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I INTRODUCCION.

1, T1Pos DE MUTACIONES Y- MUTAGENOS.

EL INICIO DEL DESARROLLO DE LA GENETICA CLASICA Y MOLE-
CULAR PUEDE SER MARCADA A PARTIR DEL DESCUBRIMIENTO DE LAS LEYES
FUNDAMENTALES DE LA HERENCIA POR MENDEL EN 1865. CASI INMEDIATA
MENTE DESPUES DEL REDESCUBRIMIENTO DE DICHAS LEYES, EN 1900, LOS
GENETISTAS COMENZARON A ESPECULAR ACERCA DE LA ESTRUCTURA QUIMICA
DEL GEN Y DE SU MODO DE CONTROLAR QUIMICAMENTE LAS CARACTERISTI-
CAS CELULARES. '

DE LOS TRABAJOS DE ESTOS GENETISTAS MENDELIANOS CON =--
ORGANISMO MULTICELURARES MUTANTES COMO PLANTAS Y ANIMALES (PLAN-
TA. DEL MAIZ, RATON, MOSCA DROSOPHILA, ETC.), SURGIERON LAS PRIME
RAS IDEAS ACERCA DE QUE LOS GENES CONTROLAN EN FORMA DIRECTA --
LA SINTESIS DE TODAS LAS PROTEINAS; SIN EMBARGO, SABIAN QUE PARA
PROPORCIONAR EVIDENCIAS CONVINCENTES EN CUANTO A LA MANERA DE --
ACTUAR DE LOS GENES, ERA NECESARIO ENCONTRAR OBJETOS BIOLGGICOS
MAS ACCESIBLES AL ANALISIS QuIMmico ( 1 ),

EN ESE ENTONCES NO ERA POSIBLE TRABAJAR CON MICROORGA--
NISMOS PUES ESTOS NO PRESENTAN CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS FA--
CILMENTE RECONOCIBLES, POR LO QUE NO SE PODIA SABER CUANDO CONTE
NIAN MUTACIONES,
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EL AVANCE FUNDAMENTAL EN E|, EMPLEO DE BACTERIAS Y VIRUS
BACTERIANOS O FAGOS, PARA EL ESTUDIO DE LAS FUNCIONES DE LOS GE-
NES, SE LOGRG HASTA 1945 CON EL CONOCIMIENTO DE QUE SE PODIAN LO
GRAR MUTACIONES, QUE ALTERAN LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS PARA
SINTETIZAR METABOLITOS ESENCIALES; QUE DAN RESISTENCIA A ANTIBIQ
TICCS Y A FAGOS; ASI COMO MUTACIONES DE FAGOS QUE IMPLICAN VARIE
DADES DE HUESPEDES Y REQUERIMIENTOS TERMICOS. ADEMAS, LAS BACTE
RIAS Y FAGOS TIENEN LA VENTAJA DE POSEER CICLOS DE VIDA MUY BRE-
* VES Y DE CRECER FACILMENTE BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO CON--
TROLABLES ( 2 ),

Los GENES MUTANTES CONFIEREN CARACTER{STICAS IDENTIFICA
BLES Y SON ENTIDADES CENTRALES EN EL ESTUDIO DE LA GENETICA CLA-
SICA. DE AHI LA IMPORTANCIA Y EL INTERES DE AISLAR Y PRODUCIR MUTA--
CIONES,

UNA MUTACIGN ES UN PROCESO POR EL CUAL UN GENE SUFRE UN
CAMEIO ESTRUCTURAL,  NOSOTROS DEFINIREMOS MUTACIGN COMO CUAL---
QUIER ALTERACION EN LA SECUENCIA DE BASES DEL ACIDO NUCLEICO COM

PRENDIDO EN EL GENOMA DE UN ORGANISMO, INDEPENDIENTEMENTE DE SI
LA ALTERACIGN CAUSA O NO UN EFECTO FENOTIPICO.

EXISTEN VARIOS TIPOS DE MUTACIONES: UNA MUTACION PUN---
TUAL IMPLICA EL CAMBIO DE UNA SOLA BASE DE ACIDO DESOXIRRIBONU--
CLETCO (DNA), EN CONTRASTE CON AQUELLAS QUE ENVUELVEN UN FRAGMEN
TO GRANDE DE UN GENE 0 DEL CROMOSOMA.
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TAMBIEN SE CLASIFIGAN LAS MUTACIQNES LLAMADAS PE SUSTI-
TUCION DE BASES: 1) TRANSVERSIGN ES LA SUSTITUCIGN DE UNA BASE -
PORICA, ADENINA (A) O GUANINA (G), POR UNA BASE PIRIMIDICA, CITQ
SINA (C) 0 TIMINA (T), 2) TRANSICIGN ES EL INTERCAMBIO DE UNA BA
SE PORICA PCR OTRA BASE PURICA (ADENINA POR GUANINA O VICEVERSA)
0 EL DE UNA BASE PIRIMIDICA POR OTRA BASE PIRIMIDICA (CITOSINA -
POR TIMINA C VICEVERSA). POR LO TANTO, EXISTEN CUATRO TIPOS DI~
FERENTES DE TRANSICIONES Y OCHO TIPOS DIFERENTES DE TRANSVERSIO-
NES ( 3 ),

DALOS LOS MECANISMOS DE EXPRESION DEL MATERIAL GENETICO,
_ LAS MUTACIONES (QUE AFECTAN LA FIDELIDAD DEL PROCESO DE REPLICA-
CIGN) DAN LUGAR A EFECTOS DIVERSOS, COMO: UN DESPLAZAMIENTO DEL
PATRON DE LECTURA; UN.CAMBIO DE UN CODON QUE CODIFICA PARA UN =~
AMINOACIDO FOR OTRO QUE CORRESPONDE A UN AMINOACIDO DIFERENTE; 0,
UN CAMBIO DE UN CODON QUE ESPECIFICA UN AMINOACIDO POR OTRO QUE
NO CODIFICA PARA NINGUNO, PROVOCANDO LA TERMINACION DE LA CADENA
POLIPEPTIDICA,

DENTRO DE LAS MUTACIONES QUE AFECTAN LA FIDELIDAD DEL -
PROCESO DE REPLICACION ESTAN LAS TRANSICIONES, TRANSVERSIONES, -
SUSTRACCIONES Y ADICIONES.

CUANDO SE QUITAN 0 SE INSERTAN UNA O MAS BASES, TODOS -
LOS AMINOACIDOS SIGUIENTES A LA SUSTRACCIGN 0 ADICION PUEDEN SER
INCORRECTOS ( 4 ),
vool
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l-AS MUTACIONES PUEREN OCURRIR SIN INTERVENCION EXPERI--
MENTAL, SIN UNA CAUSA CONOCIDA. ESTAS SON LLAMADAS MUTACIONES -
ESPCNTANEAS .,

UNA DE LAS LIMITACIONES MAS SERIAS PARA EL ESTUDIO DE -
MUTACIONES, ES LA BAJA VELOCIDAD A LA CUAL LAS MUTACIONES ESPON-
TANEAS OCURREN, LA VELOCIDAD PROMEDIO DE MUTACION EN BACTERIAS
ES LEL ORDEN DE UNA EN 10 MILLONES POR GENERACION CELULAR ------
(10°7) (2). Esta LIMITACION FUE RESUELTA CON LA UTILIZACION
DE MUTACIONES INDUCIDAS ESPECIFICAMENTE POR AGENTES EXTERNOS, TA
LES COMO RADIACIONES IONIZANTES, LUZ ULTRAVIOLETA Y CIERTAS SUS-
TANCIAS QUIMICAS ESPECIFICAS; AS{ COMO CON AGENTES BIOLGGICOS.

ESTOS AGENTES DENOMINADOS COLECTIVAMENTE MUTAGENOS, IN-
CREMENTAN NOTABLEMENTE LA RAPIDEZ CON QUE SE PUEDEN AISLAR GENES
MUTANTES, TALES MUTAGENOS PROVOCAN DIFERENTES TIPOS DE DANO SO-
BRE EL DNA DE LA CELULA, EL CUAL NO SIEMPRE ES REPARADO POR LOS
MECANISMOS DE REPARACIGN CELULAR.

Los MUTAGENOS ACTOAN EN FORMA INDISCRIMINADA. POR LO -
QUE RESPECTA A LOS GENES, NINGUNO DE AQUELLOS AUMENTA LA PROBABL
LIDAD DE MUTACION PARA UN DETERMINADO GENE, SIN AUMENTARLA A SU
VEZ PARA LOS DEMAS.

A CONTINUACION SE HABLARA DE UNA VARIEDAD DE MUTAGENOS
Y SE DISCUTIRA SOBRE LOS MODOS DE ACCION DE EsTos.
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1,i AGENTES FISICOS (RADIACIGN).

A)  RAvos X.- L0S RAYOS X SON EXTREMADAMENTE  ENERGI~-
COS Y CUANDC ELLOS INTERACTUAN coN EL DNA, EL RESULTADO ES USUAL
MENTE UN ROMPIMIENTO EN EL ENLACE FOSFODIESTER DEL DNA,

LA VELOCIDAD DE MUTACIGN ES GENERALMENTE PROPORCIONAL A
LA DOSIS DE IRRADIACION. PEQUENAS CANTIDADES DE IRRADiACION PRQ
DUCEN UN LIGERO DANO GENETICO MIENTRAS QUE GRANDES DOSIS DE ESTA
PROVOCAN UN DANO MAYOR E INCLUSO PUEDEN SER LETALES.

B) LUz u.V.- LOS RAYOS ULTRAVIOLETA SON SIGNIFICATIVA
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 ENERGIA Y PENETRAN MENOS QUE LOS RAYOS X, |

LA LUZ ULTRAVIOLETA INDUCE LA REACCION EN LA CUAL BASES
PIRIMIDICAS ADYACENTES (EN LA MISMA CADENA) FORMAN DIMEROS.

LA PRESENCIA DE ESTOS DIMEROS DE TIMINA IMPIDEN EL FUN
CIONAMIENTO DE LAS POLIMERASAS HASTA QUE LOS DIMEROS SON REMOVI-
DOS. DE AGUI QUE LAS ALTERACIONES DEL DNA INDUCIDAS POR RAY0S
U.V. SON MAS EVIDENTES CUANDO LA REPLICACIGN ESTA EN PROCESO, --
(5),

Ill/
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‘ 1.2 AGENTES QUIMICOS.

A)  MUTAGENOS AMBIENTALES QUE ACTOAN IN VITRO.

Acioc NiTR0S0.- ES UN MUTAGENO MUY PODEROSO QUE ACTUA -
SOBRE PREPARACIONES DEL DNA IN VITRO ( DE FAGOS 0 DE ELEMENTOS -
EXTRACROMOSOMALES ). EL EFECTO PRIMARIO DEL ACIDO NITROSO ES LA
DESAMINACION DE CITOSINA Y ADENINA; ESTA DESAMINACION OXIDATIVA
REMPLAZA GRUPOS AMINO POR CARBONILO. LA REMOCIGN DE UN GRUPO
AMINO (NH2) EN LA ADENINA FORMA HIPOXANTINA.

ORDINARIAMENTE LA ADENINA SE APAREA CON TIMINA EN EL --
DNA, PERO CUAMDO ES CAMBIADA POR HIPOXANTINA, ESTA PRESENTA PRO-
PIEDADES COMG- LA GUANINA Y ESPECIFICA CITOSINA.  ESTE CAMBIO DE
BASES PROVOCA LA TRANSICIGN DEL PAR AT POR GC. UNA SUSTITUCIGN
DE ESTE TIPO RESULTA EN UN CAMBIO DE CODON EN CADA CADENA DE DNA
Y SE PUEDE ORIGINAR AST UNA PROTEINA MUTANTE.

LA DESAMINACION DE CITOSINA FORMA URACILO Y LA DE GUA-~
NINA DA XANTINA. LOS EFECTOS DE ESTAS TRANSFORMACIONES SON ANA-
 LOGCS AL CASG ANTERIOR,

HIDROXILAMINA.~ ES UN MUTAGENG CUYO EFECTO ES DESAMI--
NAR A LA CITOSINA, DE TAL MANERA QUE EL PRODUCTO FORMADO SE APA-
REA CON LA ADEMINA, EN VEZ DE CON LA GUANINA.

’l" l/
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B)  AGENTES ALQUILANTES. |

METANO SULFONATO DE FTILO Y METANO SULFONATO DE METILO.--
ESTOS AGENTES REACCIONAN CON EL DNA METILANDO O ETILANDO EL ANI-
LLO DE UNA FURINA, YA SEA GUANINA O ADENINA, EN LA POSICION 7, -
ESTA REACCIEN ES SEGUIDA POR LA HIDROLISIS DEL ENLACE PURINA-DE-
SOXIRROBOSA Y POR LA PERDIDA POSTERIOR DE LA BASE PORICA DE LA
CADENA POLIMNUCLEOTIDICA,

ESTA PERDIDA PRODUCE UN HUECO EN UNA DE LAS CADENAS DEL
DNA VIRAL, LONDE ANTES RESIDIA LA PURINA. EN EL PROCESQ DE RE--
. PLICACION 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 CORRECTA, LA INFORMACION GENETICA
ORIGINAL ES REESTABLECIDA; PERO SI SE INSERTA UNA BASE INCORREC-
TA, SE PRODUCE UN CAMBIO PERMANENTE EN LA SECUENCIA DE BASES Y -
POR LO TANTC OCURRE UNA MUTACION,

N-METIL -~ N’ - NITRO N - NITROSOGUANIDINA - . ES UN MU

TAGENO EXTREMADAMENTE POTENTE, EL CUAL TIENDE A ACTUAR EN LOS --
FRENTES DE FEPLICACION DEL DNA PRODUCIENDO UNA 7 - METILGUANINA,
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€} ANALOGOS DE LAS BASES DE DNA,

5-BROMOURACILO. ESTE MUTAGENO ACTOA in vivo INCORPO--
RANLOSE AL DNA. Es CAPAZ DE SUSTITUIR A TIMINA PERO ESTA EN --
EQUILIBRIO CON LA FORMA ENGLICA QUE APAREA CON GUANINA PARTE DEL
TIENPO,

2-AMINOPURINA. ESTE MUTAGENO PUEDE FORMAR DOS PUENTES
DE HIDROGENO CON TIMINA Y UN PUENTE DE HIDROGENO CON CITOSINA, -
LA £CCION MUTAGENICA DE LA 2-AMINOPURINA ES DEBIDA A SU PROPEN--
SION A SER INCORPORADA EN EL DNA EN LUGAR DE ADENINA Y MAS RARA-
MENTE EN LUGAR DE GUANINA,

D)  AGENTES INTERCALADORES.

NARANJA DE ACRIDINA, PROFLAVINA Y MOSTAZAS NITROGENADAS.
ESTOS MUTAGENOS TIENEN ANILLOS AROMATICOS Y PUEDEN INTERCALARSE -
ENTRE 2 BASES DEL DNA DE DOBLE HELICE, EN FORMA ANALOGA AL APILA
MIENTO NATURAL DE ESTAS.

LOS AGENTES INTERCALADORES PUEDEN INSERTARSE RURANTE LA
REPLICACIGN EN LA CADENA QUE SE VA A COPIAR, PRODUCIENDO QUE LA
NUEVA CADENA TENGA UNA BASE EXTRA EN LA POSICION DONDE OCURRIG -
EL INTERCALAMIENTO., (FIGURA NOM, 1).
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MUTAGENOS ' ESTRUCTURA,

Ravos X > NM DE LONGITUD DE ONDA
Luz BV, 254 NM DE LONGITUD DE ONDA
Acipo NITROLO K NO,

HIDROXILAMINA NHoOH

N-METIL-N-NI TRO- 0=N- li\l - ¢ - l‘ll - NO,

N-NITROSOGUANIDINA

CH3 H
ETILMETANO SULFONATO CHz - 803 - CH2 - CHz
METIL~METANO-SULFONATO  CHz SOz CH3 _H
N
"2 - AMINQPURINA m
H, N
0
H\n Br
5 - BROMOURACILO yk“
{
H
CHj - CH

N
NARANJA DE /CRIDINA cu{ m \CH3

NH (caz); FR (CHZ2); €1

OCH3
SOON
(o3 ] 7 :

(MOSTAZA N1 ROGENADA)

F1GURA NOM. 1.  FORMULAS DE LOS MUTAGENOS MAS COMUNES,
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E)  AGENTES ENTRECRUZADORES,

MiToMICINA C Y TRIMETIL PSORALENO., PRODUCEN ENTRECRUZA-
MIENTOS INTERCADENA EN EL DNA, LO QUE IMPIDE LA REPLICACIGN DEL

DNA HASTA QUE SON REPARADOS ( 5 ).

1.3 AGENTES BIOLOGICOS.

A)  FAGOS TRANSDUCTANTES. AL PROCESO POR EL CUAL LOS -
FAGOS TEMPERADOS TRANSFIEREN MATERIAL GENETICO DE UNA BACTERIA A
OTRA SE LE LLAMA TRANSDUCCION. LOS FAGOS TEMPERADOS SON LOS QUE
INVADEN A LA CELULA BACTERIANA PERO NO LA-DESTRUYEN Y PERMANECEN
EN LA CELULA HUESPED POR MUCHAS GENERACIONES CELULARES.

SE PUEDEN DISTINGUIR 2 TIPOS DE TRANSDUCCION: 1) TRANS--
DUCCION GENERALIZADA, EN LA CUAL SE PUEDE TRANSFERIR CUALQUIER GE
NE BACTERIAL Y; 2) TRANSDUCCION ESPECIALIZADA, EN LA CUAL SE TRANS
FIEREN SOLAMENTE LOS GENES DE UNA REGION MUY PEQUENA DEL CROMOSO-
MA DEL HUESPED Y QUE ESTAN ADYACENTES AL SITIO DE INSERCION DEL -
FAGO ( 6 ),

ESToS FENGMENOS OPERAN COMO SE DESCRIBE A CONTINUACION,-
TRANSDUCCIGN GENERALIZADA: LOS FAGOS TEMPERADOS PUEDEN VOLVERSE -
VIRUS INFECCIOSOS Y LISAR A LAS BACTERIAS., EN EL FINAL DE ESTE -
cICLO LITICO, CUANDO EL DNA DEL FAGO ESTA SIENDO EMPACADO EN LAS
PROTEINAS DE LA CAPSIDE, TAMBIEN EL CROMOSOMA BACTERIANO ESTA ---
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SIENDO NEGRADADQ POR LO QUE OCASIONALMENTE OCURRE QUE PEDAZOS DE
DNA CROMOSOMAL, USUALMENTE DEL MISMO TAMANO QUE EL DNA DEL FAGO,
SON EMPACADOS ERRONEAMENTE EN LA CAPSIDE DEL FAGO,  CUANDO ES--
TAS PARTICULAS VIRALES DEFECTUOSAS INFECTAN UNA NUEVA BACTERIA --
QUE ES GENETICAMENTE DISTINTA, PUEDEN RECOMBINARSE LOS GENES DE
LA BACTERIA HUESPED ANTERIOR (GENES TRANSDUCIDOS) CON LOS GENES DE
LA NUEVA BACTERIA ( 7 ),

EL TAMANO DEL DNA CROMOSOMAL DEBE SER SIMILAR AL DEL
DNA DEL FAGO DEBIDO A QUE ESTE DEBE CABER DENTRO DE LA CABEZA
DEL FAGO,

LA TRANSDUCCION GENERALIZADA ES COMUNMENTE REALIZADA
POR EL FAGO P I DE E.cOLI, POR EL P22 DE SALMONELLA Y POR EL -~-

SP10 DE B,SUBTILIS. ESTOS FAGOS TIENEN UN PROCESO DE EMPACAMIEN
70 DEL DNA MENOS SELECTIVO QUE EL PROCESO DE LOS FAGOS NO TRANS-
DUCTANTES Y, POR LO TANTO, PUEDEN INCORPORAR DNA CROMOSOMAL EN -
LA CAPSIDE DEL FAGO,

TRANSDUCCION ESPECIALIZADA.  ESTE FENGMENO ES MEDIADO
POR PROFAGOS, UN PROFAGO ES UN FAGO TEMPERADO QUE ESTA OCUPANDO
UN SITIO FIJO (SIEMPRE EL MISMO) DENTRO DEL CROMOSOMA DE LA BAC-
TERIA, CUANDO LOS PROFAGOS SON INDUCIDOS PARA DEJAR SUS SITI0S
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 EL. Est DNA HIBRIDO PUEDE SER EMPA-

vao/
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CADC CON LAS PROTEINAS DE LA CAPSIDE; EL TAMARO DE ESTE DNA €S -
PRACTICAMENTE 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 PARTICULAS TRANSDUCTANTES ESPECIALIZADAS PUEDEN ~--
TRANSFERIR GENES BACTERIANOS DE UNA CELULA A OTRA Y LA TRANSDUC-
CI6M SE DICE QUE ES ESPECIALIZADA, PORQUE SOLO LOS GENES ADYACEN
TES AL SITIO DE UNION DEL PROFAGO SON TRANSFERIDOS ( 7 ).

EL RANGO NATURAL DE GENES TRANSDUCIDOS ES LIMITADO AL -

NOMERO DE GENES CERCANOS AL SITIO DE UNIGN, POR EJEMPLO, EL FAGO

A ES USADO PARA TRANSDUCIR LOS GENES DE GALACTOSA Y DE LA SIN-
TESIS DE BIOTINA Y EL @ 80 PARA LOS GENES DE TRIPTOFANO.

SIN EMBARGD, SE HA DEMOSTRADO QUE EL RANGO PUEDE SER ~-
AMPL.IADO HASTA CUBRIR ESENCIALMENTE TODO EL GENOMA BACTERIANO, -
OBTENIENDO LOS FAGOS TRANSDUCTANTES DE CELULAS QUE TENGAN UN EPL
SOMA. F’' INTEGRADO CERCA DEL SITIO DE.UNION DEL FAGO Y QUE ESTE -
EPISOMA LLEVE LOS GENES DESEADOS. UN EPISOMA ES UN ELEMENTO GE-
NETICO QUE PUEDE EXISTIR LIBREMENTE, O COMO PARTE DEL CROMOSOMA
CELULAR NORMAL.

