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l. INTRODUCCION Y OBJETIVO

En los Gltimos 10 afios se ha desarrollado una serie de
metodologias cuya principal contribucién a la ciencia ha
sido la aportacidén de informacion basica acerca de proce-
sos bioldgicos fundamentales, tales como la regulacidn y
el funcionamiento de los genes, asi como su estructura y
organizacién molecular.

Estas metodologias conocidas en conjunto por diversos
nombres: '"Ingenieria Genética Molecular', "Recombinacidn
in vitro de Acidos Nucléicos", Manipulacién Genética' o
Clonacidén Molecular de Acido Desoxirribonucléico (DNA)"
(Bolivar, F. en prensa), tienen como objetivo principal
colaborar en el conocimiento de la biomolécula més impor-
tante para la vida, el DNA, a través de la construccién
de moléculas recombinantes, abriendo nuevos horizontes en
la Biologia Molecular,

Un evento de recombinacidén in vitro de DNA es, en esen
cia, la unién de dos o mas fragmentos de DNA, para dar lu
gar a una molécula "hibrida" o recombinante capaz de re-
plicarse por si misma cuando uno de los fragmentos es un
replicon ( Collins, 1977).

Esta nueva molécula hibrida puede ser introducida en
células bacterianas por '"transformacidén' (Cohen, S. et al

1973) tratando las células con CaCl2 y, posteriormente,
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puede ser multiplicada por divisidn celular, Esta metodo-
logia se ha denominado Clonacidén Molecular de DNA, por la
analogia que existe con el concepto de clona celular,

Ahora bien, el elemento que le da a la molécula recom-
binante la capacidad de replicarse es el vehiculo o vector
molecular, el cual puede estar constituido por una molécu-
la circular de DNA, como por ejemplo un plasmido, que debe
reunir las siguientes caracteristicas:

a) Ser lo mas pequeiio posible,

b) Tener un minimo de dos marcadores genéticos. Esto es,
genes que, entre una gran poblacidn de células, per-
mitan la seleccidén de la bacteria que los lleva. Co-
mo ejemplo, los genes que confieren resistencia a an-
tibidticos,

c) Tener un sitio Gnico, de preferencia en uno de los ge
nes marcadores, para la enzima de restriccidn con la
que se va a recombinar in vitro. Las enzimas de res-
triccidén son proteinas capaces de cortar internamen-
te al DNA en sitios especificos., (Ver mds adelante).

Cuando se realiza un experimento de recombinacidén in xi-
tro y clenacién molecular, se digiere con una enzima de res
triccién tanto al vehiculo molecular como al DNA que se de-
sea insertar. Poster iormente se unen estos DNA en forma co-

valente mediante la enzima ligasa de DNA. Después con estas

moléculas recombinantes se transforma la célula receptora
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(normalmente E.coli),es decir, se introduce el vehiculo
a la célula huésped, en donde se replica manteniéndose
por generaciones (Fig. 1).

Por medio de estas metodologias se pueden clonar frag
mentos de DNA de cualquier origen, Estos fragmentos pue-
den ser generados de cuatro formas:

1) Por sintesis quimica de DNA, Esto se ha hecho para
genes que codifican para las hormonas insulina (Goeddel,
en prensa) y somatostatina (ltakura et al, 1977).

2) Otra forma consiste en romper al DNA por medios me-
cénicos (Hogness et al, 1964),

3) Un tercer método consiste en formar DNA complemen-
tario (cDNA) a partir de RNA mensajero (mRNA), por medio
de la enzima transcriptasa reversa.(Ulrich et al, 1977 )

4) El Gltimo método es el uso de las enzimas de restric
cidn, de las cuales se hablard ampliamente en los siguien-

tes capitulos,
| .1 ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION,

Hacia 1943, Luria y Delbruck observaron que al infectar
E.coli con un exceso de bacteridéfago virulento T1 la ma-
yoria de las bacterias morian y se lisaban, pero un nimero
muy pequefio de ellas sobrevivian dando lugar a colonias re
sistentes al fago, transmitiendo esta propiedad a sus des-

cendientes., (Luria et al, 1943). A esta adaptacidn de las
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bacterias al medio se le denomind fendémeno de variacidn
(Luria et al,1952; Bertani et al, 1953; Luria, 1953).

Para explicar estas observaciones, Arber (1962), y Du
ssoix (1962), propusieron un modelo basado en un sistema
enzimético de "restriccién-modificacioén' de las células
bacter ianas, en donde principalmente actdan dos enzimas:
a) una endonucleasa que reconoce una secuencia especifi-
ca de bases dentro de cualquier DNA, portando sus dos ca
denas y b) una enzima de modificacién que reconoce y mod i
fica la misma secuencia en el DNA, dejando decser un sus
trato para la enzima de restriccidn. De équi se les 1la-
mbd a estas enzimas 'endonucleasas de restriccidn', que es
trictamente son ‘'endodesoxirribonucleasas de restriccion"
ya que utilizan como sustrato dnico al DNA rompiendo unio-
nes fosfodiester internas en sitios especificos.,

El estudio bioquimico de sistemas de modificacidn-res-
triccién comenzd en 1968, cuando se aisldé la primera enzi
ma de restriccién, la cual no fue Gtil analiticamente por
que no era especifica en los sitios que cortaba, Fue has-
ta 1970 cuando Smith y colaboradores (Smith et al, 1970 ;
Kelly et al, 1970) descubrieron la primera enzima de res-
triccién especifica a la que denominaron Hind | por haber

sido aislada de la bacteria Haemophilus influenzae seroti

po d, la cual fue utilizada por Danna y Nathans (Danna et

al, 1971) para fragmentar DNA del virus SVA4O,



i, Il, PROPIEDADES,

Las endonucleasas de restriccién, de acuerdo a su es-
pecificidad en cuanto al sitio de DNA que reconocen y cor
tan, estan divididas en dos grupos: clase | vy clase I1.

a) Endonucleasas de restriccidn de clase |, Estas en-
zimas requieren adenosin-trifosfato (ATP), S adeosil-me-
tionina (SAM) y Mgz+. Aparentemente reconocen sitios es-
pecificos dentro del DNA, pero lo cortan inespecificamen-
teoriginando fragmentos totalmente heterogéneos, por lo
cual, es dificil detectarlas y son poco atiles en la prac
tica.

b) Endonucleasas de restriccidn de clase Il. En contra
posicién a las antes mencionadas, estas enzimas reconocen2
y cortan secuencias especif]cas de DNA, sbélo requieren Mg i
y generan fragmentos bien definidos., Las secuencias que re_
conocen son de 4, 5 6 6 pares de bases y generalmente son
secuencias palindrémicas, es decir, en las dos cadenas de
DNA existe un centro de simetria, a partir del cual, las

bases hacia ambos lados son simétricamente complementarias.

Por ejemplo:

BV i GAAGETT ... 3
31 L. TTCGAA. .. 5'

donde el centro de simetria se encuentra entre G y C, y am

bas cadenas presentan la misma secuencia en sentido 5' a 3'.
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Dentro de las endonucleasas de restriccién de clase 1|
existen los isozquisémeros (Roberts, 1976) o enzimas espe
cificas de diferentes fuentes que reconocen la misma se-
cuencia nucleotidica; estas pueden romper en el mismo si-
tio dentro de la secuenciavreconocida, como Hap |1, Hpa |l
y Mno | (Sugisaki et al, 1973; Garfin et al, 1974), que
cortan la secuencia C'CGG en el sitio indicado por la fle
cha, o pueden cortar la misma secuencia en sitios diferen
tes, como Xma |: C'CCGGG y Sma |: CCC'GGG. El nombre de
las enzimas de restriccién se deriva del organismo del cual

nrovienen, (Ver tabla 1),
Tipos de extremos generados,

Cuando el DNA es digerido con una endonucleasa de res-
triccidn se pueden generar fragmentos con extremos sal ien
tes o ''cohesivos' y fragmentos con extremos "rasurados"
dependiendo de cual enzima se trate. (Fig. 2)s

En algunos casos el sitio que reconoce una endonuclea-
sa especifica no es el mismo que hidroliza. Puede recono-
cer una secuencia determinada y cortar ocho o diez pares
de bases después. Este es el caso de Hga |, Hph I, Mbo Il
y Mnl |. Ademés, las secuencias que reconocen estas cuatro
enzimas no son palindromes.

Una endonucleasa de restriccidn reconoce una secuencia

especifica, que se repite en promedio, cada determinado na



mero de pares de bases, Por ejemplo, probabilisticamente

una secuencia especifica de cuatro pares de bases se re-

petiria cada 256 pares de bases, una de cinco cada 512 y

una de seis cada 4096, Por lo tanto, conociendo el tama-

fio del DNA a tratarse, puede tenerse una idea del nimero

de fragmentos que generaria una enzima de restriccidén de-
terminada.

Es importante hacer notar que una enzima de restriccidn
no destruye el DNA del organismo que la produce, y las es
peculaciones al respecto son: '

a) Que la secuencia especifica que reconoce la endonu-
cleasa no esté contenida en el genoma de la cepa que la
produce,

b) Que la célula contenga algln inhibidor de la enzima,

c) Que el sitio que reconoce haya sido modificado de al
guna forma como la metilacidén de alguna de sus bases. Sin
embargo, a la fecha se han encontrado dos endonucleasas
clase |l capaces de hidrolizar al DNA metilado en la se-
cuencia que reconocen: Dpn | (Lacks et al, 1975) y Msp |
(Waalwijk et al, 1978).

Las endonucleasas de restriccidén clase | pueden hidro-
lizar al DNA metilado en una sola cadena cuando la modifi-
cacién se encuentra en el sitio de reconocimiento, mientras
que las de clase il no pueden utilizar como sustrato al

4
DNA modificado en una sola cadena; pero este s{ seria un



sustrato para el sistema de modificacién. Una enzima de
modificacién actiametilando a la base complementaria a
aquélla ya metilada.

