDAD DEL -

PROCESO DE REPLICACIÓN ESTÁN LAS TRANSICIONES, TRANSVERSIONES, -

SUSTRACCIONES Y ADICIONES. 

CUPNDO SE QUITAN O SE INSERTAN UNA O MÁS BASES, TODOS -

LOS AMINOÁC~DOS SIGUIENTES A LA SUSTRACCIÓN O ADI6I0N PUEriEN SER . . 

INCORRECTOS ( 4 ), 
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LAS MUT~CJONES PUEOEN OCURRIR SIN lNTERVENCIÓN ~XPERI-­

MENl~L1 SIN UNA CAUSA CONOCIDA. ESTAS SON LLAMADAS MUT~CIONES -

ESPC<NT~NEAS, 

UNA DE LAS LIMITACIONES MÁS SERIAS PARA EL ESTUDIO DE -

MUH C IOt'JES 1 ES LA BAJA VELOCIDAD A LA CUAL LAS MUTAC I DNES ESPON­

TÁNEAS OCURREN, LA VELOCIDAD PROMEDIO DE MUTACIÓN EN BACTERIAS 

ES lEL ORDEN DE UNA EN 10 MILLONES POR GENERACIÓN CELULAR -----­

(10-7) ( 2 ), ESTA LIMITACIÓN FUE RESUELTA CON LA UTILIZACIÓN 

DE ~LITACIONES INDUCIDAS ESPECfFICAMENTE POR AGENTES EXTERNOS, T~ 

LES COMO RADIACIONES IONIZANTES, LUZ ULTRAVIOLETA Y CIERTAS SUS­

TANCIAS QUfMICAS ESPEC[FICAS; ASÍ COMO CON AGENTES BIOLÓGICOS, 

ESTOS AGENTES DENOMINADOS COLECTIVAMENTE MUTÁGENOS, IN­

CRE~·ENTAN NOTABLH'ENTE LA RAPIDEZ CON QUE SE PUEDEN AISLAR GENES 

MUTftNTES, TALES MUTÁGENOS PROVOCAN DIFERENTES TIPOS DE DAÑO SO­

BRE EL DNA DE LA C~LULA, EL CUAL NO SIEMPRE ES REPARADO POR LOS 

MECANISMOS DE REPARACIÓN CELULAR. 

Los MUTÁGENOS ACTÚAN EN FORMA INDISCRIMINADA. POR LO -

QUE RESPECTA A LOS GENES, NINGUNO DE AQUELLOS AUMENTA LA PROBABl 

LIDAD DE MUTACIÓN PARA UN DETERMINADO GENE, SIN AUMENTARLA A SU 

VEZ PARA LOS DEMÁS. 

A CONTINUACIÓN SE HABLARÁ DE UNA VARIEDAD DE MUTÁGENOS 

Y SE D 1SCUT1 RÁ SOBRE LOS MODOS DE ACC 1 ÓN DE ~STOS, 

.. ,/ 
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l,1 AGENTES FISICQS <RADIACI9N). 

A) RAYOS x.- Los RAYOS X SON EXTREMADAMENTE ENERGI­

cos Y CUAND0 ELLOS INTERACTÚAN CON EL DNA, EL RESULTADO ES USUA~ 

MENTE UN ROMPIMIENTO EN EL ENLACE FOSFODIESTER DEL DNA. 

LA VELOCIDAD DE MUTACIÓN ES GENERALMENTE PROPORCIONAL A 

LA DOSIS DE IRRADIACIÓN, PEQUEÑAS CANTIDADES DE IRRADIACIÓN PRQ 

DUCEN UN LIGERO DAÑO GENETICO MIENTRAS QUE GRANDES DOSIS DE ESTA 

PROVOCAN UN DAÑO MAYOR E INCLUSO PUEDEN SER LETALES. 

B) Luz u.v.- Los RAYOS ULTRAVIOLETA SON SIGNIFICATIV~ 

MENTE MENOS POTENTES QUE LOS RAYOS X EN INDUCIR MUTACIONES. LA 

LONGITUD DE ONDA DE LOS ULTRAVIOLETA ES MAYOR, POR LO TANTO SON 

DE MENOR EN~RGfA Y PENETRAN MENOS QUE LOS RAYOS X. 

LA LUZ ULTRAVIOLETA INDUCE LA REACCIÓN EN LA CUA.l BASES 

PIRIMfDICAS ADYACENTES (EN LA MISMA CADENA) FORMAN DÍMEROS. 

LA PRESENCIA DE ESTOS DfMEROS DE TIMINA IMPIDEN EL FUM 

CIONAMIENTO DE LAS POLIMERASAS HASTA QUE LOS DÍMEROS SON REMOVI­

DOS, DE AwUI QUE LAS ALTERACIONES DEL DNA INDUCIDAS POR RAYOS 

U.V, SON MÁE EVIDENTES CUANDO LA REPLICACIÓN ESTÁ EN PROCESO, -­

( 5 ) . 

'. ,/ 
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l.2 AGENTES QUIMICOS. 

A) MUTÁGENOS AMBIENTALES QUE ACTÚAN IN VITRO. 

Ac IDO NITROSO' - Es UN MUT ÁGENO MUY PODEROSO QUE ACTÚA -

SOBRE PREPARACIONES DEL DNA IN VITRO ( DE FAGOS O DE ELEMENTOS -

EXTRACROMOSOMALES ), EL EFECTO PRIMARIO DEL ACIDO NITROSO ES LA 

DESAMINACIÓN DE CITOSINA Y ADENINA; ESTA DESAMINACIÓN OXIPATIVA 

REMPLAZA GRUPOS AMINO POR CARBONILO, LA REMOCIÓN DE UN GRUPO 

AMINO (NH2) Efi LA ADENINA FORMA HIPOXANTINA. 

ÜRDHCARIAMENTE LA ADENINA SE APAREA CON TIMINA EN EL -­

DNA,, PERO CUANDO ES CAMBIADA POR HIPOXANTINA.1 ~STA PRESENTA PRO­

PIEDADES COMO LA GUANINA Y ESPECIFICA ClTOSINA· ESTE CAMBIO DE 

BASES PROVOCA LA TRANSICIÓN DEL PAR AT POR GC. UNA SUSTITUCIÓN 

DE ESTE TIPO RESULTA EN UN CAMBIO DE COD~N EN CADA CADENA DE DNA 
Y SE PUEDE ORIGINAR ASÍ UNA PROTEÍNA MUTANTE. 

LA DESAMINACIÓN DE CITOSINA FORMA URACILO Y LA DE GUA-­

NINA DA XANTINA. Los EFECTOS DE ESTAS TRANSFORMACIONES SON AN~­

LOGCS AL CASO ANTERIOR, 

HIDROXILAMINA.- Es UN MUTÁGENO CUYO EFECTO ES DESAMI-­

NAR A LA CITOSWA,, DE TAL M/\NERA QUE EL PRODL.ICTO FORMADO SE APA­

REA CON LA ADEHINA.1 EN VEZ DE CON LA GUANINA· 

1 t ,/ 



B) AGENTES AL.QUI L.l\N.TES' 

METANo suLFoNAro DE EnLO v METANO suLFONAro De MEÚt.,o.-­

EsTos AGENTES REACCIONAN coN EL DNA METILANDO o ETILANPO EL ANI­

LLO DE UNA FURINAJ YA SEA GUANINA O ADENINAJ EN ~A POSICIÓN 7, -

ESTA REACCIGN ES SEGUIDA POR LA HIDRÓLISIS DEL ENLACE PURINA-DE­

SOXIRROBOSA Y POR LA PtRDIDA POSTERIOR DE LA BASE PÚRICA DE LA 

CADENA POLI~UCLEOTfDICA, 

ESTA P~RDIDA PRODUCE UN HUECO EN UNA DE LAS CAOENAS DEL 

DNA VI RALJ rDNDE ANTES RES IDÚ LA PUR l NA, EN EL. PROCESO DE RE-­

PLI CAC IÓN SE PUEDE INSERTAR CUALQUIERA DE LAS 4 BASES QUE PUEDE 

SER UNA BASE INCORRECTA O LA COMPLEMENTARIA CORRECTA EN LA CADE­

NA EN CRECIMIENTO, 

SI SE INSERTA LA BASE CORRECTAJ LA INFORMACIÓN GEN~TICA 

ORIGINAL ES REESTABLECIDA; PERO SI SE INSERTA UNA BASE INCORREC­

TA, SE PROD~CE UN CAMBIO PERMANENTE EN LA SECUENCIA DE BASES Y -

POR LO TANTv OCURRE UNA MUTACIÓN, 

N-~ETIL - N' - NITRO N - NITROSOGUANIDINA - , Es UN MU 
TAGENO EXTREMADAMENTE POTENTE, EL CUAL TIENDE A ACTUAR EN LOS -­

FRENTES DE FEPLICACIÓN DEL. DNA PRODUCIENDO UNA 7 - METIL,GUANINA, 

• 1 ./ 



e) ANÁLOGOS PE l..AS BASES P~ PNA. 

5-BROMOURACILO. ESTE MUTÁGENO ACTÜA in vivo INCORPO-­

RANrOSE AL DNA. Es CAPAZ DE SUSTITUIR A TIMINA PERO ESTÁ EN -­

EQUILIBRIO CON LA FORMA ENÓLICA QUE APAREA CON GUANINA PARTE DEL 

TI Er<'PO, 

2-AMINOPURINA. ESTE MUTÁGENO PUEDE FORMAR DOS PUENTES 

DE HIDRÓGENO CON TIMINA Y UN PUENTE DE HIDRÓGENO CON CITOSINA. -

LA 1 .. cc1óN MUTAGtNICA DE LA 2-AMINOPURINA ES DEBIDA A su PROPEN-­

s I fü, A SER 1 NCORPORADA EN EL DNA EN LUGAR DE ADEN I NA Y MAS RARA­

MENTE EN LUGAR DE GUANINA, 

D) AGENTES lNTERCALADORES. 

NARANJA DE ACRIDINA, PROFLAVINA Y MOSTAZAS NITROGENADAS. 

ESTOS MUTÁGENOS TIENEN ANILLOS AROM~TICOS Y PUEDEN .INTERCALARSE -

ENTRE 2 BASES DEL DNA DE DOBLE H~LICE, EN F6RMA ANALOGA A~ APILA 

MIEllTO NATURAL DE tSTAS. 

Los AGENTES INTERCALADORES PUEDEN INSERTARSE PURANTE l..A 

REPLICACIÓN EN LA CADENA QUE SE VA A COPIAR, PRODUCIENDO QUE LA 

NUEVA CADENA TENGA UNA BASE EXTRA EN l..A r6s1CIÓN PONDE OCURRJ~ -

EL lNTERCALAMIENTO. (flGURA NOM. 1). 

,·,.1 



MUTÁC~NOS 

RAYOS X 

Luz u,v. 

ACIDO NITRO~.o 

HIDROX! LAMHIA 

N-METIL-N-NJTRO­
N-N ITROSOGUP.N ID I NA 

ETI LMETANO E"ULFONATO 

Í'iET l L-METANO-SULFONATO 

2 - AMINOPUHINA 

5 - BROMOURl1C 1 LO 

NARANJA DE hCRIDINA 
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ESTRUCTURA 

5 NM PE hONGlTUD O~ ONDA 

254 NM PE h0NGITUD DE ONDA 

(MOSTAZA Nl""ROGENADA) Cl, 

FIGURA NOM. l. FORMULAS DE LOS MUTÁGENOS MÁS COMUNES, 



E) AGENTES ENTRECRUZA.PORES. 

. . 
MITOMICINA C Y TRIMETIL PSORALENO, PRODUCEN ENTRECRUZA-

MIENTOS INTERCADENA EN EL DNA1 LO QUE IMPIDE LA REPLICACIÓN DEL 

DNA HASTA QUE SON REPARADOS ( 5 ), 

1.3 AGENTES BIOLOGICOS. 

• • • 1 

A) FAGOS TRANSDUCTANTES, AL PROCESO POR EL CUAL LOS -

FAGOS TEMPERADOS TRANSFIEREN MATERIAL GEN~TICO DE UNA BACTERIA A 
. ' 

OTRA SE LE LLAMA TRANSDUCCION. Los FAGOS TEMPERADOS SON LOS QUE 

INVADEN A LA C~LULA BACTERIANA PERO NO LA-DESTRUYEN Y PERMANECEN 

EN LA C~LULA HU~SPED POR MUCHAS GENERACIONES CELULARES, 

SE PUEDEN DISTINGUIR 2 TIPOS DE TRANSDUCCIÓN: 1) TRANS-­

DUCCIÓN GENERALIZADA1 EN LA CUAL SE PUEDE TRANSFERIR CUALQUIER G~ 

NE BACTERIAL Y; 2) TRANSDUCCIÓN ESPECIALIZADA1 EN LA CUAL SE TRAN~ 

FIEREN SOLAMENTE LOS GENES DE UNA REGIÓN MUY PEQUEÑA DEL CROMOSO­

MA DEL HU~SPED Y QUE ESTÁN ADYACENTES AL SITIO DE INSERCIÓN DEL -

FAGO ( 6 ), 

ESTOS FENÓMENOS OPERAN COMO SE DESCRIBE A CONTINUACIÓN.­

TRANSDUCCIÓN GENERALIZADA: LOS FAGOS TEMPERADOS PUEDEN VOLVERSE -

VIRUS INFECCIOSOS Y LISAR A LAS BACTERIAS, EN EL FINAL DE ESTE -

CICLO L(TIC01 CUANDO EL DNA DEL FAGO ESTÁ SIENDO EMPACADO EN LAS 

PROTE(NAS DE LA CÁPSIDE1 TAMBI~N EL CROMOSOMA BACTERIANO ESTÁ 

1' ,/ 
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SIENDO DEGRADADO POR LO QUE OCASIONALMENTE OCURRE QUE PEDAZOS DE 

DNA CROMOSOMAL, USUALMENTE DEL MISMO TAMAÑO QUE EL DNA DEL FAGO, 

SON EMPACADOS ERRÓNEAMENTE EN LA CÁPSIDE DEL FAGO, CUANDO ES-­

TAS PARTf CULAS VIRALES DEFECTUOSAS INFECTAN UNA NUEVA BACTERIA -­

QUE ES GENÉTICAMENTE DISTINTA, PUEDEN RECOMBINARSE LOS GENES DE 

LA BACTERIA HUÉSPED ANTERIOR (GENES TRANSDUCIIX>S) CON LOS GENES DE 

LA NUEVA BACTERIA ( 7 ), 

EL TAMAÑO DEL DNA CROMOSOMAL DEBE SER SIMILAR AL DEL -­

DNA DEL FAGO DEBIDO A QUE ~STE DEBE CABER DENTRO DE LA CABEZA -­

DEL FAGO, 

LA TRANSDUCCIÓN GENERALIZADA ES COMÚNMENTE REALIZADA -­

POR EL FAGO p I DE E.cou, POR EL P22 DE SALMONELLA y POR EL --­

SPlO DE B,SUBTILIS. ESTOS FAGOS TIENEN UN PROCESO DE EMPACAMIEN 

TO DEL DNA MENOS SELECTIVO QUE EL PROCESO.DE LOS FAGOS NO TRANS­

DUCTANTES Y, POR LO TANTO, PUEDEN INCORPORAR DNA CROMOSOMAL EN -

LA CÁPSIDE DEL FAGO, 

TRANSDUCCIÓN ESPECIALIZADA, ESTE FENÓMENO ES MEDIADO 

POR PROFAGOS, UN PROFAGO ES UN FAGO TEMPERADO QUE ESTÁ OCUPANDO 

UN SITIO FIJO (SIEMPRE EL MISMO) DENTRO DEL CROMOSOMA DE LA BAC­

TERIA, CUANDO LOS PROFAGOS SON INDUCIDOS PARA DEJAR SUS SITIOS 

EN EL CROMOSOMA, PUEDE OCURRIR QUE AL SALIRSE ESTE, HAYA UN ---­

ERROR Y QUE EL PROFAGO SE LLEVE GENES BACTERIANOS COVALENTEMENTE 

UNIDOS A ALGUNOS GENES DE ~L. ESTE DNA HfBRIDO PUEDE SER EMPA-

... / 
... ····¡ 
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CADC CON LAS PROTEfNAS PE LA CÁPSIDE; EL TAMAÑO DE ESTE DNA ES -

PRÁCTICAMENTE EL MISMO QUE EL DEL FAGO ORIGINAL,, YA QUE EL PEDAZO 

DE GENOMA BACTERIANO UNIDO, ES IGUAL AL PEDAZO DE GENOMA DEL FA­

GO FERDIDO, 

LAS PARTfCULAS TRANSDUCTANTES ESPECIALIZADAS PUEDEN --­

TRA~3FERI R GENES BACTERIANOS DE UNA C~LULA A OTRA Y LA TRANSOUC­

CIÓ~ SE DICE QUE ES ESPECIALIZADA, PORQUE SÓLO LOS GENES ADYACEN 

TES AL SITIO DE UNIÓN DEL PROFAGO SON TRANSFERIDOS ( 7 ), 

EL RANGO NATURAL DE GENES TRANSDUCIDOS ES LIMITADO AL -

NÚMERO DE GENES CERCANOS AL SITIO DE UNIÓN, POR EJEMP~0 1 E~ FAGO 

1\ ES USADO PARA TRANSDUCIR LOS GENES DE GALACTOSA Y DE LA SfN­

TESI S DE BIOTINA Y EL 0 80 PARA LOS GENES DE TR!PTOFANO, 

SIN EMBARGO, SE HA DEMOSTRADO QUE EL RAN.GO PUEDE SER ~­

AMPLIADO HASTA CUBRIR ESENCIALMENTE TODO EL GENOMA BACTERIANO, -

OBTENIENDO LOS FAGOS TRANSDUCTANTES DE C~LULAS QUE TENGAN UN EPl 

SOMt F' INTEGRADO CERCA DEL SITIO DE .UNIÓN DEL FAGO Y QUE ESTE -

EPISOMA LLEVE LOS GENES DESEADOS. UN EPISOMA ES UN ELEMENTO GE­

N~TICO QUE PUEDE EXISTIR LIBREMENTE, O COMO PARTE DEL CROMOSOMA 

CELULAR NORMAL. 

LAS INSERCIONES A~f COMO LAS SUSTRACCIONES DE GENES POR 

MED!O DE LOS FAGOS TRANSDUCTANTES, HAN PERMITIDO ESTUDIAR LA RE­

GUL.\CIÓN DE LOS GENES BACTERIANOS Y CONOCER MAS ACERCA DE LA OR­

GANIZACIÓN DEL MATERIAL GEN~TICO DE LOS FAGOS, ... / 

,.·, 
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B) TRANSPOSONES. Los TRANSPOSONES SON UNIDADES DE DNA 
QUE TIENEN LA HABILIDAD DE MOVERSE DE UNA MOL~CULA DE DNA A ----

OTRA, INSE~TÁNDOSE ELLOS MISMOS AL AZAR, ESTAS MOL~CULAS DE -­

DNA PUEDEN SER EL CROMOSOMA DE UNA BACTERIA, EL DNA DE ELEMENTOS 

EXTRACROMOS0MALES (PLÁSMJDOS) E INCLUSO EL DE ORGANISMOS SUPERIO­

RES. 

Toros LOS TRANSPOSONES ESTUDIADOS PRESENTAN EXTREMOS COtl 

SISTENTES E~ SECUENCIAS INVERTIDAS-REPETIDAS, LAS CUALES PUEDEN -

TENER UN LA~GO DE POCOS NUCLEÓTIDOS O PUEDEN SER SECUENCIAS HASTA 

DE 1 400 NUCLEÓTIDOS, 

EL RESULTADO DEL PROCESO DE TRANSPOSICIÓN ES QUE UN SEG­

MENTO DE DNA, PRESENTE ORIGINALMENTE EN UNA MOL~CULA, ES TRANSFE­

RIDO A UNA ~OLÉCULA DIFERENTE QUE NO ES GENÉTICAMENTE HOMÓLOGA AL 

TRANSPOSON, NI AL DNA DE LA MOLÉCULA DONADORA. 

lo~ TRANSPOSONES PUEDEN PROMOVER EL REARREGLO DE INFOR-­

MACIÓN GENÉ1ICA EN EL CROMOSOMA, C ATALIZANDO REARREGLOS COMO DEL~ 

CIONES, INVERSIONES, FUSIONES, ETC. 

UN EXCELENTE EJEMPLO ES EL BACTERIÓFAGO Mu, EL CUAL AC-­

TÚA COMO MU1ÁGENO DEBIDO A LA PROPENSIÓN DE INSERTARSE POR ÉL MIª 

MO EN MEDIO DE LA REGIÓN ESTRUCTURAL DEL DNA EN UNA FORMA AZARO-­

SA, DURANTE LA LISOGENIZACIÓN, CAUSANDO LA P~RDIDA DE LA FUNCIÓN 

GEN~TICA cortFICADA POR UN SEGMENTO DE DNA. TAMBI~N PUEDE CATALl 

... / 
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ZAR L.A fUS I 9N PE MQL~CIJL.AS RE DM <WE SE gEPL.I CAN. INPEPENJ) 1 ENTE-­

MENTE O "REPLICONES'.'; T~ANSPONER SEGMENTOS DE CRQMOSQMA .BACTERIA­

NO P. PLÁSM IDOS, EN TODOS ESTOS REARREGLOS PARECEN ESTAR .INVOLU­

CRA[ AS LAS SECUENCIAS INVERTIUAS-REPETIDAS DE LOS EXTREMQS DEL 

DNA DE Mu, PUES ESTAS SON REQUERIDAS PARA LA EXPRESIÓN DE UN GENE 

DE ~U Y PARECEN SER NECESARIAS TANTO PARA LA TRANSPOSICIÓN COMO -

PARP LA REPLICACIÓN DE ESTE COMO VIRUS INFECCIOSO, 

EXISTEN OTROS VIRUS QUE PUEDEN ACTUAR COMO TRANSPOSONES 

COM0 EL FAGO ~ PERO A DIFERENCIA DEL FAGO Mu ESTE riE~E u~ SI­

TIO MUY ESPECIFICO PARA SU INTEGRACIÓN AL DNA ( 8 ), 

TODAS ESTAS HERRAMIENTAS (AGENTES f {SICOS1 QU~MICOS '( -

BIOLÓGICOS) HAN PERMITIDO OBTENER ENORMES AVANCES EN EL CONOCJ-­

MIEMTO DE LA FUNCIÓN Y REGULACIÓN DE LOS GENES, 

PARA CONTESTAR ALGUNA PREGUNTA SOBRE UN GENE DETERM.INA­

DO, ES NECESAR ID NO SOLAMENTE OBTENER ltlA ~ANTE APECtm, SINO Tptt 

BltN SE REQUIERE DISEÑAR EXPERIIENTOS INGENIOSOS QUE NOS f1JESTR.EN LA­

FUNCIÓN DEL GEN ETC,, Al.GlMS VECES ESTA METOOOLOGfA PUEDE SER BASTANTE 

COMPLICADA: SIN EMBARGO, LOS GENETISTAS HAN LOGRADO RESPONDER -­

MUCHAS DE LAS DUDAS ACERCA DE LOS GENES POR MEDIO DE ESTOS t-trooos. 

A PARTIR DEL SURGIMIENTO DE LAS TtCNICAS DEL DNA RECOM­

BINi\NTE1 SE HA HECHO POSIBLE LA MUTAG~NESIS ESPECff ICA EN SITIOS 

O REGIONES PREDETERMINADOS DEL l'ATERIAL GENtTICO, 

.. ,/ 
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HUlCHISON ET AL ( 9 ) y RAtIN ET AL ( 10 ), FUERON LOS 

PRIMEROS EN PEMQSTRAR QUE SE PODfAN OBTENER ESPEC!fICAMENTE 

TRANSICIONE~ EN EL DNA DE FAGOS UTILIZANDO OLIGONUCLEÓT!DOS. 