LAS INSERCIONES ASf COMO LAS SUSTRACCIQONES DE GENES POR
MED!O DE LOS FAGOS TRANSDUCTANTES, HAN PERMITIDO ESTUDIAR LA RE-
GULACION DE LOS GENES BACTERIANOS Y CONOCER MAS ACERCA DE LA OR-

GANIZACION DEL MATERIAL GENETICO DE LOS FAGOS. -
. ool
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| B)  TRANSPOSONES. LOS TRANSPOSONES SON UNIDADES DE DNA
QUE TIENEN LA HABILIDAD DE MOVERSE DE GNA MOLECULA DE DNA A ~---
OTRA, INSERTANDOSE ELLOS MISMOS AL AZAR. ESTAS MOLECULAS DE -- .
DNA  PUEDEN SER EL CROMOSOMA DE UNA BACTERIA, EL DNA DE ELEMENTOS
EXTRACROMOSCOMALES (PLASMIDOS) E INCLUSO EL DE ORGANISMOS SUPERIO-
RES.,

TOL0S LOS TRANSPOSONES ESTUDIADOS PRESENTAN EXTREMOS CON
SISTENTES EM SECUENCIAS INVERTIDAS~REPETIDAS, LAS CUALES PUEDEN -
TENER UN LARGO DE POCOS NUCLEGTIDOS O PUEDEN SER SECUENCIAS HASTA
DE 1 400 NUCLEGTIDOS,

EL RESULTADO DEL PROCESQO DE TRANSPOSICION ES QUE UN SEG-
MENTO DE DNA, PRESENTE ORIGINALMENTE EN UNA MOLECULA, ES TRANSFE-
RIDO A UNA MOLECULA DIFERENTE QUE NO ES GENETICAMENTE HOMOLOGA AL
TRANSPOSON, NI AL DNA DE LA MOLECULA DONADORA,

Los TRANSPOSONES PUEDEN PROMOVER EL REARREGLO DE INFOR--
MACION GENETICA EN EL CROMOSOMA, C ATALIZANDO REARREGLOS COMO DELE -
CIONES, INVERSIONES, FUSIONES, ETC.

UN EXCELENTE EJEMPLO ES EL BACTERIOFAGO MU, EL CUAL AC--
TOA COMO MUTAGENO DEBIDO A LA PROPENSION DE INSERTARSE POR EL MIS
MO EN MEDIO DE LA REGION ESTRUCTURAL DEL DNA EN UNA FORMA AZARO--
SA, DURANTE LA L1SOGENIZACION, CAUSANDO LA PERDIDA DE LA FUNCION
GENETICA COLIFICADA POR UN SEGMENTO DE DNA. TAMBIEN PUEDE CATALL
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ZAR LA FUSIQN DE MQLECULAS RE DNA QUE SE REPLICAN INDEPENDIENTE--
MENTE O “REPLICONES”; TRANSPONER SEGMENTOS DE CROMOSQMA BACTERIA-
NO A PLASMIDOS, EN TODOS ESTOS REARREGLOS PARECEN ESTAR INYOLU-
CRALAS LAS SECUENCIAS INVERTIDAS-REPETIDAS DE LOS EXTREMOS DEL
DNA DE MU, PUES ESTAS SON REQUERIDAS PARA LA EXPRESIGN DE UN GENE
DE U Y PARECEN SER NECESARIAS TANTO PARA LA TRANSPOSICIGN COMO -
PARS LA REPLICACION DE ESTE COMO VIRUS INFECCIOSO.

EXISTEN OTROS VIRUS QUE PUEDEN ACTUAR COMO TRANSPOSONES
COM: EL FAGO X PERO A DIFERENCIA DEL FAGO MU ESTE TIENE UN SI-
TIO MUY ESPECIFICO PARA SU INTEGRACION AL DNA ( 8 ).

TODAS ESTAS HERRAMIENTAS (AGENTES FISICOS; QU'IM,lc()s Y -
BIOLGGICOS) HAN PERMITIDO OBTENER ENQRMES AVANCES EN EL CONOCI--
MIENTO DE LA FUNCIGN Y REGULACIGN DE LOS GENES,

PARA CONTESTAR ALGUNA PREGUNTA SOBRE UN GENE DETERMINA-
DO, ES NECESARIO NO SOLAMENTE OBTENER UNA MUTANTE ADECUADA, SINO' TAM
BIEN SE REQUIERE DISENAR EXPERIMENTOS INGENIOSOS QUE NOS MUESTREN LA -
FUNCIGN DEL GEN ETC.. ALGUNAS VECES ESTA METODOLOGIA PUEDE SER BASTANTE
COMPLICADA; SIN EMBARGO, LOS GENETISTAS HAN LOGRADO RESPONDER --
MUCHAS DE LAS DUDAS ACERCA DE LOS GENES POR MEDIO DE ESTOS METODOS.

A PARTIR DEL SURGIMIENTO DE LAS TECNICAS DEL DNA RECOM-
BINANTE, SE HA HECHO POSIBLE LA MUTAGENESIS ESPECIFICA EN SITIOS
0 REGIONES PREDETERMINADOS DEL MATERIAL GENETICO.

Vl"/
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Hutcnison €T AL ( 9 ) v Razin ET AL ( 10 ), FUERON LOS

PRIMERQS EN DEMOSTRAR QUE SE PODIAN OBTENER ESPECIFICAMENTE ---

TRANSICIONES EN EL DNA DE FAGOS UTILIZANDO OL1GONUCLEGTIDOS.

GILLAM ¥ SMITH ( 11 ) DESARROLLARON LOS METODOS PARA LA
SELECCION DE LA CLONA MUTANTE Y WALLACE ET AL ( 12 ), HIZO EXTEN
SIVO ESTE METODO CON DNA DE DOBLE CADENA (PLASMIDOS) Y MOSTRG --
QUE SE PUEDEN HACER DELECCIONES ESPECIFICAS,

0TrR0S GRUPOS HAN DESARROLLADO TECNICAS PARA MUTAGENIZAR
EXTENSAMENTE REGIONES ESPECIFICAS DEL DNA ( 13, 14 ),

CoMO SE VERA ADELANTE, LA SINTESIS QuiMICA DE DNA ES -~
AMPLIAMENTE UTILIZADA EN ESTUDIOS DE RECOMBINACION IN VITRO  DE
DNA Y ES UNA HERRAMIENTA MUY IMPORTANTE PARA LA MUTAGENESIS SI=~-
TI10 ESPECIFICA, '

2, SInTEsIs QUIMICA DE POLINUCLEGTIDOS.

LA SINTESIS QUIMICA DE POLINUCLEGTIDOS PUEDE DESCRIBIR-
SE EN UNA FORMA SENCILLA COMO LA FORMACION SUCESIVA DE ENLACES -
ENTRE LOS CUATRO DIFERENTES NUCLEGTIDOS: DESOXIADENILATO, DESOXL
CITIDILATO, DESOXIGUANILATO Y TIMIDILATO., LA FORMACION DE ESTOS
ENLACES DEBE SER ESPECIFICA, TANTO EN LO QUE SE REFIERE A LAS --
POSICIONES DEL NUCLEGTIDO QUE REACCIONAN, COMO EN LO QUE SE RE--
FIERE AL ORDEN O SECUENCIA EN LA FORMACION DE ESTOS ENLACES.

ll'/
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EXISTEN DIFERENTES METOROS PARA REALIZAR LA SINTESIS DE
POLINUCLEGTIDOS, DE LOS CUALES MENCIONAREMOS LAS CARACTERISTICAS
MAS IMPORTANTES,

A)  MeTopo DEL FOSFODIESTER. EL METODO DEL DIESTER FUE
DESARROLLADO POR KHORANA ET AL ( 15 ), LA ETAPA BASICA DE ESTE -
METCDO ES LA UNION DE 2 DESOXINUCLEGTIDOS PROTEGIDOS ADECUADAMEN-
TE FARA FORMAR UN DINUCLEGTIDO CONTENIENDO UN ENLACE FOSFODIESTER.

B)  METODO DE LA POLINUCLEGTIDO FOSFORILASA.  ESTE ME-
TODC ENZIMATICO DE SINTESIS DE DNA FUE DESARROLLADO POR SMITH ---
Y CCLABORADORES ( 16 ). EN ESTE METODO LA ENZIMA POLINUCLEGTIDO
FOSFCRILASA ADICIONA UN NUCLEGTIDO A UN OLIGONUCLESTIDO PEQUERO.-
CADA NUEVO OLIGONUCLEGTINO ES PURIFICADO POR CROMATOGRAFIA. PARA
EMPEZAR ESTE PROCEDIMIENTO ES NECESARIO TENER UN TRIMERO POR LO
MENCS Y ESTE DEBE SER OBTENIDO POR ALGUN OTRO METODO.

EsTE METODO DE POLINUCLEGTIDO FOSFORILASA TRABAJA BIEN Y
TIEME LA VENTAJA DE QUE LOS PROCEDIMIENTOS INVOLUCRADOS SON FAMI-
LIARES PARA LA MAYORIA DE LOS BIoQuIMICOS. NO OBSTANTE SU APLICA

CION, EN LA ACTUALIDAD ES LIMITADA DADD EL PROGRESO DE TECNICAS -
ALTERNATIVAS,

c¢) METopo DE FOSFOTRIESTER. LA PRINCIPAL DIFERENCIA -
ENTRE EL METODO DEL DIESTER Y EL DEL TRIESTER ES LA PRESENCIA EN
ESTE OLTIMO DE UN GRUPO PROTECTOR EXTRA SOBRE EL ATOMO DE FﬁsFono

II./
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QUE UNE 2 NuCLEOTIDOS. EL GRUPQ PRQTECTOR EXTRA ES USUALMENTE UN
GRUPO CLOROFENILO EL CUAL PRODUCE NUCLEGTIDOS Y POLINUCLEdTlDOS -
INTERMEDIARIOS SCLUBLES EN SOLVENTES ORGANICOS,

’ D)  METODO DE FASE SGLIDA. EN ESTE METODO EL NUCLEGTI-
DO INICIAL SE UNE A UN SOPORTE SOLIDO Y SE PROCEDE A LA ADICION,-
PASO POR PAS0, DE NUCLEGTIDOS., LAS ETAPAS DE LAVADO Y MEZCLADO -
SIMPLUFICAN LA SINTESIS, AL SUSTITUIR PROCEDIMIENTOS DE PURIFICA-
CIGN USADOS EN LOS METODOS EN SOLUCION.,

E? METoDO DEL FosFITO. ESTE METODO UTILIZA NUCLEGSI--

. DOFQSFITOS COMO INTERMEDIARIOS REACTIVOS, SUBSECUENTEMENTE SE --

EFECTOA UNA OXIDACION, EL METODO LO ENSAYO PRIMERAMENTE -------

KABANICK ET AL ( 17 ) EN 1971 UTILIZANDO UN NUCLEGSIDOFOSFITO UNL

DO A UN SOPCRTE SO6LIDO, AL CUAL LE ADICIONG UN SEGUNDO NUCLEGTIDO,

OBTENTENDO UN DINUCLEOSIDOFOSFITO, EL QUE POSTERIORMENTE SE OX1--

DG CON CLORURO DE MERCURIO PARA LLEGAR AL DINUCLEGTIDO, LA VENTA

JA FUNDAMENTAL DE ESTE METODO SE ENCUENTRA EN LOS ALTOS RENDIMIEN
TOS Y TIEMPCS CORTOS DE ACOPLAMIENTO,

2.1 JMETODO DEL TRIESTER.

CoMO YA SE MENCIONG EL OBJETIVO EN LA SINTESIS QUIMICA DE
POLINUCLEGTIDOS ES LA UNION SUCESIVA DE NUCLEGTIDOS HASTA FORMAR
€L OLIGONUCLEOTIDO DESEADO.

void
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PARA PODER FORMAR EL ENLACE INTERNUCLEQTIDICO ENTRE 2 -
NUCLEGSTDOS, DEBEN ESTAR £STOS PROTEGIDOS DEBINO A QUE TIENEN ~~
GRUFOS FUNCIONALES COMO LOS HIDROXILOS DE LA POSICION 3, 5’ DEI
AZOCAR DESOXIRRIBOSA Y AMINO EXOCICLICO DE LAS BASES, QUE REAC--
CIOMNARTAN DURANTE LA SINTESIS DE LAS CADENAS DE DNA DANDO ORIGEN
A PFODUCTOS INDESEABLES,

EL GRUPO PROTECTOR MAS USADO EN EL BLOQUEO DE LAS FUN—-
CIOMNES AMINO DE LA ADENINA Y LA CITOCINA ES EL BENZOiLO; Y EL --
DE LA GUANINA ES ISOBUTIRILO,

PARA PROTEGER EL HIDROXILO 5' SE USA EL GRUPO DIMETOXI-
TRILO, EL CUAL ES ESTABLE AL ALCALI PERO SE HIDROLIZA FACILMENTE
EN CONDICIONES ACIDAS SUAVES.

A TRAVES DE UNA SERIE DE PROCEDIMIENTOS SE PUEDEN PREPA
RAR LOS BLOQUES “COMPLETAMENTE PROTEGIDOS” (18) CUYA FORMULA GE-
NERAL SE MUESTRA EN LA FIGURA NOM. 2,

Los BLOQUES (DINUCLEGTIDOS O TRINUCLEGTIDOS) SE PUEDEN
DESELOQUEAR SELECTIVAMENTE Y USARSE PARA LA SINTESIS DE POLINU--
CLEGTIDOS DE ELEVADO PESO MOLECULAR ( 19 ),

2.2 METODO EN FASE SOLIDA.

PARA LA SINTESIS DE POLINUCLEGTIDOS EN FASE SOLIDA, UN
NUC..EGSIDO SE UNE COVALENTEMENTE A UNA RESINA DE POLIESTIRENO --

QUE ACTUA COMO SOPORTE,
: ---/



FIGURA NOM. DINUCLEGTIDO "COMPLETAMENTE PROTEGIDO",
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DESPUES SE VAN AGREGANDO LOS BLOQUES (TRINUCLEOGTINOS d
DINUCLEGTIDOS) PREVIAMENTE FORMADOS E HIDROLI1ZADOS DEL GRUPO -
CIANOETILO (CE), EN EL ORDEN APROPIADO PARA OBTENER LA SECUENCIA
REQUERIDA.

LA EXTENSION DE LA CADENA OLIGONUCLEOTIDICA SE HACE EN
DIRECCION 3’ A 5' HIDROXILO FINAL, UTILIZANDO UN REACTIVO ACQPLA
DOR COMO EL NITROTRIAZOLIDO DE MESITILENSUFONILQ (MSNT) (AGENTE

CONDENSANTE) PARA LA FORMACIGN DEL ENLACE INTERNUCLEOTIDICO. --
( FIGURA NOM. 3 ),

EN ESTE METODO LA PURIFICACION DE LOS INTERMEDIARIOS Y
DEL PRODUCTO FINAL SE SIMPLIFICA, PUES EL EXCESO DE REACTIVOS Y
SUBPRODUCTOS SE ELIMINA POR MEDIO DE LAVADOS Y POSTERIOR FILTRA-
CION DE LA RESINA EN QUE LA CADENA VA CRECIENDO ( 20 ),

AL FINAL DE LA SINTESIS, EL POLIMERO PUEDE REMOVERSE ---
APROPIADAMENTE  (CON HIDRGXIDO DE AMONIO) PARA OBTENER EL PRODUC
TO ESPERADO.

LA PURIFICACION DEL OLIGONUCLEGTIDO FINAL SE HACE POR -

CROMATOGRAF IA EN SEPHANDEX G 50 Y POSTERIORMENTE, POR CROMATOGRA
FIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA (HPLC).

lll/
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2.3 APLICACIONES DE LA SINTESIS QUINICA DE POLINUCLEO-

. TIDOS,

DENTRO DE LAS APLICACIONES MAS RELEVANTES DE ESTA METO-
DOLOGIA ESTAN LAS SIGUIENTES:

A)  CONSTRUCCIGN Y EXPRESIGN DE GENES SINTETICOS ( 21 ).

B)  ESTUDIO DE REGIONES REGULATORIAS (SINTESIS DE ES--
TAS REGIONES) ( 22 ),

¢)  CONFORMACION DE ACIDOS NUCLEICOS (OBTENCIGN DE CRIS
TALES DE OLIGONUCLEGTIDOS PARA SU ESTUDIO POR CRISTALOGRAFIA DE
Ravos X) ( 23 ).

D)  AISLAMIENTO DE GENES ESPECIFICOS (CON RASTREADORES
SINTETICOS MARCADOS RADIOACTIVAMENTE) ( 24 ).

E)  OBTENCIGN DE ADAPTADORES “LINKERS” QUE CONTIENEN -
UNA SECUENCIA DE DNA QUE ES RECONOCIDA POR UNA 0 MAS ENDONUCLEA-
SAS DE RESTRICCIGN Y QUE PUEDEN SER LIGADOS A FRAGMENTOS DE DNA
PARA FACILITAR SU CLONACION ( 25 ).

F)  MUTAGENESIS SITIO ESPECIFICA; QUE SE DESCRIBE A --
CONTINUACION ( 26 ),

ll./
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3, MuTAcENES!S SITIQ ESPECIFICA DIRIGIDA POR OLIGQNU-
CLEATIDOS,

ESTA TECNICA CONSISTE EN TENER UN OLIGONUCLEOTIDO QUE -
SEA COMPLEMENTARIO A LA REGIGN BLANCO QUE SE QUIERE MUTAR, PERO
QUE PRESENTE UNA O MAS BASES DESIGUALES SOBRE LAS CUALES SE QUIE
RE EFECTUAR LA MUTACION,

ESTE OLIGONUCLEGTIDO ES HIBRIDIZADO CONTRA UN DNA DE CA
DENA SENCILLA QUE LLEVA LA REGION BLANCO,

DESPUES SE HACE UNA REACCIGN DE REPARACIGN EN PRESENCIA
DE LA ENZIMA DNA POLIMERASA | DE ESCHERICHIA COLI (FRAGMENTO -

GRANDE) ( 27 ) Y LOS CUATRO DEOXINUCLEGSIDOS TRIFOSFATO,

EN ESTA REACCIOGN EL OLIGONUCLEGTIDO FUNCIONA COMO CEBA-
DOR A PARTIR DEL CUAL LA DNA POLIMERASA I VA UNIENDO EL NUCLEGTL
DO ADECUADO, UTILIZANDO cOMO MOLDE EL DNA DE CADENA SENCILLA, --
OBTENIENDOSE 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 ESCHERICHIA CoLlI.

EN LA CELULA SE COPIAN AMBAS CADENAS DE DNA DURANTE ---
LA REPLICACION DEL FAGO, OBTENIENDOSE EL DNA QUE LLEVA LA MUTA--
CION DESEADA (FIGURA NOM. 4). PARA DETERMINAR AQUELLAS CLONAS

!Di/
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DE FAGOS QUE CONTENGAN EL DNA CON LA MUTACION DE INTERES, SE REA-
LIZA UNA HIBRIDIZACION EN COLONIA O HIBRIDIZACION EN PUNTO, UTILL
ZANLO CONDICIONES EN LAS CUALES HIBRIDICE PREFERENCIALMENTE EL =-
OLIGONUCLEGTIDO CON AQUELLOS DNAS QUE SEAN TOTALMENTE COMPLEMENTA
RIOS Y SE PUEDA DISTINGUIR EL EFECTO DE UNA BASE DESIGUAL AL HI-
BRIT1ZAR ( 28 ).

PARA CONFIRMAR QUE LA MUTACION ESTA EN LA 0 LAS BASES --
DESEADAS SE OBTIENE UNA SECUENCIA DE DNA EN LA REGION BLANCO.

UNA DE LAS PRINCIPALES VENTAJUAS DE ESTE METODO ES QUE NO
SE REQUIERE UN FENOTIPO SELECCIONABLE PARA DETECTAR LA CLONA MU--
TANTE, DEBIDO A QUE EL MISMO OLIGONUCLESTIDO QUE SE USA COMO MUTA
GENC SE USA COMO RASTREADOR PARA LOCALIZAR LAS PLACAS QUE LLEVEN
LA MUTACION,

DEBIDO A QUE CON ESTA TECNICA SE PUEDEN REALIZAR TRANS-'

300 P, B, (29 ) NO ES DIFICIL IMAGINARSE TODAS LAS APLICACIONES
QUE PUEDE TENER ESTA TECNOLOGIA.  SE PUEDEN CONECTAR O UNIR GE--
NES A NUEVOSPROMOTORES POR MEDIO DE LA INTRODUCCIGN DE DELECIONES
PRECISAS; SEGMENTOS DE DNA DEFINIDOS PUEDEN SER SUSTITUIDOS 0 ---
SUSTRATDOS CON EL PROPOSITO DE CAMBIAR LA ESTRUCTURA DE UNA PRO--
TEINA; SE PUEDEN OBTENER GENES HIBRIDOS; ES POSIBLE REPARAR MUTA-
CIONES; CREAR SITIOS DE RESTRICCION, ETC,

l.l‘/



vind 122

ADEMAS, ESTE METORO RESULTA MUY AREGUADO PARA EL ESTu--
DIQ SISTEMATICO Y DETALLADO DE REGIONES CORTAS DE DNA.

EN LA MUTAGENESTS DIRIGIDA, SE HAN UTILIZADO COMO VECTQ
RES A FAGOS DE CADENA SENCILLA Y PLASMIDOS QUE LLEVAN LA REGIGN
BLANCO QUE SE QUIERE MUTAR.,  EN EL CASO DE LOS FAGOS, COMO EL -
DNA ES DE CADENA SENCILLA ESTE SE PUEDE UTILIZAR DIRECTAMENTE
COMO MOLDE EN UNA REACCION DE REPARACION; SIN EMBARGO, CON LOS -
PLASMIDOS ES NECESARIO OBTENER PRIMERO DNA RELAJADQ, A PARTIR --
DEL DNA SUPERENROLLADO PGR MEDIO DE LA UTILIZACION DE UNA ENDONQ
CLEASA EN PRESENCIA DE BROMURO DE ETIDIO, PARA PRODUCIR LA MELLA
- EN EL DNA Y DESPUES OBTENER DNA DE CADENA SENCILLA CIRCULAR TRA-
TANDO ESTE DNA RELAJADO CON LA EXONuCLASA Il DE E.coOLI.