I, 111, EXISTENCIA

La mayoria de estas enzimas se ha detectado princi-
palmente en el reino bacteriano, aunque hay evidencia de
que endonucleasas de clase | existen en organismos euca-
riotes, como Cael (Brown,F.L. et al, 1978).

La cantidad de enzima presente en las bacterias varia
considerablemente, en algunos casos, por ejemplo, de 10g

de células de Haemophilus aegyptius se ha aislado sufi-

ciente enzima Haelll como para digerir completamente 10g
de DNA de bacteriofago lambda, mientras que en otros ca-
sos resulta casi imposible aislar suficiente enzima para
poder caracterizarla,

La tabla | presenta las enzimas de restriccidén y modi-
ficacién que hasta ahora se conocen.

En esta tabla, la primera columna indica la fuente de
obtencién de la enzima. La segunda es el nombre de la en-
zima, se nombra con 3 letras abreviando el género y la es
pecie del microorganisme del cual fueron extraidas, (en
algunos casos se agrega una cuarta letra para designar la
cepa), el nimero romano se usa para diferenciar las enzi-
mas obtenidas de la misma fuente., La tercera columna es
la secuencia que reconoce la enzima, indicando con una
flecha el sitio que corta.
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(a)
TABLA |. ENZIMAS DE RESTRICCION

MICROORGAN 1 SMO Eﬂ;lmg(b) SECUENCIA(C)
Achromobacter inmobilis Aiml ?
Acinetobacter calcoaceticus Acc| GT‘(é)(?)AC

Accll (FnuDl1) CGCG

Agrobacterium tumefaciens AtuAl ?
Agrobacter ium tumefaciens B6806  AtuBl (EcoRl1) CC(?)GG
Agrobact?gi?gstumefaciens Atull (EcoRIl) CC(?)GG
Agrobacterium tumefaciens AtuCl (Bcll) TGATCA
Anabaenacégtanula Acal ?
Anabaena subcyl indrica Asul G*GNCC
Anabaena variabilis Aval ctpicapua

Aval | aYe(Tice

Avalll ATGCAT
Arthrobacter luteus Alul ac¥eT

Y MODIFICACION Y SUS SECUENCIAS DE RECONOC IMIENTO,

(d)

REFERENC IAS

(e)

Endow et al, ONP

Zabeau et

. Zabeau et

Sciaky et

(e)
al, ONP

(e)
al, ONP

(e)
al, ONP

Roizes, 1977 +;
Sciaky, ONP (e)

LeBon, en
Sciaky et
Hughes et
Hughes et
Murray et

Murray et
Sutcl iffe

imprenya
(e)
al, ONP

al, 1976

al, 1976 +;
et al, ONP (e)

Roizes, ONP (e) +

Roberts et al, 1976 +;
Yang et al, 1976,



Zl

MICROORGAN | SMO

Arthrobacier pyridinolis

Bacillus amilol iquefaciens

Bacillus amilol iquefaciens

Bacillus amilol iquefaciens

Bacillus amilol iquefaciens

Bacillus brevis S

Bacillus brevis

Bacillus caldolyticus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus Rf sm st

Bacillus globigii

F
H

(b)
ENZ IMA

Apy!
BamF | (BamHl)
BamH ¥

BamK| (BamH1)
BamN| (BamH!)

BamN

w

br

(%]

|

|

w
<
o

|

w
(e}

14579
1229

oo
(¢]
0]

|

w
O
o

oe]
(o)
o

170 (pstl)
BceR (FnuDl1)

|

Bgll
Bglll

(c)
SECUENCIA

cc(§)e6
GGATCC
a¥cATCC

GGATCC
GGATCC

?

* 7
ee()ee
(A)
Ge(§)6eC
TYGATCA

?
?
CTGCAG
CGCG

?

aYGaTCT

(d)
REFERENCIA

(e)
DiLauro, ONP

Shibata, et al, 1976
Haggerty et al, 1976;
Perricaudet et al, 1975;
Roy et al, 1973
1976
Shibata et al, 1976

’ +

Sharp et al, 1973;
Shibata et al, 1976

Shibata et al,

Vanyushin et al, 1975
e

Gingeras et al., ONP

* .,(e)
Binghman et al ONP
Sciaky et al ONP
1976
Shibata et al, 1976
1976
1976
1976

+
Pirrotta,1976; Young et al,
1976; Zain et al, ONP(e)

Shibata et al,

Shibata et al,
Shibata et al,

Young et al,



MICROORGAN I SMO ENZIMA(b) SECUENC IA
Bacillus megater ium 899 Bme 899 ?
Bacillus megaterium B205-3 Bme 205 ?
Bacillus megaterium Bmell ?
Bacillus pumilus AHU1387 Bpul ?
Bacillus sphaericus Bsp 1286 ?
Bacillus sphaericus R BspR1 (Haelll) GGCC
Bacillus stearothermophilus Bstl (BamH!) GGATCC

1503 -4R
Bacillus stearothermophilus  BstAl ?
240
Bacillus stearothermophilus  BstEl ?
et BstEl |l ?
BstEIII ?
Baclllus subtilis X8 BsuRl (Hae 111) GGYec
Bacillus subtilis Marburg 168 BsuM ?
Bacillus subtilis Bsu 6663 ?
Bacillus subtilis Bsu 1076 (Haelll) GGCC

€l

(c)

(d)
REFERENC IAS
Shibata et al, 1976
Shibata et al, 1976
, (e)
Gelinas et al, ONP
lkawa et al, 1976
Shibata et al, 1976
Kiss et al, 1977
Catterall et al, 1977

r (e)
Binghman et al, ONP

(e)
Meagher, ONP
(e)
Meagher, ONP
. (e)
Meagher, ONP
+ (1)
Bron et al, 1975; Bron
et al, 1975 (2); Gunthert
et al, 1978
Shibata et al, 1976
Shibata et al, 1976

Shibata et al, 1976
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(b) (c) (d)
MICROORGAN | SMO ENZIMA SECUENC |A EFERENC | AS

Bacillus subtilis Bsu 1114 (Haelll) GGCC Shibata et al, 1976
Bacillus subtilis Bsu 1247 (Pstl) CTGCAG Shibata et al, 1976; Ho-
shino et al, 1977
Bacillus subtilis Bsu 1145 ? Shibata et al, 1976
Bacillus subtilis Bsu 1192 ? Shibata et al, 1976
Bacillus subtilis Bsu 1193 ? Shibata et al, 1976
Bacillus subtilis Bsu 1231 ? Shibata et al, 1976
Bacillus subtilis Bsu 1259 ? Shibata et al, 1976
Bordetella bronchiseptica Bbrl (HindlIl) AAGCTT Roberts et al, ONP(e)
Brevibacterium albidum Ball TGG‘CCA Gelinas et al, 1977
Brevibacterium luteum Blul (Xhol) C‘TCGAG Gingeras et al, 1978
Blull (Haelll) GGCC Van Montagu, ONP(e)
Caryophanon latum L Clal ATCGAT Mayer, M et al, ONP(e)
Chloroflexux aurantiacus Caul ? Binghman et al, ONP(e)
Caull ? Binghman et al, ONP(e)
Chromobacterium violaceum Cvil ? Endow et al, ONP(e)
Corynebacterium humiferum Chul (HindlIl) AAGCTT Endow et al, ONP(e)
Chull (Hindl1) GTP iPuAC Endow et al, ONP(e)
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MICROORGAN | SMO

Corynebacter ium petrophilum

Diplococcus pneumoniae

Diplococcus pneumoniae

Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae

Escherichia coli RY13

Escherichia coli R245

Escherichia coli B

Escherichia coli K

Dpnil (Mbol)

m
(e}

m
O
V)

|

m
(e}
o
X

|

EcoR1!
EcoR 1|

EcoB

GGTNACC
‘ *
GYAATTC

PuPuA‘TPiPi
ot (4)ac

TGA(N)gTGCT(g)

(d)
REFERENC 1AS
' (e)

Fisherman et al, ONP

Lacks et al, 1975

Lacks et al, 1975 +;
Lacks et al, 1977

Hartmann et al, 1977
(e)
Mayer et al, ONP

Allet et al, 1973;
Dugaiczyk, 197h;
Greene et al, 1974 +, /;
Hedgpeth et al, 1972;
Morrow et al, 1973;
Mulder et al, 1973;
Petterson et al, 1973;
Polisky et al, 1975;
Yoshimori, 1971

{e)
Murray et al, ONP

Bigger et al, 1973;
Boyer et al, 1973;
Subramanian et al, 1974;
Yoshimori, 1971 +;

Eskin et al, 1972 +;
Lautenberg et al, 1978;
Lautenberg et al, 1972 #;
Ravetch et al, 1978;
Smith et al, 1972;

Van Ormondt et al, 1973

Haberman et al, 1972 +;
Meselson et al, 1968
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: s (b} oo madie) (d)
MICROORGAN I SMO ENZ IMA SECUENC 1A REFERENC IAS
Escherichia coli (PI) EcoPl ? Brockes, 1973; £
Brockes et al, 1972 ;
Brockes et al, 1974;
Haberman, 197k;(+)
Meselson et al, 1978,
Escherichia coli P15 EcoP15 ? Reiser et al, }9;7.
e
Fusobacter ium nuctleatum A FnuAl (Hinfl) GYANTC Lui et al, ONP Al
(=
EnuAll (Mboll)  GATC Roberts et a],(O?P
e
Fusobacter ium nucleatum C EnuCl (Mbol) YgaTC Lui et al, ONP( )
e
Fusobacter ium nucleatum D FnuDl (Haelll) aadec Lui et al, ONP( )
e
EnuDI1 Lui et al, ONP(e)
Enudlll (Hhal) acate Lui et al, ONP( )
. e
Fusobacter ium nucleatum E . EnuEl (Mbol) Yeatc Lui et al, ONP( )
e
Fusobacter ium nucleatum 84 Fnu8lL | ? Lui et al, ONP o
e
Haemophilus aeqyptius Hael (?)GG’CC(Z) Murray et al, ONP( )
e
Haell PuGCGC‘Pi Barrel et al, ONP
Roberts et al, 1975 + ;
Tu, 1976,
Haelll GG*CC Bron et al, 1975; Mann et al