ÚIL.LAM Y SMITH ( 11 ) DESARROLLARON LOS MtTODOS PARA LA 

SELECCIÓN DE LA CLONA MUTANTE Y WALLACE ET AL ( 12 ), HIZO EXTEli 

SIVO ESTE M~TODO CON DNA DE DOBLE CADENA (PLÁSMIDOS} Y MOSTRÓ -­

QUE SE PUEDEN HACER DELECCIONES ESPECfFICAS, 

ÜT~OS GRUPOS HAN DESARROLLADO TtCNICAS PARA MUTAGENIZAR 

EXTENSAMENTE REGIONES ESPEC[FICAS DEL DNA ( 13, 14 }, 

COMO SE VERÁ ADELANTE, LA SfNTESIS QUfMICA DE DNA ES 

AMPLIAMENTE UTILIZADA EN ESTUDIOS DE RECOMBINACIÓN IN VITRO DE 

DNA Y ES UNA HERRAMIENTA MUY IMPORTANTE PARA LA MUTAGtNESIS SI-­

TIO ESPECÍFICA, 

2. SfNTESIS QufMICA DE PoLINUCLEÓTIDOS. 

LA SfNTESIS QUfMICA DE POLINUCLEÓTIDOS PUEDE DESCRIBIR­

SE EN UNA FORMA SENCILLA COMO LA FORMACIÓN SUCESIVA DE ENLACES -

ENTRE LOS CUATRO DIFERENTES NUCLEÓTIDOS: DESOXIADENILATO, DESOXl 

CITIDILATO, DESOXIGUANILATO Y TIMIDILATO. LA FORMACIÓN DE ESTOS 

ENLACES DEBE SER ESPECfFICA, TANTO EN LO QUE SE REFIERE A LAS -­

POSICIONES DEL NUCLEÓTIDO QUE REACCIONAN, COMO EN LO QUE SE RE-­

FIERE AL ORDEN O SECUENCIA EN LA FORMACIÓN DE ESTOS ENLACES. 

1 t ,/ 
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EXISTEN DIFERENTES M~Tonos PA~A REAhIZAR ~A sJNTESIS OE 

POLI NUCLEÓT IDOS, DE LOS CUALES ME~C 1 ONAREMOS LAS CARACTER f ST.l CAS 

MÁS IMPORTANTES, 

A) MfTODO DEL FOSFODIESTER, EL Ml:TODO DEL DIESTER FUE 

DESt.RROLLADO POR KHORANA ET AL ( 15 ) • LA ETAPA BÁSICA DE ESTE -

MtTCDO ES LA UNIÓN DE 2 DESOXINUCLEÓTIDOS PROTEGIDOS ADECUADAMEN­

TE FARA FORMAR UN DINUCLEÓTIDO CONTENIENDO UN ENLACE fOSfODIESTER. 

B) Ml:TODO DE LA POLlNUCLEÓTIDO fOSFORILASA. ESTE Mr:­

TODC ENZIMÁTICO DE S[NTESIS DE DNA FUE DESARROLLADO POR SMITH --­

y CCLABORADORES ( 16 ), EN ESTE M~TODO LA ENZIMA POLINUCLEÓTIDO 

FOSFORILASA ADICIONA UN NUCLEÓTIDO A UN OLIGONlJCLEÓTIDO PEQUEÑO.­

CAD/\ NUEVO OLIGONUCLEÓTinO ES PLRIFICAOO POR CROMATOGRAFfA, PARA 

EMPEZAR ESTE PROCEDIMIENTO ES NECESARIO TENER UN TRfMERO POR LO 

MENOS y ESTE DEBE SER OBTENIDO POR ALGÜN OTRO Mr:rono. . . 

ESTE MtTODO DE POLINUCLEÓTIDO FOSFORILASA TRABAJA BIEN Y 

TIHE LA VENTAJA DE QUE LOS PROCEDIMIENTOS INVOLUCRADOS SON FAMI­

LIARES PARA LA MAYORfA DE LOS BIOQUfMICOS. No OBSTANTE SU APLICA 

CIÓ~, EN LA ACTUALIDAD ES LIMITADA DADO· EL PROGRESO DE T~CNICAS -

ALTERNATIVAS, 

C) M~TODO DE f0$fOTRIESTER. LA PRINCIPAL DIFERENCIA -

ENTHE EL M~TODO DEL DIESTER Y EL DEL TRIESTER ES ~A PRESENCIA EN 

ESTE ÚLTIMO DE UN GRUPO PROTECTOR EXTRA SOBRE EL ÁTOMO DE f~SfORO 

... / 
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QUE UNE 2 Nl•Cl,EÓT IDOS• Et.. GR.UPO PROTECTOR EXTRA ES USUM .. M~NTE UN 

.,, . . 
GRUPO CLOR0rENILO EL CUAL PRODUCE NUCL.EÓTIDOS Y POl.,INUCLEÓTIPOS -

INTERMEDIARIOS SOLUBLES EN SOLVENTES ORGÁNICOS, 

D) M~TODO DE FASE SÓLIDA, EN ESTE MtTOPO EL NUCLEÓT I­

DO INICIAL ~E UNE A UN SOPORTE SÓLIDO Y SE PROCEDE A LA ADICIÓNJ­

PASO POR PA~OJ DE NUCLEÓTIDOS. LAS ETAPAS DE LAVADO Y MEZCLADO -

SIMPLIFICAN LA SfNTESlSJ AL SUSTITUIR PROCEDIMIENTOS DE PURIFICA­

CIÓN USADOS EN LOS M~TODOS EN SOLUCIÓN, 

E) M~TODO DEL FosFITO. ESTE M~TODO UTILIZA NUCLEÓSI-­

DOFOSFITOS COMO INTERMEDIARIOS REACTIVOS. SUBSECUENTEMENTE SE -­

EFECTÚA UNA OXIDACIÓN, EL MtTODO LO ENSAYÓ PRIMERAMENTE ------­

KABANICK ET AL ( 17 ) EN 1971 UTILIZANDO UN NUCLEÓSIDOFOSFITO UNl 

DO A UN SOPORTE SÓLIDO, AL CUAL LE ADICIONÓ UN SEGUNDO NUCLEÓT!DO, 

OBTENIENDO ~N DINUCLEÓSIDOFOSFITOJ EL QUE POSTERIORMENTE SE OXl-­

DÓ CON CLORl'RO DE MERCURIO PARA LLEGAR AL DI NUCLEÓT IDO, LA VENT 8. 

JA FUNDAMENTAL DE ESTE M~TODO SE ENCUENTRA EN LOS ALTOS RENDIM!EN 

TOS Y TIEMPC1S CORTOS DE ACOPLAMIENTO, 

2.J METODO DEL TR!ESTER. 

COMO YA SE MENCIONÓ EL OBJETIVO EN LA SÍNTESIS QUfMICA Dg_ 

POLINUCLEÓTlDOS ES LA UNIÓN SUCESIVA DE NUCLEÓTIDOS HASTA FORMAR 

EL OLIGONUCLEÓTIDO DESEADO. 

. •. I 
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PARA PODER FORl'\AR EL l;NLACE {NTER.NUCLEQT~PICO ENTRE 2 -

NUCL.EÓSIDOS; DEBEN ESTAR ~STOS PR6TEGJDOS DEBiri6 ~ ~UE iIENEN -­

GRUFOS FUNCIONALES COMO LOS H!DROXILOS DE LA POSICIÓN 3', 5' DEI 

AZOCAR DESOXIRRIBOSA Y AMINO EXOCfCLICO DE LAS BASES, QUE REAC-­

CIO~ARfAN DURANTE LA SfNTESIS DE LAS CADENAS DE DNA DANDO ORIGEN 

A PFODUCTOS INDESEABLES, 

EL GRUPO PROTECTOR MÁS USADO EN EL BLOQUEO DE LAS fUN-­

C IO~ ES AMINO DE LA ADENINA Y LA CITOCINA ES EL BENZOi LO, Y EL -­

DE LA GUANINA ES ISOBUTIRILO, 

PARA PROTEGER EL HIDROXILO 5' SE USA EL GRUPO DIMETOXI­

TRI LO, EL CUAL ES ESTABLE AL ÁLCALI PERO SE HIDROLIZA FÁCILMEN.TE 

EN CONDICIONES ÁCIDAS SUAVES, 

A TRAVtS DE UNA SERIE DE PROCEDIMIENTOS SE pUEDEN PREP~ 

RAR LOS BLOQUES "COMPLETAMENTE PROTEGIDOS" (18) CUYA FÓRMULA GE­

NER~L SE MUESTRA EN LA FIGURA NúM. 2, 

Los BLOQUES (DINUCLEÓTIDOS o TRINUCLEÓTIDO~) SE PUEDEN 

DESLLOQUEAR SELECTIVAMENTE Y USARSE PARA LA SfNTESIS DE POLINU-­

CLEéaTIDOS DE ELEVADO PESO MOLECULAR ( 19 ) , 

2.2 METODO EN FASE SOLIDA. 

PARA LA SfNTESIS DE POLINUCLEÓTIDOS EN FASE SÓ~IDA, UN 

NUC .. EÓS IDO SE UNE COVALENTEMENTE A UNA RES 1 NA DE POLI EST 1 RENO -­

QUE ACTÚA COMO SOPORTE. 
. . . I 



FIGURA NOM. DINUCLEÓTIDO "COMPLETAMENTE PROTEGIDO", 
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DESPU~S SE ~AN AGREGANDO ~os ELQQUE$ (TRINUCLE~TIPOS o 
D 1NUCLEÓT1 DOS) PREV 1 AMENTE FORMAOOS E H 1 DROLI ZAPOS PIÚ- GRUPO 

CIANOETILO (CE), EN EL ORDEN APROPIADO PARA OBTENER LA SECUENCIA 

REQUERIDA, 

LA EXTENSIÓN DE LA CADENA OLIGONUCLEOT~DICA SE HACE EN 

DIRECCIÓN 3' A 5' HIDROXILO FINAL, UTILIZANDO UN REACTIVO ACOPLA 

DOR COMO EL NITROTRIAZ6LIDO DE MESITILENSUFONfLO (MSNT) (AGENTE 

CONDENSANTE) PARA LA FORMACIÓN DEL ENLACE INTERNUCLEOTÍPICO, -­

(FIGURA NúM, 3 ), 

EN ESTE M~TODO LA PURIFICACIÓN DE LOS INTERMEDIARIOS Y 

DEL PRODUCTO FINAL SE SIMPLIFICA, PUES EL EXCESO DE REACTIVOS Y 

SUBPRODUCTOS SE ELIMINA POR MEDIO DE LAVADOS Y POSTE~fbR FILTRA­

CIÓN DE LA RESINA EN QUE LA CADENA VA CRECIENDO ( 20 ), 

AL FINAL DE LA SfNTESIS, EL POlÍMERO PUEDE REMOVERSE --­

APROPIADAMENTE (CON HIDRÓXIDO DE AMONIO) PARA OBTENER EL P~ODU~ 

TO ESPERADO, 

LA PURIFICACI6N DEL OLIGONUCLEÓTIDO FINAL SE HACE POR -

CROMATOGRAFfA EN SEPHANDEX G 50 Y POSTERIORMENTE, POR CROMATOGRA 

FfA DE LfQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA CHPLC), 

• 1 ,/ 
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2.3 APl.JCACIONES·p¡;: LA SINT!::SIS QUIMICA PI: POUNUCLt:O-

. IÍDOS 1 

DENTRO DE LAS APLICACIONES MÁS RELEVANTES DE ESTA METO­

DOLC1Gf A ESTÁN LAS SIGUIENTES: 

A) CONSTRUCCIÓN Y EXPRESIÓN DE GENES SINT~TICOS ( 21 ), 

B) ESTUDIO DE REGIONES REGULATORIAS (SfNTESIS DE ES-­

TAS REGIONES) ( 22 ) , 

C) CONFORMACIÓN DE ÁCIDOS NUCL~ICOS (OBTENCIÓN DE CRI~ 

TALES DE OLIGONUCLEÓTIDOS PARA SU ESTUDIÓ POR CRISTALOGRAFfA DE 

RAYOS X) ( 23 ), 

D) AISLAMIENTO DE GENES ESPECfFICOS (CON RASTREADORES 

SIN"i"~TICOS MARCADOS RADIOACTIVAMENTE) ( 24 ) . 

E) ÜBTENCIÓN DE ADAPTADORES "LINKERS" QUE CONTIENEN -

UNA SECUENCIA DE DNA QUE ES RECONOCIDA POR UNA O MÁS ENDONUCLEA­

SAS DE RESTRICCIÓN Y QUE PUEDEN SER LIGADOS A FRAGMENTOS DE DNA 

PARA FACILITAR SU CLONACIÓN ( 25 ), 

f) MUTAG~NESIS SITIO ESPECffICA; QUE SE PESCRIBE A -­

CONTINUACIÓN ( 26 ) , 

• 1 ./ 
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3. MUTAGÉNESIS SITIO EspEcffICA DIRIGIDA POR ÜLIGQNU­

CLEÓT!DOS, 

ES1~ TÉCNICA CONSISTE EN TENER UN OLlGONUCLEÓT!DO QUE -

SEA COMPLEMENTARIO A LA REGIÓN BLANCO QUE SE QUIERE MUTAR, PERO 

QUE PRESENTE UNA O MÁS BASES DESIGUALES SOBRE LAS CUALES SE QUI~ 

RE EFECTUAR LA MUTACIÓN, 

ESTE OLIGONUCLEÓTIDO ES HIBRIDIZADO CONTRA UN DNA DE ca 

DENA SENCILLA QUE LLEVA LA REGIÓN BLANCO, 

DESPU~S SE HACE UNA REACCIÓN DE REPARACIÓN EN PRESENCIA 

DE LA ENZIMA DNA POLIMERASA I DE ESCHERICHIA COL! (FRAGMENTO -

GRANDE) ( 27 ) Y LOS CUATRO DEOXINUCLEÓ3IDOS TRIFOSFATO, 

EN ESTA REACCIÓN EL OLIGONUCLEÓTIDO FUNCIONA COMO CEBA­

DOR A PARTIR DEL CUAL LA DNA POLIMERASA I VA UNIENDO EL NUCLEÓTl 

DO ADECUADO, UTILIZANDO COMO MOLDE EL DNA DE CADENA SENCILLA, -­

OBTENI~NDOSE UN DNA DE DOBLE CADENA QUE POSTERIORMENTE ES SELLA­

DO CON LA LIGASA DE T4. ESTE DNA DE DOBLE CADENA COVALENTEMEN­

TE CERRADO ES USADO PARA TRANSFECTAR A ESCHERICH!A ~Q.bl. 

EN LA CÉLULA SE COPIAN AMBAS CADENAS DE DNA DURANTE --­

LA REPLICACIÓN DEL "FAGO, OBTENIÉNDOSE EL DNA QUE LLEVA LA MUTA-­

CIÓN DESEADA (FIGURA NOM. 4), PARA DETERMINAR AQUELLAS CLONAS 

t' ./ 
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DE FAGOS QUE CONTENGA~ EL DNA CON LA
0

MUTACl~N PE INTER~s, SE REA­

LIZP UNA H.IBRIDIZACIÓN EN COl.,ON.IA o IÚBRIDIZAC·l~N EN PUN.ro; UTILl 

ZANtO CONDICIONES EN LAS CUALES !-iIBRIPICE PREFERENCIALMENTE EL -­

OLI <:ONUCLEÓT IDO CON AQUELLOS DNAs QUE SEAN TOTALMENTE COMPLEMENTA 

RIO~ Y SE PUEDA DISTINGUIR EL EFECTO DE UNA BASE DESIGUAL AL Hl­

BRJr IZAR ( 28 ) , 

. . . 

PARA CONFIRMAR QUE LA MUTACIÓN EST~ EN LA O LAS BASES --

DESEADAS SE OBTIENE UNA SECUENCIA DE DNA EN LA REGIÓN BLANCO, 

UNA DE LAS PRINCIPALES VENTAJAS DE ESTE M~TODO ES QUE NO 

SE ~EQUIERE UN FENOTIPO SELECCIONABLE PARA DETECTAR LA CLONA MU-­

TANTEJ DEBIDO A QUE EL MISMO OLIGONUCLEÓTIDO QUE SE USA COMO MUTA 

GENO SE USA COMO RASTREADOR PARA LOCALIZAR LAS PLACAS QUE LLEVEN 

LA MUTACIÓN, 

DEBIDO A QUE CON ESTA T~CNICA SE PUEDEN REALIZAR TRANS-­

SI CIONESJ TRANSVERSIONESJ INSERCIONES Y DELECIONES HASTA DE -----

300 P. B. ( 29 ) NO ES DIFfCIL IMAGINARSE TODAS LAS APLICACIONES 

QUE PUEDE TENER ESTA TECNOLOGfA, SE PUEDEN CONECTAR O UNIR GE--

NES A NUEVOSPROMOTORES POR MEDIO DE LA .INTRODUCCIÓN DE DELECIONES 

PRECISAS; SEGMENTOS DE DNA DEFINIDOS PUEDEN SER SUSTITUfDOS O --­

SUSTRAfDOS CON El PROPÓSITO DE CAMBIAR LA ESTRUCTURA DE UNA PRO-­

TEf NA; SE PUEDEN OBTENER GENES H~BRIDOS; ES POSIBLE REPARAR MUTA­

CIONES; CREAR SITIOS DE RESTRICCION1 ETC,' 

... / 



1 1 ,/ .22 

AOEMA$J ESTE M~TOPQ R~SULTA MUY APECUAPO PARA E~ ESTU-­

p I Q s ~ STEM~.TI co y DETAÜADO DE REG l ONES CORTAS DE DNA .• 

EN LA MUTAG~NESJS DIRJGJDAJ SE HAN UTILIZADO COMO VECTQ 

RES A FAGOS DE CADENA SENCILLA Y PLÁSMIDOS QUE LLEVAN LA REGIÓN 

BLANCO QUE ~E QUIERE MUTAR, EN EL CASO DE LOS FAGOSJ COMO EL -

DNA ES DE CADENA SENCILLA ~STE SE PUEDE UTILIZAR DIRECTAMENTE 

COMO MOLDE EN UNA REACCIÓN DE REPARACIÓN; SIN EMBARGO, CON LOS -

PLÁSMIDOS ES NECESARIO OBTENER PRIMERO DNA RELAJADO, A PARTIR -­

DEL DNA SUPERENROLL.ADO POR MEDIO DE LA UTILIZACIÓN DE UNA ENDONJl 

CLEASA EN PRESENCIA DE BROMURO DE ETIDIOJ PARA PRODUCIR LA MELLA 

EN EL DNA Y DESPU~S OBTENER DNA DE CADENA SENCILLA CIRCULAR TRA­

TANDO ~STE DNA RELAJADO CON LA EXONUCLASA 111 DE E.COL!, 

4, VECTORES fÁGICOS DE CADENA SENCILLA PARA EL DNA -­

RECOMBINANTE. 

Los FAGOS DE DNA DE UNA SOLA HEBRA, PEQUEÑOS COMO LOS -

POLI~DRICOS (0 X 174, Sl3) Y LOS FILAMENTOSOS (fl, FD, Ml3) HAN 

SIDO UTILIZADOS COMO VECTORES PARA LA CLONACIÓN DE FRAGMENTOS -­

DE DNA. Los ÚLTIMOS SON PARTICULARMENTE ADECUADOS PARA LA MUTA­

G~NESIS DIRIGIDA, ASÍ COMO PARA ANÁLISIS DE SECUENCIA DE DNA EN 

EL CASO DEL M13. 

AMBAS VARIEDADES TIENEN GENOMAS CIRCULARES; LOS GENOMAS 

.. ,/ 
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DE LA PRIMER.A CONTIENEN APROXIMAPAMENTE 5 500 NUCl..E9TIPQS Y LOS -

DE LA SEGUNDA ALREDEDOR DE 6 000 A 7 ººº· 
. 

ESTOS FAGOS SÓLO PUEDEN INFECTAR CEPAS DE E.COL! QUE TF.~ 

GAN EL PILI F (FACTOR SEXUAL)J DEBIDO A QUE ES POR ESTA E$TRUC­

TURP POR DONDE ESTOS FAGOS TRANSMITEN SU DNA HACIA DENTRO DE LA -

CÉLLLA, 

EXISTEN VARIOS MODELOS PARA EXPLICAR EL PROCESO DE APsoa 
CIÓ~ DE LOS FAGOS FILAMENTOSOS, UNO DE ELLOS PROPONE QUE EL DNA 

FJL~MENTOSO ES CONDUCIDO A LO LARGO DEL CANAL CENTRAL PEL -----­

PlLI F HASTA LA SUPERFICIE DE LA CÉLULA; OTRA POSIBILIDAD ES QUE 

EL FAGO SEA GUIADO POR EL PILI AL RECEPTOR DE MEMBRANA QUE SE -­

ENCUENTRA EN LA BASE DE ÉSTEJ EL RECEPTOR QUEDARfA EXPUESTO CUAli 

DO EL P!Ll ES MUDADO, 

LA REPLICACIÓN INTRACELULAR DE LOS FAGOS POLIÉDRICOS Y 

DE LOS FILAMENTOSOS PROCEDE EN UNA FORMA SIMILAR UNA A LA OTRA;­

ASf. INMEDIATAMENTE DESPU~S DE LA INFECCIÓN CON ESTOS FAGOS A -­

CÉLULAS DE E.COL!, EL DNA SE REPLICA PRODUCIENDO UNA CADENA COM 

PLEMENTARJA. LA CADENA INYECTADA ES LLAMADA "POSITIVA" Y LA -­

NUEVA CADENA SINTETIZADA "NEGATIVA". AMBAS CADENAS FORMAN UN -

DNA DE DOBLE CADENA LLAMADO fORMA REPLICATIVA(Rf), 

EL RF SIRVE ENTONCES TANTO COMO TEMPLADO PARA LA TRANS­

CR l 'CIÓN DE MOLÉCULAS DE ACIDO RIBONUCLÉICO MENSAJERO (RNAM)J CQ 

1 • • ! 
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MO PARA LA FEPl,ICACIÓN SIMfTRICA. Y ASIMqRICA PARA GENERAR. MQL~cy 

LAS PE Rf At·ICIONALES Y TAMBitN PARA SINTETIZAR MOLt~ULAS DE CA­

DENA SENCILLA POSITIVAS, 

CUANDO LAS ?ROTEfNAS DEL FAGO SE ACUMULAN, EL DNA DE C~ 

DENA SENCILLA POSITIVA ES ENSAMBLADO EN LAS PROTEÍNAS DE LA CÁP-

SIDE PRODUCltNDOSE VARIOS CIENTOS DE VIRIONES POR BACTERIA POR -

GENERACIÓN. 

UNA DE LAS DIFERENCIAS MÁS IMPORTANTES ENTRE EL FAGO --

0 X 174 Y LCS FAGOS FILAMENTOSOS, ES QUE EL PRIMERO ES LIBERADO 

POR MEDIO DE LA LISIS DE LAS CÉLULAS Y LOS SEGUNDOS SON EXPULSA­

DOS O SECRETADOS, A TRAVÉS DE LA MEMBRANA CELULAR AL MEDIO DE -­

CULTIVO, SIN CAUSAR LISIS DE LA BACTERIA. 

Los FAGOS FILAMENTOSOS TIENEN UNA REGIÓN INTERGÉNICA DE 

ALREDEDOR DE 500 NUCLEÓTIDOS NO TRADUCIDA, ESTE HECHO PERMITE 

LA INSERCIÓt>' DE FRAGMENTOS DE DNA EXTRAÑOS AL GENOMA DE ÉSTOS -­

HASTA DE 10 KILOBASES (l<B) SIN DESTRUIR LA VIABILIDAD DEL FAGO. 