4,  VECTORES FAGICOS DE CADENA SENCILLA PARA EL DNA --
RECOMBINANTE.

Los FAGOS DE DNA DE UNA SOLA HEBRA, PEQUENOS COMO LOS -
POLIEDRICOS (@ x 174, S13) Y LOS FILAMENT0S0S (F1, Fp, M13) HAN
SIDO UTILIZADOS COMO VECTORES PARA LA CLONACIGN DE FRAGMENTOS --
DE DNA, Los OLTIMOS SON PARTICULARMENTE ADECUADOS PARA LA MUTA-
GENESIS DIRIGIDA, AST COMO PARA ANALISIS DE SECUENCIA DE DNA EN
EL CASO DEL M13,

AMBAS VARIEDADES TIENEN GENOMAS CIRCULARES; LOS GENOMAS

lO./



.l‘l/ V ’ l23
DE LA PRIMERA CONTIENEN APROXIMADAMENTE 5 500 NUCLEGTINQS Y LOS - -
DE LA SEGUNDA ALREDEDOR DE 6 000 A 7 000,

ESTOS FAGOS SGLO PUEDEN INFECTAR CEPAS DE E.COLI QUE TEN
GAN EL PILI F (FACTOR SEXUAL), DEBIDO A QUE ES POR ESTA ESTRUC-
TURA POR DONDE ESTOS FAGOS TRANSMITEN SU DNA HACIA DENTRO DE LA -
CELLLA,

EXISTEN VARIOS MODELOS PARA EXPLICAR EL PROCESO DE ADSOR
CI6N DE LOS FAGOS FILAMENTOSOS. UNO DE ELLOS PROPONE QUE EL DNA
FILAMENTOSO ES CONDUCIDO A LO LARGO DEL CANAL CENTRAL DEL ~=r==-
PILI F HASTA LA SUPERFICIE DE LA CELULA; OTRA POSIBILIDAD ES QUE
EL FAGO SEA GUIADO POR EL PILI AL RECEPTOR DE MEMBRANA QUE SE ~-
ENCUENTRA EN LA BASE DE £STE, EL RECEPTOR QUEDARIA EXPUESTO CUAN
DO EL PILI ES MUDADO.

LA REPLICACION INTRACELULAR DE LOS FAGOS POLIEDRICOS Y
‘DE LOS FILAMENTOSOS PROCEDE EN UNA FORMA SIMILAR UNA A LA OTRA;-
ASI, INMEDIATAMENTE DESPUES DE LA INFECCION CON ESTOS FAGOS A ~--
CELULAS DE E.coLl, EL DNA SE REPLICA PRODUCIENDO UNA CADENA COM
PLEMENTARIA. 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 RE SIRVE ENTONCES TANTO COMO TEMPLADO PARA LA TRANS-
CRI>C16N DE MOLECULAS DE ACIDO RIBONUCLEICO MENSAJERO (RNAM), cQ
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MO PARA LA FEPLICACION SIMETRICA Y ASIMETRICA PARA GENERAR MQLECY

LAS DE RF ALICIONALES Y TAMBIEN PARA SINTETIZAR MOLECULAS DE CA-

DENA SENCILLA POSITIVAS,

CUENDO LAS PROTEINAS DEL FAGO SE ACUMULAN, EL DNA DE cA
DENA SENCILLA POSITIVA ES ENSAMBLADO EN LAS PROTEINAS DE LA CAP-
SIDE PRODUCIENDOSE VARIOS CIENTOS DE VIRIONES POR BACTERIA POR -
GENERACION,

UNA DE LAS DIFERENCIAS MAS IMPORTANTES ENTRE EL FAGQ --
B x 174 ¥ LcS FAGOS FILAMENTOSOS, ES QUE EL PRIMERO ES LIBERADO
* POR MEDIO DE LA LISIS DE LAS CELULAS Y LOS SEGUNDOS SON EXPULSA-
DOS O SECRETADOS, A TRAVES DE LA MEMBRANA CELULAR AL MEDIO DE --
CULTIVO, SIN CAUSAé LISIS DE LA BACTERIA.

LOS FAGDS FILAMENTOSOS TIENEN UNA REGION INTERGENICA DE
ALREDEDOR DE 500 NUCLEGTIDOS NO TRADUCIDA,  ESTE HECHO PERMITE
LA INSERCION DE FRAGMENTOS DE DNA EXTRANOS AL GENOMA DE ESTOS --
HASTA DE 10 KILOBASES (KB) SIN DESTRUIR LA VIABILIDAD DEL FAGO,
UN SEGUNDO HECHO CRITICO ES QUE LA NATURALEZA FILAMENTOSA DEL VI
RION PERMITE EMPACAR DIFERENTES TAMANOS DEL DNA ( 30 ),

EXISTEN NUMEROSOS TRABAJOS REPORTADOS EN DONDE UTILIZAN
EL FAGO B X 174 PARA PRODUCIR MUTACIONES DIRIGIDAS ==~========--
SITI0 ESPECIFICAS: TRANSICIONES ( 31 ), TRANSVERSIONES ( 32 ), -
DELECIONES LE UNA éOLA‘BAsE ( 33 ). TaMBIEN EXISTEN INVESTIGA-
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CIOMES CON LOS PAGOS FILAMENTQSQS DIFERENTES A M3 ( 34 ), DEBEN
SU VERSATIL.IDAD COMO VEHICULQS MOLECULARES AL DESARROLLQ HECHQ --
POR MESSING Y COLABORADORES ( 35 ), . EL FAGO M3 HA RECIBIDO MA--
YOR ATENCIGN EN LOS OLTIMOS TIEMPOS Y SU USO ESTA AMPLIAMENTE -~~-
EXTENDIDO.

5. Faco M13,

EL FAGO M13 PRESENTA TODAS LAS CARACTERfSTICAS DE UN FA-
GO FILAMENTOSO COMO SER ESPECIFICO PARA CEPAS DE E .COL1 B. Y No
PRODUCIR LISIS CELULAR,

EN EL DNA DEL FAGO EN FORMA REPLICATIVA PUEDEN CLONARSE
FRAGMENTOS DE DNA QUE SE REINTRODUCE POR TRANSFECCIGN EN CELULAS
DE E.cOLI. LAS CELULAS INFECTADAS EXPULSAN LAS PARTICULAS DEL -
FAGO CADA UNA DE LAS CUALES CONTIENE UNA MOLECULA DE DNA cIRcu--

LAR DE CADENA SENCILLA, POR LO QUE SE PUEDE OBTENER DNA DE CADE-
NA SENCILLA CONTENIENDO UN INSERTO DE UNA MANERA SIMPLE.

LA CLONACIGN DE FRAGMENTOS DE DNA EN EL RF DEL M13 HA -
SIDO FACILITADA POR UNA SERIE DE MEJORIAS PRODUCIDAS POR INGENIE
RIA GENETICA EN ESTE VIRUS POR MESSING ET AL 1978 ( 35 ).

EL FAGO RESULTANTE M13 MP7 TIENE VARIAS CARACTERISTICAS
QUE LO HACEN UN BUEN VEWICULO DE CLONACIGN, TALES COMO SU TAMANO
PEQ JEf0 DE 7 238 PARES DE BASES Y SU ALTO NOMERO DE COPIAS (CASI

200 POR CELULA). ,
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EsTe FAGQ M13 MP7 TIENE INSERTADO DENTRO RE LA REGION ~
INTERGENICA ENTRE LOS GENES IV v Il, UN FRAGMENTO DEL OPERON DE
LACTOSA- (LAC) DE E.COLI QUE COMPRENDE LA SECUENCIA DE DNA DEL -

PROMOTOR, EL OPERADOR Y PARTE DEL GENE ESTRUCTURAL DE 4 ~GALACTO-
SIDOSA QUE CODIFICA PARA LOS PRIMEROS 145 AMINOACIDOS.

EL PRODUCTO CODIFICADO POR ESTE SEGMENTO DE OPERGN DE -
LACTOSA ES COMPLEMENTARIO AL CODIFICADO POR EL EPISOMA CONTENIDO
EN LA CEPA M101. ESTA CEPA PRODUCE SOLAMENTE EL SEGMENTO CAR-
BOXILO TERMINAL DE LA 3 -GALACTOSIDOSA POR LO QUE LA ENZIMA ES

© INACTIVA.

Los PRODUCTOS POLIPEPTIDICOS DE LA REGIGN LAC DEL EPISO
MA DE LA JMI01l Y DEL FAGO FORMAN UNA PROTEINA QUE PRESENTA ACTI-
VIDAD DE 3 -GALACTCSIDOSA CUANDO UNA CELULA ES INFECTADA; A £S-
TE FENOMENO SE DENOMINA =< ~COMPLEMENTACION ( 36 ),

EL FENOTIPO LAC ES IDENTIFICADO POR PLACAS AZULES EN UN
MEDIO QUE CUNTENGA EL SUSTRATO 5-BROMO-Q-CLORO-3-INDOLIL-%g-QYGA
LACTGSIDO (»-GAL) Y EL INDUCTOR GRATUITO DEL OPERGN LAC ISOPRO-
PIL-/5 - 5-T10-GALACTOPIRANOSIDO (IPTG),

ADEMAS DENTRO DE LA REGION ESTRUCTURAL DEL GENE DE ----
B-GALACTOSIDOSA SE INSERTO UN FRAGMENTO DE 42 PB SINTETIZADO -
IN_VITRO QUE CONTIENE VARIOS SITIOS PARA ENZIMAS DE RESTRICCION

'll/
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(Bam HI, SaL I, PsT 1, Acc I Y HING I1; VER FIGURA NOM. 5). DEs
PUES DE LA INSERCION DE ESTE FRAGMENTO EL ML3 MP7 SIGUE SIENDO
INFECTIVO Y CAPAZ DE SINTETIZAR PB-6ALACTOSIDOSA FUNCIONAL .,

LA INSERCION DE UN FRAGMENTO DE DNA DENTRO DE UNQ DE --
ESTOS SITI0S, ES FACILMENTE MONITOREADO PORQUE DE LA CLONACION -
PROCUCE LA PERDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA.p-GALACTOSIDOSA (SE ~--
PROCUCE UN PEPTIDO NO FUNCIONAL), OBSERVANDOSE UN CAMBIO DE PLA-
CAS AZULES A PLACAS BLANCAS).

EL M3 MP7 TIENE UNA GRAN APLICACION EN EL METODQ DE SE
CUENCIA DE DNA DE SANGER ET AL ( 37 ).

ESTE METobo DE TERMINADORES O DEL “DIDEQX1" ES SIMPLE -
Y REPIDO, EL METODO CONSISTE EN LA CLONACION DEL FRAGMENTO DE -
DNA QUE SE DESEA SECUENCIAREN EL FAGO M13 MP7 EN ALGUNO DE LOS -
SITI0S DEL FRAGMENTO DE 42 P,B. EL DNA DEL FAGO DE CADENA SEN-
CILLA FUNCIONARA cOMO TEMPLADO PARA LA DNA poLIMERASA I (KLENOW)

LA CUAL 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 PART'I.R DE UN
FRAGMENTO DE DNA O CEBADOR HIBRIDIZADO AL TEMPLADO JUSTO ANTES -
DE 1.A SECUENCIA BLANCO.

LA REACCIGN ES INCUBADA EN PRESENCIA DE DESOXIRRIBONU-
CLE3TIDOS (UNO DE ELLOS RADIQACTIVO) Y DE UN DIDESOXIRRIBONU--
‘ llvl/



ATGACCATGATTACGAATTCCCCGGATCCGTCGACCTGL GGTCGACGGATCCGGGGA TCACTGGCC M13 mp7
W | S L_J L...f) (S X S L.l.\l.) T
Eco Rl B HI SaL I PsT 1 SaL 1 BamHI Eco R1

Hine 11 Hine I11

FIGURA NaM, 5 liapa GENETICO DEL M13 MP7.
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CLE(TIDO PARA CARA BASE QUE SE DRESEA LEER (4 INCUBACIONES SEPARA
DAS), DE TAL MANERA QUE EXISTE LA PROBABILIDAD QUE EL DIDESOXI--
RRIEONUCLEATIDO SEA INCORPORADO EN CADA UNA DE LAS POSICIONES, -
EN LAS CUALES ES COMPLEMENTARIO. AL SER INCORPORADO EL DIDESC

XIRFIBONUCLEGTIDO, ESTE YA NO ES SUSTRATO PARA LA DNA POLIMERASA
[ Y, POR LO TANTO, LA REACCIGN SE PARA EN ESTA POSICION, RESUTAN
DO LNA POBLACION DE MOLECULAS DE DIFERENTE TAMANO, QUE CORRESPON

DEN A LA POSICION DONDE FUE INCORPORADO EL DIDESOXIRRIBONUCLEGTL
Do EsPeECIFICO,

LA SECUENCIA ES DEDUCIDA AL CORRER UNA ELECTROFORESIS
CON LAS 4 REACCIONES (UNA POR CADA LETRA) EN UN GEL DESNATURALI-
ZANTE CON LA POSTERIOR AUTORRADIOGRAFIA DEL GEL.

6, PrROMOTORES (PROCARIOTES).

PROMOTOR ES UNA SECUENCIA DE DNA QUE ES RECONOCIDA POR
LA FNA POLINERASA,FORMANDO UN COMPLEJO A PARTIR DEL CUAL LA ENZL
MA INICIA LA SINTESIS DE RNA EN FORMA DEPENDIENTE DE DNA, ------
(36 ).

ESTUDI0OS COMPARATIVOS DE LA SECUENCIA DE APROXIMADAMEN-
'TE 60 PROMOTORES, HAN REVELADO LA EXISTENCIA DE SECUENCIAS ALTA-
MENTE CONSERVADAS ALREDEDOR DE LAS POSICIONES -10 Y -35 DEL PRO-
MOTGR, (LOS NOMEROS NEGATIVOS SE REFIEREN A LA POSICION HACIA --
ARR'BA A PARTIR DEL PRIMER NUCLEGTIDO TRANSCRITO EN EL DNA).

.ll/ )
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LA SECUENCIA DE ~10 ES UN HEXAMERO FRECUENTEMENTE NOM~-
BRALO COMO "PRIBNOW BOX” ( 39 ), TIENE UNA SECUENCIA PROTOTIPICA
TATAAT EN LA CUAL LA OLTIMA POSICIGN (OCUPADA POR UNA TIMINA SUB
RAYADA), ES IDENTICA EN TODOS LOS PROMOTORES INVESTIGADOS. LAS
2 PRIMERAS POSICIONES TAMBIEN ESTAN MUY CONSERVADAS.

LA REGION DE -35 ES TTGACA EN DONDE EL TRINUCLEOTIDO -~
TTG ES ALTAMENTE CONSERVADO, SEGUIDO POR 3 BASES QUE SE HAN MAN-
TENIDO UN POCO MENOS EN LA SECUENCIA DEL PROMOTOR,

TAMBIEN SE OBSERVA PREFERENCIA EN EL NUCLEGTIDO CON EL
CUAL SE INICIA LA TRANSCRIPCIGN YA QUE LA CADENA DE RNA COMIENZA
PRECOMINANTEMENTE CON UNA PURINA, DONDE A ES MAS FRECUENTE QUE -
G, EN ALGUNOS CASOS PUEDE INICIAR CON C. SIGUIENDO ESTA ESPE-
CIFICIDAD, EL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION ESTA LOCALIZA-
DO DENTRO DE UNA SECUENCIA POCO CONSERVADA (CAT) A 6 0 9 PARES -
DE EASES HACIA ABAJO DE LA REGION -10. FIGURA NiM. 6.

EL NOMERO DE NUCLEGTIDOS QUE SEPARA LAS REGIONES DE ~--
-10 Y -35 ES IMPORTANTE PARA LA EFICIENTE FUNCION DEL PROMOTOR,-
LA DISTANCIA GPTIMA ENTRE ESTAS SECUENCIAS CONSERVADAS ES DE ~---
17 .B. '

SE SABE QUE DISTINTQS PROMQTORES TRABAJAN CON DIFERENTE
EFICIENCIA, LA PRUEBA MAS DIRECTA PARA SABER LA EFICIENCIA DE -
UN SROMOTOR, ES MEDIR LA FRECUENCIA CON LA CUAL LA STNTESIS DEL

l.l/
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L

Proteccidén de la
RNA polimerasa

P ~»

~o—P RNAM

Promotor e AT~ TTGACA TATAAT-CAT————3"
consenso .

: ~43 . ~35 17pb ~10 +1
Regi6n de
apertura S "
Regiohes de o
Mayor contacto . h—-———ﬂ R fo—nt

FIGURA 6, ESQUEMA DE LAS CARACTERISTICAS DE UN PROMOTOR DE
E. coLl,

A) EL NOMERO DE PARES DE BASES QUE ES PROTEGIDO POR LA
RNA POLIMERASA EN EXPERIMENTOS DE PROTECCIGN CONTRA
DIGESTIONES DE DNA AsA [,

B) SECUENCIA DE UN PROMOTOR PROCARIOTE,
¢) REGIGN EN LA CUAL OCURRE 1SOMERIZACIGN.

D) REGIONES DE MAYOR CONTACTO EN EL COMPLEJO DNA PoOL]-
\ MERASA PROMOTOR,
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RNA M APRQPIANQ ES IN;CIADA- DEBINQ. A QUE ESTE VALOR ES DIFICIL
DE CBTENER EN ESTUDIOS im Vivo, SE RECURRE A UNA PRUEBA INDIREC
TA GUE CONSISTE EN MEDIR LA EFICIENCIA DE UN PROMOTOR COMO EL --
NIVEL AL CUAL SON EXPRESADAS PROTEINAS RELEVANTES: AUNQUE SABE-
MOS QUE EL NIVEL DE EXPRESION DE UNA PROTEINA PUEDE DEBERSE, ADE
- MAS DE LA EFICIENCIA DEL PROMOTOR, A LA COMPOSICION Y LARGO DE -
SECUENCIAS NO TRADUCIDAS, ASI COMO OTROS FACTORES A NIVEL DE ---
TRADUCCION.

UN PROMOTOR FUERTE INICIA LA SINTESIS RNA M CON ALTA --
 FRECUENCIA,

EXISTEN 3 PARAMETRos QUE DEBEN ESTAR RELACIONADOS c0N -
'LA FUERZA DE UN PROMOTOR.

A} LOCALIZACION DEL PROMOTOR.

'B) . VELOCIDAD DE FORMACIGN DEL COMPLEJO CERRADO RNA -
POLIMERASA-PROMOTOR Y POSTERIOR FORMACION DEL COM
PLEJO ABIERTO,

C)  VELOCIDAD CON LA CUAL EL COMPLEJQ ABIERTO PUEDE ~
INICIAR LA TRANSCRIPCION,

EN VARIOS PROMOTORES LA VELOCIDAD DE INICIACION DE LA -
SINTESIS DE RNA ES ALTAMENTE RAPIDA COMPARADA CON LA VELOCIDAD -
| ol
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DE FORMACION REL COMPLEJO CERRADO. . PQR OTRA LADO, LA ESTABILI-
DAD DEL COMPLEJO, COMO LA VELOCIDAD DE FORMACION DE ESTE. VARTAW
CONSIDERABLEMENTE ENTRE PROMOTORES Y PUEDEN CONTRIBUIR A LA FUER
ZA DE ESTOS ( 40 ), "

POR FORMACION DE COMPLEJO CERRADO ENTENDEREMOS UNA INTER
ACCION ESPECIFICA 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 FORMACION DEL COMPLE-
JO ABIERTO, QUE ES CUANDO LA RNA POLIMERASA SE ENCUENTRA A PUNTO
DE INICIAR LA TRANSCRIPCION EN UN ESTADO VIRTUALMENTE IRREVERSI-
BLE, EN EL QUE TIENE CONTACTOS ESPECIFICOS CON EL PROMOTOR EN --
LAS REGIONES CONSENSO DE -10 Y -35 DE DOBLE CADENA Y CON DNA DE
CADENA SENCILLA, QUE COMPRENDE EL DNA ABIERTO POR ELLA MISMA EN
LA REGION ENTRE -9 ¥ +3 (LA RNA POLIMERASA ACTGUA EN ESTE PUNTO -
COMD UNA PROTEINA DESESTABILIZANTE DE LA HELICE),

W. McKLURE ( 41 ) HA CALCULADO LAS CONSTANTES DE EQUILI
BRIO PARA LA FORMACIOGN DE CADA UNO DE LOS COMPLEJOS EN ALGUNDS -
PROMOTORES,  HA DETERMINADO QUE PARA UNOS LA EFICIENCIA ESTA --
DADA POR LA CONSTANTE DE EQUILIBRIO DE FORMACION DE COMPLEJO ---
ABIERTO Y QUE, PARA OTROS, LA VELOCIDAD DE UNIGN DE LA RNA PoLI-
MERASA AL PROMOTOR ESTA MAS RELACIONADA CON LA FUERZA DE ESTE.