1977; Middleton et al, 1972+;
Subramanian et al, 1974;
Yang et al, 1976,
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(b) (c) (d)

MICROORGAN I SMO ENZ I MA SECUENC IA REFERENC IAS
. ) (e)
Haemophilus aphrophilus Hapl ? Roberts et al, ONP
Hapll (Hpall) clcce Sugisaki et al, 1973;

Takanami, 1973;
Takanami, 1974 + .

f
Haemophilus gall inarum Hgal GACGC Brown et al, 1977;
Sugisaki, 1978
Takanaml, 1973;
Tanyashin et a] 1976,

(e)
Haemophilus haemoglobinophilus Hhgl (Haelll) GGCC Roberts, ONP
Haemophilus haemolyticus Hhal Geate Roberts et al, 1976 +
Subramanian et ai, 1977.
Hhall (Hinfl)  GANTC Mann et al, 1978( :
e
Haemophilus influenzae 1056 Hin1056| (FnuDl1) CGCG Olson et al, ONP( )
e
Hin 1056 11 ? Olson et al, ONP )
e
Haemophilus influenzae Hinbl11(Hindl11) AAGCTT Olson et al, ONP
serotipo b, 1076 (e)
e
Haemophilus influenzae Ry Hinbl11(Hindl11) AAGCTT Middleton et al, ONP
Roberts et al, %N§ +
e
Haemophilus influenzae Hincll (Hindll) GTPiPuAC Olson et al, ONP
serotipo c, 1160 (@)
e
Haemophilus influenzae Hincll (Hindll) GTPiPuAC Olson et al, ONP .

serotipo c, 1161
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(b) (c) (d)
MICROORGAN | SMO ENZIMA SECUENC |A REFERENC IAS

Haemophilus influenzae RC

=

incll (Hindll) GTPiPuAC Landy et al, 1974,

3
o

Haemophilus influenzae Ry

o

ind| CAC Gromkova et al, 1976;
Roizes et al, 1977 + ;

. ‘ * Roy et al, 1973.

indl | GTPiYPuAC Danna et al, 1973;

Yan? et al, 1975;

Kelly et al, 1970;
Landy et al, 1974;
Roy et al, 1973 + ;
Roy et al, 1973 (2);

. *‘ Smith et al, 1970,

indl 11 AYAGCTT Danna et al, 1973;
0ld et al, 1975 + ;
Roy et al, 1973 + (1);
Ry et &) 1373 o)V
Yang et al, 1975.

GAC Roy et al, 1973 £ ;
Roy et al, 1973,

5

e

’

=
D

a
<

Haemophilus influenzae R4 123

= e

indGLU ? Tanyashin et al, 197%.
e

G‘ANTC Hutchison et al, ONP
Middleton et al ONP (e) +
Murray et al, ONP (e)
Subramanian et ?]) V977
e

I1 (Hindl11) AAGCTT Mann et al, ONP
| (Haell) PuGCGCPi Takanami, 1973;

Takanami, 1974 + ;
Takanami et al, 1973.

X
3
-+

Haemophilus influenzae R¢

Hinf
HinH

Haemophilus influenzae H-1
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MICROORGANISMO

Haemophilus parahaemolyticus

Haemophilus parainfluenzae

Haemophilus suis

Herpetos iphon giganteus
HP1023

Klebsiella pneumoniae OK8

Microcoleus species

Moraxella bovis

Moraxelli glueidi LGI

ENZ [ MA

Hphi

Hpal

Hpall

(b)

GGTGA(h)

aTTiAAC

c¥éee

Hsul (Hindll11)  AAGCT

HgiAl

Kpnl

Mstl

Mbol
Mbol |

2] T ;
G(A)GC(A) C
caTactc
TGCGCA

‘GATC
i
GAAGA

(c)
SECUENC IA

(d)
REFERENC 1AS

Kleid et al, 1976 + ;
Middleton et al ONP (e).

Danna et al, 1973;
Garfin et af, 1974;
Gromkova et al, 1972;
Murray et al, ONP (e);
Sharp et al, 1973 + .

Mlet, 1973;

Danna et al, 1973;
Garfin et al, 1974;
Gromkova et al, 1972;
Murray et al, ONP(e);
Mann et al, 1977 # ;
Sharp et al, 1973 + .

Roberts et al, ONP (e)

(e)
Brown et al ONP

Smith et al, 1976 + ;
Tomassini et al, ONP (e)
Comb et al, ONP (e)

Gel inas et al, 1977
Brown et al, en imprenta
Endow, 1977

Gelina et al, 1977 + ;

Smith et al, 1976.



MICROORGAN | SMO

Moraxella glueidi LGII

Moraxel |

Moraxella nonliquefacien

Moraxella osloensi

Moraxella specizs

Myxococcus vires.sans

Neisseria gonorrhoe

Proteus vulgaris

Providencia alcalifacien

nonl iquefacien

HT)

wn

|

S

Providencia stuartii 16k

pseudomonas facilis

(b)
ENZIMA

Mglll

Mnl!

Mnn! (Hindl1)
Mnntl (Haelll)
Mnnlil

MonlV (Hhal)
Mos| (Mbol)
Mspl (Hpall)
Mvil

Mvill

Ngol (Haelll)
Ngoll (Haelll)

Pvul

Pall (Haelll)

ccre ()
GTP iPUAC
GGCC
?
GCGC
GATC
CCGG
?

?
PUGCGCP i
GGCC
CGATCG
cactere
GGCC
ctacate

Smith et al, 1976.
(e)

P
(e)

Hanberg et al, ONP
(e)

Hanberg et al, ONP

Zabeau et al, ON

Hanberg et al, ONP
Hahberg et al, ONP
Gelinas et al, 1977
Van Montagutet al ONP
Morris et al, 1976

Morris et al, 1975
(e)
\

Wilson et al, ONP

Cianton et al, 1976
(e)

Gingeras et al, ONP
(e)

Gingeras et al, ONP
(e)

Gelinas et al, ONP

Brown et al, 1976
Smith et al, 1976 +
+

Olson et al, ONP
Van Montagu, ONP (e)
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MICROORGAN | SMO

Rhodopseudomonas sphaeroides

Rhodopseudomonas sphaeroides

Serratia marcescens Sb

Serratia species SAI

Staphylococcus aureus 3A

Staphylococcus aureus PS96

Streptococcus faecalis
var ., zymogenes

treptococcus faecalis ND5L7

Streptomyces achromogenes

Streptomyces albus

Streptomyces albus
subspecies pathociclicus

Streptomyces albus G

Streptomyces bobiliae

Sau3A (Mbol)
Sau96 | (Asul)
Sfal (Haelll)

SfaNI

CGATCG
cecheee

?
GATC
atence
GGCC

GATGC
caceTie
ceactee
?
CTGCAG
CTCGAG

G‘TCGAC
?

?

REFERENC | AS

Bingham et al, ONP
Gardner et al, ONP
1977;

Endow et al,

(e)

(e)

Greene et al, ONP (e)

Torheim, CP (k)

Sussenbach et al, 1976
1978

Sussenbach et a

1,

(e)

Wu et al, ONP

Sciaky et al, ONP
Arrand et al, ONP
Arrand et al, ONP

Arrand et al, ONP

Chater, 1977

Takahashi, ONP

Arrand et al,

Arrand et al,

1978
1978

Takahashi et al, ONP

(e)
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MICROORGAN | SMO

Streptomyces bradiae

Streptomyces exfol iatus

Streptomyces goshikiensis

Streptomyces griseus

Streptomyces hygroscopicus

Streptomyces lavendulae

Streptomyces luteoreticuli

Streptomyces stanford

Thermoplasma acidophilum

Thermopolyspora glauca

Thermus aquaticus YTI

Xanthomonas amaranthicola

Xanthomonas badrii

Xanthomonas holcicola

EMLLMA(b)
Sbr |

Sex| (Xhol)
Sgol (Xhol)
Sgr|

Shyl|

Slal (Xhol)
Slul (Xhol)
Sstl (Sacl)

stll (Sacll)

Sstill (Saclll)

Thal (FnuDIl)
Tqll (Sacll)
Tagl

Taql |

Xaml (Sall)
Xbal

Xhol

(c)
SECUENCIA _

2
CTCGAG
CTCGAG

?
2
ctrceac
CTCGAG
caceTie
ceactas
?
catea
CCGCGG
T¥cca
2

GTCGAC

T¥cTAGA

ctrceac

(d)
REFERENC |AS

(e)
Takahashi et al, ONP
(e)
Takahashi, ONP
(e)
Takahashi, ONP
(e)
Arrand et al, ONP

Walter et al, 1978
(e)
Takahashi et al, ONP
(e)

Takahashi, “ONP

(e)
Goff et al, ONP
Muller et al, ONP (e)
Goff et al, ONP((?)

e

Goff et el, ONP
McConnell et al, 19{8
e)

Gingeras et al, ONP
Sato et al, 1977

(e)
Roberts et al, ONP
Arrand et al, 1978
Zain et al, 1977

Gingeras et al, 1978 + ;
Muller et al, ONP (e)
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MICROORGAN | SMO

Xanthomonas

holcicola

Xanthomonas

malvacearum

Xanthomonas

nigromaculans

Xanthomonas

oryzae

Xanthomonas

papaver icola

ENZLMA(b)
Xhol |

Xmall

Xmall (Pstl)
Xnil (Pvul)
Xor| (Pstl)
Xor!l (Pvull)
Xpal (Xhol)

(c)
SECUENC |

?
cYecace
CTGCAG
CGATCG
CTGCAG
CGATCG
ctreaac

(d)
REFERENCIAS

(e)
Olson et al, ONP

Endow et al, 1977

Endow et al, 1977
(e)
Hanberg et al, ONP
(e)
Shedlarski et al, ONP
(e)
Shedlarski et al, ONP

Gingeras et al, 1978,
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Por conveniencia, las endonucleasas que cortan al DNA en una secuencia especifica
se denotan enzimas de restriccién; sin embargo, en la mayoria de los casos, no e-

xiste evidencia genética de la presencia de un sistema modificacién-restriccion,

Las enzimas de modificacidén y restriccion llevan la nomenclatura propuesta por Na
thans y Smith (Smith et al, 1973). Los isozquisbémeros o enzimas que reconocen la
misma secuencia se indican con un paréntesis.