UN SEGUNDO HECHO CRfTICO ES QUE LA NATURALEZA FILAMENTOSA DEL Vl 

RION PERMITE EMPACAR DIFERENTES TAMAÑOS DEL DNA ( 30 ) , 

EXISTEN NUMEROSOS TRABAJOS REPORTADOS EN DONDE UTILIZAN 

El FAGO 0 X 174 PARA PRODUCIR MUTACIONES DIRIGIDAS ------------­

SITIO ESPECfFICAS: TRANSICIONES ( 31 ), TRANSVERSIONES ( 32 ), -

DELECIONES tE UNA SOLA BASE ( 33 ), lAMBitN EXISTEN INVESTIGA-

•. . 1 
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CIQ~ES CQN L.OS FAGOS f Jl.AME.NTOSQS DifERPHES A M,1,3 ( 34 ) • DEBEN 

su VERSATILIDAD COMO VEH!CU~QS MOL,ECUL.ARES AL PESARRQLJ.,0. liECHO -­

POR MEss I NG y coLABoRADOREs ( 35 > •. EL. FAGO M13 HA REc rnú)o MA-­

voR ATENCIÓN EN LOS ÚLTIMOS TIEMPOS y su uso ESTÁ AMPLIAMENTE 

EXTENDIDO. 

5. FAGO M13. 

EL FAGO M13 PRESENTA TODAS LAS CARACTERf STICAS DE UN FA­

GO FILAMENTOSO COMO SER ESPECÍFICO PARA CEPAS DE E.COLI B. Y NO 

PRODUCIR LISIS CELULAR. 

EN EL DNA DEL FAGO EN FORMA REPLICATIVA PUEPEN CLONARSE 

FRAGMENTOS DE DNA QUE SE REINTRODUCE POR TRANSFECCIÓN EN CÉLULAS 

DE f..COLI. LAS CÉLULAS INFECTADAS EXPULSAN LAS PARTfCULAS DEL -

FAGO CADA UNA DE LAS CUALES CONTIENE UNA f"IOLÉCULA DE DNA C I RCU-­

LAR DE CADENA SENCILLA~ POR LO QUE SE PUEDE OBTENER DNA DE CADE­

NA f.ENCILLA CONTENIENDO UN INSERTO DE UNA MANERA SIMPLE. 

LA CLONACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA EN EL RF DEL M13 HA -

SIDO FACILITADA POR UNA SERIE DE MEJOR~AS PRODUCIDAS POR INGENJg 

RIA GENÉTICA EN ESTE VIRUS POR MESSING ET AL, 1978 ( 35 ), 

EL FAGO RESULTANTE Ml3 MP7 TIENE VARIAS CARACTERISTICAS 

QUE LO HACEN UN BUEN VEHf CULO DE CLONACI~~' TA~ES COMO SU TAMAÑO 

PEQJEÑO DE 7 238 PARES DE BASES Y SU ALTO NOMERO DE COPIAS (CASI 

200 POR CÉLULA), .. ,/ 
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ESTE FAGQ Ml3 MP7 TIENE INSERTADO DENTRO DE LA REGIÓN -

INTERGeNICA ENTRE LOS GENES IV Y 11, UN FRAGMENTO PEL OPERÓN DE 

LACTOSA· (LAr) DE E.COL! QUE COMPRENDE LA SECUENCIA DE DNA ~EL -

PROMOTOR, EL. OPERADOR Y PARTE DEL GENE ESTRUCTURAL DE ,6'-GALACTO­

SIDOSA QUE CODIFICA PARA LOS PRIMEROS 145 AMINOÁCIDOS, 

EL PRODUCTO CODIFICADO POR ESTE SEGMENTO DE OPERÓN DE -

LACTOSA ES COMPLEMENTARIO AL CODIFICADO POR EL EPISOMA CONTENIDO 

EN LA CEPA ,:MlOl. ESTA CEPA PRODUCE SOLAMENTE EL SEGMENTO CAR­

BOX I LO TERMINAL DE LA ¡3-GALACTOSIDOSA POR LO QUE LA ENZIMA ES 

ltlACTIVA, 

Los PRODUCTOS POLIPEPTfDICOS DE LA REGIÓN LAC DEL EPISQ 

MA DE LA JM101 Y DEL FAGO FORMAN UNA PROTEfNA QUE PRESENTA ACTI­

VIDAD DE 13-GALACTCSIDOSA CUANDO UNA ceLULA ES INFECTADA; A ~S­

TE FENÓMENO SE DENOMINA ~-COMPLEMENTACIÓN ( 36 ) , 

EL FENOTIPO LAC ES IDENTIFICADO POR PLACAS AZULES EN UN 

MEDIO QUE CC1NTENGA EL SUSTRATO 5-BROM0-4-CLOR0-3-INDOLIL- ¡!3-..b·G8. 

LACTÓSIDO (X-GAL) Y EL INDUCTOR GRATUITO DEL OPERÓN LAC ISOPRO­

PI L-(9 -.b-TIO-GALACTOPIRANOSIDO (JPTG), 

ADEMAS DENTRO DE LA REGIÓN ESTRUCTURAL DEL GENE DE ----

8-GALACTOSIDOSA SE INSERTÓ UN FRAGMENTO DE 42 PB SINTETIZADO -

IN vriRO QU[ CONTIENE VARIOS SITIOS PARA ENZIMAS DE RESTRICCIÓN 

.. ,/ 



... / 
(BAM HL Sf\L l, PsT L Acc l. Y Hrt'{C I l; VER fIGURA N9M· 5). OE~ 

PU~S DE LA INSERCI9N P~ ESTE FRAGMENTO E~ Ml3 MP7 SIGV~ SIENDO 

INFECTIVO y CAPAZ DF. SINTET°zzAR p-GALACTQSIPOSA FUNCIONAL. 

LA INSERCIÓN DE UN FRAGMENTO DE DNA DENTRO DE UNO DE -­

ÉSTOS SITIOS, ES FÁCILMENTE MONITOREADO PORQUE DE LA CLONACIÓN -

PRODUCE LA PtRDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA p-GALACTOSIDOSA (SE --­

PRODUCE UN PtPTIDO NO FUNCIONAL), OBSERVÁNDOSE UN CAMBIO DE PLA­

CAS AZULES A PLACAS BLANCAS), 

EL Ml3 MP7 TIENE UNA GRAN APLICACIQN EN EL MtTODQ DE S~ 

CUENCIA DE DNA DE SANGER ET Al ( 37 ) . 

ESTE MtTODO DE TERMINADORES O DEL ~DIDEQXI" ES SIMPLE -

Y RftPIDO, EL MtTODO CONSISTE EN LA CLONACIÓN DEL FRAGMENTO PE -

DNA QUE SE DESEA SECUENCIAREN EL FAGO Ml3 MP7 EN ALGUNO DE LOS -

SITIOS DEL FRAGMENTO DE 42 P,B. EL DNA DEL FAGO PE CADENA SEN-

CILLA FUNCIONARÁ COMO TEMPLADO PARA LA DNA POLIMERASA (KLENOW) 

LA C.UAL HA PERDIDO LA ACTIVIDAD DE EXONUCLEASA 5'---- 3' -

DE LA ENZIMA INTACTA. ESTA ENZIMA SE UTILIZA PARA SINTETIZAR -­

UNA COPIA RADIOACTIVA COMPLEMENTARIA AL TEMPLADO A PARTIR DE UN 

FRAGMENTO DE DNA O CEBADOR HIBRIDIZADO AL TEMPLADO JUSTO ANTES -

DE LA SECUENCIA BLANCO, 

LA REACCIÓN ES INCUBADA EN PRESENCIA DE DESOXIRRIBONU­

CLE·JTIDOS (UNO DE ELLOS RADIOACTIVO) Y PE UN DIDESOXIRRIBONU--

... / 



ATGACCATGATTACGAATTCCCCGGATCCGTCGACCTGCAGGTCGACGGATCCGGGGAATTCACTGGCC 
a ) l-J L_J '---> (..._,j L-...) L..J 

Ml3 MP7 

Eco Rl lW-1 HI SAL l Psr 1 SAL 1 B#1 HI Eco Rl 

HINC 11 HINC 111 

FIGURA NOM, 5 r1iAPA GEN~TICO DEL M13 MP7, 
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Cl..ECTIOQ PARA. CA.TIA J3ASE QUE SE ~ESEA l-,EEH (4 INCllaACIONES SEPARA 

DAS), DE TAL MANERA QUE EXISTE LA PROBABIL.IDAD QUE EL, Dl,PESOXI-­

RRIEONUCLEÓTIDO SEA INCORPORADO EN CADA UNA DE LAS POSICIONES, -

EN LAS CUALES ES COMPLEMENTARIO. AL SER INCORPORADO EL DIDESC 

XIRFIBONUCLEÓTIDO, ~STE YA NO ES SUSTRATO PARA LA DNA POLIMERASA 

l Y, POR LO TANTO, LA REACCIÓN SE PARA EN ESTA POSICIÓN.1 RESLl.TAt:!. 

DO LNA POBLACIÓN DE MOL~CULAS DE DIFERENTE TAMAÑO, QUE CORRESPOtt 

DEN A LA POSICIÓN DONDE FUE INCORPORADO EL DIDESOXIRRIBONUCLEÓTl 

DO ESPECfFICO, 

LA SECUENCIA ES DEDUCIDA AL CORRER UNA ELECTROFORESIS 

CON LAS 4 REACCIONES (UNA POR CADA LETRA) EN UN GEL DESNATURALI­

ZANTE CON LA POSTERIOR AUTORRADIOGRAFfA DEL GEL. 

6. PROMOTORES (PROCARIOTES). 

PROMOTOR ES UNA SECUENCIA DE DNA QUE ES RECONOCIDA POR 

LA F.NA POLHii:RASA,FORMANDO UN COMPLEJO A PARTIR DEL CUAL LA ENZl 

MA INICIA LA SÍNTESIS DE RNA EN FORMA DEPENDIENTE DE DNA. -----­
( 3ó ). 

ESTUDIOS COMPARATIVOS DE LA SECUENCIA DE APROXIMADAMEN­

TE rO PROMOTORES, HAN REVELADO LA EXISTENCIA DE SECUENCIAS ALTA­

MEN1E CONSERVADAS ALREDEDOR DE LAS POSICIONES -10 Y -35 DEL PRO­

MOTC1R, (LOS NÚMEROS NEGATIVOS SE REFIEREN A LA POSICIÓN HACIA -­

ARR"BA A PARTIR DEL PRIMER NUCLEÓTIPO TRANSCRITO EN EL DNA). 

. .. / 
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LA SECUENC l A. JJE ... ¡o ES UI'{. HEX~MERO FRECUENTEMENTE NOM~­

BRACO COMO "PRIBNOW BOX~ ( 39 ), TIENE UNA SECUENCIA PROTOT~PICA 

TATPAI EN LA CUAL LA ÜLTIMA POSICIÓN (OCUPADA POR UNA TIMINA 'suª 

RAYPDA), ES IDtNTICA EN TODOS LOS PROMOTORES INVESTIGADOS, LAS 

2 PRIMERAS POSICIONES TAMBitN ESTÁN MUY CONSERVADAS . 

. 
LA REGIÓN DE -35 ES TTGACA EN DONDE EL TRINUCLEÓTIDO --

TTG ES ALTAMENTE CONSERVADO, SEGUIDO POR 3 BASES QUE SE HAN MAN­

TENIDO UN POCO MENOS EN LA SECUENCIA DEL PROMOTOR, 

TAMBltN SE OBSERVA PREFERENCIA EN EL NUCLEÓTIDO CON EL 

CUAL SE INICIA LA TRANSCRIPCIÓN YA QUE LA CADENA DE RNA COMIENZA 

PREDOMINANTEMENTE CON UNA PURINA, DONDE A ES MÁS FRECUENTE QUE -

G. EN ALGUNOS CASOS PUEDE INICIAR CON C. SIGUIENDO ESTA ESPE­

CIFICIDAD, EL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCIÓN ESTÁ LOCALIZA­

DO DENTRO DE UNA SECUENCIA POCO CONSERVADA CCAT) A 6 O 9 PARES -

DE BASES HACIA ABAJO DE LA REGIÓN -10, FIGURA NOM, 6. 

EL NÚMERO DE NUCLEÓTIDOS QUE SEPARA LAS REGIONES DE --­

-10 Y -35 ES IMPORTANTE PARA LA EFICIENTE FUNCIÓN DEL PROMOTOR.­

LA DISTANCIA ÓPTIMA ENTRE ESTAS SECUENCIAS CONSERVADAS ES DE -~-

17 P,B, 

SE SABE QUE DISTINTOS PROM.OTORES TRABAJAN CON DI fERENTE 

EFICIENCIA, LA PRUEBA M~S DIRECTA Pl\.RA SABER LA EFICIENCIA DE -

UN .:JROMOTOR, ES MEDIR LA FRECUENCIA CON LA CUAL LA s'rÑTESIS DEL 

.. ,/ 



-60 -40 -20 +l +20 

Protección de la 
RNA polimerasa 

Promotor 
consenso 

Regi6n de 
apertura 

·---D!i>RNAm 

---J\.T- TTGACA-TATAAT-CAT'----3' 

-43 -35 '17pb -10 +l 

Regiones de 
Mayor contacto . -i.---111 ~1---)j kl 

FIGURA 6, ESQUEMA DE LAS CARACTERISTICAS DE UN PROMOTOR DE 
E, COLI, 

A) EL NÚMERO DE PARES DE BASES QUE ES PROTEGIDO POR LA 
RNA POLIMERASA EN EXPERIMENTOS DE PROTECCIÓN CONTRA 
DIGESTIONES DE DNA ASA I, 

B) SECUENCIA DE UN PROMOTOR PROCARIOTE, 

C) REGIÓN EN LA CUAL OCURRE ISOMERIZACIÓN. 

D) REGIONES DE MAYOR CONTACTO EN EL COMPLEJO DNA POLI­
MERASA PROMOTOR, 
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RNA M APROPIADO gs INJCIARA· PEB~PO. A QUE ESTE VA~OR Es DlffCIL 

PE C•JHENER EN ESTUDIOS ip, Viy~,, SE RECURRE A U~A P!WEBA INDIRE~ 
TA G1ÜE CONSISTE EN MEDIR LA EFICIENCIA PE UN PROMOTOR COMO EL -­

NIVEL .AL ¿UAL so~ EXPRESADAS PROTEfNAS RELEVANTES; AUNQUE SABE-· 

MOS QUE EL NIVEL DE EXPRESIÓN DE UNA PROTEfNA PUEDE DEBERSE.1 AD~ 

MÁS DE LA EFICIENCIA DEL PROMOTOR,, A LA COMPOSICI~N Y LARGO DE -

SECUENCIAS NO TRADUCIDAS.1 ASf COMO OTROS FACTORES A NIVEL DE --­

TRAflUCCIÓN, 

· . UN PROMOTOR FUERTE INICIA LA SfNTESIS RNA M CON ALTA -­

FRECUENCIA, 

Ex¡sTEN 3 PARÁMETROS QUE DEBEN ESTAR RELACIONADOS CON -

LA FUERZA DE UN PROMOTOR, 

A) LOCALIZACIÓN DEL PROMOTOR • 

. sr . VELOCIDAD DE FORMACIÓN DEL COMPLEJO CERRADO RNA -

POLIMERASA-PROMOTOR Y POSTERIOR FORMACIÓN DEL COM 

PLEJO ABIERTO, 

C) VELOCIDAD CON LA CUAL EL COMPLEJO ABIERTO PUEDE -

INICIAR LA TRANSCRIPCIÓN. 

. . 
EN VARIOS PROMOTORES LA VELOCIQAD PE INICIACI~N DE ~A -

SfNTESIS DE RNA ES ALTAMENTE R~PIDA COMPARADA CON LA VE~OCIDAD -

.. ,/. 
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PE fORMAC I Ótl PE!., CQMPLf:JO CE R. RAPO, . POR OTRA LADO, LA ESTAB 1 LI­

OAD DEL COMPLEJO, COMO LA VELOCIPAP DE FORMACIÓN DE ÉSTE, VARf AN 

CONSIDERABLEMENTE ENTRE PROMOTORES Y PUEDEN CONTRIBUIR A LA FUER 

ZA DE ESTOS ( 40 ), 

POR FORMACIÓN DE COMPLEJO CERRADO ENTENDEREMOS UNA lNTER 

ACCIÓN ESPECfFICA DE LA POLIMERASA CON EL PROMOTOR DE DOBLE -­

CADENA (CUANDO LA POLIMERASA SE ANCLA AL PROMOTOR), ESTE COM-­

PLEJO SIERVE COMO UN INTERMEDIARIO PARA LA FORMACIÓN DEL COMPLE­

JO ABIERTO, QUE ES CUANDO LA RNA POLIMERASA SE ENCUENTRA A. PUNTO 

DE INICIAR LA TRANSCRIPCIÓN EN UN ESTADO VIRTUALMENTE IRREVERSI­

BLE, EN EL QUE TIENE CONTACTOS ESPECfFICOS CON EL PROMOTOR EN -­

LAS REGIONES CONSENSO DE -10 Y -35 DE DOBLE CADENA Y CON DNA DE 

CADENA SENCJLLA, QUE COMPRENDE EL DNA ABIERTO POR ELLA MISMA EN 

LA REGIÓN EtlTRE -9 Y +3 (LA RNA POLIMERASA ACTÚA EN ESTE PUNTO -

COMO UNA PROTE[NA DESESTABILIZANTE DE LA HtLICE), 

W, MCKLURE ( 41 ) HA CALCULADO LAS CONSTANTES DE EQUILl 

BR 10 PARA lJ~ FORMACIÓN DE CADA UNO DE LOS COMPLEJOS EN ALGUNOS -

PROMOTORES. HA DETERMINADO QUE PARA UNOS LA EFICIENCIA ESTÁ -­

DADA POR LA CONSTANTE DE EQUILIBRIO DE FORMACIÓN DE COMPLEJO --­

ABIERTO Y QUE, PARA OTROS, LA VELOCIDAD DE UNIÓN DE LA RNA POLl­

MERASA AL PROMOTOR ESTA MAS RELACIONADA CON LA FUERZA DE tSTE. 

PAHA EL ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN ENTRE LA ENZIMA Y EL 
DNA, SE AISLARON FRAGMÉNTOS DE DNA PROTEGIDOS POR LA RNA POLIME-

' . . ! 
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RASA CONTRA LA PIGESTIÓ~ PE kA ENZIMA PNA (ISA 1. E~ TAMAÑO PE 

ESTE DNA PROTEGIDO ES APROXIMAPAMEN.TE PE 80 t'WC~E~TIPQS Y CUBR.E 

LAS REGIONES DE -60 A +20 DEL. PROMOTOR (SCHIMITZ y GALAS.)' 

INTERESANTEMENTE UNA DE LAS 2 CADENAS DE DNA ES PROTEGl 

DA CON MENOR EFICIENCIA QUE LA OTR,1\1 INDICANDO UNA ORIENTACIÓN -

DE LNIÓN DE LA PROTEfNA AL TEMPLADO, 

EXPERIMENTOS DE PROTECCIÓN CON RNA POLIMERASA CONTRA -­

REACTIVOS QUE MODIFICAN CIERTAS BASES EN EL DNA Y QUE POSTERIOR­

MENTE SENSIBILIZAN A LOS ENLACES FOSFODIESTER A LA HIDRÓLISIS 

(GILBERT ET. AL 42L HAN PODIDO SUGERIR QUE LA REGIÓN DE -10 ES 

IMPORTANTE PARA EL RECONOCIMIENTO DEL PROMOTOR POR LA RNA POLIMg_ 

RASA Y QUE LAS REGIONES DE -35 Y -10 SON IMPORTANTES PARA LA ISQ 

MERIZACIÓN, 

DEBIDO A QUE LOS PROMOTORES SON UN PUNTO IMPORTANTE EN. 

LA F!EGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GEN~TICA1 ES NECESARIO DETERMINAR 

LA f!ELACIÓN ENTRE LA ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE ESTOS, EN RELA--­

CIÓN A EST01 BASTANTES LOGROS SE HAN ALCANZADO CON EL USO DE MU­

TACl ONES PRODUCIDAS CON MUTAGENOS; SIN EMBARGO SE REQUIERE QUE -

ESTAS MUTACIONES PROPORCIONEN UN FENOTIPO QUE PERMITA DETECTAR -

LA rtUTACIÓN1 LO CUAL PUEDE SER ALTAMENTE COMPLICADO. 

Es POR ESTO QUE SE HA UTILIZADO YA EN VAR.IAS OCASIONES 

LA .''1UTAG~NESIS DIRIG.IDA ( 43 ) PARA COMPRENDER UN POCO ~S LA -­

REL~CIÓN ENTRE ESTRUCTURA Y FUNCIÓN, 

' • . ! 
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II. ANTECEDENTES. 

1. SfNTESIS y CLONACIÓN BIOLÓGICA DE ÜN PROMOTOR CON­

SENSO, 

TRATANDO DE INDAGAR EL NIVEL MÁS FUNDAMENTAL DE LA EX-­

PRESIÓN GENtTICA; EL RECONOCIMIENTO DE LA RNA POLIMERASA POR EL 

PROMOTOR: X. SOBERÓN EN COLABORACIÓN CON J. RossI y K. ITAKURA 

( 44 ), CONSTRUYERON POR MEDIO DE SfNTESIS QUfMICA UN SEGMENTO 

DE DNA QUE CONTIENE LA SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS PROMEDIO DE UN 

PROMOTOR DE E. COLI , DICHA SECUENCIA FUE BASADA EN EL CONOCI-

MIENTO DE 50 SECUENCIAS DE PROMOTORES REPORTADAS Y DADO QUE RE­

GIONES DE ALTA HOMOLOGÍA HAN SIDO DETERMINADAS, SE CONSTRUYÓ -­

UN PROMOTOR CONSENSO, COMO UN MODELO DE PROMOTOR, CABE SEÑA-­

LAR QUE UN PROMOTOR PROCARIOTE QUE CONTENGA LA SECUENCIA CONSE! 
... 

SO NO HA SI DO ENCONTRADO EN LA NATURALEZA, 

. . . . . ' 

EL PROMOTOR CONSENSO FUE SINTETIZADO USANDO EL M~TODO -
. " ... 

DEL FOSFOTRIESTER Y PRESENTA LAS SIGUIENTES CARACTERÍSTICAS: --

ES UN SEGMENTO DE 42 PARES DE BASES QUE CONTIENE EN LA REGIÓN -
. . . . ~ . . 

DE -35 LA SECUENCIA CONSENSO CTTGACA), EN LA REGIÓN DE -10 LA 

SECUENCIA TATAATG; UN SITIO DE Eco RI INMEDIATAMENTE HACIA ARRl 

BA DE LA REGIÓN DE -35, UNA DISTANCIA PROMEDIO DE 17 PARES DE -

BASES ENTRE -10 Y -35 Y EXACTAMENTE EN MEDIO DEL PROMOTOR UN Sl 

TIO DE HPAI, QUE FACILITARA MANIPULACIONES TALES COMO DELECIÓN 

1 1 ./ 
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DE NUCLEÓTIDOS O INTERCAMBIO PE REGIONES FUNCIONALES. HAY QUE -

MENCIONAR QUE EL PROMOTOR NO INCLUYE LA SECUENCIA CONSENSO ALRE­

DEDCR DEL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCIÓN. 

EL PROMOTOR CONSENSO FUE INTRODUCIDO A LAS CELULAS BAC-­

TERIANAS CLONÁNDOLO EN PLÁSMIDOS. EN ESTAS MOLtCULAS RECOMBINAN 

TES EL PROMOTOR SE ENCUENTRA DIRIGIENDO LA TRANSCRIPCIÓN DE GE­

NES DE RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS (TETRACICLINA O CLORANFENICO~) 

GON OBJETO DE SEGUIR Y CUANTIFICAR SU ACTIVIDAD BIOLÓGICA, 

EN EL TRABAJO REPORTADO POR X. SOBERÓN Y COLABORADORES -

45 ), SE DEMOSTRÓ CONCLUYENTEMENTE QUE EL PROMOTOR CONSENSO ES 
... 