PARA EL ESTUDIO DE LA INTERACCIQN ENTRE LA ENZIMA Y EL
DNA, SE AISLARON FRAGMENTOS DE DNA PROTEGIDOS POR LA RNA POLIME-

lll/
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RASA CONTRA LA DIGESTION DE LA ENZIMA DNA Asa 1.  Ei TAmANO DE
ESTE DNA PROTEGIRO ES_APROX&MADAMENTE DE 80'NucLEorxnos Y CUBRE
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 OTRA, INDICANDO UNA ORIENTACION -
DE UNIGN DE LA PROTEINA AL TEMPLADO,

EXPERIMENTOS DE PROTECCION CON RNA POLIMERASA CONTRA --
REACTIVOS QUE MODIFICAN CIERTAS BASES EN EL DNA Y QUE PQSTERIOR-
MENTE SENSIBILIZAN A LOS ENLACES FOSFODIESTER A LA HIDROLISIS --
(GILBERT ET. AL 42), HAN PODIDO SUGERIR QUE LA REGION DE -10 ES
IMPGRTANTE PARA EL RECONOCIMIENTO DEL PROMOTOR POR LA RNA POLIME
RASA Y QUE LAS REGIONES DE -35 Y -10 SON IMPORTANTES PARA LA I1SQ
MERIZACION,

DEBIDO A QUE LOS PROMQTORES SON UN PUNTO IMPORTANTE EN
LA REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA, ES NECESARIO DETERMINAR
LA RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA Y FUNCIGN DE ESTOS,  EN RELA---
CION A ESTO, BASTANTES LOGROS SE HAN ALCANZADO CON EL USO DE MU-
TACIONES PRODUCIDAS CON MUTAGENOS; SIN EMBARGO SE REQUIERE QUE -
ESTAS MUTACIONES PROPORCIONEN UN FENOTIPO QUE PERMITA DETECTAR -
LA NUTACIGN, LO CUAL PUEDE SER ALTAMENTE COMPLICADO.

ES POR ESTO QUE SE HA UTILIZADO YA EN VARIAS OCASIONES
LA MUTAGENESIS DIRIGIDA ( U3 ) PARA COMPRENDER UN POCO MAS LA --

RELACION ENTRE ESTRUCTURA Y FUNCION.
voof
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11, ANTECEDENTES.

1. SINTESIS Y CLONACION BIOLOGICA DE UN PROMOTOR CON-

SENSO.,

TRATANDO DE INDAGAR EL NIVEL MAS FUNDAMENTAL DE LA EX--
PRESION GENETICA; EL RECONOCIMIENTO DE LA RNA POLIMERASA POR EL
PROMOTOR: X. SOBERON EN COLABORACION CON J. RossI Y K, ITAKURA
( 44 ), CONSTRUYERON POR MEDIO DE SINTESIS QUIMICA UN SEGMENTO
DE DNA QUE CONTIENE LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS 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 HOMOLOGIA HAN SIDO DETERMINADAS, SE CONSTRUY( --
UN PROMOTOR CONSENSO, COMO UN MODELO DE PkOMOToR. CABE SENA--
LAR QUE UN PROMOTOR PROCARIOTE QUE CONTENGA LA SECUENCIA CONSEN
S0 NO HA SIDO ENCONTRADO EN LA NATURALEZA.

EL PROMOTOR CONSENSO FUE SINTETIZADO USANDO EL METODO -
DEL FOSFOTRIESTER Y PRESENTA LAS SIGUIENTES CARACTERISTICAS: =-
ES UN SEGMENTO DE 42 PARES DE BASES QUE CONTIENE EN LA REGION -
DE -35 LA SECUENCIA CONSENSO (TTGACA), EN LA REGION DE -10 LA
SECUENCIA TATAATG; UN SITIO DE ECO RI INMEDIATAMENTE HACIA ARRL
BA DE LA REGION DE -35, UNA DISTANCIA PROMEDIO DE 17 PARES DE -
BASES ENTRE -10 Y -35 Y EXACTAMENTE EN MEDIO DEL PROMOTOR UN SI
TIO DE HPAL, QUE FACILITARA MANIPULACIONES TALES COMO DELECIGN

‘l.l/
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DE NUCLEGTIDOS O INTERCAMBIO DE REGIONES FUNCIONALES. HAY QUE -
MENCIONAR QUE EL PROMOTOR NO INCLUYE LA SECUENCIA CONSENSO ALRE-
DEDCR DEL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION.

EL PROMOTOR CONSENSO FUE INTRODUCIDO A LAS CELULAS BAC--
TERIANAS CLONANDOLO EN PLASMIDOS. EN ESTAS MOLECULAS RECOMBINAN
TES EL PROMOTOR SE ENCUENTRA DIRIGIENDO LA TRANSCRIPCIGN DE GE-
NES DE RESISTENCIA A ANTIBIGTICOS (TETRACICLINA O CLORANFENICOL)
CON OBJETO DE SEGUIR Y CUANTIFICAR SU ACTIVIDAD BIOLOGICA,

EN EL TRABAJO REPORTADO POR X. SOBERON Y COLABORADORES -
( 45 ), SE DEMOSTRO CONCLUYENTEMENTE QUE EL PROMOTOR CONSENSOQ ES
FUNCIONAL in vivo, LO QUE FAVORECE SU USO COMO MODELO DE PROMO-
TOR PARA ESTUDIOS DE INTERACCION CON LA RNA POLIMERASA.

2. SECUENCIA DEL GENE DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLO--
RANFENICOL,

EL ELEMENTO GENETICO “TRANSPONIBLE” TN 9, CONSISTE DE --
DOS SECUENCIAS REPETIDAS DIRECTAS DE INSERCION ( ISl ) QUE FLAN-
QUEAN UNA REGIGN DE 1102 P.B. LAS CUALES DETERMINAN LA RESISTEN-
CIA A CLORANFENICOL,

LA RESISTENCIA A CLORANFENICO!. DETERMINADA POR TN 9 ES DE |

BID4 A LA SINTESIS DE LA ENZIMA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENI-
coL ( CAT ).

il
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LA SECUENCIA NUCLEQTIDICA DE CAT FUE OBTENIDA PQR ALTON
Y VAPNEK ( 46 ) por EL METODO DEL“DIDEOXI” DESARROLLADQ POR --
SANGER,

LoS FRAGMENTOS DE DNA QUE CODIFICAN PARA EL PROMOTOR --
SINTETICO Y PARA EL GENE DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENL
COL SE CLONARON EN UN DERIVADO DEL PLASMIDO PBR322, DANDO ORI--
GEN AL PLASMIDO PA36CM. LAS UNIONES RESULTANTES DE ESTAS MANI-
PULACIONES FUERON TAMBIEN SECUENCIADOS POR SOBERGN ET AL{ 47 )-
Y SE MUESTRAN EN LA FIGURA NOM. 7.

Ill/
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FIGURA NOM. 7  DIAGRAMA GENERAL DE LA CLONACION DE LOS FRAGMENTOS DE DNA QUE CODIFICAN PARA EL -
PROMOTOR SINTETICO Y PARA EL GENE DE LA ACETIL TRANSFERASA DE CLORANFENICOL.
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11, . OBJETIVOS.

1. MONTAR LA TECNICA MUTAGENESIS SITI0 ESPECIFICA DIRI-
GIDA POR OLIGONUCLEGTIDOS EN EL FAGQ M13,

COMC YA SE MENCIONG, CON ESTA TECNICA SE PUEDE CONEC--
TAR GENES A NUEVOS PROMOTORES, POR MEDIO DE LA INTRQDUCCION DE
DELECIONES ESPECIFICAS; SE PUEDEN OBTENER GENES HIBRIDOS; CREAR
SITIOS DE RESTRICCION ETC,  POR LO QUE ES DE GRAN UTILIDAD PARA
UN LABORATORIO DE INGENIERTA GENETICA MANEJAR ESTA TECNICA EN ~-
FORMA RUTINARIA PARA DIRIGIR MUTACIONES ESPECTFICAS DESEADAS.

ESTA TECNICA ES CONTEMPLADA, COMO UNA APLICACION DE LA -
" SINTESIS DE POLINUCLEOTIDOS Y DENTRO DE LOS PROYECTOS DE TRABAJO
DEL LABORATCRIO DE SINTESIS QUIMICA DE OLIGONUCLEGTIDOS DEL =---
CEINGEB, ‘

2, PRODUCIR UNA DELECION (ELIMINACIGN DE 2 BASES) EN
LA DISTANCIA ENTRE -10 Y -35 DEL PROMOTOR CONSENSO.

SE SABE QUE EN CASI TODOS LOS PROMOTORES FUERTES LA DIS--
TANCIA ENTRE LA REGION DE -35 v -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.

vood
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EN EL PROMOTOR GONSENSO ES POSIBLE PRODUCIR INSERGIONES
0 ELIMINACIONES DE BASES ESPECIFICAS EN LA REGION ENTRE =10 Y -
-35 Y RECOMBINAR LAS MUTACIONES OBTENIDAS POR MEDIO DEL SITIO -
DE HPA I, QUE ESTA LOCALIZADO A LA MITAD DEL PROMOTOR, DE ---
AH{ QUE ESTE RESULTE UN MODELO IDEAL PARA COMPRENDER LA RELA-~-
CIGN ENTRE LA SECUENCIA INTERMEDIA DE -10 A -35 Y EL FUNCIONA--
MIENTO DEL PROMOTOR.

DEBIDO A QUE EL PRINCIPAL OBJETIVO DE ESTA TESIS ES MON
TAR LA MUTAGENESIS SITIO ESPECIFICA, SE EMPLEARA ESTA TECNICA -
PARA PRODUCIR UNA DELECION DE 2 P.B. EN EL LADO DERECHO DEL SL
TI0 DE HPA | DEL PROMOTOR CONSENSO, LA CUAL ES 1 MUTACION IMPOR
TANTE PUES SE PUEDE RECOMBINAR POSTERIORMENTE CON UNA DOBLE INSERCION
EN EL LADO 1ZQUIERDO DEL SITIO DE HPA I. FIGURA NiM, 8.

3. CREAR UN SITIO DE RESTRICCIGN INMEDIATAMENTE ANTES
DEL CODGN DE INICIACION DE LA TRADUCCION DEL GEN -
DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENICOL.

SE DECIDI6 CREAR UN SITIO PARA LA ENZIMA DE RESTRIGCION
XBA 1 ANTES DEL CODON QUE CODIFICA PARA EL 1ER AMINOACIDO DE -
LA ACETIL TRANSFERASA DE CLORANFENICOL, CON EL FIN DE TENER ES-
TA ENZIMA EN FORMA DE UN "CASET O MODULO TRADUCCIONAL"; ES DE--
CIR, EN FORMA DE UN FRAGMENTO DE DNA QuUE PUEDA SER CORTADO CON -
2 ENZIMAS DE RESTRICCION PARA POSTERIORMENTE SER COLOCADO -=-=

el
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DESPUES DE UN PROMOTOR Y UN SITIQ PE UNIGN A RIBQSOMA, ADECUADQ
PERA SER TRANSCRITO Y TRADUCIDO, '

SITIO DE LA MUTACION

. EcoRI © -35 Heal -10
GAATTCTTGACAATTAGTTAACTATTT GTTATAATGTATTCCCAAGCTT
TTAGTTAACTA T TGTT

OLIGONUCLEOTIDO
SINTETICO DOBLE DELECION

FIGURA NGM, 8  cCSQUEMA DEL SITIO DE LA MUTACIGN EN EL'PROMOTOR --
SINTETICO (DOBLE DELECION),
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IV, [TATERIAL Y METODOS.
1. REACTIVus,

l.0S REACTIVOS FUERCN OBTENIDOS EN LAS SIGUIENTES
COMERCIALES:

- J. T. BAKER, USA: AZUL DE BROMOFENOL, XILENCIANOL.

- B10-RAD LABORATORIES, USA: AGARGSA, /3-MERCAPTOETANOL,
PERSULFATO DE AMONIO, POLIACRILAMIDA, BlS, RESINA A-50,
RESINA DOWER 50X-X8, SODIO-DODECIL-SULFATO (SDS), -

TRITON X-100, TEMED (NLH,N’ ,N'-TETRAMETILETILENDIAMI-

NA) ., A

- BIOXON DE MEXICO: AGAR BACTERIOLOGICO, PEPTONA DE CA-
SETNA PURIFICADA (TRIPTONA),

- CALBIOCHEMI LABORATORIES, USA: YODURO DE PROPIDIO.
- MERCK DE MEXICO: EXTRACTO DE LEVADURA, TRIS (HIDROXI-
ME™IL-AMINOMETANG), UREA.

- PL BIOCHEMICAL USA: DDNTP (DIDEOXIRRIBONUCLEGSIDOS --
TR:FOSFATO).

- NEw ENGLAMD NucLAR, USA: [ P 22 1 ATP,

~ SIGMA DE MEXICO: ACEITE MINERAL, ALBUMINA, BROMURO DE
ETiDIO, CLORURO DE CESIO, NUCLEOSIDOS TRIFOSFATO, X-GAL
(5-BROMO, 4-CLORO, 3-1ND0L1L,5-D-GALACTGS|Do).

- J.7. BAKER DE FEX1ico: TODOS LOS DENAS.

-lll/
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- DI Y. TRINUCLEOTIDOS FUERON PROPORCIQONADOS POR. EL LABORA-
TORIO DE SINTESIS QuIMICA DE DNA DEL C.E.I.N\G.E.B.,----

UNAM ( 47 ).
2. CEPA Y FAGO.

E. coLi KI12-JM101.

" FAGO M3mp7.

ALac-pro-sup £, THI [F’TRA D36,

" pRo AB, LaC 19'],  CONTIENE UNA

DELECIGN DE LA REGION LAC-PRO DEL
CROMOSOMA, EL EPISOMA LLEVA EL -
OPERON DE LA BIOSINTESIS Dé PROLL
NA, EL OPERGN LAC CON LAS SIGUIEN
TES MUTACIONES: UNA MUTACION EN -
EL PROMOTOR DEL GEN LAC I, QUE SO
BREPRODUCE REPRESOR; UNA DELECIGN
EN EL GEN ESTRUCTURAL DE LA -GA
LACTOSIDASA QUE RESULTA EN LA PRO
DUCCIGN DE UN SEGMENTO CARBOXILO
TERMINAL DE LA ENZIMA INACTIVA. -
(48 ),

EL FAGO LLEVA UNA PEQUERA PARTE -
DEL OPERON DE LAC. ESTA PARTE --
INCLUYE UNA REGION REGULADORA Y

. TAMBIEN LA INFORMACION PARA LOS -
_PRIMEROS 146 RESIDUOS DE AMINOACL

POS DEL GEN ESTRUCTURAL DE LA ~-
.l./



MEDIOS DE CULTIVO.

MEDIo YT L faulpo,

-86 TRIPTONA.

14

A=GALACTOSIDASA, QUE ES EL SEG
MENTO COMPLEMENTARIO A LA DELEC
CIGN DE LA REGION DE LA B-GALAC
TOSIDASA DEL EPISOMA CONTENIDO -
EN LA CEPA JMI01., ( 49 ),

Los PRODUCTOS POLIPEPTIDICOS, DE
LA REGION LAC DEL EPISOMA DE LA
JM101 Y DEL FAGO, FORMAN UNA PRQ
TEINA QUE PRESENTA ACTIVIDAD DE-

- /A-GALACTOSIDASA, CUANDO UNA CE-

LULA ES INFECTADA. EL FENOTIPO-
LAC ES IDENTIFICADO POR PLACAS-
AZULES EN UN MEDIO QUE.CONTENGA-
XeAL E IPTG. (INDUCTOR GRATUITC-
DEL OPERGN LAC).

-56 EXTRACTO DE LEVADURA

-56 NaCL

- 1 LITRO DE H 2 0

‘.' l/
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/3-GALACTOSIDASA, QUE ES EL SEG
MENTO COMPLEMENTARIO A LA DELEC
'CION DE LA REGION DE LA /3-GALAC
TOSIDASA DEL EPISOMA CONTENIDO -

EN LA CEPA JM10L. ( 49 ),

LOs PRODUCTOS POLIPEPTIDICOS, DE
LA REGIGN LAC DEL EPISOMA DE LA
JMI01 v DEL FAGO, FORMAN UNA PRO
TEINA QUE PRESENTA ACTIVIDAD DE-
/3-GALACTOSIDASA, CUANDO UNA CE-
LULA ES INFECTADA, EL FENOTIPO-
LAC ES IDENTIFICADO POR PLACAS-
AZULES EN UN MEDIO QUE.CONTENGA-
XGAL E IPTG, (INDUCTOR GRATUITC-
DEL OPERON LAC).

3. MeDIOS DE cuLTIvVO.

eplo YT Liculbo.

-8G TRIPTONA,

~56 EXTRACTO DE LEVADURA
-56 NaCL

- 1 LiTRO DE H 5 0
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86 TRIPTONA
~56 EXTRACTQ DE LEVADURA
-56 NACL
-66 AGAR
-1 LITRO DE Hy O

CAJAS_DE PETRL.

AGREGAR 15 G DE AGAR POR LITRO DE CULTIVO.
4. ENZIMAS.
4,1 ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

ESTAS ENZIMAS FUERON ADQUIRIDAS A BETHESDA ---
RESEARCH LABORATORIES, O PREPARADAS EN EL LABORATORIO SEGON EL -
METODO DE GREEN ET AL ( 42 ).  LAS CONDICIONES DE REACCIGN PA-
RA CADA UNA DE LAS ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION SE DESCRIBEN A -
CONTINUACION:

- EcoRl 0.1 MTriS PH 7.5
5.0 MM ncc12.
0.1 M NaCl

10.0002% NPyg
il



- BAEl Il 6 M 16Cl,
6 MM TRIS PH 7.5
6 MM ~MERCAPTOETANOL

- FINDIII 6.6 MM TRIS PH 7.5
6.5 MK HeCl,

LA INCUBACIONES SE LLEVAN A CABO A 37°C DURANTE 60 MINU
oS,

4,2 PoLIMERASA | DE DNA (FRAGMENTO KLENOW).

SE OBTUVO DE BOEHRINGHER MANHEIM Y SUS CONDICIQ
NES DE REACCION ESTAN DADAS POR LA SOLUCION AMORTIGUADORA DEL ME-
TODO DE SANGER ETAL ( 51 ). ESTAS CONDICIONES SON:

- 6,6 MY TRIS PH 7.5
- 6.6 M1 NaCl

- 6.6 Mfi FeOAC,

- 6.6 mFi DTT

- 20°C

nn'/



-nl/' ) i h .qq

4.3 LicASA DE Th,

ESTA ENZIMA SE PURIFICG EN EL LABORATORIO, A PARTIR
DE CELULAS INFECTADAS CON EL BACTERIGFAGI T4, SUS CONDICIONES:

20 MM TrIS PH 7.6
10 MM Drt1ioTREITOL (DTT)
10 MM HeCl,
5 MM ATP en 0.1 TRis PH 7.4
12°C

4,4 CINASA DE_PoLINUCLESTIDOS.

ESTA ENZIMA SE ADQUIRIG DE NEW ENGLAND MUCLEAR USA,
SUS CONDICIONES SON:

- 50 MM TRIs-HCL PH 7.6

- 10 M KeCl,

- 5 M DITHIOTREITOL (DTT)
- 0,1 MH ESPERMIDINA

- 0.1 M EDTA

- 37°C

vl



4,5 NucLEASA SI,

30 MM ACETATO DE SopIo PH 4.6
50 mh NACL

1wk ZNSOy

5% GLICEROL

LA INCUBACION SE LLEVA A CABO A 18°C DURANTE DIFE--
RENTES TIEMFOS,

4,6 NUCLEASA, MUNG BEAN.

ESTA NUCLEASA SE ADQUIRIG DE P.L.BIOCHEMICAL, INC,
Y SUS CONDICIONES SON:

30 MM AceTATo DE Sopio PH 4.6
50 MM NaCl

1 M ZNCl,

5% GLICEROL

LA INCUBACIGN SE LLEVA A CABO A TEMPERATURA AMBIEN
TE,

4,7 RNAsa A

ESTA ENZIMA SE OBTUVO DE SIGMA DE MEXICO. SUS CONDIL
CIONES DE REACCION SoN, A 20°C:

.l‘/
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~ 10 MG/ML DE ENZIMA EN POLVO EN 0.1 M ACETATO DE-
SoDI0, '

- 3.3 x 10 M EDTA #H 5

CALENTAR A 85°C POR 10 MINUTOS,

4,8 LisozIMA.

SE OBTUVO DE SIGMA DE MEXICO, LAS CONDICIONES DE -
REACCION SON:

5 me/ML EN 25 MM Tris PH 8, SE IncuBa A 20°C.

5. SINTESIS EN FASE SOLIDA.

5.1 DESTRITILACION.

1) LAVAR LA NUCLEORESINA PREPARADA DE ANTEMANO
CON CLOROFORMO-METANOL 7:3 (DEJARLA HINCHAR
POR MEDIA HORA CON PIRIDINA),

2) LAVAR NUEVAMENTE Y AGREGAR ACIDO BENCENSUL-
FGNICO (ABS) AL 2% DISUELTO EN CLOROFORMO--
METANOL 7:3 v/v A 0°C.

3) LAVAR CON CLOROFORMO-METANOL 7:3 A 0°C.
'l’/
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REPETIR LOS PASOS 2 Y 3 HASTA QUE NO APA-
REZCA COLORACION (GUARDAR LOS LAVADOS) .

AGREGAR PIRIDINA Y CUANTIFICAR LA REACCION
CON LOS LAVADOS,

ToMAR DE 5 A 10 EQUIVALENTES DEL BLOQUE --
ADECUADO QUE SE ADICIONARA, COLOCARLO EN -
UN TUBO DE CENTR{FUGA Y DESCIANOETILARLO -
COMO SIGUE:

A) AGREGAR 1.5 Ml DE PIRINA,

B) AGresArR 0.5 M1 DE AcuA.

¢) AGrReGAR 0.5 M1 DE TRIETILAMINA,

D) DEJAR LA REACCION A TEMPERATURA AMBIEN
TE DE 15 A 20 MINuTOS,

E) EVAPORAR LA MEZCLA DE DISOLVENTES A SE
QUEDAD.,

5,2 ACOPLAMIENTO.

1

2)
3)

LAVAR CON PIRIDINA 2-3 VECES Y 2 VECES CON--
TETRAHIDROFURANO (THF),

SECAR LA RESINA AL VAcfo 10-15 MINUTOS.