6

La base modificada por la metilasa especifica se indica con un asterisco., N -me-
tiladenosina se encuentra en al caso de Eco B, Eco K, Eco Pl, Eco Rl, Hindl, Hindll .
y HindlV; 5-metilcitosina en el caso de EcoRIf, Haelll, Hpall, BsuRl, y BbrSi. To-
das las secuencias estan escritas en sentido 5' ---- 31,

Cuando se da mas de una referencia, la notacidén + indica la purificaciéon de la en-
donucleasa de restriccidn, y # la de modificacion.

Las observaciones no publicadas se indican con las iniciales ONP.

Hgal corta en la siguienta forma: 51-GACGCNNNNNY =28
3'-CTGCGNNNNNNNNNN;5'

Los siguientes oligonucleétidos metilados han sido aislados de DNA modificado de EcoB
* * * * *
TGA, CAC, AGAC, AAT, (A,G,C,)A. A es N6-metiladenosina.

Hphlcorta de la siguiente manera; 5'-GGTGANNNNNNNN‘ =5
3'-CCACTNNNNNNNf =0t

Mbol| corta como se indoca: 5'-GAAGANNNNNNNN' Soi
3'-CTTCTNNNNNNNi =50

Mnl| corta de 5 a 10 bases 3' de la secuencia reconocida.

En el caso de datos obtenidos por comunicacidn personal se indica como CP.



|, 1V. CARACTERIZACION,

Pocas endonucleasas de restricciéon han sido caracte-
rizadas genética y bioquimicamente. Una excepcibn es
EcoRl, que ha sido purificada hasta casi homogeneidad
(Greene et al, 1974)., Esta enzima tiene un peso molecu-
lar de 59,000 y una subunidad de 29,500.(Boyer et al,
197L4: Dussoix et al, 1974). También se sabe que, tanto
esta enzima como EcoRl| son codificadas por plasmidos
(Arber et al, 1965; Smith et al, 1976), mientras que
BsuR| es codificada por el cromosoma (Trautner et al,
1974) . Sin embargo el principal interés en estas enzi-
mas se ha centrado en su gran utilidad como''herramien-
tas' bioguimicas y no en la descripcidn de la proteina
misma en relacién a su composicidn de subunudades, pe-
so molecular, composicidén de aminodcidos, etc., Por es-
ta razén, la caracteristica fundamental a determinar,
es la secuencia nucleotidica que la enzima reconoce, Yy
la optimizacidén de algunos factores que afectan la es-
tabilidad enzimitica como son: pureza, temperatura, pH
concentracién de NaCl., Para determinar la actividad en
zimdtica es necesario conocer los requerimientos de
M92+ y la unidad de enzima obtenida, esto es, la canti
dad de enzima, expresada en volumen, que se requiere
para digerir totalmente un microgramo de bacteriofago

lambda en una hora a 37°¢C y en un volumen final de

50 microlitros, (Roberts et al, 1976) .
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I, MATERIALES Y METODOS,

I1.1. CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO,

a) Haemophilus parainfluenzae.

Estas células se cultivaron en microfermentador en un
medio conteniendo 37g de caldo cerebro-corazom;0.2 ml de
solucién patrén de dinuclebétido de nicotinamida-adenina
(NAD 10 mg/ml) y 10 ml de solucién patrén de hemina por
litro (0.1% de hemina en 4% trietanolamina esteril izada
a 65 C, 15 min. y guardada a L°C), se esterilizdé por fil
tracidén y se guardoda -20°C. Un cultivo de 500 ml inocula-
do con una sola colonia y crecido durante 16 horas se uti
1izb para inocular 12 litros de medio en el microfermenta
dor; esta mezcla se incubdé durante 7 horas a 37°C con agi
tacién continua (300-500 rpm).

El incremento en la densidad celular se midid en un fo
témetro Klett-Summerson usando un filtro verde, Las célu-
las se centrifugaron cuando la densidad celular dej6 de

aumentar (400-600 unidades Klett).

b) Streptomyces albus NRRL-5778 y Arthrobacter sp. NRRL-
B3726.

Las células se crecieron en 2 litros de medio conte-
niendo extracto de levadura al 0.4 %, extracto de malta al
1.0 %, bacto-dextrosa al 0.4 %, pH 7.3, incubando durante

80 horas a 29°C y 200 rpm.
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c) Xanthomonas axonopodis.BM-21-302,

Estas bacterias se crecieron en dos litros de medio con
teniendo extracto de levadura al 0.1 %, extracto de malta
al 1.0 %, bacto-dextrosa al 0.2 % durante 48 hrs. a 29 ¢

con una agitaciéon de 200 rpm,

d) Streptomyces 1ieskei BM-11-10k y Streptomyces phaeochro-

mogenes NNRL B-3559,

Se prepararon dos litros de medio con extracto de leva-
dura al 0.4 %, extracto de malta al 0.3 %, bacto-dextrosa
al 2.0 % inoculando las células e incubando durante 80 hrs

a 29°C y 200 rpm.

El indculo en cada caso se prepard creciendo el microor
ganismo en placas con medio completo (el mencionado para
cada bacteria) durante 96 hrs hasta esporulacidn. Se colec
taron las esporas y se agregaron a 10 ml de NaCl al 0.85 %
formando una suspensién que se adiciond directamente al me

dio de cultivo.

e) Leuconostoc mesenteroides NRRLB-512-F,

Se prepararon dos litros de medio conteniendo, por litro
10 g de bacto-peptona, 10 g de extracto de carne, 5 g de le
vadura, 20 g de bacto-dextrosa, | ml de Twen 80 (detergen-
te), 2 g de KZHPOA, 5 g de acetato de sodio, 0.2 g de MgSOg
7H20, 0.2 g de MnSOu y 2,0 g de citrato de amonio., Se toma-

ron esporas de las bacterias y se pusieron en 10 ml de medio
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MRS, en el que se incubaron durante 12 hrs con agitacion
a 29°C. Después se transfirieron a dos matraces contenien
do, cada uno, un litro deAmedio, se incubaron a 29°C du-
rante 80 hrs, agitando a 200 rpm.

Las especies Arthrobacter sp NRRL-B3726, Streptomyces

albus NRRL-B5778 y Streptomyces phaeochromogenes NRRL-

B3559 fueron donadas por el Northern Regional Research La
boratory, Peoria, E.U, a través del Dr. Sergio Sanchez,
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Xantho-

monas axonopodis fue un obsequio de la Dra., Martha Albo-

res de la Facultad de Quimica, UNAM, y Streptomyces lies-

kei fue donada por el Dr. Sergio Sanchez,

f) Como huéspedes de los plasmidos pBR26, pBR322 y pMB9

se utilizaron células de E, coli K-12 RR1, las cuales se
crecieron en caldo Luria (LB), que contiene bacto-tripto-
na al 1.0%. extracto de levadura al 5.0 %, NaCl al 1.0 %
y NaOH 2.5 mM, incubando a 37°C con agitacidén durante 12

horas.

I1.11 PREPARACION DE LOS SUSTRATOS ENZIMATICOS,

Los sustratos utilizados para probar la actividad en-
zimdtica fueron los plasmidos pBR322, pBR26 y pMB9 (Boli-
var et al, 1977 a y b), purificados de acuerdo al método
cascrito por Betlach (Betlach et al, 1976) o método del

lisado claro conforme a los siguientes pasos:
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1. Incubar 10 ml de cultivo en caldo Luria (LB) a 37°C
toda la noche.
2. Tomar 5 ml de este cultivo y agregarlo a 1 litro de
medio minimo M9 (20 ml de glucosa al 20 %, 4g de casa-
minoacidos(Difco), 10 ml de MgSOL+ 0.1M, 10 ml de CaCl,
0.01M, 100 ml de sales 10X (por litro: 132g de NazHPOA-
7H20, 30g de KHZPOh’ 5g de NaCl, 10g de NHACI).
3. Incubar a 37 C con agitacidén y aireacidén hasta lle-
gar a una densidad de 4,5 x 108 células/ml (35-40 unida __
des Klett, filtro rojo) y agregar antibidtico para am-
plificar(Clewel et al, 1972). Continuar la aireacion du
rante 16 + 2hrs.
4, Centrifugar 10 min a 6,000 rpm, a 4L°C en el rotor GSA
(Sorvall)f
5, Congelar las células.
6. Resuspender las células en 10 ml/1 de sacarosa al 25 %,
Tris pH 8 50 mM, EDTA pH 8 imM y manteer en hielo.
7. A 4°C afadir: 2ml de EDTA 0.25mM pH 8, 1 ml de lisozi-
ma (5mg/ml) en Tris HCl 0,25mM pH 8, 0.1 ml de RNAsa (10
mg/ml en acetato de sodio 0.1M, EDTA 3.3 X 10-5M, pH 7,
precalentada durante 10 min a 85°C para quitar la DNAsa.
8. Mezclar y dejar reposar en hielo durante 15 min,
9, Agregar 3 ml de mezcla litica Triton 3XI(3 ml de tri-
tén X-100 al 10 %, 75 ml de EDTA 0.25M pH 8, 15 ml de Tris
1M pH 8 y 7 ml de agua). Mezclar suavemente y mantener a
I,
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10. Centrifugar en tubos de polipropileno a 18,000 rpm
por 30 min a 4°C en el rotor SS34 (Sorvall),

1, Decantar inmediatamente el sobrenadante a una probe-
ta de plastico graduada, anotar el volumen y pasarlo a
una botella de pléastico de 250 ml.