FUNCIONAL in vivo, LO QUE FAVORECE SU USO COMO MODELO DE PROMO-

TOR PARA ESTUDIOS DE INTERACCIÓN CON LA RNA POLIMERASA, 

2, SECUENCIA DEL GENE DE LA ACETI L TRANSFERASA DE CL0-­

RANFEN l COL. 

EL ELEMENTO GENtTICO "TRANSPONIBLE" TN 9, CO~SISTE DE -­

DOS SECUENCIAS REPETIDAS DIRECTAS DE INSERCIÓN ( ISl ) QUE FLAN­

QUEAN UNA REGIÓN DE 1102 P.B, LAS CUALES DETERMINAN LA RESISTEN­

CIA A CLORANFENICOL, 

LA RES I STENC 1 A A CLORANFEN 1 COI. ll:TERMINADA POR TN 9 ES Dg 

BID;~ A LA SfNTESIS DE LA ENZIMA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENI­

COL ( CAT ) , 

',,/ 
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LA SECUENCIA NUCLEQTflHCA DE CAT fUE: OBHNtDA POR. ALTON 

Y VAPNEK ( 46 ) POR EL M~TODO DEL"DIDEOXI" DESARRO~LADO P6R -­

SANGER, 

Los FRAGMENTOS DE DNA QUE CODIFICAN PARA EL PROMOTOR -­

SINT~TICO Y PARA EL GENE DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENl 

COL SE CLONARON EN UN DERIVADO DEL PLÁSMIDO PBR322J DANDO ORI-­

GEN AL PLÁSMIDO PÍ\36CM. LAS UNIONES RESULTANTES DE ESTAS MANI­

PULACIONES FUERON TAMBI~N SECUENCIADOS POR SOBER6N ET AL( 47 )­

y SE MUESTRAN EN LA FIGURA NOM. 7. 

1 •• / 
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FIGURA NOM. 7 DIAGRAMA GENERAL DE LA CLONAC.IÓN DE LOS FRAGMENTOS DE DNA QUE coofr1cAN PARA EL -
PROMOTOR SINT~TICO Y PARA EL GENE DE LA ACETIL TRANSFERASA DE CLORANFENICOL, 
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lII. OBJETIVOS. 

l. f"oNTAR LA T~CNICA MUTAG~NEsis SITIO EsPECff ICA PIRI­

GIDA POR 0LIGONUCLEÓTIDOS EN EL fAGQ Ml3. 

COMC· YA SE MENCIONÓ, CON ESTA T~CNJCA SE PUEDE CONEC-­

TAR GENES ft NUEVOS PROMOTORES, POR MEDIO DE LA INTRODUCCIÓN DE 

DELECIONES ESPECÍFICAS; SE PUEDEN OBTENER GENES H[BRIOOS; CREAR 

SITIOS DE RESTRICCIÓN ETC, POR LO QUE ES DE GRAN UTILIDAD PARA 

UN LABORATORIO DE lNGENIERfA GEN~TICA MANEJAR ESTA T~CNICA EN --. . 

FORMA RUTINARIA PARA DIRIGIR MUTACIONES ESPECfFICAS DESEADAS, 

ESTA T~CNICA ES CONTEMPLADA, COMO UNA APLICACIÓN DE LA -

S(NTESIS DE POLINUCLEÓTIDOS Y DENTRO DE LOS PROYECTOS DE TRABAJO 

DEL LABORATGRIO DE SfNTESIS QU{MICA DE OLIGONUCLE~TIDOS DEL ---­

CEINGEB. 

2, PRODUCIR UNA DELECIÓN (ELIMINACIÓN DE 2 BASES) EN 

LA DISTANCIA ENTRE -10 Y -35 DEL PROMOTOR CONSENSO. 

SE SABE QUE EN CAS 1 TODOS LOS PRCMJTORES FUERTES LA D 1 S-­

TANC IA ENTRE LA REGIÓN DE -35 Y -10, ES DE 17 P,B. Y QUE SI SE -

AUMENTA O SE: ACORTA ESTA, DISMINUYE LA FUERZA DEL PROMOTOR. SIN 

EMBARGO,FAL~A ESCLARECER LA VERDADERA IMPORTANCIA DE ESTA DIS-­

TANCIA EN EL FUNCIONAMIENTO DE UN PROMOTOR. 

' .. / 
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. . . 

EN EL PROMOTOR CONSENSO ES POSIBLE PRODUCIR lNS~RGJO~ES 

o El.IMINACIONES DE BASES ESPECfflCAS EN LA REGl~N ENTRE ·-10 y -

-35 Y RECOMBINAR LAS MUTACIONES OBTENIDAS POR MEPIO PEL SITIO -

DE HPA L QUE ESTÁ LOCALIZADO A LA MITAD DEL PROMOTOR,· DE --­

AH f QUE ÉSTE RESULTE UN MODELO IDEAL PARA COMPRENDER LA RELA-­

C I 6~, ENTRE LA SECUENCIA INTERMEDIA DE -10 A -35 Y EL FUNCIONA-­

MIEHO DEL PROMOTOR. 

DEBIDO A QUE EL PRINCIPAL OBJETIVO DE ESTA TESl
0

S ES MOr! 

TAR LA MUTAG~NESIS SITIO ESPECfFICA, SE EMPLEAR~ ESTA T~CNICA -

~ARP. PRODUCIR UNA DELECI6N DE 2 P.B. EN EL LADO DERECHO PEL si 
TIO DE HPA l DEL PROMOTOR CONSENSO, LA CUAL ES 1 MUTACl~N IMPOR 

TANTE PUES SE PUEDE RE~INAR POSTERIOfffNTE CON UNA DOBLE INSERCIÓN 

EN EL LADO IZQUIERDO DEL SITIO DE~. FIGURA NÓM. 8. 

3, CREAR UN SITIO DE RESTRICCIÓN INMEDIATAMENTE ANTES 
. . . 

DEL COD6N DE INICIACIÓN DE LA TRADUCCIÓN DEL GEN -

DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENICOL, 

SE DECIDIÓ CREAR UN SITIO PARA LA ENZIM~ DE RESTRICCIÓN 

XBA 1 ANTES DEL CODÓN QUE CODIFICA PARA. EL lER AMINOACIDO DE -

LA ACETIL TRANSFERASA DE CLORANFENICOL1 CON EL FIN DE TE~ER ES­

TA ENZIMA EN FORMA DE UN wCASET O MODULO TRADUCCIONALw; ES DE-­

CIR, EN FORMA DE UN FRAGMENTO DE DNA QlE PlEDA SER CO~TADO CON -

2 ENZIMAS DE RESTRICCIÓN PARA POSTERIORMENTE SER COL.OCADO ----

·'' ,/ 
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DESrU~S DE UN PROMOTOR. y UH SITIO pi:; UtÚ9N A RIBQSQM~,APECUAPQ 
Pt.RA SER TRANSCR 1 TO Y TRADUC 100, 

SITIO DE LA MUTACI OINI 

E1:0RI -35 Hpa 1 ·10 

GAA~TCTTGACAATTAGTTAACTATTTGTTATAATGTATTCCCAAGCTT 
TTAGTTAACTA Í TGTT 
g-,h~~lfoEOTIOO OOBLE OELECION 

FIGURA iiúM, 8 cSQUEMA DEL SITIO DE LA MUTACIÓN EN EL PROMOTOR -­

SINT~TICO (DOBLE DELECIÓN), 

, , ,/ 

r 
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IV. fiATERIAL Y METODOS, 

l. REACTIVOS, 

Los REACTIVOS FUERON OBTEN IDOS EN LAS s 1GU1 ENTES 

CASAS COMERCIALES: 

- J, T. BAKER, USA: AZUL DE BROMOFENOL, X!LENCIANOL. 

- BIO-RAD LABORATORIES, US.~: AGAROSA.o 75-MERCAPTOETANOL, 

PEP.SULFATO DE AMONlO, POLIACRILAMIDA, BIS, RESINA A-50, 

RHINA DOWER 50x-x8, SODIO-DODECIL-SULFATO (SDS) .. 

TRITÓN X-100, TEViED (N .. N,N' ,N'-TETRAMETI LETI LENDIAMI-

NAJ. 

- BIOXÓN DE M~XICO: AGAR BACTERIOLÓGICO, PEPTONA DE CA­

SEÍNA PURIFICADA (TRIPTONA)~ 

- CALBIOCHEMI LABORATORIES, USA: YODURO DE PROPIDIO, 

- ~1EHCK DE N~XICO: EXTRACTO DE LEVADURA .. TRIS CHIDROXl-

ME-·1L-AMINOMETANO), UREA, 

- Pl BIOCHEMICAL USA: DDNTP <DIDEOXIRRIBONUCLEÓSIDOS -­

TR! FOSFATO), 

- NE~I ENGLAND NUCLAR, USA: [ P :::z ] ATP, 

- SIGMA DE f·:~XICO: ACEITE MINERAL, ALBÚMINA .. BROMURO DE 

ETlDIO, CLORURO DE CESI0.1 NUCLEÓSIDOS TRIFOSFATO, X-GAL 

(5-BROMO, 4-CLORO, 3-INDOLiL~-D-GALACTÓSIDO), 

- J, - , BAKER DE Vi~X 1 CO: TODOS LOS DE,.iÁS, 

... / 
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- DI Y. T~.INUC(E9TIDQS FUERON .PROPO~CIONADOS POR J:I.. LABORA­

TORIÓ DE SfNTESIS QU~MICA DE DNA DEI.. C,E, l.N·,G,E,B. ,---­

UNAM C 47 ) • 

2. CEPA Y fAGO. 

~ COLI Kl2-JM101. 

FAGO M3MP7. 

~LAC-PRD-SUP E, THI [f 'TRA D391 
PRO AB,,' LAC IQ'], Cotff.IENE UNA. 

DELECIÓN DE LA REGIÓN LAC-PRO DEL 

CROMOSOMA. EL EPISOMA LLEVA EL -

OPERÓN DE LA BIOSfNTESIS DE PROLl 

NA, EL OPER6N LAC CON LAS SIGUIEK 

TES MUTACIONES: UNA MUTACIÓN EN -

EL PROMOTOR DEL GEN LAC J, QUE SQ 

BREPRODUCE REPRESOR; UNA DELECIÓN 

EN EL GEN ESTRUCTURAL DE LA ~-GA 

LACTOSIDASA QUE RESULTA EN LA PRQ 

DUCCJÓN DE UN SEGMENTO CARBOXILO 

TERMINAL DE LA ENZIMA INACTIVA. -

( 48 ). 

EL FAGO LLEVA UNA PEQUEÑA PARTE -

DEL OPER~N DE LAC. ESTA PARTE --

1 NCLUYE. UNA REG l ÓN REGULAPORA Y 

. TAMBI~N LA INFORMACIÓN PARA LOS -

. PRIMEROS 146 REsrnuos DE AMINoAci 
. . 

DOS DEL GEN ESTRUCTURAL DE LA --

.. ,/ 
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3. MEDIÓS DE CULTIVO. 

MEDIO YT LIQUIDO. 

-8G TRIPTONA, 

(3-GALACTOS I DASAJ QUE ES EL SE!2_ 

MENTO COMPLEMENTARIO A LA DELEf 

CIÓN DE LA REGIÓN DE LA ¡3-GALAf;_ 

TOSIDASA DEL EPISOMA CONTENIDO -

EN LA CEPA JM101, ( 49 ) , 

Los PRODUCTOS POLIPEPTIDICOSJ DE 

LA REGIÓN LAC DÉL EPISOMA DE LA 

JM101 Y DEL FAGO, FORMAN UNA PRQ_ 

TEfNA QUE PRESENTA ACTIVIDAD DE­

f-GALACTOSIDASAJ CUANDO UNA C~­

LULA ES INFECTADA, EL FENOTIPO­

LAC ES IDENTIFICADO POR PLACAS­

AZULES EN üN MEDIO QUE.CONTENGA­

XGAL E IPTG. (INDUCTOR GRATUITO­

DEL OPERÓN LAC), 

-5G EXTRACTO DE LEVADURA 

-5G NACL 

- 1 LITRO DE H 2 0 

p./ 
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3, MEDIÓS DE CULTIVO, 

NEDIO YT LfQUIDO. 

-8G TRI PTONA. 

¡1-GALACTOS IDASA, QUE ES EL SE§. 

MENTO COMPLEMENTARIO A LA DELE~ 

CI6N DE LA REGIÓN DE LA ¡3-GALA~ 

TOSIDASA DEL EP!SOMA CONTENIDO -

EN LA CEPA JMlOl, ( 49 ) , 

Los PRODUCTOS POLIPEPTIDICOS, DE 

LA REGIÓN LAC DÉL EPISOMA DE LA 

j~1101 Y DEL FAGO, FORMAN UNA PRQ. 

TEfNA QUE PRESENTA ACTIVIDAD DE­

¡6'-GALACTOSIDASA, CUANDO UNA CÉ­

LULA ES INFECTADA, EL FENOTIPO­

LAC ES IDENTIFICADO POR PLACAS­

AZULES EN UN MEDIO QLJE.CONTENGA­

XGAL E IPTG. (INDUCTOR GRATUITC­

DEL OPERÓN LAC) , 

-5G EXTRACTO DE LEVADURA 

-SG NACL 

- 1 LITRO DE H 2 0 

' . • ! 
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.. aG TRIPTONA 

.. SG EXTRACTO DE LEVADURA 

-SG NACL 

-6G AGAR 

-1 LITRO DE H2 0 

CAJAS DE PETR 1 . 

AGR.EGAR 15 G DE AGAR PQR LITRO DE CUL T 1 ~O , 

4. ENZIMAS, 

4.1 ENDONUCLEASAS DE,RESTRICClpN; 

• Lt2 

ESTAS ENZIMAS FUERON ADQUIRIDAS A BETHESPA --­

RESEARCH lABORATORIES, O PREPARADAS EN EL LABORATORI.O SEG9N EL -

M~TODO DE GREEN ET AL ( 42 ), LAS CONDICIONES OE REACCl~N PA­

RA CADA UNA DE LAS ENDONUCLEASAS DE RESTRICCIÓN SE DESCRIBEN A -

CONi' 1 NUAC l ÓN : 

0.1 M TRIS PH 7.5 

5.0 ~ MGC12. 

0.1 M Nf\Cl 

0.00021 HPqo 
. ,,/ 
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- ~AEIII 

- 1-:INDlll 

6 MM MGC12 
6 MM TRIS PH 7.5 

6 MM -MERCAPTOETANOL 

6,6 MM TRIS PH 7.5 

6.5 MM MGC12 

.43 

LM INCUBACIONES SE LLEVAN A CABO A 37°C DURANTE 60 MIN.!,! 

TOf., 

4, 2 PoL 1 ME RASA I ·DE · DNA · e FRAGMENTO · KLÉÑow) • 

' ' 

SE OBTUVO DE BOEHRINGHER MANHEIM Y SUS CONDICIQ 

NES DE REACCIÓN ESTÁN DADAS POR LA SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DEL M~­

TODO DE SANGER ET AL ( 51 ) , ESTAS COND 1C1 ONES SON: 

- 6.6 M~ TRIS PH 7.5 

- 6.6 MM NACl 

- 6 • 6 MM ~1G01'\C2 

- 6.6 MVi DTT 

- 20ºC 

1' ,/ 
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' 4.3 LIGASA DE 14. 

ESTA ENZIMA SE 'PURif,IC~ EN EL LABORATORIO; A PARTIR 

DE (~LULAS INFECTADAS CON EL BACTERIÓFAGI T4. Sus CONDICIONES: 

- 20 MM TRIS PH 7.6 

- 10 MM DITIOTREITOL CDTT) 

- 10 MM MGC12 
- 5 MM ATP EN 0,1 TRIS PH 7.4 

- 12ºC 

4.4 CINASA DE POLINUCLEÓTIDOS. 

ESTA ENZIMA SE ADQUIRIÓ DE NEW ENGLAND NUCLEAR USA. 
Sus CONDICIONES SON: 

- 50 MM TRis-HCl PH 7.6 

- 10 MM MGC12 
- 5 MM DITHIOTREITOL CDTT) 

- O.! MN ESPERMIDINA 

- O .1 Mf·~ EDTA 

- 3?9C 

... / 



.. ,f .~5 

4,; NUCLEASA SI, 

- 30 MM ACETATO DE SODIO PH 4,6 

- 50 MM NACl 

- 1 MM ZNS04 
- 5% GLICEROL 

LA INCUBACIÓN SE LLEVA A CABO A 18ºC DURANTE DIFE-­

RENTES TIEMFOS, 

4.6 NUCLEASA, MUNG BEAN, 

ESTA NUCLEASA SE ADQUIRIÓ DE P.L.BIOCHEMICAL1 lNC, 

Y SUS CONDICIONES SON: 

- 30 MM ACETATO DE SODIO PH 4.6 

- 50 Mrl NACl 

- 1 Mr=~ ZNCl2 

5% GLICEROL 

LA INCUBACIÓN SE LLEVA A CABO A TEMPERATURA AMBIEt:! 
TE, 

4. i' RNASA A 

ESTA ENZIMA SE OBTUVO DE SIGMA DE M~XICO, SUS CONDl 

CIONES DE RlACCIÓN SON, A 20'C: 

.. ,/ 
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- 10 MG/ML DE ENZIMA EN POLVO EN 0.1 ~: ACETATO DE­

SODIO, 
-5 

- 3.3 X 10 M EDTA PH 5 
CALENTAR A 85ºC POR 10 MINUTOS, 

4.8 lISOZIMA. 

SE OBTUVO DE SIGMA DE M~XICO, LAS CONDICIONES DE -

REACCIÓN SON: 

5 MG/ML EN 25 MM TRIS PH 8, SE INCUBA A 20ºC, 

5. SfNTESIS EN FASE SÓLIDA, 

5,1 DESTRITILACIÓN, 

1) LAVAR LA NUCLEORESINA PREPARADA DE ANTEMANO 

CON CLOROFORMO-METANOL 7:3 (DEJARLA HINCHAR 

POR MEDIA HORA CON PIRIDINA), 

2) LAVAR NUEVAMENTE Y AGREGAR ~CIPO BENCENSUL­

F~tUCO (ABS) AL 2% DISUELTO EN CLOROFORMO-­

f'\ETANOL i:3 V/V A o·c. 

3> LAVAR co" cLoRoFoRMO-METANoL i:3 A o.·c . 
. • . ! 
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~) REPETIR LOS PASOS 2 Y 3 HASTA QUE NO APA­

REZCA coLoRACióN fouARDAR Los LAVADos), 

5) AGREGAR PIRIDINA Y CUANTIFICAR LA REACCIÓN 

CON LOS LAVADOS, 

6) TOMAR DE 5 A 10 EQUIVALENTES DEL BLOQUE -­

ADECUADO QUE SE ADICIONARÁ, COLOCARLO EN -

UN TUBO DE CENTRÍFUGA Y DESCIANOETILARLO -

COMO SIGUE: 

A) AGREGAR 1.5 Ml DE PIRINA, 

B) AGREGAR 0,5 Ml DE AGUA, 

c) AGREGAR 0,5 Ml DE TRIETILAMINA, 

D) DEJAR LA REACCIÓN A TEMPERATURA AMBIEN 

TE DE 15 A 20 MINUTOS, 

E) EVAPORAR LA MEZCLA DE DISOLVENTES A S~ 

QUEDAD, 

5.2 AcopL,AMIENTO. 

1) LWPR CON PIRIDINA 2-3 VECES Y 2 VECES CON-­

TETRAH 1 DROFURANO ffHF), 

2) SECAR LA RESINA AL VACÍO 10-15 MINUTOS, 

3) SECAR TRES VECES POR COEVAPORACIÓN CON P!Rl 

DINA EL BLOQUE DESCIANOETILADO QUE SE AD!--

CIONARÁ, . • ,. I 
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4) AGREGAR AL ruao PE. C~TRfFUGA, 2 EQUJVALENTES DE 

NITROTRIAZÓLIPO PE MESITILENSULFONfl.O (CON RES--

PECTO AL BLOQUE) . Y l Ml PE PIRlPINA , 

5) TRANSFERIR LA MEZCLA A LA RESINA. 

6) TAPAR HERM~TICAMENTE Y DEJAR LA REACCI9N ~S f-PRAS 

A Tflt'iPERAlIBA PnIENTE Y CON AG.IT AC 19N CONTROLADA, 

7) TRANSCURRIDO EL TIEMPO, LAVAR CON PIRIDINA ros VECES. 

5.3 ENMASCARAMIENTO. 

1) AGREGAR 2-3 f"IL PE UNA SOL.UC IÓN DE THF-P.I R ID I NA-­

ANHf DR IDO AC~TICO (7:2:1) Y UN POCO DE DIMETILA­

MINOPIRIDINA, DEJAR POR 15-30 MINUTOS, 

2) LAVAR CON PIRIDINA, 

3) INICIAR NUEVAMENTE CON LA REACCl9N DE DESTRITILA 

CIÓN. 

5.4 DESBLOQUEO DEL OLIGONUCLEQTIDO Y LIBERACIÓN DEL SO­

PORTE SÓLIDO. 

1) ADICIONAR A UN TUBO DE CENTR~fUGA APROXIMADAMEN­

TE 50 MG DE RESINA QUE CONTIENE EL OLIGONUCLE6Ti 

.. ,/ 
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. . 
PO SI NTET I ZAPO / Y PONER 60 )'-1 (o LA CANT IDAP -

SUFICIENTE PARA CUBRIR LA RESINA) DE UNA SOLU--­

C~ÓN DE NlNlN2N2 -TETRAMETILGUANIDINA-P-NITROBEM 

CENALDOXIMATO EN DIOXANO-AGUA (1:1 V/V) A TEMPE­

RATURA AMBIENTE y DEJAR POR 12-16 HÓRAS. 

2) TRANSCURRIDO EL TIEMPO, ADICIONAR 2-3 Ml DE HI-­

DRÓXIDO DE AMONIO CONCENTRADÓ Y Q,5 Ml DE PIRIDl 

NA y COLOCAR A 50ºC POR 5 HORAS CON AGITACIÓN. 

3) FILTRAR A TRAV~S DE LANA DE VIDIÚ o EN UNA p.¡ PETA 

PASTEUR Y LAVAR EL FILTRO CON PIRIDINA-AGUA. 1 :1. 

4) EVAPORAR A SEQUEDAD, 

5) DISOLVER EN SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE BICARBONA 

TO DE TRIETILAMONIO HEAB) 20 MM. PH=8, 

5.5 PURIFICACIÓN DE UN OLIGONUCLEÓTIDQ, 

UNA VEZ QUE EL OLIGONUCLEÓTIDO HA SIDO DESBLOQUEADO, 

SE PROCEDE COMO SE INDICA A CONTINUACIÓN: 

1) EVAPORAR LA SOLUCI~N DE OLIGONUCLE~TIDO EN TEAB 
A SEQUEDAD, 

2) DISOLVER NUEVAMENTE EN TEAB Y HACER TRES EXTRA~ 

CIONES CON ~TER ET~LICO ANHIDRO, 

... / 
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3 ). EVAPORAR A UN VOLUMEN NO MAYOR A O, 5 Ml Y APL I-

CAR EN UNA COLUMNA DE SEPHADEX G-50 (FINO) DE -

2.5 X 50 CM; COLECTAR FRACCIONES DE 5 Ml, 

4) LEER LAS FRACCIONES COLECTADAS EN EL UV (260 NM), 

EL OLIGONUCLEÓTIDO ES EL PRIMER COMPUESTO EN SA 

Ll R, JUNTAR LAS FRACCIONES APROP 1 ADAS Y EVAPORAR. 