SECAR TRES VECES POR COEVAPORACION CON PIRL
DINA EL BLOQUE DESCIANOETILADO QUE SE ADI--
CIONARA. /
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'4) AGREGAR AL TURQ DE CENTRIFUGA, 2 EQUIVALENTES DE
NITROTRIAZOLIDG DE MESITILENSULFONTLO (CON RES~-
PECTO AL BLOQUE) 'Y 1 ML DE PIRIDINA .

5) TRANSFERIR LA MEZCLA A LA RESINA.

6) TAPAR HERMETICAMENTE Y DEJAR LA REACGIQN DOS HORAS
A TEMPERATURA AMBIENTE Y CON AGITACION CONTROLADA.

7) TRANSCURRIDO EL TIEMPQ, LAVAR CON PIRIDINA DOS VECES.
5,3 ENMASCARAMIENTO.
1) AGREGAR 2-3 ML DE UNA SOLUCION DE THF-PIRIDINA--
ANHIDRIDO ACETICO (7:2:1) ¥ UN POCO DE DIMETILA-
MINOPIRIDINA, DEJAR POR 15-30 MINUTOS.

2) LAVAR CON PIiRIDINA.

3) INICIAR NUEVAMENTE CON LA REACCION DE DESTRITILA
CI0N.

5.4 DESBLOQUEQ DEL OLIGQONUCLEQTIDO Y | [BERACION DEL SO-
PORTE_S6L1D0.

1) ADICIONAR A UN TUBQ DE CENTRIFUGA APROXIMADAMEN-

* TE 50 MG DE RESINA QUE CONTIENE EL OLIGONUCLEOTL
| .ll/



RO SINTETIZAD), Y PONER 60 ul (0 LA CANTIDAD -
SUFICIENTE PARA CUBRIR LA RESINA) DE UNA SCLU---
16N DE NININ2N2 ~TETRAMETILGUANIDINA-P-NITROBEN
CENALDOXIMATO EN DIOXANO-AGUA (1:1 V/V) A TEMPE-
RATURA AMBIENTE Y DEJAR POR 12-16 HORAS.

2) TRANSCURRIDO EL TIEMPO, ADICIONAR 2-3 Ml DE HI--
DROXIDO DE AMONIC CONCENTRADO Y 0.5 Ml DE PIRIDL
NA Y COLOCAR A 50°C POR 5 HORAS CON AGITACIGN.

3) FILTRAR A TRAVES DE LANA DE VIDRIO EN UNA PIPETA
PASTEUR Y LAVAR EL FILTRO CON PIRIDINA-AGUA 1:1,

4) EVAPORAR A SEQUEDAD.,

5) DISOLVER EN SOLUCIGN AMORTIGUADORA DE BICARBONA
To DE TRIETILAMONIO (TEAB) 20 MM. PH=8,

5.5 PURIFICACION DE UN OLIGONUCLEGTIDO.
UNA VEZ QUE EL OLIGONUCLEGTIDO HA SIDO DESBLOQUEADO,
SE PROCEDE COMO SE INDICA A CONTINUACION: |

1) EVAPORAR LA SOLUCION DE OLIGONUCLEGTIDO EN TEAB
A SEQUEDAD.

2) DISOLVER NUEVAMENTE EN TEAB Y HACER TRES EXTRAQ
ctoNES CON ETER ET}Llco ANHIDRO, '

lll/
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3) EVAPORAR A UN VOLUMEN NO MAYOR A 0.5 Ml Y APLI-
CAR EN UNA COLUMMA DE SEPHADEX G-50 (FINO) DE -
2,5 X 50 cM; COLECTAR FRACCIONES DE 5 M1,

4) LEER LAS FRACCIONES COLECTADAS EN EL UV (260 NM),
EL OLIGONUCLESTIDO ES EL PRIMER COMPUESTO EN SA
LIR, JUNTAR LAS FRACCIOMES APROPIADAS Y EVAPORAR
LAS A UN VOLUMEN PEQuER0 (0.5M1).

5) PURIFICAR EL OLIGONUCLEGTIDO EN EL CROMATGGRAFO-
DE LIQUIDOS DE ALTA PRESIGN, USANDO UNA COLUMNA-
FASE INVERSA u-BONDAPAK' (WATERS) Y BAJO LAS s1--
GUIENTES CONDICIONES:

A) TEMPERATURA = 70°C.
B) VELOCIDAD DE FLUJO = 4 M1/MIN.
€) FASE MOVIL:

T1EMPO %A aC
MIN,

0.0 95.0 5.0
10.0 75.0 25.0
12,5 75.0 25,0
15.0 95.0 5.0

A- SoLuciON AcuosA DE TEAB 20 MHM.
C- ACETONITRILO,

el
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) COLECTAR EL PICO ADECUADC Y DESTRITILAR COMO SI
GUE:

A) [EVAPORAR A SEQUEDAD,

B) AGREGAR 0.2 M1 DE AGUA Y 0.8 M1 DE ACIDO ACE
TICO GLACIAL GRADO HPLC,

¢) DEJAR POR 15 MINUTOS,

D) EVAPORAR A SEQUEDAD.

E) RESUSPENDER EN SOLUCION REGULADORA DE. TEAB -
20 MM,

F) EXTRAER DOS VECES CON ETER.

G) CONCENTRAR HASTA 0.1 Ml.

H) INYECTAR NUEVAMENTE EN EL CROMATOGRAFO DE --
LIQUIDOS Y PURIFICAR BAJO LAS SIGUIENTES CON
DICIONES:

1) TEMPERATURA = 70°C.
[I) VELOCIDAD DE FLUJO = 4 MI/MIN,
Ill) FASE MOVIL:

TIEMPO ZA pA
MIN.
0.0 100.0 0.0
8.0 &0,0 20,0
10,0 80.0 20.0
12,0 100.0 0.0

A = SoLucIiON Acuosa DE TEAB 20 mi.
C. = ACETONITRILO, )



R A e 52

7) SE COLECTA EL PICO MAYOR, ESTE SE CONCENTRA Y -
SE PUEDE UTILIZAR EN EXPERIMENTOS DE B1oLoGfA -
MOLECULAR, '

6. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA O PoLIA--
CRILAMIDA,

LA ELECTROFORESIS SE LLEVG A CABO EM PLACAS, CONFORME
A LAS CONDICIONES DESCRITAS POR BoLIVAR ET AL. '( 52°).

1) AGAROSA EN POLVO (BIO-RAD) AL 1% SE DISUELVE POR-
EBULLICION DURANTE 1-2 MIN, EN SOLUCION TRIs-BORA
T0S-EDTA (TRIS-BASE 90 MF; EDTA 2.5 MM; H3B05 -
90 MY PH 8.2),

2) SE VACIAN LOS GELES Y SE DEJAN SOLIDIFICAR.

3) LAS MUESTRAS, EN UN VOLUMEN FINAL DE 15-30 1 POR
CARRRIL (0.3-1 6 DE DNA POR CARRIL) SE DISUELVEN
EN 6 11 DE MEZCLA DE PARADO SH (PARA 10 M1; 6 G -
DE UREA; 1 M1 DE 0.5% AZUL DE BROMOFENOL EN AGUA;
1 M1 0.5% X XILENCIANOL EN AGUA) Y SE COLOCAN EN-
LOS CARRILES.
-
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L') 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 f;ARA DNA (FRAGMENTOS DE-
DNA DE PESO MOLECULAR MENOR DE 1 D) SE PREPARAN DE LA SIGUIENTE-
FORMA:

1) Se MEzcLAN 6 M1 DE TRIS-BORATOS-EDTA 5X, 7.5 Ml
DE SOLUCION DE ACRILAMIDA BISACRILAMIDA (29,2%-
Y 0,8% RESPECTIVAMENTE) .,
36.4 M1 DE AcUA Y 0.5 M. DE PERSULFATO DE SODIO AL
10% EN AGUA.

2) SE DESGASIFICA LA MEZCLA Y SE LE ADICIONAN 15 --
11 TEMED v se vAclA RAPIDAMENTE EN LAS PLACAS.

3) LA ELECTROFORESIS SE LLEVA A CABO A 150 V POR -
&0 MINUTOS,
DESPUES DE TERMINADA LA ELECTROFORESIS, LOS GELES
SE SUMERGEN EN UNA SOLUCIGN DE BROMURC DE ETIDIO
{4 MG/M1) Y AL SOMETERLOS A LUZ ULTRAVIOLETA SE-
OBSERVAN LAS BANDAS,

PARA FOTOGRAFIAR LOS GELES SE UTILIZA UN FILTRO DE -
GELATINA AMARILLO Mo, S KODAK~-WRATTEN Y PELICULA POLAROID NPTIPO-
SS con UNA CAMARA TWP-5 PoLAROID,

e
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CLECTROELUSION DE GELES DE AGAROSA PARA PURIFICA---
CION DE FRAGMENTQS DE JilA,

.t DilA DIGERIDO CCN LA ENDONUCLEASA CORRESPONDIENTE,

SE SOMETE A ELECTROFORESIS EN UN GEL DS AGAROSA ---
(0.8%), UNA VEZ IDENTIFICADA LA BANDA 0F DIA GuE -
SE DESEA AISLAR, EL GEL SE CORTA CON UN Z1STUR Y -
SE COLOCA EN UNA CAMARA DZ ELECTROELUSIGN (EN FRAG-
MENTOS DE 0.5 X 0.5 CM APROXIMADAMENTE) Y SE CUBREN
CON AMORTIGUADOR TEt.

SE ESTABLECE UN PUENTE DE CORRIENTE ELECTRICA ENTRE
2 CAMARAS UTILIZANDC AMORTIGUADOR TzA:

- 193.6 ¢ TRIS-BASE

~ 65,6 6 ACETATO DE SODIO ANHIDRO

- 25.6 G iAoy EDTA

SE AJUSTA AL PH A 3.1 CON ACIDO ACETICO Y SE LLEVA
A Uil VOLUMEN FINAL DE L LITROS. PARA USAR ESTA SO-
LUCION SE DILUYE 1:1,

SE MANTINE EN 50 V CONSTANTES POR 3 HORAS A 4°C,

EL. DNA ELECTROELUIDO SE RECUPERA DIRECTAMENTE DS LA CA-
MARA, SOLUBLE EN EL AMORTIGUADOR Ti.

_ill/
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CON EL FIN DE ASEGURARSE QUE TODO EL DHA HA SIDO ELEC--
TROELUIDO, UN FRAGMENTO DEL GEL COLOCADO EN LA CAMARA PUEDE TENIR
SE EN UNA SOLUCION DE BROMuURO DE ETIDIO (0.5 MG/ML), SE SOMETE -
A LUZ ULTRAVIOLETA Y SI NO SE OBSERVA FLOURESCENCIA QUIERE DECIR
QUE TODC EL DNA HA SIDO ELECTROELUIDO, SI SE OBSERVA FLOURESCEN-
CIA, SE DEJA QUE LA ELECTROELUSION CONTINJE HASTA QUE LA FLOURES=~
CENCIA DESAPAREZCA.

EL DNA OBTENIDO SE PRECIPITA CON 1/20 VOLUMEN DE 511 -
hACL ¥ 2.2 VOLOMENES DE ETANOL A -20°C,

ZSTE DNA SE MANTIENE A -20°C AL MENOS POR 2 HORAS. Pos-
TERIORMENTE SE CENTRIFUGA Y EL PRECIPITADO SE SECA PARA ELIMINAR
EL ETANOL (CON UMA CORRIENTE LEVE DE AIRE)., EL PRECIPITADO SE --
DISUELVE EN AGUA 0 EN AMORTIGUADOR Tz,

8. TRANSFECCIGN,

DE 1/NG DE FORMA REPLICATIVA CIRCULAR, CASI 1 000 TRANS

FORMANTES PUEDEN SER OBTENIDAS. UN DNA EN FORMA REPLICATIVA DIGE
" RIDC Y VUELTO A LIGAR, DA UNA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION DEL --
50%. EL METODO DE TRAWSFORMACION ES EL SIGUIENTE:

1) LAS CELULAS SON CRECIDAS HASTA .5 DE DENSIDAD GPTL
CA A 560 M,

lll'/
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LAS CELULAS SE GENTRIFUGAN (30 ML, A 7 000 RPM. DU-
RANTE 5 MINUTOS). '

SE RESUSPENDEN EN 15 ML, DE CACL9 5Q MM Y ALMACENA-
DAS EN HIELO DURANTE 20 MINUTOS,

SE- CENTRIFUGAN A 7 000 RPM, DURANTE 5 MINUTOS Y SE
RESUSPENDEN EN 3 ML. DE CACLY 50 MM,

St TOMAN 0.3 ML DE LAS CELULAS COMPETENTES Y SE ---
AGREGAN APROXIMADAMENTE 2 NG DEL VEHMICULO, SE INCU
BAN EN HIELO 40 MINuTOS,

SE DA UN CHOQUE TERMICO DE 42°C DURANTE 2 MINUTOS -
Y SE ADICIONAN DIRECTAMENTE 0,01 ML. DE IPTG 100 MM,
50 uL DE XGAL (2%), 0.2 ML. DE CELULAS EN FASE ---
EXPONENCIAL Y 3 ML. DE AGAR DE SUPERFICIE,

SE VAC[A ESTO DIRECTAMENTE SOBRE CAJAS DE MEDIO YT
S6LIDO, SE DEJA QUE EL ASAR SE SOLIDIFIQUE TOTALMEN
TE Y SE INCUBA A 37°C DURANTE 12 HORAS.

SECUENC]A DE_DNA Y _PREPARACION DE DNA DE CADENA SEN-
CILLA.

LA CLONACION EN EL M13, PROVEE TEMPLADO DE DNA DE CADE-
NA SENCILLA PARA SINTESIS IN VITRO. ESTO PERMITE LA PRODUCCION

DE UN DNA DE CADENA SENCILLA, PARA DETERMINAR LA SECUENCIA NUCLEQ
T!bicA; USANDO EL SISTEMA DE DIDEOXINUCLEOTIDOS COMO TERMINADO--
RES DE POLINMERIZACION.

lll/
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‘9.1 PREPARACIGN DE DNA TEMPLADQ DE CADENA SENCILLA.

LAS PLACAS RECOMBINANTES OBTENIDAS EN LA TRANSFORMA-
CIGN, SE TOMAN CADA UNA DE ELLAS CON UN PALILLO ESTERIL Y SE PO~
NEN A CRECER EN MEDIO LfQuibo YT 2X. LAS CELULAS CON LOS FAGDS -
SON INCUBADAS A 37°C, EN AGITACION FUERTE DURANTE 7 HORAS, DES--
PUES DE ESTE TIEMPO, SON TRANSFERIDAS A TUBOS EPPENDORF Y LAS CE-
LULAS SON BAJADAS CON UNA MICROFUGA. EL SOBRENADANTE ES RECUPERA
DO Y SE SUMAN 250 4L DE UNA SOLUCION DE PEG AL 40% EN NaCL 5 M.

SE MEZCLA POR INVERSION EL TUBO Y SE DEJA PRECIPITAN
DO E. FAGO A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 15 MINUTOS, SE CENTRIFU
GA 5 MINUTOS Y EL SOBRENADANTE ES DESECHADO, EL PRECIPITADO ES -
RESUSPENDIDO EN 200 L DE AMORTIGUADOR TE Y SON SUMADOS 200 sl
DE FZNOL SATURADO, SE AGITA FUERTEMENTE DURANTE 10 SEGUNDOS, SE -
REMUEVE EL FENOL Y SUMAN ZOUI/AL DE UNA MEZCLA DE FENOL/CLOROFOR-
Mo (1:1). SE AGITA VIGOROSAMENTE 10 MINUTOS Y SE REMUEVE LA FASE
ACUD3A. SE SUMAN 20./uL DE ACETATO DE SoDI0 3M PH 5 ¥ 0.5 ML DE
ETANOL, SE PONE A PRECIPITAR EL DNA A -20°C DURANTE 20 MINUTOS Y
'SE CENTRIFUGA 5 MINUTOS. EL PRECIPITADO ES RESUSPENDIDO EN =-=-
10 st DE AMORTIGUADOR TE. LA PRODUCCION VA DE 2 A 10 .G DE DNA
DE CADENA SENCILLA.

9.2 SECUENCIA DE DNA POR EL METODQ DE TERMINADORES.

LA REACCIGN DE TERMINACION DE CADENA .ES UTILIZADA CQ
MO LA DESCRIBE SANGER CON LAS MODIFICACIONES SIGUIENTES: MEZCLAR

v
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EL TEMPLADO (2 p) coN 10 NG DE PRIMERO Y 1.5 UL DE AMORTIGUADOR
RIN (Hin 10R: GO Mi: bE TRis-HCL PH 7.5, 60 MM DE NGCLz; 10 MY bE
DTT v 500 mMi* pE NACL) Y LLEVAR A UN VOLUMEN FINAL DE lo)uL; SE -
INCUBA A 55°C DURANTE 3 MINUTOS Y SE DEJA APAREANDO A TEMPERATURA
AMBIENTE, SE SUMAN 15‘/461 (550 C1/mmoL) DE DATP [~<- P32] pPoR --
TEMPLADO, TRES SOLUCIONES DE NUCLEGTIDOS TIEWEN QUE SER PREPARA-
DAS: MEZCLAS DE DESOXINUCLEGSIDOS TRIFOSFATOS, SOLUCIGN DE DIDESQ
XINUCLEGSIDCS TRIFOSFATOS Y SOLUCION CAZA. LAS iEZCLAS O DE =---
'DESOXINUCLECTIDOS TRIFOSFATO MARCADOS coMo G°. A°, T° vy C° son -
PREPARADAS LE LA SIGUIENTE FORMA:

(=3}
o

AT - C°

0.5MMDGTP 1w 75u 10 10
0.5MM TP 10 75w 1w 10 uL
C.5 MM DCTP 10 7.5u 10 1

AYORTIGUADOR HIN
10 X 75 7S5pL 750 7.5

LAS SOLUCIONES DE 0.5 MM DE Los DNTP'S SON PREPARADAS A
PARTIR DE Lc:fEs DE 10 MM DE CADA UNO, LAS SOLUCIONES LOTE DE ~--
DDNTP’s SON LAS SIGUIENTES: 1 MM DDGTP, 0.25 MM DDAT?, ---------
2 MM DDTTP v 1 MM DDCTP; CADA UNO ES PREPARADO A PARTIR DE ----

lll/
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STOCKs 10 M. LA SOLUCION PARA COMPLETAR LA REACCION ES 0.5 MM -
DATF, ’

LAS REACCIONES SON EFECTUADAS EN TUBOS DE POLIPROPILENQ
SILICONIZADOS, EL COMPLEJO CEBADOR-TEMPLADO ES PUESTQ EN HIELO
Y MEZCLADO CON LA MARCA. DE ESTE SE AGREGAN 2 ML PARA CADA TU-
BO LE LA REACCION EL CUAL CONTIENE 1 ML DE LA SOLUCION O CORRES
PONTIENTE, 1 jit DEL DDNTP CORRESPONDIENTE, 0.4 il DE AMORTIGUA--
DOR HIN 10X 1.5 UL DE AGUA Y l)n.DE POLIMERASA DE DNA (FRAGMENTO
KLENOW) 5 APROXIMADAMENTE SE PONEN 0.1 UNIDADES DE ENZIMA POR REAC
CION, LA REACCION ES INCUBADA 15 MINUTOS Y AL FINAL DE ESTE TIEM
PO SE ADICIONAN 2 L DE LA SOLUCION 0.5 MM DATP. SE INCUBA 10 M1
NUTOS Y LA REACCION ES TERMINADA, POR LA SUMA DE 4 L DE UNA SOLU
CI6N QUE CONTIENE XILEN CIANOL AL 3%, AZUL DE BROMOFENOL AL 3%, -
FORMAMIDA DESIONIZADA AL 99% v EDTA 10 MM PH 7.5  DESPUES DE --
ARADIR LA MEZCLA QUE PARA LA REACCION £STA ES INCUBADA 3 MINUTOS
A 95°C Y 2 UL SON USADOS POR CARRIL EN EL GEL DE SECUENCIA,

1)  GELES DE POLIACRILAMIDA-UREA.

SE UTILIZAN GELES AL 8% DE PROLIACRILAMIDA DE DIMEN
SIONES: 35 CM X 43 cM X 0.2 M. LA SOLUCION PARA EL GEL SE PRE-
PARA DE LA SIGUIENTE FORMA:

- UREA 40.2 6
= POLIACRILAMIDA-BIS (40%-22) 20 ML

l- ‘0’ L} /
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- TRIS BORATOS 10% 10 ML
= (HHy) 28,08 1.0 M
- AGUA DESTILADA HASTA 100w

LA SOLUCIGN SE DISUELVE CON AGITACION, SE ARADEN -
50 AL DE TZHED Y EL GEL POLIMERIZA EN APROXIMADAMENTE 5 MINUTOS,-
POR LO QUE DEBE VACIARSE RAPIDAMENTE. LOS VIDRIOS NO DEBEM 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 HACER LOS
CARRILES.

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

LOS CARRILES SE LAVAN PERFECTAMCNTE PARA EVITAR QUE SE QUEDE ~--~
ACRILAMIDA EN LOS POZOS,

, SE MONTA EL GEL EN UNA CAMARA VERTICAL Y SE LLENA -
CON AMORTIGUADOR TRIS BORATOS 1X,

CADA CARRIL DEBE TENER ZIML DE SOLUCION DE REACCION.
FL GEL SE CORRE CON UN VOLTAJE IMICIAL DE 2.0 KV --

POR 15-20 MINUTOS, Y POSTERIORMENTE SE CORREN A 65 WATTS CONSTANTES HAS
TA QUE EL AZUL Dt BROMOFENOL SALGA DEL GEL,

et
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2)  AUTORRADIOGRAFIA DEL GEL.

UNA VZZ CORRIDO EL GEL, SE LE QUITA UNO DE LOS VI--
DRIOS Y EL GEL SE CUBRE CON UNA PELICULA DE PLASTICO DELGADA ~----
(KLEEN PACK) EVITANDO QUE QUEDEN BURBUJAS O ARRUGAS. EN COMPLETA
OBSCURIDAD SE EXPONE EL GEL A UNA PLACA DE RADIOGRAFTA (KODAK) Y
SE ENVUELVE EN PAPEL OBSCURO PARA EVITAR QUE LE ENTRE LUZ.