12. Agregar un volumen igual de agua desionizada. Esto
hace a la sacarosa menos densa que el fenol,

13. Agregar un volumen igual, respecto al total, de fe-
nol frio saturado. (solucién amortiguadora de fenol sa-
turado: mezcla 1:1 de fenol y Tris HCl 50mM, NaCl 100mM
pH7.5, equilibrar toda la noche con agitacion a 4°C).
Mezclar y agregar un volumen de cloroformo igual al del
fenol,

14, Centrifugar 10 min a 6500 rpm y L°C en el rotor HS-k4
15, Remover la fase superior (acuosa) y pasarla a otra
botella., (Evitar la pelicula de proteina desnatural izada
de la interfase).

16. Agregar lentamente 1/30 del volumen de NaCl 5M a la
fase acuosa. Afadir 2,2 volUmenes de etanol a -20°C, Dejar
reposar a -20°C por 3 hrs o més.

17. Centrifugar 45 min a 7,000 rpm a -5°C en el rotor HS-L4,
Descartar el sobrenadante vy secar el exceso de liquido de
la botella con una corriente de aire suave,

18, Resuspender el precipitado en L4 ml de agua. Agregar 1 ml
de glicerol 80 % y mezclar suavemente ( el glicerol hace a

la solucién mas densa, de tal manera que el DNA baja en la
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en la superficie de la columna.)

19. Colocar la suspensidon en una columna de 2 X 35 cm de
A50 (BioRad)(particulas de gel de agarosa para la croma-
tografia por filtracidén) equilibrada con solucidn amortigua
dora A50 (Tris 50mM, NaCl 500mM pH 8, NaN3 ImM, EDTA 1mM
pH 8.).-Colectar fracciones de L ml a temperatura ambiente.
20, Deterainar la densidad optica a 260 nm para cada frac-
cién (D.0, de 1,0 = 50g de DNA/ml). E1 DNA generalmente se
encuentra entre los tubos 12 y 20,

21. Juntar las fracciones que contienen DNA. Agregar 2 vo-
Iimenes de etancl a —20°C, congelar por una hora o mas.
Centrifugar en el rotor HS-4 60 min a 6,500 rpm y a 5°C.
22, Secar el precipitado con aire,

23, Resuspender el precipitado en 2,1 ml de solucidn amor-
tiguadora TEN (Tris HC1 10 mM pH 7.6, NaCl 10 mM, EDTA 1mM)
por cada 500 g de DNA.

2L, Gradiente isopicnico a equilibrio en cloruro de cesio/
yoduro de propidio (Pdl).

Preparacidn del gradiente:

Agregar a los tubos 5ml de nitrato de celulosa (1/2'" x 2')
por tubo: 2,2g de CsCl sblido y 2.1 ml de DNA en TEN ( los
tubos no deben contener més de 500g de DNA c/u). A partir
de este momento se debe trabajar en la oscuridad porque el
Pdl reacciona con la luz, Agregar 150 ul de Pdl (solucion
de 2mg/ml). Cubrir con 2,3 ml de aceite mineral, Todos los
tubos se equilibran dentro de las camisas con aceite mine

ral.
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25, Centrifugar durante 20 hrs a 20°C en el rotor SW50.1
(Beckman), a 38,000 rpm.

26. E1 DNA en el gradiente se puede ver con luz U,V, dado
que el Pdl fuoresce en presencia de ésta. Se observan 2
bandas: la superior contiene al DNA bacteriano y de plas-
mido roto, la inferior es el plasmido superenrollado co-
valentemente cerrado (los intermediarios de replicacidn
producen un barrido entre ambas bandas) .

27. En la oscuridad bajo luz U,V, picar el fondo de los
tubos y colectar lentamente el DNA de pldsmido en un tubo.
28. Montar una columna pequefia (2 6 3ml) de resina de in-
tercambio iénico (Dowex 50W-X8 BioRad, tratada con acido

y luego base IN c/u, heutral izada y almacenada en Tris HCI
0.1M pH 8, NaCl 0.5M), equilibrada con 10 ml de soluciodn
amortiguadora de resina Dowex (Tris HC1 50mM pH 8, NaCl 1M,
EDTA 1mM), por cada ml de resina,

29, Diluir el DNA 1:1 con amortiguador de Dowex vy pasarlo
lentamente por la columna, lavando con un volumen de colum-
na. Revisar con luz U,V, que todo el Pdl haya quedado en la
resina, si no es asi, pasar la fraccion eluida por otra co-
lumna igual.

30, Dializar el DNA contra 2.4 litros de Tris-HC1 10mM, EDTA
ImM pH 8, por 12 horas o mas a L°C, Cambiar la solucidn y
sequir dializando 6 horas o mas.

31, Sacar de la bolsa de dialisis y precipitar afiadiendo 1/20

del volumen de NaCl,2.2 volimenes de etanol a ~20'C por 3 hrs
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32, Centrifugar: rotor HS-4, 6,500 rpm, 1 hr a -SGC.
33, Resuspender en 0.5-1 ml de TEN. Checar la D.0., A 260
nm para determinar la concentracion de DNA (usualmente

0.5- 1 mg/ml). Guardar a -20°C,

(1. 111, ELECTROFORES|S EN GELES DE AGAROSA Y POLIACRILA-
MIDA .

Para observar los fragmentos de DNA generados por las
enzimas de restriccidén, se coloca la mezcla de reaccidn
en geles de agarosa o acrilamida, en donde los fragmentos
son separados en orden de tamafios por sus pesos molecula-
res. La técnica de preparacidén de estos geles se llevd a
cabo de acuerdo a las condiciones descritas por Bolivar et
al, 1977:

a. Preparaciéon de geles de agarosa al 1 %  para fragmen-
tos de alto peso molecular 1-13 Megadalton (Md).

Se disuelve 1.,0g de agarosa en 100 ml de solucidn amor-

tiguadora de Tris-boratos-EDTA (Trizma Base (Sigma) 90mM,

EDTA 2.5mM., H BO3 90mM, pH 8.2) calentando hasta ebulli-

3
cidén. En caliente se vacia a los moldes para geles (forma-
dos por dos vidrios separados por espaciadores laterales
y un '"peine" en la parte superior interma del molde para
dar forma a los carriles) y se deja gelificar. Posterior-
mente se quita el peine y se colocan las muestras en los
carriles, conteniendo c/u de 0,2 a 1g de DNA. La electro-

foresis se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 1

hora, a 150V,
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b. Preparacién de geles de poliacrilamida al 7.5 % (para
fragmentos de 0,015 a 1Md).

Se mezclan 3 ml de solucién amortiguadora Tris-boratos-
EDTA 10X, 7.5 ml de solucién de acrilamida-bisacrilamida
(BioRad) al 28 % y al 6 % respectivamente, 19.4 ml de agua
y 150 ul de persulfato de amonio al 10 %. Se degasifica la
mezcla al vacio y se adicionan 15 ul de TEMED (N,N,N¥,N!-
tetrametiletilendiamina BioRad) y se vacia en el molde de-
jando gelificar. En este caso la electroforesis se realiza

a 200V durante 1 hr.

Terminada la electroforesis se tifen los geles en una
solucién de bremuro de etidio de 4mg/ml (Clabiochem) y se

observan con una lampara de U,V, de onda corta (U.,V, Prod).

Para fotografiar los geles se usd un filtro de gelatina
amarillo No., 9 KodaK Wratten y pelicula polaroid NP tipo SS

con una camara MP-5 Polaroid,

1. IV. DETERMINACION DE ACTIVIDADES PARA FRACC IONES OBTE-
NIDAS DE LAS COLUMNAS DE CROMATOGRAFIA,
Las reacciones: para determinar la actividad de las en-
zimas se realizaron en el siguiente medio:
Tris HC1  6mM pH 7.5
MgCl2 6mM

2-Mercap- 6mM
toetanol

DNA pBR 26 1 ug

Fracciéon en- 2 ul
zimatica 34



en un volumen final de 30 ul, Tomando la muestra enzima-
tica de 2 ul cada 5 fracciones.

Esta mezcla se incubd 1 hr a 37°C. Posteriormente se
corridla electroforesis en agarosa, colocando una mues-
tra en cada carril.

En el caso de la cromatografia en fosfocelulosa se mi-
dié la conductividad a las fracciones obtenidas y se com-
pararon con una curva patron de NaCl vs. conductividad,
De esta manera se determindé la concentracidn de NaCl con
la que eluyeron las fracciones activas observadas en los

geles,
1. V. PURIFICACION DE ENDONUCLEASAS DE RESTRI1CCION,

La purificacién de las enzimas se reacl izé6 conforme el
el método descrito por Greene et al, 1978.
a. Preparacién del extracto celular. (Para 50g de células)
Todos los pasos real izados a L°c.
1. Resuspender las células congeladas en 200 ml de solu-
cibén amortiguadora de extraccién B.E.: KZHP04 pH 7.0, 2-
Mercaptoetanol 7mM, EDTA 1mM pH 8, NaN3 1mM. M&s NaCl 0.4M,
2. La suspensidn celular se somete a sonificacidén usando
un aparato Branson W-350, en pulsos de 15-30" durante 8 min
agitando y cuidando que la temperatura no rebase los 10°C.
3, Centrifugar el extracto 1 hr a 40,000 rpm en la centri-
fuga Beckman con el rotor type 60,

4, Decantar el sobrenadante y ajustar la conductividad a la
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equivalente de la solucidén amortiguadora mas NaCl 0.1M
con un conductimetro,

5. Pasar el sobrenadante por una columna de fosfocelulosa
de 200 ml.

b, Cromatografia en fosfocelulosa Whatman P11,

1. 125g de fosfocelulosa Whatman P11 se suspenden en una
solucién de 4 litros de HC1 0.2N 1:1 etanol al 95 %, y se
agitan durante 30 min a T.A,

2. Dejar reposar la mezcla y aspirar el sobrenadante qui-
tando los finos y demas materia particulada.

3, Filtrar al! vacio,

L, Lavar 3 veces, cada vez con L4 litros de agua desioni-
zada, agitande 15 min, reposando y succ ionando el sobrena-c
dante.