LAS A UN VOLUMEN PEQUE~O (Q,5Ml), 

5) PURIFICAR EL OLIGONUCLEÓTIDO EN EL CROMATÓGRAFO­

DE Lf QUIDOS DE ALTA PRESIÓN, USANDO UNA COLUMNA­

FASE INVERSA;t-BONDAPAK CWATERS) Y BAJO LAS Sl-­

GUIENTES CONDICIONES: 

A) TEMPERATURA = 7o·c. 
B) VELOCIDAD DE FLUJO = 4 Ml/MIN. 

C) FASE MÓVIL: 

TIEMPO :e 
MIN. 

o.o 95.d 5.0 

10.0 75.b 25.0 

12.5 75.0 25,0 

15.0 95.0 5.0 

A- SOLUCIÓN ACUOSA DE TEAB 20 MN. 
e- ACETONITRILO, 

. ·:·. ~·, . 
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6) COLECTAR EL PICO ADECUADO Y DESTRITILAR COMO Sl 

GUE: 

A) EVAPORAR A SEQUEDAD, 

B) AGREGAR 0.2 Ml DE AGUA Y 0.8 Ml DE ÁCIDO ACt 

TICO GLACIAL GRADO HPLC. 
C) DEJAR POR 15 MINUTOS, 

D) EVAPORAR A SEQUEDAD, 

E) RESUSPENDER EN SOLUCIÓN REGULADORA DE TEAB -

20 Mr·1. 

F) EXTRAER DOS VECES CON ~TER, 

G) CONCENTRAR HASTA 0.1 Ml. 

H) INYECTAR NUEVAMENTE EN EL CROMATÓGRAFO DE -­

Lf QUIDOS Y PURIFICAR BAJO LAS SIGUIENTES CON 

DICIONES: 

I) TEMPERATURA = 70ºC, 

11) VELOCIDAD DE FLUJO = 4 Ml/MIN. 

111) FASE MÓVIL: 

TIEMPO %A %C 
MIN, 

o.o 100.0 o.o 
8.0 80,0 20.0 

10.0 80.0 20.0 

12.0 100.0 o.o 

A = SOLUCIÓN ACUOSA DE TEAB 20 MM. 

C = ACETONITRILO, 

. -

•. • 1 
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7, SE COLECTA E~ PICO MAYOR, ESTE SE CONCENTRA Y -

SE PUEDE UTILIZAR EN EXPERIMENTOS DE BIOLOGfA -

t'iOLECULAR, 

6, ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA O POLIA-­

CRILAMIDA. 

LA ELECTROFORESIS SE LLEVÓ A CABO EN PLACAS, CONFORME 

A LAs coNDicIONEs oescRrrAs POR BoLfvAR ET AL. ··_e 52 ) • 

1) AGAROSA EN POLVO (BIO-RAD) AL 1% SE DISUELVE POR­

EBULLICIÓN DURANTE 1-2 MIN. EN SOLUCIÓN TRIS-BORA 

ros-EDTA (TRIS-BASE 90 Mt~; EDTA 2.5 MM; H3B03 
90 MN PH 8.2). 

2) SE VACIAN LOS GELES Y SE DEJAN SOLIDIFICAR. 

3) LAS MUESTRAS1 EN UN VOLUMEN FINAL DE 15-30 )Ü POR 

CARRRIL (0,3-1 pG DE DNA POR CARRIL) SE DISUELVEN 

EN 6 )Jl DE MEZCLA DE PARADO SM (PARA 10 Ml; 6 G -

DE UREA; 1 Ml DE 0.5% AZUL DE BROMOFENOL EN AGUA; 

l Ml 0.5% X XILENCIANOL EN AGUA) Y SE COLOCAN EN­

LOS CARR 1 LES, 

.. . ( 
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~) LA ELECTROFORESIS SE LLEVA A CABO A UN VOLTAJE -

CONSTANTE DE 150 V A TEMPERATURA AMBIENTE POR --

60 MIN, UTILIZANDO AMORTIGUADOR TRISBORATOS-EDTA, 

Los GELES DE POLIACRILAMIDA PARA DNA (FRAGMENTOS DE­

Dl~A DE PESO MOLECULAR MENOR DE 1 MD) SE PREPARAN DE LA SIGUIENTE­

FORMA: 

1) SE MEZCLAN 6 Ml DE TRIS-BORATOS-EDTA 5XJ 7,5 Ml 

DE SOLUCIÓN DE ACRILAMIDA BISACRILAMIDA (29.2~­

y 0.8% RESPECTIVAMENTE), 

16.4 Ml DE AGLLI\ Y 0.5 ML DE PERSULFATO DE SODIO AL 

10% EN AGUA, 

2) SE DESGASIFICA LA MEZCLA Y SE LE ADICIONAN 15 -­

)11 TEMED Y SE VACfA RAPIDAMENTE EN LAS PLACAS. 

3) lA ELECTROFORESIS SE LLEVA A CABO A 150 V POR -

60 MINUTOS, 

DESPUÉS DE TERMINADA LA ELECTROFORESIS~ LOS GELES 

SE SUMERGEN EN UNA SOLUCIÓN DE BROMURO DE ETIDIO 

(4 MG/Ml) y AL SOMETERLOS A LUZ ULTRAVIOLETA SE­

OBSERVAN LAS BANDAS. 

PARA fOTQGRAFIAR LOS GELES SE UTILIZA UN FILTRO DE -

GELATINA AMARILLO l~o. 9 KODAK-WRATTEN Y PELfCULA POLAROID NPTIPO­

SS CON UNA CÁMARA f~P-5 POLAROID, 

... /. 
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7. ~LECTROELUSIÓN DE GELES DE AGAROSA PARA PURIFICA--­

CIÓN DE FRAGMENTOS DE JNA. 

1) .~L DílA DIGERIDO CCN LA ENDONUCLEASA CORRESPONDIENTE, 

SE SOMETE A ELECTROFORESIS EN UN GEL n= ~GAROSA --­

(O, 83) , UNA VEZ IDENTIFICADA LA BANDA DE Dl:A QU!: -

SE DESEA AISLAR, EL GEL SE CORTA CON UN ElSTURf Y -

SE COLOCA EN UNA CÁMARA DE ELECTROELUS 1 Ó~r (EN FRAG­

MENTOS DE 0, 5 X 0, 5 CM APROX 1 MADAMENTE) Y SE CUB~EN 

CON AMORTIGUADOR TE. 

2) SE ESTABLECE UN PUENTE DE CORRIENTE EL~CTiICA ENTRE 

2 CÁMARAS UTI Ll ZANDO AMORTIGUADOR TC:A: 

- 193.6 G TRIS-BASE 

65.6 G ACETATO DE SODIO ANHIDRO 

29.6 G i~A2 t:DTA 

SE AJUSTA AL PH A 8.1 CON ÁCIDO ACtTICO Y SE LLEVA 

A UH VOLUMEN FINAL DE 4 LITROS, PARA USAR ESTA SO­

LUCIÓN SE DILUYE 1:1. 

3;. SE MANTINE EN SO V CONSTANTES POR 3 HORAS A !{ºC, 

EL DliA ELECTROELUÍDO SE RECUPERA DIRECTAME!lTE D~ LA CÁ­

MARA,, SOLlraLE EN EL AMORTIGUADOR TE. 

. . . ! 
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CON EL FIN DE ASEGURARSE QUE TODO EL Dl4A HA SIDO ELEC-­

TROELU f DO, UN FRAGMENTO DEL GEL COLOCADO EN LA CÁMARA PUEDE TEÑIB. 

SE EN UNA SOLUCIÓN DE BROMURO DE ETI DIO (Q, 5 j(G/ML),, SE SOMETE -

A LüZ ULTRAVIOLETA Y SI NO SE OBSERVA FLOURESCENCIA QUIERE DECIR 

QUE TODO EL DNA HA SIDO ELECTROELUfDO, SI SE OBSERVA FLOURESCEN­

CIA, SE DEJA QUE LA ELECTROELUSIÓN CONTINÚE HASTA QUE LA FLOURES­

CENCIA DESAPAREZCA, 

EL DNA OBTENIDO SE PRECIPITA CON 1/20 VOLUMEN DE 5 11 -

f\ACL Y 2 .2 VOLÚMENES DE ETANOL A -20ºC, 

Í:STE DHA SE MANTIENE A -20ªC AL MENOS POR 2 HORAS, POS-

TERIORMENTE SE CENTRIFUGA Y EL PRECIPITADO SE SECA PARA ELIMINAR. 

EL ETANOL (CON UNA CORRIENTE LEVE DE AIRE), EL PRECIPITADO SE --

DISUELVE EN AGUA O EN AMORTIGUADOR Te, 

6. TRANSFECCIÓN, 

DE l/NG DE FORMA REPLICATIVA CIRCULAR, CASI l 000 TRAN.§. 

FORMANTES PUEDEll SER OBTENIDAS, UN DNA EN FORMA REPLICATIVA DIGf_ 

RIDC Y VUELTO A LIGAR, DA UNA EFICIENCIA DE TRANSFORMACIÓN DEL --

50'.;, EL M~TODO DE TRAilSFORMACIÓN ES EL SIGUIENTE: 

1) LAS C~LULAS SON CRECIDAS HASTA 0.6 DE DENSIDAD ÓPT! 

CA A 560 NM, 

' . • 1 

• 
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2) !-,As C~LULAS SE; cEt-HR I FUGAN (30 ML.. A 7 000 RPM. DU­

RANTE 5 Ml~UTOS}. 

· 3) SE RESUSPENDEN EN 15 ML. DE CACL2 50 MM Y ALMACENA­

DAS ~N HIELO DURANTE 20 MINUTOS. 

4) SE: CENTRIFUGAN A 7 000 RPM, DURANTE 5 MINUTOS Y SE 

RESUSPENDEN EN 3 ML, DE CACL2 50 MM, 

5) SE TOMAN 0.3 ML DE LAS C~LULAS COMPETENTES Y SE --­

AGREGAN APROXIMADAMENTE 2 NG DEL VEHfCULO, SE INC~ 

BAN EN HIELO 40 MINUTOS, 

6) SE DA UN CHOQUE T~RMICO DE 42ºC DURANTE 2 MINUTOS -

Y SE ADICIONAN DIRECTAMENTE 0.01 ML. DE IPTG 100 MM, 

50 jtL DE XGAL (2%)1 0,2 ML, DE C~LULAS (N FASE --­

EXPONENCIAL Y 3 ML, DE AGAR DE SUPERFICIE. 

7) SE VAC[A ESTO DIRECTAMENTE SOBRE CAJAS DE MEDIO YT 
S~LIDO, SE DEJA QUE EL ASAR SE SOLIDIFIQUE TOTALME~ 

TE Y SE INCUBA A 37ºC DURANTE 12 HORAS, 

9, SECUENCIA DE DNA Y PREPARACIÓN DE DNA DE.CADENA SEN­

CILLA. 

LA CLONACIÓN EN EL Ml31 PROVEE TEMPLADO DE DNA DE CADE­

NA SENCILLA PARA SfNTESIS IN VITRO, ESTO PERMITE LA PRODUCCIÓN 

DE UN DNA DF CADENA SENCILLA1 PARA PETERMINAR LA SECUENCIA NUCLEQ. 

TfDJCA1. USAf\DO EL SISTEMA DE DIDEOXINUCLEÓTIDOS COMO TERMINADO-­

RES DE POLlt'.ERIZACIÓN, 

.. ,/ 
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9.~ PBEPARACIQN DE llNA TEMPLADO j)E CAJ)ENA SENCI.!d:Ju. 

LAs PLACAS RECOMBINANTES OBTENIDAS EN LA TRANSFORMA­

CIÓN, SE TOMAN CADA UNA DE ELLAS CON UN PALILLO ESTtRIL Y SE PO-· 

NEN A CRECER EN MEDIO Lf QUIDO YT 2X. LAS CtLULAS CON LOS FAGOS -

SON INCUBADAS A 37ºC. EN AGITACIÓN FUERTE DURANTE 7 HORAS, DES-­

PU~S DE ESTE TIEMPO, SON TRANSFERIDAS A TUBOS EPPENDORF Y LAS C~­

LULAS SON BAJADAS CON UNA MICROFUGA. EL SOBRENADANTE ES RECUPER~ 

DO Y SE SUMAN 250 .f L DE UNA SOLUCIÓN DE PEG AL 40% EN NAC~ 5 M. 

SE MEZCLA POR INVERSIÓN EL TUBO Y SE DEJA PRECIPITAt:!, 
'' ... 

DO E~ FAGO A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 15 MINUTOS, SE CENTRIF~ 

GA 5 MINUTOS Y EL SOBRENADANTE ES DESECHADO, EL PRECIPITADO ES -

RESUSP~NDIDO EN 200 )lL DE AMORTIGUADOR TE Y SON SUMADOS 200 ..f'"L 

DE F~NOL SATURADO, SE AGITA FUERTEMENTE DURANTE 10 SEGUNDOS, SE -

REMUEVE EL FENOL Y SUMAN 200 ,;-tL DE UNA MEZCLA DE FENOL/CLOROFOR­

MO Cl:l). SE AGITA VIGOROSAMENTE 10 MINUTOS Y SE REMUEVE LA FASE 

ACUO')A, SE SUMAN 20 )'IL DE ACETATO DE SODIO 3M PH 5 Y 0,5 ML DE 

ETANOL, SE PONE A PRECIPITAR EL DNA A -20ºC DURANTE 20 MINUTOS Y 

·SE CENTRIFUGA 5 MINUTOS, EL PRECIPITADO ES RESUSPENDIDO EN --~-

10 )"L DE AMORTIGUADOR TE. LA PRODUCCIºN VA, DE 2 A 10 .JlG DE DNA 

DE CADENA SENCILLA, 

9.2 SECUENCIA DE DNA POR EL M~TOoo DE TERMÍNADoRES. 

. . . 
LA REACCl~N DE TERMl~ACl~N DE CADENA·ES UTIL.IZADA CQ. 

. . ' . - ' 

MO LA DESCRIBE SANGER CON LAS MOD 1f1CAC1 ONES S i'GU l ENTES: MEZCL,~R 
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EL TEMPLADO (2 )JL) CON 10 NG DE ?R 1 Mt:RO Y 1. 5 ).!L DE AMORT l GUADOR 

HIN (HIN lOX: 60 Mí'. DE TRIS-HCL PH 7.5, 60 Mf'l DE t1GCL2, 10 Mf: DE 

DTT Y 500 Mf' DE NACU Y LLEVAR A UN VOLUMEN FINAL DE 10 jlL, SE -

INCUBA A 55ªC DURANTE 3 MINUTOS Y SE DEJA APAREANDO A TEMPERATURA 

AMBIENTE, SE SUViAN 15 JlCI (550 CI/MMOL) DE DATP [o<- p32] POR --

TEMPLADO, TJ<ES SOLUCIONES DE NUCLEÓT IDOS TIENEN QUE SER PREPARA- · 

DAS: MEZCLAS DE DE SO XI NUCLEÓS IDOS TP. !FOSFATOS / SOLUC I Ótl DE D IDESQ 

XINUCLEÓSIDCS TRIFOSFATOS Y SOLUCIÓN CAZA, LAS !1EZCLAS 0 DE --­

DESOXINUCLEéT!DOS TRIFOSFATO MARCADOS COMO Gº .. Aª, Tº Y Cª SON -

PREPARADAS IE LA SIGUIENTE FORMA: 

Gª Aª T° Cº 

0.5 MM DGTP lj1L 7 .5 JJ..L 10 ).lL 10 jlL 

0.5 MM DTTP !O JlL 7 .5 ,,UL 1 )1L 10 J.!L 

0.5 MM DCTP 10 ).IL 7 .5 JlL 10 JlL 1 JlL 

~ORTIGUAIX>R HIN 

· 1c• X 7.5).!L 7 ,5 }IL 7, 5 JlL 7' 5 Jll 

ll.S SOLUC 1 ONES DE 0, 5 MM DE LOS DNTP 'S SON PREPARADAS A 

PARTIR DE LCiTES DE 10 MM DE CADA UNO, LAS SOLUCIONES LOTE DE --­

DDNTP' S SON LAS SIGUIENTES: l MM DDGTP, u.25 MM DDATP, ---------

2 MM DDTTP Y 1 MM DDCTP; CADA UNO ES PREPARADO A PARTIR DE ----

... / 
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STOCKS 10 MM. LA SOLUCIÓN PARA COMPLETAR LA REACCI~N ES 0.5 MM -

DATf', 

lAs REACCJONES SON EFECTUADAS EN TUBOS DE POLIPROPILENO 

SI LI CON IZADOS, EL COMPLEJO CEBADOR-TEMPLADO ES PUESTO EN H 1 ELO 

Y MEZCLADO CON LA MARCA, DE ESTE SE AGREGAN 2 )lL PARA CADA TU­

BO [·E LA REACC l ÓN EL CUAL CONTIENE 1 ).ll DE LA SOLUCIÓN 0 CORREª­

PON[• l ENTE.1 1 ).!L DEL DDNTP CORRESPONDIENTl:.1 0.4 )lL DE AMORTlGUA:-­

DOR HIN lOX l. 5 jlL DE AGUA Y 1 )J..L DE POLIMERASA DE DNA (FRAGMENTO 

KLE~OW); APROXIMADAMENTE SE PONEN 0.1 UNIDADES DE ENZIMA POR REA~ 

CIÓ~. LA REACCIÓN ES INCUBADA 15 MINUTOS Y AL FINAL DE ESTE TIEM 

PO ~E ADICIONAN 2 µL DE LA SOLUCIÓN 0.5 MM DATP. SE INCUBA 10 Ml 

NUTOS Y LA REACCIÓN ES TERMINADA.1 POR LA SUMA DE 4 )JL DE UNA SOL~ 

CIÓN QUE CONTIENE XILEN CIANOL AL 3%, AZUL DE BROHOFENOL AL 3%.1 -

FORMAMIDA DESIONIZADA AL 99% Y EDTA 10 MM PH 7.5 DESPU~S DE -­

AÑADIR LA MEZCLA QUE PARA LA REACCIÓN ~STA ES INCUBADA·3 MINUTOS 

A 95ºC Y 2 }.IL SON USADOS POR CARRIL EN EL GEL DE SECUENCIA, 

1) GELES DE POLIACRILAMIDA-UREA. 

SE UTILIZAN GELES AL 8% DE PROLIACRILAMIPA DE DIMEli 

SIONES: 35 CM X 43 CM X 0.2 M('1. LA SOLUCIÓN PARA EL GEL SE PRE­

PARA DE LA SIGUIENTE fORMA: 

UREA qQ,2 G 

POLIACRILAMIDA-Bts (40%-2%) 20 ML 

•• . 1 
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. TR ! S BORATOS lClX 

UlH4>2s2os 

AGUA DESTILADA HASTA 

10 ML 

1.0 ML 

100 ML 

.60 

LA SOLUCIÓN SE DISUELVE CON AGITACIÓN, SE AAADEN -

50 ).lL DE TEhED Y EL GEL POLIMERIZA EN APROXIMADA!·~ENTE 5 MIMUTOS.,­

POR LO QUE DEBE YAC I ARSE RÁPIDAMENTE. Los V IDR los NO DEScN TENER 

GRASA YA QUE. SI NO SE QUEDAN BURBUJAS ATRAPADAS Y EL GEL NO SIRVE, 

UNA VEZ VACIADO EL GEL SE COLOCA EL PEINE ADECUADO PARA HACF.R LOS 

CARRILES, 

UNA VEZ POLIMERIZADO EL GEL, SE RETIRA EL PEINE Y -

LOS CARRILES SE LAVAN PERFECTAMENTE PARA EVITAR QUE SE QUEDE ---­

ACRILAMIDA EN LOS POZOS, 

SE MONTA EL GEL EN UNA CÁMARA VERTICAL Y SE LLENA -

CON AMORTI Gl1ADOR TR 1 S BORATOS lX, 

CADA CARR 1 L DEBE TENER 2 }lL DE SOLUC 1 ÓH DE REACCIÓN. 

EL GEL SE CORRE CON UN VOLTAJc INICIAL DE 2.0 KV -­

POR 15-20 MINlfTOS.1 Y PDSTERIORMENTE SE CORREN A 65 l~ATTS CONSTANTES HA§. 

TA QUE EL AZUL O~ BROMOFENOL SALGA DEL GEL, 

... / 
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2) AUTORRADIOGRAFfA DEL GEL, 

UNA v~z CORRIDO EL GELJ SE LE QUITA UNO DE LOS VI-­

DRIOS Y EL GEL SE CUBRE CON UNA PELICULA DE PLÁSTICO DELGADA ---­

(KLEEN PACK) EVITANDO QUE QUEDEN BURBUJAS O ARRUGAS, EN COMPLETA 

OBSCURIDAD SE EXPONE EL GEL A UNA PLACA DE RADIOGRAFfA (KODAK) Y 

SE ENVUELVE EN PAPEL OBSCURO PARA EVITAR QUE LE ENTRE LUZ, 

EL FILME SE EXPONE lL HORAS A UNA TEMPERATURA DE -­

-2UuC PARA EVITAR DIFUSIÓN DE LAS BANDAS, 

PARA REVELAR LA PELfCULA SE UTILIZAN REACTIVOS DE -

KODAK PARA REVELADO Y FIJACIÓN DE PELfCULAS, 

10. ViICROENSAYO DE lJNA DE PLÁSMIDO, 

SE UTILIZÓ EL M~TODO MODIFICADO DE EXTRACCIÓN ALCALINA 

DE DNA DE PLÁSMIDO REPORTADO POR BIRNBOIN Y DOLY ( 53), SE PRE­

PARAN LAS SIGUIENTES SOLUCIONES: 

l. 2 MG/ML L1 SOZ J NA DE 50 Mfi GLUCOSA,, 10 MI': EDTA Y ---

25 Mtí TRis-HCL p¡.; ü, 

lí. 0.2 N MA OH Y 1~ SODIO-DODECIL-SULFATO (SUS), 

• 1 ,/ 
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l!I. 3 M ACETATO DE SODIO PH 4.8 (EL PH SE AJUSTA CON -­

ÁCIDO AC~TICO GLACIAL), 

IV. 0.1 í'l ACETATO DE SODIO EN 0.05 r; TRIS-HCI Pll 8, 

V. l MG DE RNASA A EN l ML DE AGUA CON 5 ~: TRIS-HCL -

PH 8 (LA MEZCLA SE H l ERVE POR 10 M l NUTOS) . 

EL PROCEDIMIENTO ES COMO SIGUE: 

l. 2 ML DE CULTIVO INCUBADO 07 HRS SE CENTRIFUGAN EN -

TUBOS EPPENDORF Y LAS C~LULAS SE LAVAN CON -------

10 MM t~ACL. 

2. SE CENTRIFUGAN LAS CeLULAS Y POSTERIORMENTE SE RESUl 

PENDEN EH 100).ll DE SOLUCION l Y SE MANTIENEN A --­

O"C POR 30 MINUTOS. 

3, SE AGREGAN 200 )JL DE SOLUCIÓN l I Y LOS TUBOS SE -­

AGITAN SUAVEMENTE, 

LA SUSPENSIÓN SE TORNA TRANSPARENTE Y LIGERAMENTE -

VISCOSA. 