EL FILME SE EXPONE 12 HORAS A UNA TEMPERATURA DE --
-20°C PARA EVITAR DIFUSION DE LAS BANDAS,

PARA REVELAR LA PELICULA SE UTILIZAN REACTIVOS DE -
KODAK PARA REVELADO Y FIJACION DE PELICULAS.

10, FICROENSAYO DE UNA DE PLASMIDO,

SE UTILIZO EL METODO MODIFICADO DE EXTRACCION ALCALIMA
DE DMA DE PLASIHIDO REPORTADO POR DIRNBOIN Y DoLy ( 53).,  SE PRE-
PARAN LAS SIGUIENTES SOLUCIONES:

I. 2 Me/ML LISOZINA DE 50 MK GLUCOSA, 10 M EDTA Y ---
25 My TRIS-HCL pr 8.

If, 0.2 ¥ A OH Y 1% soDIO-DODECIL-SULFATO (SLS),

i
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1. 3 1 ACETATO DE sopIo PH 4.8 (EL PH SE AJUSTA CON -~
ACIDO ACETICO GLACIAL).

IV, 0.1 # ACETATO DE soblo &N 9.05 It TrIs-HCI PH 8,

V., 1 M6 DE RNASA A EN 1 ML DE AGUA CON 5 M} TrRis-HCL -
PH 8 (LA MEZCLA SE HIERVE POR 10 MINUTOS).

cl PROCEDIMIENTO ES COMO SIGUE:

1, 2 ML DE cuLTivo IncuBabo 07 HRS SE CENTRIFUGAN EN -
TUBOS EPPENDORF Y LAS CELULAS SE LAVAN CON ~=-=-=--
10 MM paCt,

2. SE CENTRIFUGAN LAS CELULAS Y POSTERIORMENTE SE RESUS
PENDEN EH 100)uL DE SOLUCION 1 Y 3% MANTIENEN A =--
0°C PporR Z0 MINUTOS.

3, SE AGREGAN 200 uL DE SOLUCION Il v LOS TUBOS SE --
AGITAN SUAVEMENTE,
LA SUSPENSION SE TORNA TRANSPARENTE Y LIGERAMENTE -
VISCOSA,

4, DespuEs DE 5 MINUTOS A 0C, SE AGREGAN lSO/pL DE SO
Lucion 111 v EL TUBO SE INVIERTE CUIDADOSAMENTE HAS
TA QUE SE FORME UMA MALLA DE UNA,

lll/
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5., EL TUBO SE MANTIENE 60 MINUTOS A 0°C, DURANTE ESTE
TIEMPO SE PRECIPITA EL DHA CROMOSOMAL, PROTEINAS Y
RNA DE ALTO PESO MOLECULAR,

6. LA CENTRIFUGACIGN POR 5 MINUTOS 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 -20°C SE AGREGA CON EL FIN DE PRE
CIPITAR EL DNA DE PLASMIDO, FEL TUBO SE MANTIENE A
~20°C POR 30 MINUTOS.

8. EL PRECIPITADO SE COLECTA POR CENTRIFUGACION Y POS-
TERIORMENTE SE DISUELVE EN lOOJUL DE SOLUCION IV Y
SE REPRECIPITA CON ZOO,ML, DE ETANOL A ~20“C.

9, SE REPITE LA OPERACION NOMERO 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 JiL DE AGUA DESTILA
DA Y SE AGREGA A ESTA SOLUCION 4 JL DE LA SOLUCION
V., EL YUB0 SE INCUBA A 37°C POR 20 MINUTOS.

UNA VEZ OBTENIDO DE ESTE MoDO £L DNA, PUEDE TRATAR-
SE CON ENZIMAS DE RESTRICCIOGN O BIEN PUEDE UTILIZARSE PARA TRANS
FORMACION DE OTRAS CEPAS, » -
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11,

. b4
PREPARACION DE DHA EN FonrMA REPLICATIVA RF,

LA EXTRACCIGN Y PURIFICACION SE HIZO CONEORME AL METODO
DE LISADO CLARO DESCRITO POR BETLACH ET AL, (54 ) Y CONSTA DE -
*.0S SIGUIENTSS PASOS PARA 1 LITRO DE CULTIVO:

1.

4.

5.

TOMAR ALGUNAS CELULAS INFECTADAS DE UNA PLACA AZUL
0 DE UNA PLACA BLANCA, CON UN PALILLO ESTERIL Y PO-
NERLOS EN 1 ML DE MeDIO YT 2X LIqulbo,

DEJARLAS CRECER A 37°C DURANTE 3 HORAS EN AGITACION,
AL MISMO TIEMPO SE PONEN A CRECER CELULAS NO INFEC-
TADAS (CEPA JIM101) EnN 10 mL DE MEDIO YT,

AGREGAR A 1 LITRO DE MEDIO YT, 1 ML DE CELULAS IN-
FECTADAS Y 10 ML DE LAS CELULAS NO INFECTADAS, IN-

CUBAR DURANTE 7 HORAS A 37°C,

SE CENTRIFUGAN LAS CELULAS EN EL ROTOR GSA (SORVALL)

A 6000 re# POR 10 MINUTOS.

CONGELAR LAS PASTILLAS DE CELULAS,

SUSPENDER LAS CELULAS EN UN TOTAL DE 10 ML/L DE SA-
CAROSA AL 254 EN TRIs-HCL 50 M, pHB, EDTA IMM PHS,
Y MANTENER EN HIELO.

lll/
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12,

13,
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AGREGAR, EN EL ORDEN INDICADO:

2 ML EDTA 0,25 1%, PH 8

1 mL L1s0ZINA (5 Me/ML EN TRIS-HCL 0,025 M, PHE)

0,1 ML RNAsA (10 mG/ML EN ACETATO DE soplo Q.1 M;--
EDTA 3.3 x 107> Fi, PH 7; PRECALENTADA A 10 MIN,
A 85°C PARA QUITAR LA DHAsA),

fiEZCLAR SUAVEMENTE Y DEJAR REPOSAR EN HIELO 15 MIN,
AGREGAR 3 ML DE MEZCLA LITICA TRITON 3 X (3 ML =---

TRITON X -100 AL 10%, 75 ML DE EDTA 0,25 [, 15 ML
DE TRIS-HCL 1 1 PH 8, 7 ML DE AGUA), MEZCLAR SUAVE-

" MENTE Y DEJAR REPOSAR EN HIELO 15 MIN,

CENTRIFUGAR EN TUBOS DE POLIPROPILENO EN EL ROTOR -
SS34 (SoRvALL) A 17 K POR U0 MIN,

DECANTAR EL SOBRENADANTE EN UNA PROBETA INMEDIATA--
MENTE. ANOTAR EL VOLUMEN Y VACIAR EN UNA BOTELLA -
DE PLASTICO DE 250 ML,

AGREGAR UN VOLUMEN DE AGUA DESIONIZADA,

AGREGAR UN VOLUMEN (RESPECTO AL TOTAL) DE FENOL -
FRIO SATURADO (FENOL SATURADO EN AMORTIGUADOR: MEZ-~

lllv/
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16,

17,

18,

14,

.66
CLA 1:1 DE FENOL, DESTILADO SOBRE ZINC, Y TRIS-HCL
50 MM, HACL 100 MM PH 7,5, EQUILIBRAR 16 HRS. CON
AGITACION A 4°C), MEZCLAR Y AGREGAR UN VOLUMEN DE -
CLOROFORMO IGUAL AL DE FENOL Y AGITAR.

CENTRIFUGAR EMN ROTOR HS-4 (SorvaLL) A 6,5K, 10 MIN,

REMOVER LA FASE ACUOSA (SUPERIOR) Y PASARLA A OTRA
BOTELLA, CUIDANDO DE NO ACARREAR LA PELICULA DE ---
PROTEINAS DE LA INTERFASE.

AGREGAR 1/20 DEL VOLUMEN TOTAL DE 5M NACL Y AGITAR.
AGREGAR 2,2 VOLOMENES DE ETANOL A -20°C UNA HORA --
Y MEDIA CUANDO MENOS PARA QUE EL DNA PRECIPITE.

CENTRIFUGAR EN ROTOR HS-4, A 6.b5K, pPOR 60 MIn, DES
CARTAR EL SOBRENADANTE Y SECAR LA BOTELLA CON UNA -
CORRIENTE DE AIRE FRIO Y SUAVE,

RESUSPENDER EL PRECIPITADO EN 5 ML DE AGUA, ADICIQ
NAR 1 ML DE GLICEROL ESTERIL Y MEZCLAR SUAVEMENTE.

COLOCAR LA SUSPENSION EN UNA COLUMNA DE AS0 (PARTI-
CULAS DEL GEL DE AGAROSA PARA CROMATOGRAFIA POR FIL
TRACION; BI10-RAD DE 2 X 55 ¢,  SE CORRE CON AMOR-

oo/
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22]
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TIGUADOR A50 (TRIs-HCL 50 MM, NACL 0.5 M, pHE; -
MANg 1 Mri; EDTA 1 ¥, PHE). SE COLECTAN FRACCIO--
NES DE 4 ML,

DETERMINAR LA DENSIDAD OPTICA (D.0) A 260 NM PARA -
CADA FRACCION. EL DMA DE FORMA RF  SE ENCUENTRA ~-
USUALMENTE ENTRE LOS TUBOS 12 v 20. (una 00 DE 0.1
EQUIVALE A 50 pe DE DHA/ML).

REUNIR LAS FRACCIONES QUE CONTIENEN EL DNA Y AGRE-
GARLES 2.2 VOLOMENES DE ETANOL A -20°C, [IANTENER A
-20°C AL MENOS 1.5 HRS.

CENTRIFUGAR EN ROTOR HS-4 A 6.5 K POR 60 MIN. Dg-~
CANTAR Y SECAR CON UNA CORRIENTE DE AIRE SUAVE.

RESUSPENDER EL PRECIPITADO EN 2.1 ML DE AMORTIGUA-
DorR TEN (TRIs-HCL 10 Mi, PH 7.6; MACL 10MM; EDTA -
1 MM) PoR cADA 0.5 MG DE DMA.

SE PREPARA UN GRADIENTE 1SOPICNICO A EQUILIBRIO EN
CLORURO DE CES10 Y YODURO DE PROPIDIO (PDI. PARA ESTO:
AGREGAR EN TUBDS DE 5 ML DE NITRATO DE CELULOSA ~-
(1/2” x 2"). POR TUBO:
- 2.2 6 DE CsCL s6LiDO
- 2.1 m. DE DNA EN TER

-
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26,

27,

28.
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(DEBE TRABAJARSE EN PENUMBRA A PARTIR DE ESTE MO-
MENTO YA QUE EL PDI REACCIONA CON LA LUZ),

- 0,150 ML pE PpI (SOLUCIGN DE 2 MG/ML).

= 2,3 ML DE ACEITE MINERAL PARA BALANCEAR LOS TUBOS
DE CENTRIFUGA.

CENTRIFUGAR EN EL ROTOR SW50.,1 (BECKMAN) A 38K POR
20 HrRs. A 20°C,

EL DNA SERA VISIBLE CON LUZ ULTRAVIOLETA (UV) DADO
GUE 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,

BAaJO LUz UV SE PICA EL FONDO DE LOS TUBOS Y SE CO--
LECTA LENTAMENTE EL DNA DE CADA UNA DE LAS BANDAS,

CoRRER EL DNA A TRAVES DE UNA COLUMNA DE INTERCAM--
B10 16NICO (Dowex 50W-X8, B1o-RAD; TRATADA CON ACl-
DO Y LUEGO BASE, 1N CADA UNO, NEUTRALIZADA Y ALMACE
NADA EN TRIS-HCL 0.1 M, pPH 8; NaCL 0.5M)., SE coLo-
CAN 2-3 ML DE RESINA EN UNA COLUMNA PEQUERA, Y SE -
'EQUIL!BRA CON 10 ML DE AMORTIGUADOR DE RESINA DOWEX

'll/
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(TR1s-HcL 50 ™ pH 8; NACL 1M; EDTA 1MM), POR CADA
ML DE RESIMNA. '

COLOCAR LA MUESTRA, DILUIDA 1:1 EN AMORTIGUADOR DE
Dowex, ELUIR Y LUEGO LAVAR LA COLUMNA CON OTRO VOLUY
MEN DE AMORTIGUADOR, REVISAR CON Luz UY auE TODO -
EL PDI HAYA QUEDADO EN LA RESINA; SI ALGO QUEDO, --
VOLVER A LAVAR Y PASAR POR LA COLUMNA.

Diat1zAR EL DNA coNTRA 4 LITROS DE TRIS-HCL 10mMi%: -
EDTA 1 Mz °H 8; POR MINIMO 12 HORAS A 4°C. CAMBIAR
EL AMORTIGUADOR Y REPETIR LA OPERACION.

SACAR DE LA BOLSA DE DIALISIS Y PRECIPITAR ARADIEN-
Do 1/20 voLUMEN DE NACL 5K, Y 2.2 VOLOMENES DE ETA-
NoL A -20°C POR MINIMO 3 HRS.

CENTRIFUGAR EN EL ROTOR HS3-4, A 6.5 K PoR 60 MIN,
RESUSPENDER EN 0.5 - 1 ML DE AGUA Y MEDIR LA DO A -

260 NM PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE DMA ----
(USUALMENTE 0.5 mMa/nL).
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V. RESULTADOS.

A, ProbucciON DE LA DOBLE DELECIGN.

1. CONTRUCCION DEL FAGO RECOMBINANTE M13 mp7 A\ (.

ESTE FAGO SE COMTRUYO CON EL FIN DE TENER UN SISTEMA --

ADECUADO PARA PRODUCIR UNA DOBLE DELECION EN EL PROMOTOR CONSEN-
S0,

EL PLASMIDO PA36 CM SE UTILIZO COMO FUENTE DEL PROMO--

* TOR Y DE UN FRAGMENTO DEL GEN DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORAN-
FENICOL PARA LO CUAL SE DIGIRIERON 2 u6 DE DNA DE ESTE PLASMIDO
CON LA ENDONUCLEASA DE RESTRICCION ECO RI, PRODUCIENDOSE UN FRAG
MENTO DE 297 PARES DE BASES; MAS EL VECTOR., CON LA REACCION DE
DIGESTION SE REALIZG UNA ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GEL DE POLIQ
CRILAMIDA AL 7.5%; SE CORTO LA BANDA DE 297 P.B, Y SE ELECTROLUYO.

ESTE FRAGMENTO DE Eco Rl FUE CLONADO EN EL FAGO M13 -~

MP7 COMO SE MUESTRA EN LA FIGURA 9, EN DONDE .u/ue DEL FAGO DIGE
RIDOS CON LA ENZIMA ECO RI, FUERON MEZCLADOS CON +1 4G DEL FRAG
'MENTO Y SOMETIDOS A UNA REACCIGN DE LI1GASA DE DNA CON LA ENZIMA
LIGASA DE Ti,

COM LA MEZCLA DE LIGASA SE TRANSFECTO LA CEPA JM101 DE
E.coLl, Y SE OBTUVIERON 2 PLACAS BLANCAS Y ALREDEDOR DE 100 PLA-

CAS AZULES.
'01/
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Seleccionar Placas Blancas ( Recombinontes)

FIGURA NOM, O, ESQUEMA DE LA CLONACION DEL FRAGMENTO QUE CODIFICA PARA EL
PROMOTOR SINTETICO Y PARTE DEL GENE DE CAT EN EL FAGO I3,
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PARA DETERMINAR SI ESTAS 2 PLACAS CONTENTAN EL FRAGMEN-
TO CLONADO EN DIFERENTE ORIENTACION SE REALIZO UNA PRUEBA DE “C”,
LA CUAL CONSISTE EN MEZCLAR 20 AL DE SOBRENADANTE (EN 1 ML DE -

SOBF.ENADANTE HAY 1012

FAGOS} DE CADA UNA DE LAS PLACAS RECOMBI-
NANTES: AGREGARLES 2./LL DE SDS 27, Y b ML DE AMORTIGUADOR DE -
CORF:IDA (AZUL DE BROMOFENOL AL 2%, .2 M EDTA PH = 8.3 v 50% DE

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

CON LA REACCION SE CORRE UNA ELECTROFORESIS EN GEL DE -
AGAROSA AL .7% A 100 VOLTS DURANTE 5 HORAS.

EL DNA DE LAS PLACAS QUE TIENEN EL INSERTO DE DIFERENTE
ORIEMTACION HIBRIDIZAN Y FORMAN UNA ESTRUCTURA EN FORMA DE OCHO
QUE MIGRA MAS LENTO EN UN GEL QUE EL DNA DE FAGO DE CADENA SENC]
LLA CIRCULAR., ESTO SE OBSERVA EN LA FIGURA 10.

2, CARACTERIZACION DEL 113 mp7 - /A CM por SecuenciA -
DE_DNA,

PARA DETERMINAR CUAL DE LAS 2 PLACAS RECOMBINANTES ES LA
QUE TIENE EL INSERTO EN LA ORIENTACION DESEADA Y ADEMAS CONFIRMAR
QUE EL FRAGMENTO CLONADO ES EL REQUERIDO, SE REALIZG UNA SECUEN--
CIA DE DNA POR EL METODO Di SANGER (37). EN LA FIGURA 11 SE PUE-
DE JBSERVAR LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA CLONA ADECUADA DOMNDE SE
PUELE LEER APROXIMADAMENTE 100 P.B., QUE CORRESPONDEN AL PROMOTOR CONSEN-

l.l/



FIGURA NOM. 10 PRUEBA DE “C”

A) SOBRENADANTE SOLO. CONTROL NE
GATIVO.

B) [lMEZCLA 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 SINTETICO
Y PARTE DEL GENE DE CAT.

OO A AT 44O OO AO OS>
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S0 DESDE EL SITIO DE ECO RI Y A UNA PEQUENA PARTE DEL GEN DE LA
ACETILTRANSF'ERASA DE CLORAFENICOL,

PARA HACER ESTA SECUENCIA SE UTILIZG UN SEGMENTO DE DNA
DE CADENA SENCILLA QUE CONSTITUYE UN PRIMERO 0 CEBADOR UNIVERSAL
QUE HIBRIDI:A CON EL M13 MP7 Y CUYA SECUENCIA ES:

5! CCCAGTCACGACETT>

3, CONDICIONES DE REPARACION PARA LA OBTENCIGN DE LA =--
DoBLE DELECIGN,

" PARA PRODUCIR ESTA MUTACION SE US6 INICIALMENTE UN UNDE-
cAMERO ( 11 -MERQ ) oyNTETIZADO POR X, SOBERGN (55) SIGUIENDO LAS
CONDICIONES DE REPARACION REPORTADAS POR G. MIYADA ET AL (56).

ESTE OLIGONUCLESTIDO TIENE UNA SECUENCIA —=-m-=mm—coenua-
5'TTAACTATGTT3' QUE ES COMPLEMENTARIA A LA SECUENCIA DEL PROMO--
TOR EXCEPTO EN DOS BASES DONDE SE VA A PRODUCIR LA DELECIOGN.

AL MONITOREAR LA REACCION DE REPARACIGN, SE OBSERVG UNA
MUY BAJA EF{CIENCIA DE FORMACION DE DNA DE DOBLE CADENA, UNA Muy
PROBABLE CAlSA DE ESTO, ES QUE EL TAMARO PEQUENO DEL OLIGONUCLEG-
TIDO Y SU RIQUEZA EN BASES A Y T LO HACEN TENER UNA TEMPERATURA
DE HIBRIDIZACION DE 26°C CON UN TEMPLADO TOTALMENTE COMPLEMENTA--
R10 (SEGON -A REGLA DE QUE CADA PAR AT =2°C v cADA CG = 4°C), -
(BRUCE WALACE, NO PUBLICADO).
vodd
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EN ESTE CASO EL 11 ~EEES“. PRESENTA 2 BASES MENQS QUE -
EL TEMPLADO POR LO QUE SU TEMPERATURA DE DESHIBRIDIZACIGN ES BAS
TANTE MENOR, LO QUE LO HACE SER POCO ESTABLE EN SU HIBRIDIZACION
CON EL TEMELADO.

PARA EVITAR ESTE INCONVENIENTE EL 11
MERO

SE CONVIR-

T16 EN UN 15 AGREGANDO 4 BASES MAS EN SU EXTREMO 5'; SU
SECLENCIA ES 5'TTAGTTAACTATGTT>  AUMENTANDO ASf SU TEMPERATURA -
DE HIBRIDIZACIGN A 36°C.

CON ESTE NUEVO OLIGONUCLEOTIDO LA REACCIGN DE REPARACION
SE REALIZG SEGUN LAS CONDICIONES PROPUESTAS POR M, SMITH (57) CON
PEQUENAS MODIFICACIONES:

A) REACCION DE FOSFORILACION: SE FOSFORILARON 100 pMo--
MERO ‘

LAS DEL 15 EN SU EXTREMO 5’ USANDO 5 UNIDADES DE LA ENZI-
MA POLINUCLEGTIDO CINASA DE T4 Y ATP 5MM, DESPUES DE LA INCUBA--
c10n A 37°C DURANTE 30 MIN., LA REACCION ES INACTIVADA A 70°C DY
RANTE 10 MIN.