5, Ajustar el pH a 7.0 con NaOH M.

6. Resuspender la resina en 4 litros de NaOH 0.IN y agitar
30 min a T.A,

7. Decantar el sobrenadante por succion y filtrar al vacio,
8. Lavar 3 veces con 4 litros de agua desionizada, agitan-
do 15 min cada vez, reposando y succionando finos,

9. Ajustar el pH a 7.0 con HCl 1.0N

10. Resuspender en B.E, mads NaCl 0.2M, ajustando cuidado-
samente el pH a 7.0 antes de montar la columna,

11. A 4°C. Se empaca una columna de 2,5 x 35 cm (200 ml)
con la fosfocelulosa ya lavada, y lavar con B.E,.

12. Pasar directamente el extracto celular habiéndolo equi
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librado a la conductividad del buffer de la columna.

13. Lavar con varios volGmenes de B,E, mas NaCl 0.1M

14, Eluir con un gradiente lineal de B,E, mads NaCl de 0.1
a 0,8M.

15, Colectar fracciones de 5 ml y probar su actividad.

Determinar las fracciones activas, juntarlas y pasarlas

por una columna de hidroxilapatita. Todo a 4°C,

c. Cromatografia en hidroxilapatita.

1. Se montaron 2 columnas de hidroxilapatita (Clarkson
Chemical Co.), una de ellas de 10 ml para las fracciones
de Hpal y otra de 27.5 ml para las fracciones de Hpall.

2. Ambas columnas fueron empacadas y equilibradas con el
mas NaCl 0.2M.

3, Las fracciones activas obtenidas de la fosfocelulosa
fueron aplicadas directamente a sus respectivas columnas.
L, Se lavaron las columnas con una cantidad de 3 veces su
volumen con B.E, mas 0.2M de NaCl.

5. Las enzimas se eluyeron con un gradiente lineal de fos
fatos co'. .ue volumen equivalente a 10 veces el tamafio de
cada columna, aumentando la concentracioén de 10 a 200mM
de KoHPOL-KH2POL pH 7.0 conteniendo EDTA 1mM, 2-mercapto-
etanol 7mM, NaN3 1mM y NaCl 0.2M, colectando las fraccio-
nes de 1.5 ml para la columna chica (Hpal) y de 3ml para
la grande (Hpall).

6. Se determinaron las fracciones activas usando como Sus-
tratos al pBR322 y al pBR26. Se juntaron respectivamente

y se dializaron. 37



d. Dialisis.

Las fracciones activas obtenidas se dializaron contra
una solucién amortiguadora de KyHPO,-KH, POy pH 7.0 20mM,
NaCl 0.2M, EDTA 1mM, 2 mercaptoetanol 7mM, NaNj TmM; di-
luida 1:1 glicerol grado espectrofotométrico.

La dialisis concentra 3 veces la actividad enzimatica
y las enzimas en esta solucién son estables por muchos me-
ses guardadas a -20°C.,

f, Titulacién de las enzimas y deteccidn de exonucleasas.
1, Titulacion:

Con las enzimas obtenidas se realizaron las sig. reac-

ciones:
Para Hpal
13 ug DNA pMB9 (0.8ug/ul
26 ul Buffer 10X Hpal (Tris HCl1 100mM pH 7.5
MgCl, 50mM, 2M,E, 10mM)
L ul Hpal
260 ul totales, incubando a 37°C, tomando ali
cuotas en diferentes tiempos,
Para Hpal |

13 ug DNA pBR%22 (1,15 ug/ul)

26 ul Buffer 10X Hpall (Tris HCI pH 7.5
60mM, MgCl, 60mM, 2M.E, 60mM)

3 ul Hpall
en 260 ul totales, incubando a 37 C por 90 min y tomando a-
licuotas en diferentes tiempos,
2., Presencia de exonucleasas.

Para detectar la presencia de alguna exonucleasa se di-

38



girieron 2 ug de pBR26 con un ul de Hpal vy 2 ug de pBR322
con un ul de Hpall en 20 ul totales durante 3, 6y 12 hrs
de incubacidn a 37 C. Todas estas reacciones se sometie-
ron a electroforesis en poliacrilamida al 7.5 % durante

1 hr a 200V y T.A,
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111, RESULTADOS,

{11, !, PURIFICACION DE Hpal vy Hpall,
E1 extracto celular para la obtencidn de Hpal y Hpall
se prepard con 50g de células congeladas de Haemophilus

parainfluenzae diluidas en 200 mi de B,E, mas NaCl 0.4 M,

el cual, después de sonicarlo y diluirlo, se pasd por una
columna de 220 ml de fosfocelulosa y se eluyd con un gra-
diente lineal de NaCl de 1200 ml en la misma solucidén, Se
colectaron 240 fracciones de 5 ml c/u, cuya concentracién
de NaCl se determindé de acuerdo a la curva patron de con-
ductividad vs. concentracidén de NaCl (Tabla 2).

Las fracciones activas correspondientes a Hpal se obser
varon entre las fracciones # 55 y 95, Estas fracciones pre
sentaron una conductividad de 10.3 a 11.3 milio'r:m'i y una
concentracidn de NaCl de 0.21 a 0.3M, con méax ima actividad
en 12.5 miliohm | y 0.25M de NaCl. (Figs. 3 y 4; tabla 3)

Las fracciones 110 a 160 mostraron contener a Hpail, con
un intervalo de conductividad de 15,3 a 22,5 mi]iohm_1I y
0.317 a 0.445 M de NaCl, Su méxima actividad se obtuvo en
la fraccidn 130 a 16,1 miliohm—] y a 0.32 M de NaCl. (Figs
3 y 4; tabla 3).

La conductividad de las fracciones se midié en el con-
ductimetro y , a partir de la curva patrofi, se interpold

la concentracién de NaCl correspondiente, Estos resul tados

se presentan en la tabla 3.
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DNA
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
105
110
115
120
125
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135
140
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Fig. 3. Fracciones activas obtenidas de la cromatografia en fosfocelulos:

durante la purificacién de Hpal y Hpall.
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TABLA 2,

CONCENTRACION NaCl CONDUCT IVIDAD
mol/litro mili ohm-1
0.10 . 5.6
0.15 1.5
0.20 1i.L}
0.25 14,5
0.30 16.0
0.35 19.9
0.40 20,0
0.45 22,5
0.50 27.5
0.55 29.1
0.60 32.0
0.65 3k.0
0.70 36.0
0.75 36.0
0.30 Lo ,0
0.85 k1.0
0.90 L3 .0
0.95 ‘ L5,0

1.00 43,0



TABLA 3.

FRACC ION No. CONDUCT IV 1DAD NaCl ACTIVIDAD

mili ohm mol/litro %

1 6.6 0.135 -

5 6.1 0.120 o
10 6.1 0.120 -
15 5.5 0.112 5
20 5.k 0.110 -
25 5.9 0.120 -
30 5.9 0.120 -
35 5.5 0.112 -
L0 6.9 0.140 -
L5 7.5 o.i50 -
50 9.0 0.180 =
55 10.3 0.205 5
60 10.5 0.210 10
65 1.5 0.230 10
70 1.9 0.240 15
75 12.4 0.245 50
80 12.5 0.250 100
85 12.2 0.256 75
'90 12,9 0.260 60
95 13 0.261 50
100 14,5 0.290 30
105 15.0 0.300 5
110 15.3 0.317 10
115 15.9 0.320 35
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FRACC ION No. CONDUCT IV 1DAD NaC1 ACT IV iDAD
-1

mili ohm mol/1itro %
120 16.0 0.320 50
125 16.3 0.325 85
130 16.5 0.330 100
135 17.1 0.340 95
140 17.8 0.3€0 95
145 19.5 0.392 90
150 : 20.1 0.400 97
155 20,2 0.405 85
160 22,5 0.445 70
165 22,9 0.463 20
170 24,0 0.482 10
175 26.0 0.495 5
180 28.2 0.565 =
185 28.5 0.575 =
190 28.6 0,576 -
200 28.0 0.565 =
205 29.5 0.595 =
210 30.0 0.605 =
215 31.0 0.625 -
220 31.0 0.625 =
230 32,5 0.650 -
235 33.0 0.665 -
240 34,0 0.685 =
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Las fracciones activas obtenidas de cada enzima se jun-
taron y se pasaron por una columna de hidroxilapatita res-
pectivamente,

De la columna correspondiente a Hpal se obtuvieron 20
fracciones activas de 3 ml, y de la correspondiente a Hpall
60 fracciones activas del mismo volumen,

Después de juntarlas y dializarlas, se titularon las
fracciones activas y se observé que Hpal digiere 1 ug de
DNA con 4 ul de enzima en 70 min a 37 en un volumen total
de 40 ul, mientras que 1 ul de Hpall digiere 4 ug de DNA en
50 min, a 37°C, con un volumen final de 87 ul, (Fig. 5)

Posteriormente se digirieron 2 ug de DNA con cada enzi-
ma. durante 12 horas y no se observd ningin ''barrido'" que

indicara la presencia de exonucleasas.

I11. 11, ENSAYOS,
En la biésqueda de actividad endonucleolitica especifica
se real izaron ensayos con las sig. bacterias:

a) Streptomyces albus NRRL-5778

b) Xanthomonas axonopodis BM-21-302

c) Arthrobacter species NRRL-B3726

d) Streptomyces lieskei BMii-104

e) Leuconostoc mesenteroides NRRLB-512-F

f) Streptomyces phaeochromogenes NRRL B-3559

Los extractos celulares, de un litro de cada uno de los

cultivos originales, una vez sonicados y centrifugados (ex
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Fig. 6. Ensayos enzimaticos con diferentes bacterias.
M= extracto crudo, E=extracto eluido, L=lavado. Las frac-
ciones decimales indican la concentracibn correspondiente
de NaCl en moles/litro con la que eluyeron las fracciones
respectivas.