4. DESPU~S DE 5 MINUTOS A o·c, SE AGR~GAN 150 j!L DE SQ 

LUCION lll Y EL TUBO SE INVIERTE CUIDADOSAMENTE HAl 

TA QUE SE FORME UNA MALLA DE Dr:A, 

11 ./ 
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5, EL TUBO SE MANTIENE 60 MINUTOS A OºC, DURANTE ESTE 

TIEMPO SE PRECIPITA EL ¡;;·.JA CROMOSOMALJ PROTE f NAS Y 

H~A DE ALTO PESO MOLECULAR, 

6, LA CENTRIFUGACIÓN POR 5 M 1 NUTOS PRODUCE UN SOBRENA­

DANTE CLARO, SE EXTRAEN 0,4 ML DE ESTE SOBRENADAN­

TE Y SE TRANSFIEREN A OTRO TUBO, 

7. 1 ML DE ETANOL A -20ºC SE AGREGA CON EL FIN DE PRs 

CIPITAR EL DNA DE PLÁSMIDO, EL TUBO SE MANTIENE A 

-2UºC POR 30 MINUTOS, 

8. cL PRECIPITADO SE COLECTA POR CENTRIFUGACIÓN Y POS­

TERIORMENTE SE DISUELVE EN 100 j1L DE SOLUCIÓN IV Y 

SE REPRECIPITA CON 200 ).l.LJ DE ETANOL A -20"C, 

9. SE REPITE LA OPERACIÓN NÚMERO 8, 

10, SE CENTRIFUGA DE NUEVO Y EL PRECIPITADO SE SECA PA­

RA ELIMINAR LOS RESIDUOS DE ETANOL, 

11, EL PRECIPITADO SE DISUELVE EN 36 )1L DE AGUA DESTILA 

DA Y SE AGREGA A ESTA SOLUCIÓN 4)1L DE LA SOLUCIÓN 

V, EL TUBO St INCUBA A 37ºC POR 20 MINUTOS, 

UNA VEZ OBTENIDO DE ESTE MODO EL DNAJ PUEDE TRATAR­

SE CON ENZIMAS DE RESTRICC IOH O BIEN PUEDE UTJ LIZARSE PARA TRAN§.. 

FORMACIÓN DE OTRAS CEPAS, .. ,/ 
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11. PREPARACIÓN DE DNA EN FORMA REPLICATIVA RF. 

LA EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN SE HIZO CONFORME AL M~TODO 

DE LISADO CL~RO D[SCRITO POR BETLACH ET AL, (54) Y CONSTA DE -

~os SIGUIENT~S PASOS PARA 1 LITRO DE CULTIVO: 

l. lOMAR ALGUNAS CtLULAS INFECTADAS DE UNA PLACA AZUL 

O DE UNA PLACA BLANCA,, CON UN PALILLO EST~RIL Y PO­

NERLOS EN 1 ML DE MEDIO YT 2X LÍQUIDO, 

2, DEJARLAS CRECER A 57 ° C DURANTE 3 HORAS EN AG ITAC l ÓN, 

AL MISMO TIEMPO SE PONEN A CRECER C~LULAS NO INFEC­

TADAS (CEPA Jf:ilUl) EN 10 ML DE MEDIO YT, 

3, AGREGAR A 1 LITRO DE MEDIO YT,, 1 ML DE CÉLULAS IN­

FECTADAS Y 10 ML DE LAS C~LULAS NO INFECTADAS, IN­

CUBAR DURANTE 7 HORAS A 37ºC, 

4, SE CENTRIFUGAN LAS CtLULAS EN EL ROTOR GSA (SORVALL) 

A 6000 RPM POR 10 MINUTOS, 

5, CONGELAR LAS PASTILLAS DE C~LULAS, 

ó. SUSPENDER LAS C~LULAS EN UN TOTAL DE 10 ML/L DE SA­

CAROSA AL 25~~ EN TR [ s-HCL 50 Mf'i,, PHÜ, EDTA lMM Plm, 

Y MANTENER EN HIELO. 

. • . 1 



... / 
7, AGREGARJ EN EL ORDEN HlD I CADO: 

2 ML EDTA 0.25 r!J PH 8 

.65 

1 ML LISOZINA (5 MG/ML EN TRIS-HCL 0,025 MJ PH2) 

o .1 ML R~JASA (10 MG/ML EN ACETATO DE son IO o .1 f-1;-­

EDTA 3.3 X 10-S (';J PH 7; PRECALENTADA A 10 MIN, 

A 85ºC PARA QUITAR LA Df'l.~SA), 

8, ViEZCLAR SUAVEMENTE Y DEJAR REPOSAR EN HIELO 15 MIN, 

9. AGREGAR 3 ML DE MEZCLA LfTICA TRITÓN 3 X (3 ML --­

TRITÓN X -100 AL 10%J 75 ML DE EDTA 0,25 MJ 15 ML 

DE TRIS-HCL 1 M PH 3J 7 ML DE AGUAL MEZCLAR SUAVE­

MENTE Y DEJAR REPOSAR EN HIELO 15 MIN, 

10. CENTRIFUGAR EN TUBOS DE POLIPROPILENO EN EL ROTOR -

SS34 (SORVALL) A 17 K POR 40 MIN, 

11, DECANTAR EL SOBRENADANTE EH UNA PROBETA INMEDIATA-­

MENTE. ANOTAR EL VOLUMEN Y VACIAR EN UNA BOTELLA -

DE PLÁSTICO DE 250 ML, 

12. AGREGAR UH VOLUMEN DE AGUA DESIONIZADA, 

13. AGREGAR UN VOLUMEN (RESPECTO AL TOTAL) DE FENOL --­

FRIO SATURADO (FENOL SATURADO EN AMORTIGUADOR: MEZ-

... / 
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CLA 1: 1 DE FENOL, DES TI LADO SOBRE ZINC, Y TR 1 s-HCL 

50 Mrl.1 !IACL 100 MM PH 7, 5, EQU 1 L1 BRAR 16 HRS, CON 

AGITACIÓN A 4ºC), MEZCLAR Y AGREGAR UN VOLUMEN DE -

CLOROFORMO IGUAL AL DE FENOL Y AGITAR. 

14, CENTRIFUGAR EN ROTOR HS-4 (SORVALL) A 6.SK.1 10 MIN, 

15. REMOVER LA FASE ACUOSA (SUPERIOR) Y PASARLA A OTRA 

BOTELLA, CUIDANDO DE NO ACARREAR LA PELfCULA DE --­

PROTElNAS DE LA INTERFASE. 

16, AGREGAR 1/20 DEL VOLUMEN TOTAL DE SM NACL Y AGITAR. 

A~REGAR 2.2 VOLÚMENES DE ETANOL A -20ºC UNA HORA -­

y MED 1 A CUANDO MENOS PARA QUE EL l.JNA PRECIPITE, 

17, CENTR 1 FUGAR EN ROTOR HS-ll, A 6, ~!(¡ POR bO M Hl. UE.§. 

CARTAR EL SOBRENADANTE Y SECAR LA BOTELLA CON UNA -

CORRIENTE DE AIRE FRfO Y SUAVE, 

18, KESUSPENDER EL PRECIPITADO EN 5 ML DE AGUA, ADICIQ 

NAR 1 ML DE Gll CEROL EST~R 1 L Y MEZCLAR SUAVEMENTE, 

l~, COLOCAR LA SUSPENS 1 ÓN Ef~ UNA COLUMNA DE A,0 ( PART f­

CULAS DEL GEL DE AGAROSA PARA CROMATOGRAFfA POR Fl~ 

TRACIO~:; Blo-RAD DE 2 X 55 CM, SE CORRE CON AMOR-

... / 
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TlGUADOR A50 Ci"RIS-HCL 5U Ml"i.1 NACL 0.5 M.1 PH8; 

NMl5 1 Mrü EDTA 1 Mf·L PH8) , SE COLECTAN FRACC 1 o--
NES DE L! ML, 

20. DETERMINAR LA DENSIDAD ÓPTICA (U.0) A 260 NM PARA -

CADA FRACC l ÓN, EL DNA DE FORW\ RF SE ENCUENTRA -­

USUALMENTE ENTRE LOS TUBOS 12 Y 20. (UNA DO DE 0.1 

EQUIVALE A 50 )JG DE DiiA/ML), 

21. l\EUN IR LAS FRACC l ONES QUE CONTIENEN EL DNA Y AGRE­

GARLES 2.2 VOLÚMENES DE ETANOL A -20ºC, MANTENER A 

-20ºC AL MENOS 1.5 HRS. 

:n, CENTRIFUGAR EN ROTOR HS-4 A 6.5 K POR 60 MIN, DE-

CANTAR Y SECAR CON UNA CORRIENTE DE AIRE SUAVE, 

~3. HESUSPENDER EL PRECIPITADO EN 2 .1 ML DE AMORTIGUA­

DOR TE!J <TRI s-HCL 10 Ml"i.1 PH 7, 6; P!ACL lOMM; t:.DTA -

l MM> POR CADA O.~ MG DE Dr!A. 

~4. ~E PREPARA UN GRADIBITE ISOPlCNlCO A EQUILIBRIO EN 

CLORURO DE CESIO Y YOIXJRO DE PROPID!o' CPDI. PARA ESTO: 

AGREGAR EN TUBOS DE 5 ML DE NITRATO DE CELULOSA -­

(1/2" X 2"), POR TUBO: 

- 2.2 G DE CsCL SÓLIDO 

- 2.1 ML DE UNA EN TEN 

·.··.·.1 
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(DEBE TRABAJARSE EN PENUMBRA A PARTIR DE ESTE MO­

MENTO YA QUE E~ pn I RE:A.CC 1 ONA coN. LA LUZ) , 

- 0,150 ML DE PnI (SOLUCIÓN DE 2 MG/ML), 

- 2,3 ML DE ACEITE MINERAL PARA BALANCEAR LOS TUBOS 

DE CENTRfFUGA, 

25. CENTRIFUGAR EN EL ROTOR swso.1 (BECKMAN) A 38K POR 

20 HRS. A 20ºC, 

26. EL DNA SERÁ VISIBLE CON LUZ ULTRAVIOLETA (UV) DADO 

QUE EL PDI FLOURECE AL ILUMINARSE CON ELLA. SE --­

OBSERVAN 2 BANDAS; LA SUPERIOR QUE CORRESPONDE AL -

DNA DE FORMA RF ROTO RELAJADO Y LA INFERIOR QUE --­

CORRESPONDE AL DNA (Rf) SUPERENROLLADO, COVALENTE-­

MENTE CERRADO, 

27. BAJO LUZ UV SE PICA EL FONDO DE LOS TUBOS Y SECO-­

LECTA LENTAMENTE EL DNA DE CADA UNA DE LAS BANDAS, 

28. CORRER EL DNA A TRAV~S DE UNA COLUMNA DE INTERCAM--

810 IÓNICO (DOWEX 50W-X8, BIO-RAD; TRATADA CON ÁCI­

DO Y LUEGO BASE, lN CADA UNO, NEUTRALIZADA Y ALMAC~ 

NADA EN TRIS-HCL 0.1 M .. PH 8; NACL O.SM}. SE COLO­

CAN 2-3 ML DE RESINA EN UNA COLUMNA PEQUEÑA .. Y SE -

EQUILIBRA CON 10 ML DE AMORTIGUADOR DE RESINA DOWEX 

.. ,/ 
·.' .•... ·.·.·.\ 
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(TRI s-HcL 50 Mil PH 8; NACL lM; EDTA lMfU J POR CADA 

ML DE RESINA. 

29, COLOCAR LA MUESTRA, DI LU f DA 1: 1 EN AMORTIGUADOR DE 

DOWEX, ELU IR Y LUEGO LAVAR LA COLUMNA CON OTRO VOLJl 

MEN DE A~ORTIGUADOR, REVISAR CON LUZ UV QUE TODO -

EL PDI HAYA QUEDADO EN LA RESINA; SI ALGO QUEDO, 

VOLVER A LAVAP. Y PASAR POR LA COLUMNA. 

30, DIALIZAR EL DNA CONTRA 4 LITROS DE TRIS-HCL lOMi;; -

EDTA 1 Mfri PH 8; POR MfrHMO 12 HORAS A 4ºC. CAMBIAR 

EL AMORTIGUADOR Y REPETIR LA OPERACIÓN, 

31. SACAR DE LA BOLSA DE DIÁLISIS Y PRECIPITAR AÑADIEN­

DO 1/20 VOLUMEN DE NACL 5f.,, Y 2,2 VOLÚMENES DE ETA­

NOL A -20ºC POR M(NIMO 3 HRS. 

32, CENTRIFUGAR EN EL ROTOR HS-4, A 6.5 1( POR 60 MIN. 

33, RESUSPENDER EN 0.5 - 1 ML DE AGUA Y MEDIR LA DO A -

260 NM PARA DETERMINAR LA CONCENTRACIÓN DE Df'iA ---­

(USUALMENTE 0, 5 MG/ML) • 
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V, RESULJADOS. 

A, fRODUCCl§N DE LA DOBLE DELECIÓN. 

l. CONTRUCCJÓN DEL fAGO RECOMBlNANTE Ml3 MP7 ~CM. 

ESTE FAGO SE CONTRUYÓ CON EL FlN DE TENER UN SISTEMA -­

ADECUADO PARA PRODUCIR UNA DOBLE DELECIÓll EN EL PROMOTOR CONSEN­

SO, 

EL PLÁSMIDO PL\36 CM SE UTILIZÓ COMO FUENTE DEL PROMO-­

TOR Y DE UN FRAGMENTO DEL GEN DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORAN­

FENICOL PARA LO CUAL SE DIGIRIERON 2;.G DE DNA DE ESTE PLÁSMIDO 

CON LA ENDONUCLEASA DE RESTRICCIÓN Eco RI, PRODUCI~NDOSE UN FRA~ 

MENTO DE 297 PARES DE BASES; MÁS EL VECTOR, CON LA REACCIÓN DE 

DIGESTIÓN SE REAUZÓ-·UNA ELECTROFORESiS PREPARATIVA EN GEL DE POLIQ. 

CRILAMIDA Al. 7.5%; SE CORTÓ LA BANDA DE 297 P,B, Y SE ELECTROLUYÓ, 

Es1 E FRAGMENTO DE Eco RI FUE CLONADO EN EL FAGO M13 -­

MP7 COMO SE MUESTRA EN LA FIGURA 9, EN DONDE .4)1-G DEL FAGO _DIG~ 

RIDOS CON u. ENZIMA Eco RI J FUERON MEZCLADOS CON . l,.G DEL FRA§. 

MENTO Y SOMETIDOS A UNA REACCIÓN DE LIGASA DE DNA CON LA ENZIMA 

LIGASA DE TL., 

Co~. LA MEZCLA DE L1 GASA SE TRANSFECTÓ LA CEPA JMlOl DE 

E.cou, V Sl'. OBTUVIERON 2 PLACAS BLANCAS V ALREDEDOR DE 100 PLA­

CAS AZULES. 



p~36Cm. 

CLONAC~ON EN 
El FagoM~3 

Fago Ml3 (RF) 

EcoRI 

Hlncll: Hinclt 

7238 p.b. 

l
DIG~~ION 

EcoRI 

-EcoRI 

EcoRI 

-----7226 p.b.-___ ___. 

EcoRI. 

7543 p.b. 

TRA CTAR 

Seleccionar Pitas Blancas ( Recombinant11) 

FltURA NQM, 9, ESQUEMA DE LA CLONACIÓN PEL FRAGMENTO QUE CODIFICA PARA EL 
PROMOTOR s 1 NT~T ICO V PARTE DEL GENE DE CAT EN EL FAGO rm' 
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PARA DETERMINAR SI ESTAS 2 PLACAS CONTENfAN EL FRAGMEN­

TO CLONADO EN DIFERENTE ORIENTACIÓN SE REALIZÓ UNA PRUEBA DE "C", 

LA CUAL CONSISTE EN MEZCLAR 20 _flL DE SOBRENADANTE (EN 1 ML DE -

SOBf.ENADANTE HAY 1012 FAGOS) DE CADA UNA DE LAS PLACAS RECOMBI­

NANTES; AGREGARLES 2 )'- L DE SDS 2%, Y 6 Jll DE AMORTIGUADOR DE -

CORF:IDA (AZUL DE BROMOFENOL Al 2%, .2 M EDTA PH = 8.3 Y 50% DE 

GLICEROL), ESTA MEZCLA SE INCUBA A 67°C POR 1 HORA. 

CON LA REACCIÓN SE CORRE UNA ELECTROFORESIS EN GEL DE 

AGAf!OSA AL . 7% A 100 VOLTS DURANTE 5 HORAS, 

EL DNA DE LAS PLACAS QUE TIENEN El INSERTO DE DIFERENTE 

ORIEIHACIÓN HIBRIDIZAN Y FORMAN UNA ESTRUCTURA EN FORMA DE OCHO 

QUE MIGRA MAS LENTO EN UN GEL QUE EL DNA DE FAGO DE CADENA SENCl 

LLA CIRCULAR. ESTO SE OBSERVA EN LA FIGURA 10. 

2. CARACTERIZACIÓN DEL Ml3 MP7 - ~CM POR SECUENCIA -

DE DNA. 

PARA DETERMINAR CUAL DE LAS 2 PLACAS RECOMBINANTES ES LA 

QUE TIENE EL INSERTO EN LA ORIENTACI6N DESEADA Y ADEMÁS CONFIRMAR 

QUE EL FRAGMENTO CLONADO ES EL REQUERIDO, SE REALIZÓ UNA SECUEN-­

CIA DE DNA POR EL M~TODO D~ SANGER (37). EN LA FIGURA 11 SE PUE­

DE :lBSERVAR LA SECUENCIA NUCLEOTf DICA DE LA CLONA AJECIW)\ IXHE SE 

PUEJ:E LEER APROXIMADMNTE 100 P .B, QIE CORRES!'<JIEN AL, PROMOTOR CON SEN-

... / 
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FIGURA NOM. 10 PRUEBA DE "C" 

A) SOBPENADANTE SÓLO, CONTROL NE 
GATIVQ, 

B) MEZCLA DEL SOBRENADANTE DE 2 
PLACAS CON DIFERENTE ORIENTA­
CION. 

C) MEZCLA DEL SOBRENADANTE DE 2 
PLACAS CON LA MISMA ORIENTA-­
CION. 

FIGURA NOM. 11 SECUENCIA NUCLEO­
TIDICA DEL PROMOTOR SINT~TICO 
Y PARTE DEL GENE DE CAT. 

G A T C 



... / .72 

SO DESDE EL SITIO DE ~- Y A. UNA PEQUEÑA PAR.TE DEL GEN PE LA 

ACETILTRANSfERASA DE CLORAFENICOL, 

PAF:A HACER ESTA SECUENCIA SE UTILIZÓ UN SEGMENTO DE DNA 

DE CADENA Sf.NCILLA QUE CONSTITUYE UN PRÍMERO Ó CEBADOR UNIVERSAL 

QUE HIBRIDIZA CON EL Ml3 MP7 Y CUYA SECUENCIA ES: 

5'CCCAGTCACGACGTT
31 

3. CONDICIONES DE REPARACIÓN PARA LA ÜBTENCIÓN DE LA -­

DOBLE DELECIÓN, 

PARA PRODUCIR ESTA MUTACIÓN SE USÓ INICIALMENTE UN UNDE­

CAMERO ( ll _t1fill.Q_ ) S 1 NTETI ZADO POR X, SOBERÓN ( 55) S 1GU1 ENDO LAS 

CONDICIONES DE REPARACIÓN REPORTADAS POR G. MIYADA ET AL (56), 

Es·~E OLI GONUCLEÓT IDO TI ENE UNA SECUENCIA ---------------

5' TTAACTATG-rT3' QUE ES COMPLEMENTARIA A LA SECUENCIA DEL PROMO-­

TOR EXCEPTO EN DOS BASES DONDE SE VA A PRODUCIR LA DELECIÓN, 

AL MONITOREAR LA REACCIÓN DE REPARACIÓN, SE OBSERVÓ UNA 

MUY BAJA EF¡CIENCIA DE FORMACIÓN DE DNA DE DOBLE CADENA. UNA MUY 

PROBABLE CAIJSA DE ESTO, ES QUE EL TAMAÑO PEQUEÑO DEL OLIGONUCLEÓ­

TIDO Y SU lilQUEZA EN BASES A Y T LO HACEN TENER UNA TEMPERATURA 

DE HIBRIDIZ;\CIÓN DE 26ªC CON UN TEMPLADO TOTALMENTE COMPLEMENTA-­

RIO (SEGÚN ·-A REGLA DE QUE CADA PAR AT = 2ªC Y CADA CG = 4ªC), -

(BRUCE WALACE~ NO PUBLICADO), 

.. ,/ 
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M~RO 
EN ESTE CASO EL 11 ..___..... PRESENTA 2 BASES MENPS QUE -

EL l EMPLADO POR LO QUE SU TEMPERATURA DE DESH IBR ID 1ZAC1 ÓN ES BA~ 

TANlE MENOR) LO QUE LO HACE SER POCO ESTABLE EN SU HIBRIDIZACIÓN 

CON EL TEMPLADO, 

MERO 
PARA EVITAR ESTE INCONVENIENTE EL 11 ~ SE CONVIR-

MERO 
TIÓ EN UN 15 -- AGREGANDO 4 BASES MÁS EN SU EXTREMO 5'; SU 

SECLENCIA ES 5'TTAGTTAACTATGTT
31 

AUMENTANDO ASf su TEMPERATURA -

DE UBRIDIZACIÓN A 36ºC. 

CON ESTE NUEVO OLIGONUCLE~TIDO LA REACCIÓN DE REPARACIÓN 

SE F:EALIZÓ SEGÚN LAS CONDICIONES PROPUESTAS POR M. SMITH (57) CON 

PEQUE~AS MODIFICACIONES: 

A) REACCIÓN DE FOSFORILACIÓN: SE FOSFORILARON 100 PMO--
MERO 

LAS DEL 15 -- EN SU EXTREMO 5' USANDO 5 UNIDADES DE LA ENZI-

MA POLINUCLEÓTIDO CINASA DE T4 Y ATP 5MM, DESPU~S DE LA INCUBA-­

C IÓfl A 37°C DURANTE 30 MIN., LA REACCIÓN ES INACTIVADA A 70ºC DI,! 

RAN7E 10 MIN. 

B) REACCIÓN DE HIBRIPIZACIÓN~ SE MEZCLARON 3 }Jf> (l,2 --
. . MERO 

P ~1>LAS) DE TEMPLADO CON 50 P MOLAS DEL 15 ~ EN BUFFER PoL--

NACI. (25 MM TR 1 s HCL PM :.: 7. 5; 10 MM t1GCL2; 50 MM NACL y 1 MM --­

D. T. T.). LA MEZCLA ES INCUBADA A 55ºC DURANTE 5 MIN., POSTERIOR~ 

MENTE SE DEJA ENFRIAR A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 30 MIN 1 

' .. / 
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C) REACCIÓN DE fOLIMERIZACIÓN: DESPU~S DE ESTE TIEMPO 

SE ADICIONAf'.ON A LA REACCIÓN: CADA UNO DE LOS DESOXINUCLEÓSIDOS 

TRIFOSFATO FN UNA CONCENTRACIÓN FINAL DE 0.5 MM; 10 UNIDADES DE 

POLIMERASA r1EPENDIENTE DE DNA (FRAGMENTO GRANDE); 5 UNIDADES DE 

LIGASA DE m:A DE T4; 1 MM ATP CONC. FINAL Y 2.5 jtL DE 10 X -­

BUFFER PoL (1 X CONTIENE 20 MM TRIS HCL PH = 7.5, 10 MM MGCL2, -

10 MM D.T.T.) PARA UN VOLUMEN FINAL DE 50 )-1-L• 

Torio ESTO SE MEZCLA y SE DEJA A TEMPERATURA AMB 1 ENTE Dl! 

RANTE 5 MIN,; DESPU~S SE INCUBA A 15ºC DURANTE 12 HORAS, 

4. MONITOREO DE LA REACCIÓN.DE REPARACIÓN, 

PAF:A OBSERVAR LA FORMACIÓN DE DNA DE DOBLE CADENA . CDNA 

REPARAD0)1 $E REALIZÓ UNA ELECTROFORESIS CON 1 _µ.G DE LA MEZCLA 

DE REPARACIÓN, ADEMÁS DE 2 CONTROLES DE UN GEL DE AGAROSA A ----

60 VOLTS DUf~ANTE 6 HORAS, Los RESULTADOS SE MUESTRAN EN LA FIG!J. 

RA NOM. 12. 