B) REACCION DE HIBRIDIZACION: SE MEZCLARON 3 u6 (1.2 --
' MERO
P M)LAS) DE TEMPLADO CON 50 P MOLAS DEL 15 ~——— EN BUFFER PoL--
NACL (25 MM Tris HCL PH = 7,5, 10 MM HGCLZ; 50 MM NACL ¥ 1 MM ---
D.T.T.), LA MEZCLA ES INCUBADA A 55°C DURANTE 5 MIN., POSTERIOR-
MENTE SE DEJA ENFRIAR A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 30 MIN,

vood
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¢) REACCION DE POLIMERIZACIGN: DESPUES DE ESTE TIEMPO
SE ADICIONAFON A LA REACCION: CADA UNO DE LOS DESOXINUCLEGSIDOS
TRIFOSFATO EN UNA CONCENTRACION FINAL DE 0.5 MM: 10 UNIDADES DE
POLIMERASA DEPENDIENTE DE DNA (FRAGMENTO GRANDE); 5 UNIDADES DE
L16ASA DE DMA DE T4; 1 MM ATP coNc. FINAL Y 2,5 pL DE 10 X --
BuFrer PoL (1 X coNTIENE 20 MM TR1s HCL PH = 7.5, 10 MM MeCLo, -
10 MM D,T.T.) PARA UN VOLUMEN FINAL DE 50 ML

Toro ESTO SE MEZCLA Y SE DEJA A TEMPERATURA AMBIENTE Dy
RANTE 5 MIN.; DESPUES SE INCUBA A 15°C DURANTE 12 HORAS,

4, MONITOREQ DE LA REACCION DE REPARACION.

_ PAFA OBSERVAR LA FORMACIGN DE DNA DE DOBLE CADENA . (DNA
 REPARADO), SE REALIZO UNA ELECTROFORESIS CON 1‘}16 DE LA MEZCLA
DE REPARACICN, ADEMAS DE 2 CONTROLES DE UN GEL DE AGAROSA A ----
60 VOLTS DURANTE 6 HORAS, LOS RESULTADOS SE MUESTRAN EN LA FIAY
RA NOM. 12,

DE ESTA PRUEBA SE PUDO DETERMINAR QUE SI HABIA FORMA---
CION DE DNA DE DOBLE CADENA A PARTIR DE DNA DE CADENA SENCILLA;-
SIN EMBARGO. LA EFICIENCIA DE REPARACION FUE BAJA,  EL CONTROL
DE REPARACIUN SIN LIGASA NOS INDICG QUE LA ENZIMA FUE FUNCIONAL
~ _Y EL'CONTROL DE REPARACION SIN PRIMERO, QUE LA DNA POLIMERASA -
UTILIZG £STE ESPECIFICAMENTE COMO INICIADOR,

lll/



FIGURA Nam. 12 MONITOREO DE LA REACCION DE‘REPARACIGN,

A

B)

®)

D)
E)

F)

DilA DE DOBLE CADENA DEL FAGO M13 Mp7.

DNA DE DOBLE CADENA CON UNA MELLA DEL FAGO M13 MP7.

DNA DESPUES DE LA REACCION DE REPARACION CON PRIMERO Y LIGA-

SA,

DNA DESPUES DE UNA REACCION DE REPARACION SIN LIGASA,

DNA DESPUES DE UNA REACCION DE REPARACION SIN PRIMERO Y SIN

.LI1GASA.

DNA DE CADENA SENCILLA DEL FAGO M3 Mp7 AACM. (TEMPLADO AN-
TES DE LA REACCION DE REPARACION),
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%, ELIMINACION DE LA CADENA SENCILLA REMANENTE.

15 IMPORTANTE ELIMINAR EL TEMPLADO NO REPARADO DEBIDO A
QUE EL DNA DE CADENA SENCILLA TRANSFECTA CON GRAN EFICIENCIA DANDO
ORIGEN A YN GRAN FONDO O EXCESO DE CLONAS TIPO SILVESTRE,

PARA ESTO SE UTILIZG LA MUCLEASA SI QUE ES UNA ENZIMA ~~
QUE DIGIERE DNA DE CADENA SENCILLA EN FORMA ESPECIFICA; DIFEREN--
TES CANTIDADES DE LA ENZIMA DILUIDA ( 3 A 10 UNIDADES ) SE ADICIQ
NAROMN A 1 )6 DE LA MEZCLA DE REPARACION Y SE INCUB6 A 18°C DURAN-
TE 1 HORA.

DNA TRATADO CON SI Y SIN TATAR FUE TRANSFECTADO, PERO --
NO SE OBSERVO UNA DIFERENCIA EVIDENTE ENTRE EL NOMERO DE PLACAS -
OBTENIDAS CON ESTOS 2 DNAS.

5., TRANSFECCION,

<ON 1 u6 DE DNA TRATADO cON SI (.1 u6 POR cAJA) Y 0,1 --
MG DE DNA SIN TRATAR SE TRANSFECTO LA CEPA JMI01., SE OBTUVIERON
ALREDEDOR DE 400 PLACAS BLANCAS coM DNA TRATADO coN SI Y 500 PLA-
CAS BLANCAS EN LA CAJA CON DNA SIN TRATAR,

TAMBIEN SE TRANSFECTO EL CONTROL DE DNA DE CADENA SENCI-
LLA, OBTENIENDOSE 1 000 PLACAS CON .1 }G CON LO QUE SE APRECIO --
QUE .A EFICIENCIA DE TRANSFECCION FUE BUENA.

lll/
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7. HIBR!DIZACIGN EN PUNTO.

ESTE METODO SE UTILIZ0 PARA LA DETECCION DE LA CLONA MU-
TANTE,

LA PRUEBA DE HIBRIDIZACION, SE BASA EN EL HECHO DE QUE -
BAJO CONDICIONES IAS ESTRICTAS QUE LAS EMPLEADAS EN LA REACCION -
DE REPARACION, EL OLIGONUCLEOTINO HIBRIDIZA UNICAMENTE CON EL DNA
TOTALMENTE COMPLEMENTARIO (DNA MUTADO), AUNQUE LA DIFERENCIA EN--
TRE EL DNA SILVESTRE Y EL MUTADO SEA COMO EN ESTE CASO DE SOLAMEN
TE 2 BASES,

DE ACUERDO A LAS CONDICIONES REPORTADAS POR ,BENTON(58)
PARA EL METODO DE HIBRIDIZACION EN PUNTO SE ANALIZARON 340 PLACAS.

A) SE coLOCAN 2 pL DE DNA DE CADA UNA DE LAS PLACAS EN
UN FILTRO DE NITROCELULOSA ZERBRECHLICH DE SCHLEICHER Y SCHUEL EN
FORMA DE PUNTOS.

B) L0osS FILTROS FUERON HORNEADOS AL VACID A 80°C DURANTE
2 HORAS Y PREHIBRiIDIZADOS EN 6 X SSC (SSC 1X gs .15 M NaCL, ----
0.015 M c1TRATO Dt Sopio), 10 X DENHARDT'S (DENHARDT’S 1 X CONTIE
NE FICOLL, POLIVINILPIROLIDONA Y ALBUMINA SERICA BOVINA EN UNA --
CONCENTRACION DE (,02%) v S,D,S AL 0.2% A 67°C POR 1 HORA EN BOL-
SAS DE PLASTICO SELLADAS HERMETICAMENTE,

lit/
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c) LA HIBRIDIZACIQN DE LOS FILTROS SE LLEVA ACABO CON -
EL GL1GONUCLEOTIDO MARCADO RADIOACT IVAMENTE CON P32 ¥~ATP EN UNA
CONGENTRACION DE 2 A 3 NG/ML; EN & X SSC v 10 X DENHART'S, ESTOS
SE !NCUBARON A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 3 A U4 HORAS.

D) DESPUES DE ESTE TIEMPO LOS FILTROS SE LAVARON CON =--
6 X SSC INCREMENTANDO 5°C LA TEMPERATURA EN CADA NUEVO LAVADO, --
OBTENIENDOSE LAS AUTORRADIOGRAF[AS CORRESPONDIENTES HASTA OBSER--
VAR LA DESAPARICIGN DE LA HIBRIDIZACION INESPECIFICA.

Los RESULTADOS DE ESTA PRUEBA FUERON 2 PLACAS CLARAMENTE
POSiITIVAS Y UNA DUDOSA (PUNTOS QUE APARECEN MARCADOS DEPUES DE --
LOS LAVADOS), VER FIGURA 13.

LAS PLACAS POSITIVAS PUEDEN CONTENER UNA MEZCLA DE MOLE-
CULAS MUTANTES Y TIPO SILVESTRE POR LO QUE ES NECESARIO VOLVER A
TRANSFECTAR A E.COLI CON DNA DE ESTAS PLACAS POSITIVAS, ESTA VEZ
" SE OBTUVIERON ALREDEDOR DE 200 PLACAS NUEVAS DE CADA UNA DE LAS
2 POSITIVAS Y SE ANALIZARON NUEVAMENTE 60 PLACAS POR HIBRIDIZA---
CION EN PUNTO (30 DE CADA POSITIVA ORIGINAL),

Lo QUE SE ENCONTRO FUE QUE UNA DE ELLAS ERA UNA FALSA PO

SITIVA, PUES NINGUNA DE LAS NUEVAS PLACAS QUE SE OBTUVIERON FUE PQ
SITIVA Y, DE LA OTRA, SE LOGRARON 13 POSIT”VAS; FIGURA 14,

ll'/



flGURA' NOH.V-ISI *HlpamlecmN EN punro.‘ Los LAVAnps FINALES SE REALIZA-
RON A 33°C. o ' '







o e : " .78

PAPA SABER SI ALGUNA DE ESTAS CLONAS POSITIVAS LLEVABA -
LA MUTACION DESEADA, SE REALIZO UNA SECUENCIA DE DNA (SANGER) DE
3 DE LAS PLACAS ESCOGIDAS AL AZAR, '

EL RESULTADO DE LA SECUENCIA DE UMA CLONA SE MUESTRA EN
LA FIGURA 1%: NINGUNA DE LAS CLONAS LLEVABA LA MUTACION DESEADA -

PERO LAS TRES CONTEN!AN UNA DUPLICACION DE LA SECUENCIA BLANCO A
MUTAR.

B. GENERACION DEL SITIO DE XBA_ 1.

8. SINTESIS DEL OLIGONUCLESTIDO SINTETICO REQUERIDO PA-
RA CREAR UN SITIO DE XBA I,

ESTE OLIGONUCLEGTIDO FUE SINTETIZADO POR EL METODO DEL -
FOSFOTRIESTER EN FASE SOLIDA. CON £L SE QUIERE PRODUCIR UNA ===~
TRANSVERSIOM DE UNA G POR T; UNA TRANSICION DE UNA A POR G Y UNA
DELECIGN DE UNA A COMO SE PRESENTA EN LA FIGURA 16,

LA SECUENCIA DE BASES DE ESTE POLINUCLEGTIDO ES -==--=-~
S'CTAAGGAATCTAGATGGAﬁs' Y SU SINTESIS SE REALIZG A PARTIR DE 7
ACOPLAMIENT(US A UNA RESINA G, DE 4 TRINUCLEGTIDOS Y 3 DIMEROS ---
(TODOS PROPGRCIONADOS POR EL LABORATORIO DE SINTESIS QUIMICA DE -
PoLINUCLEGTIDOS) .

LA ADICION DE ESTOS BLOGUES SE HIZO EN EL SIGUIENTE OR--

DEN:
lll/



FIGURA NGM. 15 SECUENCIA DE DNA
- DE LA CLONA APARENTEMENTE
POSITIVA QUE LLEVA LA DU-
PLICACION DE LA SECUENCIA
BLANCO A MUTAR.

!

D= O =0 =D =0 =-0DI>—O
AT A A AADTE A A DO

i



SITIO DE LA MUTACION

Gene
Estructural
Metionina

=
l‘CGAuAT’I‘TTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAAT
CTAAGGAATCTAG ATGGAG
Oligonucle6tido

Taq I Sintético.

upIsIaaSueI L
UQTOTSURT |
uprRlag

FIGURA Ndm. 16  Esquema del Sitio de la Mutacién en el Gene De

la Acetil transferasa de Cloranfenicol
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~ NOM. DE AGCOPLAMIENTO | . BLOQUE CANTIDAD EN MG

| 1 RESINA 6 100
2 GCA 155

3 AT 105

Y AG 113

5 TCT 137

6 GAA 154

7 AAG 154

8 CT 104

. UNA VEZ TERMINADOS LOS 7 ACOPLAMIENTOS, EL OLIGONUCLEGTL
DO SE LIBER( DE LA RESINA Y DE LOS GRUPOS PROTECTORES, EN SEGUI-

" DASE PASG POR UNA coLumNA DE SEPHADEX Y POR UNA COLUMNA DE FASE
INVERSA EN EL CROMATOGRAFO DE HPLC. :

EL OLIGONUCLEOTIDO YA PURO SE FOSFORILG CON LA CINASA DE
T4 vy o4 -ATP P32 pARA PROBAR SU IDENTIDAD QUIMICA, COMO SE MUESTRA
EN LA FIGURA NOM, 17,

9, VERIFICACIGN DE LA ACTIVIDAD DEL 19 EN_SE--
CUENCIA DE DNA.
' IERD
UT L1ZANDO COMO INICIADOR (PRIMERO) EL 19 Y COoMO

TEMPLADO EL M12 Mp 7 - ACM SE REALIZO UNA SECUENCIA DE DNA POR --
EL METODO DFii SANGER. '

l'l/




FIGURA Nam. 17 FosronxLAcxdn CON LA PQLINUCLESTIDO CINASA DE. T4,

A) CONTROL DE PESO MOLECULAR (17 —NEBQ-)

B) OLIGONUCLEﬁTlDO SINTETIZADO EN FASE soLqu
(19. .UEBD.)

'
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LA SECUENCIA NUCLEQTIDICA SE PUEDE OBSERVAR EN LA FIGURA
18, ESTA NO FUE UNA SECUENCIA MUY ADECUADA; SIN EMBARGO, DE ELLA
SE FUEDE AFIRMAR QUE EL 19 -MERQ.  SINTETIZADO FUNCIONA COMO PRI-
MERC ESPECIFICO,

10. SUSTRATO UTILI1ZADO EN LA OBTENCIGN DEL SITIO DE --==
XBa__ I,

EL MIsMo TEMPLADO M13 ACM FUE EMPLEADO COMO DNA POSEE--
DOR DE LA SECUENCIA BLANCO PARA CREAR EL SITIO DE XBA I. ESTE -

SUSTRATO LLEVA EL SITIO DE UNION A RIBOSOMA Y LA REGION ESTRUCTU=
RAL DEL GEN DE LA ACETILTRANSFERASA DE CLORANFENICOL HASTA EL SI-
T10 DE ECo RI INTERNO.

11, CONDICIONES DE REPARACION.

SE SIGUIERON LAS CONDICIONES REPORTADAS POR M. SMITH CON
LAS SIGUIENTES MODIFICACIONES:

A) REACCION DE FOSFORILACION: SE FOSFORILARON 20 P Mo--
LAs DEL 19 -MERQ. oy cinasa pE T4 v ¥ -ATP P32 (19 -MERQ. warca
DO RADIOACTIVAMENTE). DESPUES DE 30 MINUTOS DE INCUBACION CON -~
LA 11ARCA, SE ADICIONG ATP 10 MM, Y SE INCUB6 20 MINUTOS MAS.

B) REACCION DE HIBRIDIZACION, LA MODIFICACION INTRODU-
CIDA EN ESTE PASO FUE PROFUESTA POR EL DR. H. HEYNEKER PARA AUMEﬁ
TAR LA EFICIENCIA DE REPARACION.
‘ Voo



ol e o .81

ESTA CONSISTE EN ADICIONAR JUNTO CON EL TEMPLADO DE CADE
NA SENCILLA v £L 19 -MERS., pNA pe poBLE capENA RF DE M13 MP7 DI-
GERIDO CON LA ENDONUCLEASA ECO RI, DE TAL FORMA QUE AL DESNATURA-
LIZAR TERMICAMENTE ESTA MEZCLA Y LUEGO RENATURALIZARLA, UNA DE --
LAS CADENAS DEL RF HIBRIDIZA CON EL TEMPLADO, QUEDANRO LA REGION
DEL INSERTO SIN APAREARSE,

Et. OLIGONUCLEGTIDO HIBRIDIZA CON LA REGION DEL INSERTO -
QUEDANDO SOLO ALREDEDOR DE 270 BASES POR REPARAR Y, DE ESTA MANE-

RA, OBTENER EL DNA DE DOBLE CADENA CIRCULAR COVALENTEMENTE CERRA~
DO,

EN ESTA REACCION SE MEZCLARON 3 M6 DE TEMPLADO, 20 PM -
peL 19 -MERC. (FoSFORILADO RADIOACTIVAMENTE) 5 G DE RF M13 mMp7
EN BUFFER PoL NACL; LA MEZCLA SE INCUBG A 85°C DURANTE 5 MINUTOS
Y SE DEJO ENFRIAR LENTAMENTE,

€} ReAcciON DE POLIMERIZACION., ESTA REACCION SE LLEVO
A CABO EN UN VOLUMEN FINAL DE 90 ML EN LA MISMA MANERA QUE PARA -

EL CASO DE LA DOBLE DELECION.

12, MoniToREO DE LA REACCION DE REPARACION.

PARA MONITOREAR LA REACCION DE REPARACION EN ESTE CASO -
SE USG EL OLIGONUCLEGTIDO MARCADO RAGIOACTIVAMENTE.

lll/
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LA MEZCLA DE REPARACION SE DIRIGIG CON LAS ENZIMAS DE --
RES™RICCION Eco Ri v HIND_III PRODUCIENDOSE UN FRAGMENTO DE AL~
REDEDOR DE 254 BASES DE Eco Rt - Hiwn 111,

ESTE FRAGMENTO LLEVA LA SECUENCIA CON LA CUAL HIBRIDIZA
EL 2.9 -MERO. pop Lo QUE AL REALIZAR UNA ELECTROFORESIS EN GEL DE
ACR. LAMIDA AL 7.5% CON LA REACCION DE DIGESTION, SE ESPERABA OB--
SERVAR UNA BANDA RADIOACTIVA DE 254 P.B. SI EL TEMPLADO HABIA SI-
DO REPARADO Y POR LO TANTO SE HABIA 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 UTILIZO uN DNA ---
(¢ A37 DiGERIDO coN HIND III Y Eco RI) SIN MARCAR.

13, ELIMINACION DE LA CADENA SENCILLA.

EN ESTE CASO SE UTILIZO LA NUCLEASA MUNG BEAN, QUE ES -
UNA ENZIMA QUE DEGRADA DNA DE CADENA SENCILLA EN FORMA ESPECIFI-
CA Y QUE ES MENDS SEVERA QUE LA NUCLEASA SI,

PARA ESTA DIGESTION A .75 ys DE DNA REPARADO, SE LE ADL
C10NG UNA UNIDAD DE NUCLEASA MunG BEAN Y SE INCUBG A 25°C. A --
DIFERENTES TIEMPOS SE SACARON VARIAS AL{CUOTAS QUE FUERON INMEDIA
TAMENTE EXTRAIDAS CON FENOL Y CLOROFORMO PARA POSTERIORMENTE PRE-
CIPITAR EL DNA, |
4



FIGURA NOM, 19 MONITOREO DE LA REACCION

A)

B)

-~ DE REPARACION,
REACCION DE REPARACIGN SIN LIGASA, -
DIGERIDA CON Eco R1 vy Hinp III.

REACCION DE REPARACION CON LIGASA, -
DIGERIDA con Eco Rl v Hinp JII.
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CoN ESTE DNA SE TRANSFECTG ~UNA CEPA DE E;QQLl_CBTENIEN—
DOSE LOS SIGUIENTES RESULTADOS:

RESULTADO DE LA TRANSFECCIGN CON DNA TRATADO CON LA NL-

CLEASA MUNG-BEAN,

TIEMPO DE
INCUBA
CION,

o
02
1 MIN,
10 MmIN,
30 MIN,
60 MIN.
0.1
30 MIN,
60 MIN,
ol
30 MIN.
60 MIN,

CANTIDAD Y

100 NG
100 NG
100 wne
100 ne
100 n6
100 NG
100 ne
100 NG
100 N6
100 NG
100 w6
100 ne

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
DiA
DNA
DNA

Tiro DE DNA

REPARADO

REPARADO

REPARADO

REPARADO

REPARADO

REPARADO

MELLADO

MELLADO

MELLADO

DE CADENA SENCILLA
DE CADENA SENCILLA
DE CADENA SENCILLA

(.2 UNIDADES DE ENZIMA POR TUBO).

foM. DE PLACAS -
OBTENIDAS EN LA
TRANSFECCION.

500
500
300
100

90

90
800
850
700
600

20

NINGUNA

DoNE 01 Es EL TIEMPQ ANTES DE AGREGAR LA ENZIMA Y 02 ES

EL TIEMPO INMEDIATAMENTE DESPUES DE AGREGAR LA ENZIMA,

i/
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TAMBIEN SE UTIL1Z6 LA PROTEINA 32 CODIFICADA POR EL BAC-
TERIGFAGO T4 DE E.COLI PARA ELIMINAR LA CADENA SENCILLA, YA QUE -

ESTA PROTEINA SE UNE ESPECIFICAMENTE A DNA DE HELICE SENCILLA, IM
FIDIENDO QUE ESTE DNA SEA TRANSFECTADO EN UNA CEPA DE E.coL1.(59).

SE PROBARON VARIAS CONCENTRACIONES DE PROTEINA 32 QUE --

FUERON MEZCLADAS CON DNA REPARADO E INCUBADAS A TEMPERATURA AM---
BIENTE DURANTE 15 A 30 MINUTOS.

CoN EsTE DNA SE TRANSFECTO LA CEPA JM101l vy LoS RESULTADOS

SE MUESTRAN EN EL SIGUIENTE CUADRO:

RESULTADO DE LA TRANSFECCIGN CON DNA TRATADO

CANTIDAD DE
PROTEINA 32,

400 ne
800 N6
1 200 N6
400 Ne
800 NG
1 200 nNe
400 NG
800 Ne
1 200 ne
1 200 N6

coN PROTEINA 32.