La figura superior muestra los resultados obtenidos de

las pruebas con Streptomyces albus NRRL-5778., La segunda

corresponde a Xanthomonas axonopodis BM-21-302, La terce-

ra a Arthrobacter sp. NRRL-B3726.y la dGltima a Streptomy-

ces phaeochromogenes NRRL B3559.
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tractos crudos) se pasaron por columnas de fosfocelulosa

de 5 ml, a L°c y se eluyeron con fracciones sucesivas de

5 ml de B.,E, mas NaCl 0,1M, mas 0.2M, ..., mas NaCl 0,.8M.
Cada fraccidén se hizo reaccionar con pBR26 una hora a

37°C, observandose actividad nucleolitica en algunas frac-

ciones de los siguientes cultivos: (Fig. 6)

a) Streptomyces albus : 0.2, 0.5, 0.6 y 0.7 M de NaCl,

extracto crudo y extracto eluido,

b) Xanthomonas axonopodis : 0.7 M de NaCl, extracto

crudo y extracto eluido,
c) Arthrobacter sp: 0.3, 0.5,0.6, 0.7 M de NaCl, extrac-
to crudo y extracto eluido,

Se juntaron las fracciones activas de Streptomyces albus

Xanthomonas axonopodis y Arthrobacter sp, respectivamente,
Con estas fracciones se real izaron dobles digestiones u-
sando como sustrato tanto al pBR26 como al pBR322 de la si-
guiente manera: se digirieron ambos sustratos con la frac-
cién activa de cada especie durante 1.5 hrs a 37.C; se pa--
ré la reacciof calentandola a 65 C; se tomé una alicuota de
la mezcla de reaccidén y se digirié con EcoRl 30 min a 37 C.
Por otro lado, de la misma forma, se realizaran dobles
digestiones con las fracciones activas y Sall, y, por alti-
mo una doble digestién con Sall-EcoRl en ambos sustratos.

De estas reacciones sélo Streptomyces albus mantuvo su

actividad; sin embargo, no mostré realmente un patrén es-
pecifico., (Fig. 7)

Posteriormente las fracciones supuestamente activas de
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Fig., 7. Dobles digestiones con las fracciones activas de
las diferentes bacterias en pBR322 (fig. superior) y en
pBR26 (fig. inferior).

Carril A = DNA (control)

Carril B = DNA-Sall

Carril C = DNA-Arthrobacter sp.

Carril D = DNA-Streptomyces albus

Carril E = DNA-Xanthomonas axonopodis
Carril F = DNA-Sall-Arthrobacter sp

Carril G = DNA-Sall-Streptomyces albus
Carril H = DNA-Sall-Xanthomonas axonopodis
Carril | = DNA-Sall EcoRl

Carril J = DNA-Arthrobacter sp-EcoRl|

Carril K = DNA-Streptomyces albus-EcoR|

Carril L = DNA-Xanthomonas axonopodis EcoRI| 50




cada especie se pasaron por una columna de hidroxilapa-
tita de 2 ml, con el objeto de concentrarlas, eluyendo
con 2 ml de B.E., KoHPOL-KH2PO4 O.1M y 2 ml de la misma
solucién, pero 0.2 M,

Se efectuaron las reacciones correspondientes para

encontrar actividad en pBR322 y pBR26 sin éxito alguno,

Por otro lado, las fracciones activas de Streptomyces

phaeochromogenes se juntaron y se pasaron por una colum-

na de hidroxilapatita de 5 ml y se eluyeron con un gra-
diente lineal de 10mM a 200mM de fosfatos en 50 ml de
B.E., obteniéndose 3 fracciones activas de 4 ml. Se jun-
taron y se dializaron vs. B,E. 1:1 gl icerol, Sin embargo
al realizar las pruebas con dobles digestiones, se obser -
vé la presencia de exonucleasas inespecificas que inter-
ferian el patrén de digestién producido por la enzima.

Se repitié el ensayo con una mayor cantidad de células

de Streptomyces phaeochromogenes ( las obtenidas de 10 1i

tros de cultivoe) y se siguibé el tratamiento anterior. La
columna de fosfocelulosa utilizada en este caso fue de Lo
ml y la enzima se eluyé de la columna con 4OO ml de un gra
diente lineal de B.E. de 0.1 a 0.8 M de NaCl, colectando
82 fracciones de 3.5 ml c/u, muestreandolas de 5 en 5 para
probar su actividad., Las reacciones se ensayaron con.pBR
322 y se observaron en geles de agarosa, resul tando acti-
vas las fracciones 65 a la 74, con méxima actividad en la

fraccién 70. De esta fraccion se tomé una alicuota de 75
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ul y se digirieron 25 ug de pBR322 3hrs a 37°C; se rea-
1126 una extraccidn con fenol y cloroformo y se preci-
pité el DNA con etanol, se centrifugd y se resuspendid
en buffer TE (Tris 10mM, EDTA 1mM pH 8). De esta reac-
cién se tomaron muestras para realizar dobles digestio
nes con las siguientes enzimas: EcoRl, Hindl 11, BamHl,

pstl, Sall, Haelll y Hpall, de acuerdo a la tabla k:

TABLA L4,
ENZ I MA VOL, ENZIMA pBR322-Sphl TIEMPO DIGES-
TION A 37 C.
Pstl 0.5 ul 0.4 ug 30 min
Sall 2,0 ul 0.4 ug 60 min
EcoR| 0.5 ul 0.4 ug 30 min
Hindl 11 0.5 wl 0.4 ug 30 min
BamH|1 0.5 ul 0.4 ug 15 min
Hael I | 0.5 ul 1.0 ug 30 min
Hpal | 0.5 ul 1.0 ug 60 min

Las reacciones se observaron en gel de poliacrila-

mida al 7.5 %, el cual se ilustra en la fig. 8.

Por otra parte las fracciones activas 65-74 obteni-
das de la fosfocelulosa se pasaron por una columna de
hidroxilapatita de 8 ml, de la cual se obtuvieron cua-
tro fracciones activas que se dializaron vs. B R ESSaRlil
glicerol. Sin embargo la actividad de la fracciéndialli

zada fue baja y se encontrd exonucleasa,
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Fig, 8. Dobles digestiones en pBR322 con la fraccion

activa de Streptomyces phaeochromogenes (Sphl) y o-

tras endonucleasas de restricciéon: A= DNA-Sphl; B=
Sphl-Pstl; C= Sphl-Sall; D= Sphl-EcoRl; E= Sphl-Hindl ||
F= Sphl-Baml; G= DNA-Haelll; H= Sphl-Haelll; |= Sphl-

Hpall; J= DNA-Hpall.
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I11. 111, OPTIMIZACION DE LA ACTIVIDAD DE Sphl

Se buscaron las mejores condiciones de reaccién, va-
riando los diferentes factores del medio conforme a las
tablas 5, 6 y 7 cuyos resultados se observan en las fi-
guras 9, 10 y 11 respectivamente,

En todas las reacc iones se mantiene constante la con
centracién de 2ul de enzima Sphl en 20 ul totales y la
concentracién de DNA a 20 ug/ml, dejando reaccionar la

mezcla durante 1 hora a 37°C.

[11. IV. DIGESTION DEL SVA4O CON Sphl.

Ademas de las reacciones de Sphl con los sustratos
PBR322 y pBR26, se utilizd el DNA de SVA4O previamente di
gerido con la endonucleasa Hindlll. Se observé que Sphl
reconoce y corta en dos sitios al tercer fragmento gene-
rado por Hindlll. El medio de reaccién en esta digestidn
fue el siguiente:

66 ug/ml DNA SV40
60 mM Tris HC1 pH 7.5
50 mM NaCl
10 mM 2-mercaptoetanol
5 mM MgCl2
0,1 ul Sphi/ul de solucién,

El patrdn generado por esta reaccién se ilustra en la

figura 12, donde se compara con el patrén producido por

Hindl i1 en el SVL4O,
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Carril No.
Tris HEl pH 7s5
MgCl2

2-mercaptoetanol

NaCl
pBR322 (ug/ml)

Carril No,

Tris HCI pH 7.0
MgCly

NaCl
2-mercaptoetanol
Tris HCl pH 7.5
Tris HC1 pH 8.0

6mM
6mM
6mM
10mM
20

1
100mM
5mM
50mM

6mM
6mM
6mM
50mM
20

2
100mM
5mM
50mM
10mM

TABLA

3 L 5
6mM  6mM  6mM
6mM  6mM  6mM
6mM  6mM  16mM
100mM 300mM 10mM

20 20 20
TABLA

3 L 5

100mM 100mM =
5mM  5mM  5mM
50mM 50mM 50mM

20mM  50mM 2
= - 100mM

5, (Fig. 9 )

6 J 8 9 10 11 12
6mM 6mM  6mM 100mM 100mM 100mM 100mM
6mM  6mM  6mM 5mM  5mM  5mM  5mM
16mM 16mM 16mM - - - -

50mM 100mM 300mM 1QmM 50mM 100mM 300mM
20 20 20 20 20 20 20
&, (Fig. 10)

6 7 8 9 10 11 12

5aM 50iM  5mM  5mM  5mM  5mM  5mM
50mM 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM
10mM 20mM 50mM = 1OmM 20mM 50mM
iOOmM 100mM 100mM = = = =

100mM 100mM 100mM 100mM



Carril No.