DE ESTA PRUEBA SE PUDO DETERMINAR QUE Sf HABf A FORMA--­

CIÓN DE DNA DE DOBLE CADENA A PARTIR DE DNA DE CADENA SENCILLA;­

SIN EMBARGO. LA EFICIENCIA DE REPARACIÓN FUE BAJA, EL CONTROL 

DE REPARACI(1N SIN LJGASA NOS INDICÓ QUE LA ENZIMA FUE FUNCIONAL 

y EL'CONTROL. DE REPARACIÓN. SIN PRfMER01 QUE LA DNA POLIMERASA -

UTILIZÓ ~sn: ESPECff JCAMENTE COMO INICIADOR' 

1 1 ./ 
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F 1 GURA NOM, 12 MoN 1 TOREO DE 1..,A REACC ION DE' REPARACIÓN, 

A) Di~A DE DOBLE CADENA DEL FAGO Ml3 MP7, 

B) DNA DE DOBLE CADENA CON UNAMEl..LA DEL FAGO Ml3 MP7. 

C) DNA DESPU~S DE LA REACCIÓN DE REPARACIÓN CON PRIMERO Y LIGA­
,SA, 

D) DNA DESPU~S DE UNA REACCIÓN DE REPARACIÓN SIN LIGASA, 

E) DNA DESPU~S DE UNA REACCIÓN DE REPARACIÓN SIN PRfMERO Y SIN 
LJGASA, 

f) DNA,DE CADENA SENCILLA DEL FAGO M13 MP7 ~CM, (TEMPl-.APO AN-
TES DE LA REACCIÓN DE REPARACIÓN), 
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~;, ELIMINACIÓN OE LA CADENA SENCILLA REMANENTE. 

[S IMPORTANTE ELIMINAR EL TEMPLADO NO REPARADO DEBIDO A 

QUE E:L DIM DE CADENA SENCILLA TRMSFECTA CON GRAN EFICIENCIA DANDO 

OR IGE:N A IJN GRAN FONDO Ó EXCESO L'E CLONAS T 1 PO S 1 LVESTRE, 

i>ARA ESTO SE UTILIZÓ LA flUCLEASA SI QUE ES UNA ENZH1A -­

QUE I>IGIEHE DNA DE CADENA SENCILLA EN FORMA ESPECfFICA; DIFEREN-­

TES C:ANTDADES DE LA ENZIMA DILUfDA ( 3 A 10 UNIDADES ) SE ADlCIQ 

NAROtl A 1 ).lG DE LA MEZCLA DE REPARACIÓN Y SE INCUBó A 18ºC DURAN­

TE 1 HORA. 

DNA TRATADO CON SI Y SIN TATAR FUE TRANSfECTADO, PERO -­

NO SE OBSl~RVÓ UNA DIFERENCIA EVIDENTE ENTRE EL NÚMERO DE PLACAS -

OBTEll IDAS CON ESTOS 2 DNAS, 

6. TRANSFECCIÓN, 

.:oN 1 )..lG DE DNA TRATADO CON SI (.1 ){G POR CAJA) Y 0.1 -­

pG DE DNA SIN TRATAR SE TRANSFECTÓ LA CEPA JM101. SE OBTUVIERON 

ALREDEDOR DE 400 PLACAS BLANCAS CON DNA TRATADO CON SI Y 500 PLA­

CAS BLANC4S EN LA CAJA CON DNA SIN TRATAR. 

fAMBltN SE TRANSFECTÓ EL CONTROL DE DNA DE CADENA SENCI­

LLA, OBTEN 1 tNDOSE 1 000 PLACAS COU .1 J!G CON LO QUE SE APREC l Ó -­

QUE ~A EFICIENCIA DE TRANSFECCIÓN FUE BUENA. 

. .. / 
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7. .1:1...lmi!DIZACIÓN EN PUNTO. 

ESTE M~Tl)DO SE UT l Ll ZÓ PARA LA DETECC 1 ÓN DE LA CLONA MU-

TANTE, 

LA PRUEBi1 DE HIBRIDIZACIÓN, SE BASA EN EL HECHO DE QUE -

BAJO CONDICIONES l~S ESTRICTAS QUE LAS EMPLEADAS EN LA REACCIÓN -

DE REPARACIÓN, EL OLIGONUCLEÓTIOO HIBRIDIZA ÚNICAMENTE CON EL DNA 

TOTAUIENTE COMPLEllENTAR I O CDNA MUTADO) / AUNQUE LA D 1 FERENC I A EN- -

TRE EL DNA SILVES~RE Y EL MUTADO SEA COMO EN ESTE CASO DE SOLAMElt 

TE 2 BASES. 

DE ACUERDO A LAS CONDICIONES REPORTADAS POR \'l,BENTON(58) 

PARA EL M~TODO DE HIBRIDIZACIÓN EN PUNTO SE ANALIZARON 340 PLACAS, 

A) SE COLOCAN 2 )..lL DE DNA DE CADA UNA DE LAS PLACAS EN 

UN FILTRO DE NITROCELULOSA ZERBRECHLICH DE SCHLEICHER Y SCHUEL EN 

FORMA DE PUNTOS, 

B) Los FILTROS FUERON HORNEADOS AL VACID A 80ºC DURANTE 

2 HORAS Y PREHIBRlDIZADOS EN 6 X SSC (SSC lX ES 0.15 ~ NACL, ----

0.015 M CITRATO m: SODIO)., 10 X DENHARDT'S <DENHARDT'S 1 X CONTI¡;_ 

NE F!COLL, POLIVIMILPIROLIDONA Y ALBÚMINA S~RICA BOVINA EN UNA -­

CONCE~TRACIÓN DE (l,02%) y S,D,8 AL o.n A 67°C POR l HORA EN BOL­

SAS DE PLASTICO SLLLADAS HERM~TICAMENTE. 

• 1 ,/ 
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C) LA. HIBRIDIZACI~N PE LOS FILTROS SE LLEVA ACABO CON -

EL 0LIGONUCLEÓTIDO MARCADO RADIOACTIVAMENTE CON P32 1-ATP EN UNA 

CONCENTRACIÓN DE 2 A 3 NG/ML; EN 6 X $SC Y 10 X DENHART'S, ESTOS 

SE !NCUBARON A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 3 A 4 HORAS. 

D) DESPUtS DE ESTE TIEMPO LOS FILTROS SE LAVARON CON --

6 X SSC INCREMENTANDO 5ºC LA TEMPERATURA EN CADA NUEVO LAVADO, -­

OBTENitNDOSE LAS AUTORRADIOGRAFfAS CORRESPONDIENTES HASTA OBSER-­

VAR LA DESAPARICIÓN DE LA HIBRIDIZACIÓN INESPECfflCA, 

Los RESULTADOS DE ESTA PRUEBA FUERON 2 PLACAS CLARAMENTE 

POSiTIVAS Y UNA DUDOSA (PUNTOS QUE APARECEN MARCADOS DEPUtS DE 

LOS LAVADOS), VER FIGURA 13. 

LAS PLACAS POSITIVAS PUEDEN CONTENER UNA MEZCLA DE MOL~­

CUL/\S MUTANTES Y TIPO SILVESTRE POR LO QUE ES NECESA8IO VOLVER A 

TRANSFECTAR A E,COLI CON DNA DE ESTAS PLACAS POSITIVAS, ESTA VEZ 

SE llBTUV 1 ERON ALREDEDOR DE 200 PLACAS NUEVAS DE CADA UNA DE LAS 

2 POSITIVAS Y SE ANALIZARON NUEVAMENTE 60 PLACAS POR HIBRIDIZA--­

CIÓ~ EN PUNTO (30 DE CADA POSITIVA ORIGINAL), 

Lo QUE SE ENCONTRÓ FUE QUE UNA DE ELLAS ERA UNA FALSA PQ 

SITIVA, PUES NINGUNA DE LAS NUEVAS PLACAS QUE SE OBTUVIERON FUE PQ 

SlTIVA Y, DE LA OTRA, SE LOGRARON 13 POSITIVAS, FIGURA 14. 

', .I 



=1GURA NOM. 13 HIBRIDIZAClc1N EN PUNTO. Los LAVADOS FINALES SE REALIZA-
RON A 33•c. 



FIGUilA WOM. 14 HJBRIDIZACION EN PUNTO. Los LAVADOS FINALES SE REALIZA 
· RON A 35•c. 
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PAPA SABER SI ALGUNA DE ESTAS CLONAS POSITIVAS LLEVABA -

LA MUTACIÓN DESEADA, SE REALIZÓ UNA SECUENCIA DE DNA (SANGER) DE 

3 DE LAS PL~CAS ESCOGIDAS AL AZAR, 

EL RESULTADO DE LA SECUENCIA DE UNA CLONA SE MUESTRA EN 

LA FIGURA l~i; NINGUNA DE LAS CLONAS LLEVABA LA MUTACIÓN DESEADA -

PERO LAS TRES CONTENIAN UNA DUPLICACIÓN DE LA SECUENCIA BLANCO A 

MUTAR. 

B. GENERACIÓN DEL SITIO DE XBA J, 

8. SÍNTESIS DEL ÜLIGONUCLEÓTIDO SINT~TICO REQUERIDO PA­

RA CREAR UN SITIO DE.XBÁ l. 

~Sl'E OLIGONUCLEÓTIDO FUE SINTETIZADO POR EL M~TODO DEL -

FOSFOTRIESTfR EN FASE SÓLIDA. CON ~L SE QUIERE PRODUCIR UNA ---­

TRANSVERSI6r1 DE UNA G POR T; UNA TRANSICIÓN DE UNA A POR G Y UNA 

DELECIÓN DE UNA A COMO SE PRESENTA EN LA FIGURA 16. 

LA SECUENCIA DE BASES DE ESTE POLINUCLEÓTIDO ES --------

5'CTAAGGAATC.TAGATGGAG3' Y su sfNTESIS SE REALIZÓ A PARTIR DE 7 

ACOPLAMIENTC1S A UNA RESINA G, DE 4 TRINUCLEÓTIDOS Y 3 DIMEROS --­

(TODOS PROPC.RCIONADOS POR EL LABORATORIO DE SÍNTESIS QufMICA DE -

PoLINUCLEóT1Dos). 

LA ADICIÓN DE ESTOS BLOQUES SE HIZO EN EL SIGUIENTE OR--

DEN: 
'. ,/ 



FIGURA NOM, 15 SECUENCIA DE DNA 
DE LA CLONA APARENTEMENTE 
POSITIVA QUE LLEVA LA DU­
PLICACIÓN DE LA SECUENCIA 
BLANCO A MUTAR. 

e 
C T 

C T 
A G 

T T 
AA 
A T 

A T 
T G 
T T 

T T 
A C 
A A 

T G­
T A 
T T 

T T 
T G 
T T 

T T 
A C 
A A 

T G ... 
TA­
T 



SITIO DE LA MUTACION 

Metionina .--.. 

Gene 
Estructural 

TCGAGATTITCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAAT 
·~ CTAAGGAATCTAG ATGGAG 

Taq I 
Oligonucle6tido 
Sintético. 

.:<'IGUHA Núm. 16 Esquema del Sitio de la Mutación en el Gene De 

la Acetil transferasa de Cloranfenicol 
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NOM. DE ACOPLAMIENTO fü. .. OQUE CANTIDAP EN MG 

1 RESINA G 100 

2 GCA 155 

3 AT 105 

4 AG 113 

5 TCT 137 

6 GAA 154 

7 AAG 154 

8 CT 104 

UN/\ VEZ TERMINADOS LOS 7 ACOPLAMIENTOS, EL OLIGONUCLEÓTl 

DO SE LIBERÜ DE LA RESINA Y DE LOS GRUPOS PROTECTORES, EN SEGUI­

DA SE PASÓ POR UNA COLUMNA DE SEPHADEX Y POR UNA COLUMNA DE FASE 

INVERSA EN f:L CROMATÓGRAFO DE HPLC. 

EL OLIGONUCLEÓTIDO YA PURO SE FOSFORILÓ CON LA CINASA DE 

T4 Y '°t -ATP p32 PARA PROBAR SU IDENTIDAD QufMICA, COMO SE MUESTRA 

EN LA FIGUR,\ NOM, 17, 
MERO 

9. VERIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL 19 - EN SE--

CUENCIA DE DNA. 

MERO 
UT'LIZANDO COMO INICIADOR (PRfMERO) EL 19 ___;__;.__Y COMO 

TEMPLADO EL M13 MP 7 - A CM SE REAL! ZÓ UNA SECUENC 1 A DE DNA POR -­

EL M~TODO DJ: SANGER, 

, .. / 



FIGURA NOM. 17 fOSfORILACJON CON LA PQLINUCLE6TJDO CJNASA DE. T4. 

A) CONTROL DE PESO MOLECULAR (17 MEBQ ) 

B) 0LJGQNUCLEl1.TJDO .SINTETIZADO EN FASE SOL.IDA 

<19 . .l!W.). 
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~A SECUENCIA NUCLEOTÍDICA SE PUEDE OBSERVAR EN LA. F !GURA 

18. ESTA NO FUE UNA SECUENCIA MUY ADECUADA; SIN EMBARGO~ DE ELLA 

SE FUEDE AFIRMAR QUE EL 19 .l:1filiQ.. SINTETIZADO FUNCIONA COMO PRf­

MERC ESPECfFICO, 

10. SUSTRATO UTILIZADO EN LA OBTENCIÓN DEL SITIO DE ---­

XBA l, 

EL MISMO TEMPLADO M13 A CM FUE EMPLEADO COMO DNA POSEE-­

DOR DE LA SECUENCIA BLANCO PARA CREAR EL SITIO DE XBA !, ESTE -

SUSTRATO LLEVA EL SITIO DE UNIÓN A RIBOSOMA Y LA REGIÓN ESTRUCTU­

RAL DEL GEN DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENICOL HASTA EL SI­

TIO DE Eco RI INTERNO. 

11. CONDICIONES DE REPARACIÓN; 

SE SIGUIERON LAS CONDICIONES REPORTADAS POR M. SMITH CON 

LAS SIGUIENTES MODIFICACIONES: 

A) ~fACCIÓN DE fOSFORILACIÓN: SE FOSFORILARON 20 P MO-­

LAS DEL 19 ..!1EB.Q._ CON CINASA DE T4 Y Y°-ATP p32 (19 .1:15.B.Q_ MARC~ 
DO RADIOACTIVAMENTE), DESPU~S DE 30 MINUTOS DE INCUBACIÓN CON -

LA llARCA, SE ADICIONÓ ATP 10 MM, Y SE INCUBÓ 20 MINUTOS MAS, 

B) REACCIÓN DE HIBRIDIZACIÓN, ~A MODIFICACIÓN INTRODU­

CID~ EN ESTE PASO FUE PROPUESTA POR EL DR. H. HEYNEKER PARA AUMEU 

TAR LA EFICIENCIA DE REPARACIÓN, 

.. ,/ 

· .. ·.·.·.¡ 
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Es-A CONSISTE EN ADICIONAR JUNTO CON EL TEMPLADO DE CAD~ 

NA SENCILLA Y EL 19 -llfiliQ_, DNA DE DOBLE CADENA RF DE M13 MP7 DI­

GERIDO CON LA ENDONUCLEASA Eco RI1 DE TAL FORMA QUE AL DESNATURA­

LIZAR TtRMICAMENTE ESTA MEZCLA Y LUEGO RENATURALIZARLA, UNA DE -­

LAS CADENAS DEL RF HIBRIDIZA CON EL TEMPLADO, QUEDANDO LA REGIÓN 

DEL INSERTO SIN APAREARSE, 

EL OLIGONUCLEÓTIDO H!BRIDIZA CON LA REGIÓN DEL INSERTO -

QUEDANDO SÓLO ALREDEDOR DE 270 BASES POR REPARAR y, DE ESTA MANE­

RA, OBTENER EL DNA DE DOBLE CADENA CIRCULAR COVALENTEMENTE CERRA-

DO, 

EN ESTA REACCIÓN SE MEZCLARON 3 ).lG DE TEMPLAD01 20 PM -

DEL 19 ....!:1S.BQ.. (FOSFORILADO RADIOACTIVAMENTE) 5 ~G DE RF M13 MP7 

EN BUFFER POL NACL; LA MEZCLA SE INCUBÓ A 85ºC DURANTE 5 MINUTOS 

Y SE DEJÓ Et!FR I AR LENTAMENTE, 

C) REACCIÓN DE POLIMERIZACIÓN. ESTA REACCIÓN SE LLEVÓ 

A CABO EN U~. VOLUMEN FINAL DE 90 J.!L EN LA MISMA MANERA QUE PARA -

EL CASO DE L.A DOBLE DELECIÓN. 

12.. tlONIIQREO DE LA REACCIÓN DE REPARACIÓN. 

PAF•A MONITOREAR LA REACCIÓN DE REPARACIÓN EN ESTE CASO -

~E USÓ EL Ol.IGONUCLEÓTlDO MARCADO RADIOACTIVAMENTE. 

' .. / 
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hA MEZCLA DE REPARACI9N SE UlRIGI6 CON LAS ENZIMAS DE -­

RESº"RICCIÓN Eco RI y füND 111 PRODUCltNDOSE UN FRAGMENTO DE AL­

REDEDOR DE 254 BASES DE Eco Rl - HIND III. 

ESTE FRAGMENTO LLEVA LA SECUENCIA CON LA CUAL HIBRIDIZA 

EL :.9 .J:1IBQ_ POR LO QUE AL REALIZAR UNA ELECTROFORES l S EN GEL DE 

ACR. LAMIDA AL 7 .5% CON LA REACCIÓN DE DIGESTIÓN, SE ESPERABA OB-­

SERVAR UNA BANDA RADIOACTIVA DE 254 P,B, SI EL TEMPLADO HABfA SI­

DO HEPARADO Y POR LO TANTO SE HABfA FORMADO UN FRAGMENTO DE DOBLE 

CADENA. 

ESTA BANDA SE OBSERVA EN LA FIGURA 19; LA BANDA DEL CON­

TROL DE PESO MOLECULAR NO SE OBSERVA YA QUE SE UTILIZÓ UN DNA --­
(p A37 n1GERrno coN H1Nn 111 v Eco RI> sIN MARCAR. 

13. ELIMINACIÓN DE LA CADENA SENCILLA. 

EN ESTE CASO SE UTILIZÓ LA NUCLEASA MUNG BEAN.1 QUE ES -

UNA ENZIMA QUE DEGRADA DNA DE CADENA SENCILLA EN FORMA ESPECÍFI­

CA 'f QUE ES MENOS SEVERA QUE LA NUCLEASA SI, 

PARA ESTA DIGESTIÓN A .75 )Jl3 DE DNA REPARADO, SE LE ADl 

C!OllÓ UNA UNIDAD DE.NUCLEASA MUNG SEAN Y SE INCUBÓ A 25ºC, A --

DIFERENTES TIEMPOS SE SACARON VARIAS ALfCUOTAS QUE FUERON lNMEDIA 

TAM2NTE EXTRAfDAS CON fENOL Y CLOROFORMO PARA POSTERIORMENTE PRE­

CIPITAR EL DNA. 

. .. / 



FIGURA "º"' 19 MONJTOREO DE ~A R~ACCJON 
DE REPARACIÓN. 

A> REACCIÓN DE REPARACIÓN SIN LIGASA.1 -
DIGEfUDA CON Eco Rl y Hum 11 I. 

8) REACCIÓN DE REPARACIÓN CON LIGASA.1 -
DIGERIDA CON Eco Rl y HIND 111. 
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CON ESTE DNA SE T~ANSfECTÓ . UNA CEPA PE ~.CoLi OBTENI~N­

DOSE LOS SIGUIENTES RESULTADOS: 

RESULTADO DE LA TRANSFECCIÓN CON DNA TRATADO CON LA NL· 

CLEASA MUNG-BEAN. 

TIEMPO DE CANTIDAD y TIPO DE DNA NOM. DE PLACAS -
INCUBA OBTEN IDAS EN LA CION~ 

TRANSFECCION. 

al 100 NG DNA REPARADO 5ao 
o2 100 NG DNA REPARADO 500 

1 MIN, 100 NG DNA REPARADO 300 

10 MIN, 100 NG DNA REPARADO 100 

30 MIN, 100 NG DNA REPARADO 90 

60 MIN. 100 NG DNA REPARADO 90 
al 100 NG DNA MELLADO 800 

30 MIN, 100 NG DNA MELLADO 850 

60 MIN, 100 NG DNA MELLADO 700 
al 100 NG DNA DE CADENA SENCILLA 600 

30 MIN, 100 NG DNA DE CADENA SENCILLA 20 

60 MIN, 100 NG DNA DE CADENA SENCILLA NINGUNA 

(,2 UNIDADES DE ENZIMA POR TUBO), 

DoNnE ol Es EL n EMPo ANTEs oE AGREGA.R. 1..A. ENZ 1 MA y o2 Es 

EL TIEMPO .INMEDIATAMENTE DESPU~S DE AGREGAR LA ENZIMA',' 

1 1 ./ 
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TAMBl¡;ll SE UTI!.JZQ l..A PROTEfNA 32 COPI f ICAOA POR El-, BAC­

TERIÓFAGO T4 DE E.COL! PARA ELIMINAR LA CADENA SENCIL.LA1. YA QUE -

ESTA PROTEfNA SE UNE ESPECfFICAMENTE A DNA DE H~LICE SENCILLA, IM . . -
PIDIENDO QUE ESTE DNA SEA TRANSFECTADO EN UNA CEPA DE E.COL! ,(59). 

SE PROBARON VARIAS CONCENTRACIONES DE PROTEfNA 32 QUE -­

FUERON MEZCLADAS CON DNA REPARADO E INCUBADAS A TEMPERATURA AM--­

BIENTE DURANTE 15 A 30 MINUTOS, 

CON ESTE DNA SE TRANSFECTÓ LA CEPA JM101 Y LOS RESULTADOS 

SE MUESTRAN EN EL SIGUIENTE CUADRO: 

RESULTADO DE LA TRANSFECCIÓN CON PNA TRATADO 

CON PROTEINA 32. 

CANTIDAD DE 
PROTEÍNA 32, 

400 NG 

800 NG 

1 200 NG 

400 NG 

800 NG 

1 200 NG 

400 NG 

800 NG 

1 200 NG 

1 200 NG 

CANTIDAD Y TIPO DE DNA 

100 NG DNA REPARADO 

100 NG DNA REPARADO 

100 NG DNA REPARADO 

100 NG DNA MELLADO 

100 NG DNA MELLADO 

100 NG DNA MELLADO 

100 NG DtlA CADENA SENC 1 LLA 

lQO NG DNA CADENA SENCILLA 

100 NG DNA CADENA SENCILLA 

100 NG DNA DE DOBLE CADENA 

NOM. DE PLACAS -
OBTENIDAS EN LA 

TRANSFECCIÓN, 
600 

100 

80 

800 

800 

780 

200 

15 
NINGUNA 

SE LLENO TODA LA 
CAJA DE PLACAS, 

.. ,/ 
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l4. HIBRIDIZACION CON COLONIA. 