CantipaD vy Tiro DE DNA

100 NG DNA REPARADO

100 N6 DNA REPARADO

100 N6 DNA REPARADO

100 N6 DNA MELLADO

100 N6 DNA MELLADO

100 N6 DNA MELLADO

100 nc DNA CADENA SENCILLA
100 NG DNA CADENA SENCILLA
100 NG DNA CADENA SENCILLA
100 NG DNA DE DOBLE CADENA

NGM. DE PLACAS -
OBTENIDAS EN LA
TRANSFECCION,

600

100

80

‘800

800

780

200

15

NINGUNA

SE LLENG TODA LA
CAJA DE PLACAS.

lll/
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14. HIBRIDIZACION CON COLONIA,

It
4

LAS PLACAS RESULTANTES DE LA TRANSFECCION, SE CRECIERON -
EN UNA PLACA DE MICROTITULO coN 300 pu. DE MEDIO YT 2X v 30 jL
DE CELULAS EN FASE EXPONENCIAL DE LA CEPA JMIO1 DURANTE 12 HORAS A
37°C, DESPUES DE ESTE TIEMPO LAS CELULAS INFECTADAS FUERON TRAMS
FERIDAS A UN FILTRO DE NITROCELULOSA (MiLiPorRe HATF0S0),

LAS CELULAS EN LOS FILTROS SE DEJAN CRECER SOBRE UNA CAJA
DE MEDIO YT DURANTE 10 A 12 HORAS Y POSTERIORMENTE SON ANALIZADAS
POR EL METODO DE HIBRIDIZACIGN EN COLONIA REPORTADC POR E. WALACE
(60), EL CUAL BREVEMENTE CONSISTE EN LISAR LAS COLONIAS CON UNA -
SOLUCION DE NAGH 0.5 M, NEUTRALIZAR LOS FILTROS CON TRIS HCL PH= 8
Y SECARLOS AL AIRE PARA DESPUES HORNEARLOS AL VACIO A 60°C DURANTE
2 HORAS., POSTERIORMENTE SON PREHIBRIDIZADOS EN DENHART'S 5 X A --
60°C DURANTE 1 HORA.

L0S FILTROS SE HIBRIDIZAN CON EL OLIGONUCLEGTIDO MARCADO
coN P32 (5 pM) ALREDEDOR DE 3 NG/ML EN NET 6 X (NET 1X €5 0,15 --
M NaCL, 0.015 Tris HCL PH = 7,5, 0.001 ¥ C.D.T.A.). DENHART'S 5 X,
SULFATO DE DEXTRANO 10Z Y NPUO AL 0.5% A TEMPERATURA AMBIENTE DU--
RANTE 4 HORAS.

Los FILTROS FUERON LAVADOS ¢ON 6 X SSC 3 VECES A TEMPERA-
TURA AMBIENTE INICIALMENTE Y LA TEMPERATURA SE INCREMENTO POSTE---
RIORMENTE HASTA LLEGAR A 45°C, DE CADA LAVADO SE 0BTUVO LA AUTO--

lil/



RRADIOGRAF[A DE LOS FILTROS.

POR ESTE METODO SE ANALIZARON 230 COLONIAS Y NINGUNA DIO
RESULTADO POSITIVO,
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VI. DISCUSION,.

1. VECTOR UTILIZADO,

EL FAGO M13 MP7, COMO SISTEMA EMPLEADO PARA MONTAR LA‘MQ
TAGENESIS SITIO ESPECIFICA PRESENTA UNA SERIE DE VENTAJAS., DEN--
TRO DE ESTAS QUIZAS LA MAS IMPORTANTE ES QUE APARTIR DE CELULAS -
DE E.COLI [INFECTADAS CON ESTE FAGO SE PUEDE OBTENER DNA DE CADE-

NA SENCILLA EN FORMA RAPIDA Y FACIL, CENTRIFUGANDO SIMPLEMENTE --
LAS CELULAS, YA QUE EL FAGO EXCRETADO AL MEDIO DE CULTIVO QUEDA -
EN EL SOBRENADANTE EN UN ELEVADO TITULo (1012 Fagos POR ML), ¥ Es
POSIBLE PURIFICAR EL DNA DEL FAGO POR MEDIO DE VARIOS PASOS SIM--
PLES.,

POR OTRO LADO REALIZAR SECUENCIAS DE DNA PoR EL METODO -
DE “DIDEOX1" CON ESTE FAGO RESULTA MUY SENCILLO, POR LO QUE FUE -
POSIBLE SECUENCIAR RAPIDAMENTE NO SOLO EL SUSTRATC PARA LA MUTAGE
NESIS, SINO TAMBIEN ALGUNAS DE LAS CLONAS POSITIVAS OBTENIDAS POR
HIBRIDIZACION 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 co
MO SE DISCUTIRA ADELANTE.

'l'/
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2. CONDICIONES DE REPARACION,

LAS CONDICIONES DE REPARACION QUE INICIALMENTE SE UTILL
ZARON FUERON LAS REPORTADAS POR MivaDA ( 56 ). EL UTIL1Z6 EL ~-
M13 MP2 Y UN OLIGONUCLEGTIDO DE 18 BASES PARA PRODUCIR DELECIO--
NES ESPECIFICAS EN EL PROMOTOR ARABAD DE E.COLI.

POSTERIORMENTE, SMITH PUBLICG UN PROCERIMIENTO GENERAL
PARA LA MUTAGENESIS DIRIGIDA USANDO VECTORES DERIVADOS DE M13; -
ESTE ES UN METODO GENERAL REPORTADO TANTO PARA OLIGONUCLEGTIDOS
PEQUEROS ( 8 BASES ) COMO PARA OLIGONUCLEGTIDOS MAS GRANDES -~--
( 20 BASES ).  EL OLIGONUCLEGTIDO UTILIZADO PARA PRODUCIR LA DO
BLE DELECION A PESAR DE SER DE 15 BASES, DEBIDO A SU RIQUEZA EN
A Y T, PRESENTA UNA BAJA TEMPERATURA DE HIBRIDIZACION POR LO
QUE SE DECIDIO CAMBIAR A LAS CONDICIONES PROPUESTAS POR SMITH ET
AL ( 61 ).

LAS DIFERENCIAS ENTRE UN METODO Y OTRO, SE LIMITAN A LA
TEMPERATURA DE HIBRIDIZACION, AL TIPO DE SALES UTILIZADAS EN LOS
BUFFERS Y A LA CONCENTRACIGN DE NACL UTILIZADA EN EL BUFFER DE -
HIBRIDIZACION,

MERO

UTILIZANDO EL 15 'Y LAS CONDICIONES DE SMITH SE -
PUDO OBTENER UNA MAYOR EFICIENCIA DE REPARACION QUE.FUE MQNITO--
READA DE LA MISMA MANERA PROPUESTA POR MIYADA.

vl
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3. SINTESIS Y VERIFICACION DE LA ACTIVIDAD DEL OL1GONU-

CLEGTIDO,

Los RENDIMIENTOS ALCANZADOS EN LA SINTESIS DEL OLIGONU--
CLEGTIDO UTILIZADO PARA CREAR EL SITIO DE XBA I, 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 -HEBQ. propyJo UNA SECUENCIA DE DNA ACEPTABLE
UTILIZANDO COMO TEMPLADO EL M13 MP7 - A CM LO CUAL ES UNA PRUEBA
FEHACIENTE DE QUE EL OLIGONUCLEGTIDO SIRVE COMO PRIMERO ESPEC[FI-
CO Y QUE PUEDE SER EMPLEADO PARA REALIZAR UNA REACCIGN DE REPARA-
CIGN.

LAS CONDICIONES DE REPARACION EMPLEADAS EN ESTE CASO ---
TAMBIEN FUERON LAS REPORTADAS POR SMITH,

4, MONITOREO DE LA REACCIGN DE REPARACIGN.

EL MONITOREO DE LA REPARACION POR GEL PRESENTA CIERTAS -
LIMITACIONES, COMO QUE LA FORMACIGN DE DNA DE DOBLE CADENA, SEGUL

‘DA DE UNA ELECTROFORESIS EN GEL, NO PERMITE DARSE CUENTA DE LA --
INTEGRIDAD FISICA DEL DNA, LA POLIMERASA DEPENDIENTE DE DNA, --

OI./
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+

PUEDE TENER ABORCIONES POR LO QUE, ES PROBABLE OBTENER l{NA SERIE
DE MOLECULAS DE DOBLE CADENA A LAS QUE LES FALTAN ALGUNAS BASES.-
ESTAS MOLECULAS PUEDEN ENMASCARAR LA FORMACIGN DE VERDADERAS MOLE
CULAS DE DOBLE CADENA COVALENTEMENTE CERRADAS, YA QUE BAJO LAS --
CONDICIONES USADAS EN ESTE GEL NO PUEDEN DIFERENCIARSE.

POR OTRA PARTE, EL METODO NO ES GTIL CUANDO SE UTILIZA -
DNA DE DOBLE CADENA DESDE EL INICIO DE LA REPARACION. POR ESTAS
RAZONES SE DECIDI6 IMPLEMENTAR UN NUEVO METODO PARA SEGUIR LA FOR
MACION DE DNA DE DOBLE CADENA, LA UTILIZACION DEL OLIGONUCLEGTI-
DO MARCADO RADIOACTIVAMENTE EN LA REACCION DE REPARACION, NOS ---
PERMITE OBSERVAR DESPUES DE LA DIGESTION DE LA REACCION Y LA ---
ELECTROFORESIS DE ESTA, UNA BANDA RADIOACTIVA EN UNA AUTORRADIO=~
GRAFIA.  ESTA BANDA RADIOACTIVA PROVIENE ONICAMENTE DE AQUELLAS
MOLECULAS DE DOBLE CADENA REPARADAS A PARTIR DE OLIGONUCLEOTIDO -
Y QUE ESTAN COVALENTEMENTE CERRADAS.

5, ELIMINACION DE LA CADENA’ SENCILLA REMANENTE.

LA ELIMINACION DE LA CADENA SENCILLA RESULTA IMPORTANTE
PARA DISMINUIR EL “FONDO” DE MOLECULAS TIPO SILVESTRE, PARA’LO --
CUAL SE USARON CONDICIONES DILUIDAS 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,

bll./
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AL HIBRIDIZAR EL QLIGONUCLEGTIDQ CON EL TEMPLADQ, 2 BA-
SES NO SE APAREAN (LAS QUE SE VAN A MUTAR) Y FORMAN “2 BURBUJAS”
A PARTIR DE LAS CUALES LA NUCLEASA SI PUEDE EMPEZAR A DIGERIR --
EL DNA REPARADO,

ESTA FUE LA RAZON POR LA QUE NO SE AUMENTG LA CONCENTRA
CION DE LA ENZIMA SI A PESAR DE QUE LA ELIMINACION DE DNA DE ca-
DENA SENCILLA EN EL CASO DE LA DOBLE DELECION NO FUE CLARA.

AL CONTAR EN EL LABORATORIO CON LA NUCLEASA MUNG BEAN.-
SE DECIDI® UTILIZAR DICHA ENZIMA,  ESTA, A DIFERENCIA DE LA SI,
NO RECONOCE MELLAS EN EL DNA Y SOLO ES CAPAZ DE DEGRADAR EL DNA
CUANDO ESTE PRESENTA UN HUECO POR LA PERDIDA DE VARIAS BASES.
(62 ),

CON ESTA ENZIMA SE PUDO ENCONTRAR LAS CONDICIONES EN --
LAS CUALES SE ELIMINA TOTALMENTE EL DNA DE CADENA SENCILLA, SIN
UNA APARENTE DEGRADACIGN DEL DNA DE DOBLE CADENA CON UNA MELLA.

LA PROTEINA 32, DEL FAGO T4 FUE PROBADA COMO UN METODO
MAS PARA LA ELIMINACION DE LA CADENA SENCILLA, LA PROTEINA 32
FUE PROPORCIONADA POR RICARDO ROSALES Y LA IDEA UTILIZAR ESTA --
~FUE POR ANALOG[A A UN TRABAJO REPORTADO EN EL CONGRESO DE MuTAGE
NESIS "in vitro". (COLD SPRING HARBOR, New York, MAYo DE 1982),
(63),
vl
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EL USO DE LA PROTEINA 32 RESULTO MEJOR QUE LA ENZIMA ~-
MUNG BEAN YA QUE ES UN METODO MAS RAPIDO Y NO SE REQUIERE DE UNA
POSTERIOR MANIPULACION QUE PUDIERA SER. FUENTE DE PERDIDA G DETE-
RIORO TEL DNA.

CON LA PROTEINA 32 TAMBIEN SE ENCONTRARGN CONDICIONES -
EN QUE EL DNA DE CADENA SENCILLA NO TRANSFECTA Y, SIN EMBARGO, -
EL DNA DE DOBLE CADENA CON UNA MELLA PARECE NO TENER NINGUNA DIS
MINUCEGN EN SU EFICIENCIA DE TRANSFECCIGN,

TODAS LAS TRANSFECCIONES REALIZADAS CON EL DNA REPARA-;

DO, TRATADO CON LAS ENZIMAS S1 Y MuNG BEAN, ASI coMo EL DNA TRA-
TADC CON PROTEINA 32, FUERON EFICIENTES.

6. DETECCIGN DE LA CLONA MUTANTE POR HIBRID]ZACIGN.

PARA LA PRUEBA DE HIBRIDIZACION EN PUNTO, MIYADA UTILI-
ZA 1 uL DE SOBRENADANTE (.CON FAGO ) DE CADA UNA DE LAS PLACAS
POR AMALIZAR. EL TITULO DEL FAGO QUE NOSOTROS OBTENIAMOS DES---
PUES DE INFECTAR CELULAS DE LA CEPA JM101 ERA MENOR QUE EL -----
EMPLEADO POR MIYADA, POR LO QUE AUN ANTES DE REALIZAR LOS LAVA--
DOS, OBSERVABAMOS POCA MIBRIDIZACION. POR ESTA RAZON, SE DECI--
DIS EMPLEAR EN VEZ DE FAGO, EL DNA DE CADA PLACA PRECIPITADO CON
PEG, LO CUAL NOS PERMITTA FIJAR UNA MAYOR CANTIDAD DE DNA.AL FIL
TRO Y POR LO TANTO OBTENER UNA MAYOR HIBRIDIZACION INICIALMENTE.

Y



e : 93

UTILIZAR DNA DE FAGO TIENE LA DESVENTAJA DE REPRESENTAR
UN GASTO MAYOR DE MATERIAL Y TIEMPO YA QUE ES NECESARIO CULTIVAR
FAGO DE CADA PLACA POR SEPARADO, CENTRIFUGAR LAS CELULAS, DECAN-
TAR EL SOBRENADANTE EN UN TUBO, ADICIONAR PEG, VOLVER A CENTRI--
FUGAR, DECANTAR Y RESUSPENDER.

POR ESTAS RAZONES SE DECIDIO CAMBIAR Y UTILIZAR LA =~--
PRUEBA DE HIBRIDIZACION EN COLONIA QUE ES UTILIZADA YA EN OTROS
LABORATORIOS ( DR, H. HEYNEKER, COMUNICACION PERSONAL ).

EN LA HIBRIDIZACION EN COLONIA LAS CELULAS INFECTADAS -
SON CRECIDAS SOBRE EL FILTRO DE NITROCELULOSA HASTA OBTENER = UNA
' COLONIA, EN DONDE CADA CELULA CONTIENE VARIAS MOLECULAS DE DNA -
DE FAGO EN FORMA REPLICATIVA Y SECRETA GRAN NOUMERO DE FAGO AL --
EXTERIOR,  DE ESTA MENERA SE ASEGURA TENER SUFICIENTE DNA PARA
LA HIBRIDIZACION CON EL OLIGONUCLEGTIDO, |

UNA DE LAS MEJORES VENTAJAS QUE PRESENTO ESTE METODO --
FUE QUE, PARA TRANSFERIR LAS CELULAS INFECTADAS AL FILTRO, SE --
US6 UNA PLACA DE MICROTITULO A LA QUE SE PEGARON CLAVOS EN EL -
CENTRO DEL POZO, CON LA CUAL SE PUDO TRANSFERIR RAPIDAMENTE LAS
CELULAS INFECTADAS CRECIDAS EN OTRA PLACA DE MICROTITULO A VA---

RIOS FILTROS. PARA ESTERILIZAR ESTA PLACA CON CLAVOS, SIMPLE--
MENTE SE FLAMEA CON ETANOL.

"l/
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ESTE REPLICADOR DE COLONIAS SIGNIFICO UN GRAN AHQRRQ DE
TIEMPO Y MATERIAL, '

EN EL CASO DE LA DOBLE DELECION SE OBTUVO UN RESULTADO
INTERESANTE, AUNQUE NO FUE EL ESPERADD.

AL LEER LA SECUENCIA DE DNA OBTENIDA DE LAS PLACAS POSL
TIVAS, SE ENCONTRO QUE HABIA OCURRIDO UNA DUPLICACION DE LA SE -
CUENCIA BLANCO A MUTAR.

AUNQUE SE ESPERABA QUE LA DOBLE DELECION DISMINUYERA LA
FUERZA DEL PROMOTOR NO SABIAMOS SI ESTA ANULARA COMPLETAMENTE SU
ACTIVIDAD,  UNA POSIBLE EXPLICACION A ESTE FENGMENO DE DUPLICA-
CION ES QUE LA DISMINUCION DE LA DISTANCIA ENTRE. -35y.-10 Rs-é.
SULTARA SER LETAL Y POR ESO NO. FUERA POSIBLE ENCONTRAR LA MUTA--
CION.

| POR LO QUE RESPECTA A LA HIBRIDIZACION FUENTE DE LA Du-
PLICACION, PARECE FACTIBLE PROPONER UN EFECTO COOPERATIVO DE LA
HIBRIDIZACION ADYACENTE DE DOS MOLECULAS DE OLIGONUCLESTIDOS PER
FECTAMENTE CONTIGUAS.  EL EFECTO CONFORMACIONAL DE LA UNIGN DE
UN OLIGONUCLEGTIDO PUEDE ESTABILIZAR LA UNION DEL OTRO.

ESTA ESTABILIDAD PERMITIO QUE LOS OLIGONUCLEGTIDOS AUN-
QUE NO ERAN TOTAMENTE COMPLEMENTARIOS, NO SE DESPEGARAN CON LOS
LAVADOS CAPACES DE ELIMINAR LA ASOCIACION DE UNA SOLA MOLECULA.

" n/
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AL OBTENER ESTE RESULTARQ Y ESPECULAR QUE QUIZAS NUNCA
~ FUERA POSIBLE OBTENER UNA DOBLE DELECION EN ESTA REGIGN DEL PRO-
MOTOR, SE DECIDIG CAMBIAR DE SISTEMA PARA MONTAR LA TECNICA DE -
MUTAGENESIS DIRIGIDA,

CREAR UN SITIO PARA LA ENZIMA XBA I INMEDIATAMENTE ---
ANTES DEL 1ER, CODGON DE TRADUCCION DE LA ACETILTRANSFERASA DE --
CLORANFENICOL, TIENE LA VENTAJA DE SER UNA MUTACION SILENCIOSA;-
ES DECIR, NO SE ESPERA PRODUCIR NINGUN CAMBIO EN LA ACTIVIDAD DE
LA PROTEINA, NI EN SU EXPRESION:; ADEMAS DE QUE ESTA MUTACION ES
OTrL PARA EL. LABORATORIO DE INGENIERTA GENETICA.,

DESAFORTUNADAMENTE PARA ESTE CASO.DEL SITIO DE XBA I -
NO SE OBTUVO NINGUNA CLONA POSITIVA EN LA PRUEBA DE HIBRIDIZA---
CIGN. DEBIDO A QUE EL MONITOREO DE LAS REACCIONES DE REPARA---
c:@u Y ELIMINACION DEL FONDO SILVESTRE, MOSTRG QUE AMBAS MANIPU~
LACIONES FUERON SATISFACTORIAS, SE PIENSA QUE EL PROBLEMA DE LA
OBTENCIGN DE RESULTADOS NEGATIVOS ESTA EN EL METODO DE DETECCION.

MONTAR LAS CONDICIONES OPTIMAS DE HIBRIDIZACION, As! cQ
‘MO LA TEMPERATURA ADECUADA DE LOS LAVADOS, SE FACILITARTA MUCHO
$1 SE CONTARA CON UN CONTROL POSITIVO; PERO DEBIDO A QUE POR EL
MOMENTO NO SE CUENTA CQN ESTE, EXISTE LA OPCION EN ESTE CASO PAR
TICULAR DEL SITIO DE XBA I, DE SELECCIONAR LAS CLONAS MUTANTES
POR UN METODO ALTERNATIVO, APROVECHANDO QUE LAS MOLECULAS MUTAN-

0‘!/'
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TES PRESENTAN EL FENOTIPQ DE DIGERIRSE CON LA ENZIMA DE RESTRIC-
C16% XBA 1,

ESTE METODO ALTERNATIVO CONSISTE EN OBTENER DNA DE Do--
BLE CADENA RF PROVENIENTE DE TODAS LAS PLACAS, OBTENIDAS AL —==-
TRANSFECTAR LA MEZCLA DE REPARACIGN, TRATADA CON LA NUCLEASA ---
MUNG BEAN Y LA PROTEINA 32.  SE ESPERA QUE ALGUNAS MOLECULAS DE
ESTE DNA RF LLEVEN LA MUTACION; POR LO QUE, AL DIGERIR ESTE CON
LA ENZIMA XBA I Y CORRER UNA ELECTROFORESIS, SE PUEDAN SEPARAR
LAS MOLECULAS DE DNA DE DOBLE CADENA SILVESTRE, DE LAS MOLECULAS
MUTADAS, YA QUE ESTAS MIGRARAN COMO DNA DE DOBLE CADENA LINEAL.

POSTERIORMENTE, SI SE ELUYE ESTE DNA LINEAL, AUNQUE NO
SEA APRECIABLE AL TENIRLO CON BROMURO DE ETIDIC Y BAJO LA LUZ --

ULTRAVIOLETA, PUEDE SER DESPUES LIGADO Y USADO PARA TRANSFECTAR
LA JM101.

PARA DETERMINAR SI ALGUNAS DE LAS PLACAS RESULTANTES -~
CONTIENEN EL SITIO DE XBA ], SE ANALIZARAN POR EL METODO DE ----
MICROENSAYO DE DNA Y POSTERIORMENTE SE PUEDE CONFIRMAR CON UNA -
SECUENCIA DE DNA.

5 ool
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