Tris HC1 pH 7.0
Tris HC1 pH 7.5
Jris HCI pHI 6.5
NaCl
2-mercaptoetanol

MgC1
)

Fliigramd e

1

2

100mM 100mM

50mM  50mM

5mM

10mM
5mM

100mM

TABLA 7. (Fig. 11)

L

5

100mM 100mM

50mM 50mM 50mM

20mM
5mM

5mM

10mM
5mM

6

100mM
50mM
20mM
5mM

6mM

10mM
16mM
6mM

6mM

50mM
26mM
6mM

10mM
26mM
6mM

100mM 100mM 100mM

10mM 50mM 50mM

5mM

5mM

10mM

5mM
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A= DNA SVL40 digerido con HindlIl

B= DNA SV40 digerido con Hindlll y Sphl.

57



V. DISCUSION Y CONCLUSIONES,

E1 método utilizado en la purificacidn de estas en-
zimas es una simplificacidon del procedimiento seguido
para la purificacién de la endonucleasa EcoRl (Greene
et al, 1974). En comparacidn con otros procesos (Sume-
gi et al, 1977; Bingham et al, 1977; Bicle et al, 1977)
éste reduce el ndmero de pasos involucrados en la puri-
ficacién, como es la precipitacidén de acidos nucléicos,
En este caso, el uso de altas concentraciones de NaCl,
permite la disociacién de las enzimas unidas al DNA, de
esta forma al pasar el extracto por la fosfocelulosa,
sélo se adhieren enzimas afines a la resina, mientras
que los &cidos nucléicos se eluyen durante el paso de
la muestra y en el lavado, Las proteinas que se quedan
adheridas a la fosfocelulosa son eluidas por fuerza 16-
nica con un gradiente lineal de NaCl.

El siguiente paso en la purificacién, es el uso de u-
na resina de afinidad, hidroxilapatita, formada por cris
tales de fosfato de calcio, en la cual, las proteinas
son adsorbidas por la red cristalina y posteriormente e-
luidas con un gradiente de fosfatos. La naturaleza pre-
cisa de estas fuerzas de unidn no se conoce, sin embar-
go, la importancia de utilizar estas resinas radica en
poder lograr la separacién de la endonucleasa deseada de

otras proteinas que también son atines al DNA, tales co-



mo exonucleasas inespecificas. En muchos casos, incluyen
do a Hpal y Hpall, mediante el uso de estas dos resinas,
se logran rendimientos aceptables y se obtienen endonu-
cleasas libres de otras proteinas que no permiten la uti
lizacién de estas enzimas de restriccidn en experimen-

tos de recombinacidén in vitro.

Las enzimas de restriccién asi obtenidas pueden guar-
darse por meses en B,E. 1:1 glicerol a -20°C o congela-
das a -200°C en N2 liquido,

Entre las células ensayadas, el patrdn original de di

gestidn producido por Streptomyces albus, Xanthomonas a-

xonopodis y Arthrobacter sp sobre el pBR26 no se repitio

durante las dobles digestiones con ECoRI y Sall en las
cuales no se observé actividad de las nuevas enzimas, por
lo que, si se trata de endonucleasas de restriccion, las
condiciones del medio no fueron propicias para su estabi
lidad o bien, no se trata de endonucleasas especificas.
Sin embargo, mds adelante se buscaré repetir los experi-
mentos en condiciones diferentes. Por el momento se cen-

tré la atencidén en los resultados obtenidos de los ensa-

yos con Streptomyces phaeochromogenes .

En este caso la enzima obtenida, aunque no ha sido es
tabilizada en buffer de fosfatos, hay indicios de que en
buffer Tris se mantiene activa y estable, A pesar de es-
te problema, el patrén de digestidn que presenta se man-

tiene siempre constante y ésto implica que se trata de u-
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na endonucleasa especifica.

Tratando de encontrar las mejores condiciones de reac-
cibn para esta enzima, se realizaron algunas pruebas (Fi-
guras 9, 10 y 11) en donde se observa que, a pesar de ser
digestiones incompletas, se destaca mayor claridad en las
sig. condiciones:

a pH 7.0 Tris HCI--100mM Yy a pH 7.5 Tris HC1--6mM

MgCl,-=---- 5mM MgCiy ----6mM
NaGCl ==%== 50mM NaCl--10-50mM
2-M,E.---10-50mM 2-M,E.16-26mM

y se descartan las reacciones a pH menores de 7.0 y mayo-

res de 7.5.

Ahora, la especificidad de esta nueva endonucleasa de
restriccién denominada Sph |, de acuerdo a la nomenclatu-
ra propuesta por Danna y Nathans, puede determinarse por
los patrones obtenidos en el pBR322 y en el SVLO, ya que
la secuencia nucleotidica completa de estos sustratos es-
té perfectamente caracter izada (Bolivar et al, 1977; Fiers
et al, 1978, resp.).

Para localizar el sitio exacto que reconoce y corta la
enzima, se realizaron dobles digestiones con las endonu-

leasas Eco Rl, Hind |11, Pst |, Bam HI, Sal | que cortan

en un sblo sitio al sustrato, pBR322, y con Hae ll1 Yy Hpa
Il que lo crtan en varios. (Mapa Fig. 13).
En el patrdén obtenido de estas dobles digestiones (Fi-

gura 8), se puede observar que en el carril correspondien-
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119

B pBR322 Hae Il fragment # 15

5 (CGGGGGACTGTTGE6CGCCATCTCCTTGCATGC ACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGG

Fig. 13. A) Mapa de restriccién del pBR322,
B) Secuencia del fragmento 15 generado por

Haelll en el pBR322,



te a Sph I-Sal | (carril C), se genera un pequefio frag-
mento aparte del pléasmido 1ineal producido por la diges-
tién con una sola enzima ( en este caso por Sal 1| ). Es-

to indica que Sph | corta muy cerca del sitio de Sal |I.

En el carril Hae I11-Sph | ( H ) desaparece la banda #15
del carril Hae 111 ( G ), y en el carril Hpa II1-Sph I @D)

desaparece la banda 11A del carril Hpa II (J)o.

En el mapa de restriccibén del pBR322 (Fig. 13) se ob-
serva que la banda 15 generada por Hae 11l coincide con
un fragmento de la banda 11A generada por Hpa Il.

Recurriendo a la secuencia nucleotidica del pBR322 -
(Sutcliffe, 1978), el fragmento #15 que comprende Hae 111
(Fig. 13A), contiene un sélo palindrome no reconocido por
ninguna otra endonucleasa de restriccién reportada a la
fecha., Esta secuencia es: 5'-GCATGC.

Poster iormente se buscaron en la literatura otros po-
sibles sustratos que contuvieran esa secuencia, encontran-
dola repetida en el genoma de SVHQ (Fiers et al, 1978) en
el fragmento C de Hind 111 (Figs.12'y 15)<

Ahora bien, si realmente es la secuenc ia reaconoc ida
por Sph |, deben generarse tres fragmentos al digerir SvL4o
con esta enzima, Con esta hipdtesis se realizd la diges-
tién de SV40 con Sph | previamente digerido con Hind 111
(Fig. 12 ) y se observd que efectivamente el fragmento '"C"
generado por la digestidn simple con Hind 111 desaparecia
en la doble digestidn, originando 3 nuevos fragmentos, lo

cual verificaba la existencia y localizaciébn de los sitios
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£9

SVv40

A/C

5'

Elligis

.AAAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTA

CTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAA
ATAAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGG
GCGCAGTTAGGCGCGGGATGCGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGT
TGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGG
GAGCCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTG
CCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACAT
TCCACAGCTGGTTCTTTCCGCCTCAGAAGGTACCTAACCAAGTTCC
TCTTTCAGAGGTTATTTCAGGCCATGGCTGCGCCGGCTGTCACGCC
AGGCCTCCGTTAAGGTTCGTAGGTCATGGACTGAAAGTAAAAAAAC
AGCTCAACGCCTTTTTGTGTTTGTTTTAGAGCTTTTGCTGCAATTT

TGTGAAGGGGAAGATACTGTTGAC... C/L

15. Secuencia nucleotidica del fragmento C generado por Hindlll en SVLO.



de Sph | en el DNA de SVLO, Estos sitios estén locali-

sados cerca del origen de replicacidn del DNA (Fig. 14)

en 0.687 (Fiers et al, 1978; Subramanian et al, 1977) .
En el pBR322 el sitio esta local izado en el gene

que codifica para resistencia a tetraciclina (Fig. 13A).

Hasta ahora se puede concluir que se cuenta con una
nueva endonucleasa de restriccidn clase 11, Sph 1, cuyo
sitio de reconocimiento es muy probablemente 5! -GCATGC,
lo cual se espera verificar exper imentalmente de acuer-
do al método propuesto por Sanger y Coulson (Sanger et
al, 1975), utilizando un fragmento de DNA que contenga ,
a esta secuencia. De estos resultados también se deduci-
rd el tipo de extremos generados por la enzimas.

Sph | presenta dos ventajas importantes sobre otras
endonucleasas de restriccidn:

1. Corta al vehiculo pBR322 en un sélo sitio en el ge
ne de resistencia a tetraciclina, y por lo tanto, provo-
ca su inactivacidén, Como se menc iond anter iormente, ésta
es una earacteristica muy Qtil en exper imentos de clona-
cibén molecular.

2. Es la Gnica endonucleasa de restriccidn que recgng
ce un palindrome que incluye la secuencia 5'-CATG, y ésto
puede tener trascendencia en el estudio de genes especifi
cos, ya que el triplete ATG es el coddén de iniciaciéé pa-

ra la sintesis de proteinas.
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DNA SV40

Fig. 14, Mapa de restriccion de Hindl 1| en SVLO,

El origen de replicacidén de este genoma se encuen-

tra aproximadamente en 0.663.
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La aportacién de este trabajo constituye una herramien
ta mas para la Ingenieria Genética Molecular, destacando-
se que el aspecto mas importante que caracteriza a las en
donucleasas de restriccidén en general, es, precisamente
su gran utilidad, Estas enzimas han facilitado enormemen-
te el anadlisis de la estructura del DNA, permitiendo el
mapeo fisico y la secuenciacidon de éste, asi como la cons
truccidn de nuevos genomas y moléculas recombinantes, a-

demas del aislamiento de genes especificos.
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