LAS PLACAS RESULTANTES DE LA TRANSFECCIÓN 1 SE CRECIERON -

EN UNA PLACA DE MICROTfTULO CON 300 )tL DE MEDIO YT 2X 'f 30 Ji.1-
DE CtLULAS EN FASE EXPONENCIAL DE LA CEPA JM101 DURANTE 12 HORAS A 

37ºC, DESPUtS DE ESTE TIEMPO LAS CtLULAS INFECTADAS FUERON TRAN~ 

FERIDAS A UN FILTRO DE NITROCELULOSA CMILIPORE HATf090), 

LAS CtLULAS EN LOS FILTROS SE DEJAN CRECER SOBRE llNA CAJA 

DE MEDIO YT DURANTE 10 A 12 HORAS Y POSTERIORMENTE SON ANALIZADAS 

POR EL MtTODO DE HIBRIDIZACI~N EN COLONIA REPORTADO POR E. WALACE 

(60), EL CUAL BREVEMENTE CONSISTE EN LISAR LAS COLONIAS CON UNA -

SOLUCIÓN DE NAOH O, 5 M, NEUTRAL! ZAR LOS FILTROS CON TR 1 S HCL PH= 8 

Y SECARLOS AL AIRE PARA DESPUtS HORNEARLOS AL VACIO A 60ºC DURANTE 

2 HORAS. POSTERIORMENTE SON PREHIBRIDIZADOS EN DENHART'S 5 X A --

60ºC DURANTE 1 HORA, 

Los FILTROS SE HlBRIDlZAN CON EL OLlGONUCLEÓTIDO MARCADO 

CON P32 (5 PM) ALREDEDOR DE 3 NG/ML EN NET 6 X (NET lX ES 0.15 

M NA'CL, 0.015 TRIS HCL PH = 7.5, 0.001 M C.D.T.A.). DENHART's 5 X, 

SULFATO DE DEXTRANO 10% Y NP40 AL 0.5% A TEMPERATURA AMBIENTE DU-­

RANTE 4 HORAS, 

Los FILTROS FUERON LAVADOS CON 6 X ssc 3 VECES A TEMPERA­

TURA AMBIENTE INICIALMENTE Y LA TEMPERATURA SE INCREMENTÓ POSTE--­

RIORMENTE HASTA LLEGAR A 45ºC, DE CADA LAVADO SE OBTUVO LA AUTO--

.. ,/ 

,~ 
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RRAD l OGRAf _f A DE LOS FILTROS. 

POR ESTE M~TODO SE ANALIZARON 230 COLONIAS Y NINGUNA DIO 

RESULTADO POSITIVO. 
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VI. DISCUSION. 

l. VECTOR UTILIZADO, 

EL FAGO M13 MP7,, COMO SISTEMA EMPLEADO PAR.A MONTAR LA M!l 

TAGtNESIS SITIO ESPECfFICA PRESENTA UNA SERIE DE VENTAJAS, DEN-­

TRO DE ESTAS QUIZÁS LA MÁS IMPORTANTE ES QUE APARTIR DE C~LULAS -

DE E.COL! INFECTADAS CON ESTE FAGO SE PUEDE OBTENER DNA DE CADE­

NA SENCILLA EN FORMA RÁPIDA V FÁCIL,, CENTRIFUGANDO SIMPLEMENTE -­

LAS C~LULAS,, VA QUE EL FAGO EXCRETADO AL MEDIO DE CULTIVO QUEDA -

EN EL SOBRENADANTE EN UN ELEVADO TfTULO uo12 FAGOS POR MLl" V ES 

POSIBLE PURIFICAR EL DNA DEL FAGO POR MEDIO DE VARIOS PASOS SIM-­

PLES. 

POR OTRO LADO REALIZAR SECUENCIAS DE DNA POR EL MtTODO -

DE "DIDEOXI" CON ESTE FAGO RESULTA MUY SENCILLO,, POR LO QUE FUE -

POSIBLE SECUENCIAR RÁPIDAMENTE NO SÓLO EL SUSTRATO PARA LA MUTAG~ 

NESIS,, SINO TAMBltN ALGUNAS DE LAS CLONAS POSITIVAS OBTENIDAS POR 

HlBRIDlZACIÓN EN PUNTO. 

POR OTRA PARTE ESTE SISTEMA ( M13 MP7 ) PRESENTA LA DES­

VENTAJA DE QUE EL DNA DE CADENA SENCILLA NO REPARADO TRANSFECTA -

CON GRAN EFICIENCIA, POR LO QUE ES NECESARIO ELIMINAR ESTE DNA CQ. 

MO SE DISCUTIRÁ ADELANTE. 

t' ,/ 
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2. CONDICIONES DE REPARACIÓN. 

. . . ... 

lAS CONDICIONES DE REPARAC.IÓN QUE INICIAl.MEtffE' SE UTll.,l 

ZARON FUERON LAS REPORTADAS POR {'11 YADA ( 56 ) ,' EL UTILIZÓ EL ~­

Ml3 MP2 Y UN OL!GONUCLEÓT!DO DE 18 BASES PARA PRODUCIR PELECIO-­

NES ESPECfFICAS EN EL PROMOTOR ARABAD DE E.COLI. 

PosTERIORMENTEJ SMITH PUBLICÓ UN PROCEDIMIENTO GENERAL 

PARA LA MUTAG~NESIS DIRIGIDA USANDO VECTORES DERIVADOS DE Ml3; -
ESTE ES UN M~TODO GENERAL REPORTADO TANTO PARA OLIGONUCLEÓTIDOS 

PEQUEÑOS ( 8 BASE~ ) COMO PARA OLIGONUCLEÓTIDOS MAS GRANDES :"'--. . 

( 20 BASES ) , EL OLIGONUCLEÓTIDO UTILIZADO PARA PRODUCIR LA 0{! 

BLE DELECIÓN A PESAR DE SER DE 15 BASES1 DEBIDO A SU RIQUEZA EN 
.. ' 

A Y T1 PRESENTA UNA BAJA TEMPERATURA DE HIBRIDIZACIÓN POR LO 

QUE SE DECIDIÓ CAMBIAR A LAS CONDICIONES PROPUESTAS POR SMIT!i ET 

AL ( 61 ) • 

.. . 
LAS DIFERENCIAS ENTRE UN M~TODO Y OTR01. SE LIMITAN A LA 

TEMPERATURA DE HIBRIDIZACIÓN1 AL TIPO DE SALES UTILIZADAS EN LOS 

BUFFERS Y A LA CONCENTRACIÓN DE NACL UTILIZADA EN EL BUFFER DE -

HIBRIDIZACIÓN. 

UTILIZANDO EL 15 ~.y LAS CONDICIONES DE SMITH SE ~ . . ., 

PUDO OBTENER UNA MAYOR EFICIENCIA DE REPARACl~N QUE .. fUE MQ~ITO--
READA DE LA MISMA MANERA PROPUESTA POR MIYADA, 

·,. ,/ 
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3. SjNTEsis y V~RiFI~ACIÓN DE:LA ACTIVIDAD PE~ OLIG6Nu­

CLEÓTIDO, 

Los RENDIMIENTOS ALCANZADOS EN LA sfNTESJS DEL OLIGONU-­

CLEÓTIDO UTILIZADO PARA CREAR EL SITIO DE ~1 NO FUERON BUENOS; 

SIN EMBARGO, SE OBTUVIERON ALREDEDOR DE 2 500 P MOLAS QUE ES UNA 

CANTIDAD SUFICIENTE PARA HACER BASTANTES EXPERIMENTOS (APROXIMADA 

MENTE 50), 

EL MERO 19 . MERO PRODUJO UNA SECUENCIA DE DNA ACEPTABLE 

UTILIZANDO COMO TEMPLADO EL Ml3 MP7 - A CM LO CUAL ES UNA PRUEBA 

FEHACIENTE DE QUE EL OLIGONUCLEÓTIDO SIRVE COMO PRfMERO ESPECfFI-. . 

CO Y QUE PUEDE SER EMPLEADO PARA REALIZAR UNA REACCIÓN DE REPARA­

C I6N. 

LAS CONDICIONES DE REPARACIÓN EMPLEADAS EN ESTE CASO --­

TAMBI~N FUERON LAS REPORTADAS POR SMITH. 

4. MoNiTOREO DE LA REACCIÓN DE REPARACIÓN. 

EL MONITOREO DE LA REPARACIÓN POR GEL PRESENTA CIERTAS -

LIMITACIONES1 COMO QUE LA FORMACI~N DE DNA DE DOBLE CADENA, SEGU! 

DA DE UNA ELECTROFORESIS EN GEL1 NO PERMITE DARSE CUENTA DE LA -­

INTEGRIDAD FfSICA DEL DNA. LA POLIMERASA DEPENDIENTE DE DNA1 --

• 1 ,/ 
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PUEDE TENER ABORCIONES POR LO QUEJ ES PROBABLE OBTENER UNA SERIE 

DE MOL~CULAS DE DOBLE CADENA A LAS QUE LES FALTAN ALGUNAS BASES.­

ESTAS MOL~CULAS PUEDEN ENMASCARAR LA FORMACIÓN DE VERDADERAS MOL~ 

CULAS DE DOBLE CADENA COVALENTEMENTE CERRADASJ YA QUE BAJO LAS -­

CONDICIONES USADAS EN ESTE GEL NO PUEDEN DIFERENCIARSE, 

POR OTRA PARTEJ EL M~TODO NO ES QTIL CUANDO SE UTILIZA -

DNA DE DOBLE CADENA DESDE EL INICIO DE LA REPARACIÓN, POR ESTAS 

RAZONES SE DECIDIÓ IMPLEMENTAR UN NUEVO M~TODO PARA SEGUIR LA FOR 

MACIÓN DE DNA DE DOBLE CADENA, LA UTILIZACIÓN DEL OLIGONUCLEÓTI­

DO MARCADO RADIOACTIVAMENTE EN LA REACCIÓN DE REPARACIÓN1 NOS --­

PERMITE OBSERVAR DESPU~S DE LA DIGESTIÓN DE LA REACCIÓN V LA --­

ELECTROFORESIS DE ~STA1 UNA BANDA RADIOACTIVA EN UNA AUTORRADIO~­

GRAF[A, ESTA BANDA RADIOACTIVA PROVIENE ÜNJCAMENTE DE AQUELLAS 

MOL~CULAS DE DOBLE CADENA REPARADAS A PARTIR DE OLIGONUCLEÓTIDO -

V QUE ESTAN COVALENTEMENTE CERRADAS, 

5. ELIMINACIÓN DE LA CADENA SENCILLA'REMANENTE, 

LA ELIMINACIÓN DE LA CADENA SENCILLA RESULTA IMPORTANTE 

PARA DISMINUIR EL "FONDO" DE MOL~CULAS TIPO SILVESTRE1 PARA LO -­

CUAL SE USARON CONDICIONES DILUfDAS DE LA NUCLEASA SI PORQUE ESTA 

ENZIMA ES CAPAZ DE DEGRADAR EL DNA DE DOBLE CADENA A PARTIR DE -­

UNA MELLA O RUPTURA DEL ENLACE FOSFODIESTER PRESENTE EN ESTE DNA, 

. ',/ 



. ',/. .91 

AL HIBRIDIZAR EL QLIGONUCLEÓTIDQ CON EL TEMPLADO, 2 BA­

SES NO SE APAREAN (LAS QUE SE ~AN A MUTAR) Y FORMAN "2 BURBUJAS" 

A PARTIR DE LAS CUALES LA NUCLEASA SI PUEDE EMPEZAR A D 1 GER IR -­

EL DNA REPARADO, 

ESTA FUE LA RAZÓN POR LA QUE NO SE AUMENTÓ LA CONCENTRA 

CIÓN DE LA ENZIMA SI A PESAR DE QUE LA ELIMINACIÓN DE DNA DE CA­

DENA SENCILLA EN EL CASO DE LA DOBLE DELECIÓN NO FUE CLARA. 

AL CONTAR EN EL LABORATORIO CON LA NUCLEASA MUNG BEAN,,­

SE DECIDIÓ UTILIZAR DICHA ENZIMA, ESTA, A DIFERENCIA DE LA SI, 

NO RECONOCE MELLAS EN EL DNA Y SÓLO ES CAPAZ DE DEGRADAR EL DNA 
CUANDO tSTE PRESENTA UN HUECO POR LA PtRDIDA DE VARIAS BASES, 

( 62 ). 

CON ESTA ENZIMA SE PUDO ENCONTRAR LAS CONDICIONES EN -­

LAS CUALES SE ELIMINA TOTALMENTE EL DNA DE CADENA SENCILLA.1 SIN 

UNA APARENTE DEGRADACIÓN DEL DNA DE DOBLE CADENA CON UNA MELLA. 

LA PROTEfNA 32, DEL FAGO T4 FUE PROBADA COMO UN MtTODO 

MAS PARA LA ELIMINACIÓN DE LA CADENA SENCILLA, LA PROTEfNA 32 

FUE PROPORCIONADA POR RICARDO ROSALES Y LA IDEA UTILIZAR tSTA -­

FUE POR ANALOG'A A UN TRABAJO REPORTADO EN EL CONGRESO DE MUTAG~ 

NES 1 S 11 
in vi tro 11

, (COLO SPR I NG HARBOR, NEW YoR K, MA yo DE 1982 >. 
( 63 ), 

.. ,/ 
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EL USO DE LA PR.OTE_fNA 32 RE$ULT9 MEJOR QUE LA ENZIMA ~­

MUNG BEAN YA QUE ES UN M~TQPO MÁS RAPIDO Y NO SE REQUIE~E DE UNA 

POSTER!OR MANIPULACIÓN QUE ~UDIERA SER. FUENTE DE P~RDIPA O DETE­

R JORO DEL DNA, 

CON LA PROTEfNA 32 TAMBI~N SE ENCONTRARON CONDICIONES -

EN QUE EL DNA DE CADENA SENCILLA NO TRANSFECTA YJ SIN EMBARGO, -

EL DNA DE DOBLE CADENA CON UNA MELLA PARECE NO TENER NINGUNA DI~ 

MINUCIÓN EN SU EFICIENCIA DE TRANSFECCIÓN, 

TODAS LAS TRANSFECCIONES REALIZADAS CON EL DNA REPARA-­

DO, TRATADO CON LAS ENZIMAS S1 Y MUNG BEAN, ASf COMO EL DNA TRA­

TADO CON PROTEINA 32, FUERON EFICIENTES, 

6. DETECCIÓN DE LA CLONA MUTANTE POR HIBRIDIZACIÓN; 

PARA LA PRUEBA DE HIBRIDIZACIÓN EN PUNTO, MIYADA UTILI­

ZA 1 _/'- L DE SOBRENADANTE (.CON FAGO ) DE CADA UNA DE LAS PLACAS 

POR AMALIZAR, EL T[TULO DEL FAGO QUE NOSOTROS OBTENfAMOS DES--­

PU~S DE INFECTAR C~LULAS DE LA CEPA Jf1101 ERA MENOR QUE EL ----­

EMPLEADO POR MIYADA, POR LO QUE AÚN ANTES DE REALIZAR LOS LAVA-­

DOS, OBSERVÁBAMOS POCA HIBRIDIZACJÓN, POR ESTA RAZÓN, SE DECI-­

DIÓ EMPLEAR EN VEZ DE FAG01 EL DNA DE CADA PLACA PRECIPITADO CON 

PEG, LO CUAL NOS PERMITfA FIJAR UNA MAYOR CANTIDAD DE DNA .AL flb. 

TRO Y POR LO TANTO OBTENER UNA MAYOR HIBRIDIZACIÓN INICIALMENTE, 

... / 
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UTILIZAR DNA DE FAGO TIENE LA PESVENTAJA OE REPRESENTAR 

UN GASTO MAYOR DE MATERIAL Y TIEMPO YA QUE ES NECESARIO CULTIVAR 

FAGO DE CADA PLACA POR SEPARADQ, CENTRIFUGAR LAS CtLULAS, DECAN­

TAR EL SOBRENADANTE EN UN TUBO, ADICIONAR PEG, VOLVER A CENTRI-­

FUGAR, DECANTAR Y RESUSPENDER, 

POR ESTAS RAZONES SE DECIDIÓ CAMBIAR Y UTILIZAR LA --­

PRUEBA DE HIBRIDIZACIÓN EN COLONIA QUE ES UTILIZADA YA EN OTROS 

LABORATORIOS (DR. H. HEYNEKER, COMUNICACIÓN PERSONAL), 

EN LA HIBRIDIZACIÓN EN COLONIA LAS CtLULAS INFECTADAS -

SON CRECIDAS SOBRE EL FILTRO DE NITROCELULOSA HASTA OBTENER UNA 

COLONIA1 EN DONDE CADA CtLULA CONTIENE VARIAS MOLtCULAS DE DNA -

DE FAGO EN FORMA REPLICATIVA Y SECRETA GRAN NÜMERO DE FAGO AL -­

EXTERIOR, DE ESTA MENERA SE ASEGURA TENER SUFICIENTE DNA PARA 

LA HIBRIDIZACIÓN CON EL OLIGONUCLEÓTIDO, 

UNA DE LAS MEJORES VENTAJAS QUE PRESENTÓ ESTE MtTODO -­

FUE QUE1 PARA TRANSFERIR LAS CtLULAS INFECTADAS AL FILTRO, SE -­

USÓ UNA PLACA DE MICROT[TULO A LA QUE SE PEGARON CLAVOS EN EL -

CENTRO DEL POZO, CON LA CUAL SE PUDO TRANSFERIR RÁPIDAMENTE LAS 

CtLULAS INFECTADAS CRECIDAS EN OTRA PLACA DE MICROTfTULO A VA--­

RIOS FILTROS, PARA ESTERILIZAR ESTA PLACA CON CLAVOS, SIMPLE-­

MENTE SE FLAMEA CON ETANOL, 

... / 
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ESTE REPLICAPQR PE COLONIAS SIGNIFIC~ UN GRAN AHQRRQ PE 

TIEMPO Y MATERIAL, 

EN EL CASO PE LA DOBLE PELECl~N SE OBTUVO UN RESULTADO 

INTERESANTE~ AUNQUE NO FUE EL ESPERADO. 

AL LEER LA SECUENCIA DE DNA OBTENIDA DE LAS PLACAS POSl 

TIVAS1 SE ENCONTRÓ QUE HABÍA OCURRIDO UNA DUPLICACI~N DE LA SE -

CUENCIA BLANCO A MUTAR, 

AUNQUE SE ESPERABA QUE LA DOBLE DELECl~N DISMINUYERA LA 

FUERZA DEL PROMOTOR NO SAB~AMOS SI ~STA ANULARA COMPLETAMENTE SU 

ACTIVIDAD, UNA POSIBLE EXPLICACl~N A ESTE FEN0MENO DE llUPLICA­

CIÓN ES QUE LA DISMINUCIÓN DE LA DISTANCIA ENTRE. -35 .V. -10 RE-­

SULTARA SER LETAL Y POR ESO NO. FUERA POSIBLE ENCONTRAR LA MUTA-­

CIÓN. 

POR LO QUE RESPECTA A LA HIBRIDIZACIÓN FUENTE DE LA DU­

PLICACIÓN1 PARECE FACTIBLE PROPONER UN EFECTO COOPERATIVO DE LA 

HIBRIDIZACIÓN ADYACENTE DE DOS MOL~CULAS DE OLIGONUCLE~TIDOS PER 
. . 

FECTAMENTE CONTIGUAS, EL EFECTO CONFORHACIONAL DE LA UNl~N DE 

UN OLJGONUCLEÓTIDO PUEDE ESTABILIZAR LA UNl~N DEL OTRO, 

ESTA ESTABILIDAD PERMITIÓ QUE LOS OLJGONUCLEOTID~S °AUN- . 

QUE NO ERP.N TOTAl.1-ENTE COMPLEMENTARIOS, NO SE DESPEGARAN CON LOS 

LAVADOS CAPACES DE ELIMINAR LA ASOCIACION DE UNA S~LA MOL~CULA, 

.-. ,/ 
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AL OBTENER ESTE RESULTADO Y ESPECULAR QUE QUIZÁS NUNCA 

FUERA POSIBLE OBTENER UNA DOBLE PELECJÓN EN ESTA REGIÓN DEL PRO­

MOTOR, SE DECIDIÓ CAMBIAR DE SISTEMA PARA MONTAR LA TtCNICA DE -

MUTAGtNESIS DIRIGIDA, 

CREAR UN SITIO PARA LA ENZIMA ~ INMEDIATAMENTE --­

ANTES DEL lER. CODÓN DE TRADUCCIÓN DE LA ACETILTRANSFERASA DE -­

CLORANFENICOL, TIENE LA VENTAJA DE SER UNA MUTACIÓN SILENCIOSA;­

ES DECIR, NO SE ESPERA PRODUCIR NINGÚN CAMBIO EN LA ACTIVIDAD DE 

LA PROTEfNA, NI EN SU EXPRESIÓN; ADEMAS DE QUE ESTA MUTACIÓN ES 

ÚTIL PARA EL LABORATORIO DE INGENIERf A GEN~TICA, 

DESAFORTUNADAMENTE PARA ESTE CASO DEL SITIO DE XBA l . -

NO SE OBTUVO NINGUNA CLONA POSITIVA EN LA PRUEBA DE HIBRIDIZA--­

CION. DEBIDO A QUE EL MONITOREO DE LAS REACCIONES DE REPARA--­

CION Y ELIMINACIÓN DEL FONDO SILVESTRE, MOSTRÓ QUE AMBAS MANIPU­

LACIONES FUERON SA-TISFACTORIAS, SE PIENSA QUE EL PROBLEMA DE LA 

OBTENCIÓN DE RESULTADOS NEGATIVOS ESTA EN EL M~TODO DE DETECCIÓN. 

MONTAR LAS CONDICIONES ÓPTIMAS DE HIBRIDIZACIÓN, ASf CQ 

MO LA TEMPERATURA ADECUADA DE LOS LAVADOS, SE FACILITARfA MUCHO 

SJ .SE CONTARA CON UN CONTROL POSITIVO; PERO DEBIDO A QUE POR EL 

MOMENTO NO SE CUENTA CQN ~STE, EXISTE LA OPCIÓN EN ESTE CASO PAR 

TICULAR DEL SITIO DE ~' DE SELECCIONAR LAS CLONAS MUTANTES 

POR UN M~TODO ALTERNATIVO, APROVECHANDO QUE LAS MOL~CULAS MUTAN-

.. . 1 · 
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TES PRESENTAN EL FENOTIPO PE PIGERIRSE CON hA ENZIMA PE RESTRIC­

CIÓN XBA l. 

ESTE M~TODO ALTERNATIVO CONSISTE EN OBTENER DNA DE DO-­

BLE CADENA RF PROVENIENTE DE TODAS LAS PLACAS> OBTEN IDAS AL ---­

TRANSFECTAR LA MEZCLA DE REPARACIÓN> TRATADA CON LA NUCLEASA --­

MUNG BEAN Y LA PROTEfNA 32. SE ESPERA QUE ALGUNAS MOL~CULAS DE 

ESTE DNA RF LLEVEN LA MUTACIÓN; POR LO QUE> AL DIGERIR ~STE CON 

LA EflZIMA XBA l Y CORRER UNA ELECTROFORESIS., SE PUEDAN SEPARAR 

LAS MOLtCULAS DE DNA DE DOBLE CADENA SILVESTRE, DE LAS MOLtCULAS 

MUTADAS1 YA QUE tSTAS MIGRARAN COMO DNA DE DOBLE CADENA LINEAL. 

POSTERIORMENTE, SI SE ELUYE ESTE DNA LINEAL; AUNQUE NO 

SEA APRECIABLE AL TEÑIRLO CON BROMURO DE ETIDIO Y BAJO LA LUZ ~­

ULTRAVIOLETA, PUEDE SER DESPUtS LIGADO Y USADO PARA TRANSFECTAR 

LA JM101. 

PARA DETERMINAR SI ALGUNAS DE LAS PLACAS RESULTANTES -­

CONTJ EHEN EL SITIO DE ~' SE ANALIZAR~N POR EL MtTODO DE ~--­

MICROENSAVO DE DNA Y POSTERIORMENTE SE PUEDE CONFIRMAR CON UNA. -

SECUENCIA DE DNA. 
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