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I. INTRODUCCION Y OBJETIVO

En los últimos 10 años se ha desarrollado una serie de

metodologlas cuya principal contribución a la ciencia ha

sido la aportación de información básica acerca de proce- 

sos biológicos fundamentales, tales como la regulación y

el funcionamiento de los genes, así como su estructura y

organización molecular. 

Estas metodologlas conocidas en conjunto por diversos

nombres: " Ingeniería Genética Molecular", " Recombinación

in vitro de Acidos Nucleicos", Manipulación Genética" o

Clonación Molecular de Acido Desoxirribonucléico ( DNA)" 

Bolívar, F. en prensa), tienen como objetivo principal

colaborar en el conocimiento de la biomolécula más impor- 

tante para la vida, el DNA, a través de la construcción

de moléculas recombinantes, abriendo nuevos horizontes en

la Biología Molecular. 

Un evento de recombinación in vitro de DNA es, en esen

cia, la unión de dos o más fragmentos de DNA, para dar lu

gar a una molécula " híbrida" o recombinante capaz de re- 

plicarse por sí misma cuando uno de los fragmentos es un

replicón ( Collins, 1977). 

Esta nueva molécula híbrida puede ser introducida en

células bacterianas por " transformación" ( Cohen, S. et al

1973) tratando las células con CaC12 y, posteriormente, 
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puede ser multiplicada por división celular. Esta metodo- 

logía se ha denominado Clonación Molecular de DNA, por la

analogía que existe con el concepto de cona celular. 

Ahora bien, el elemento que le da a la molécula recom- 

binante la capacidad de replicarse es el vehículo o vector

molecular, el cual puede estar constituido por una molécu- 

la circular de DNA, como por ejemplo un plásmido, que debe

reunir las siguientes características: 

a) Ser lo más pequeño posible. 

b) Tener un mínimo de dos marcadores genéticos. Esto es, 

genes que, entre una gran población de células, per- 

mitan la selección de la bacteria que los lleva. Co- 

mo ejemplo, los genes que confieren resistencia a an- 

tibióticos. 

c) Tener un sitio único, de preferencia en uno de los ge

nes marcadores, para la enzima de restricción con la

que se va a recombinar in vitro. Las enzimas de res- 

tricción son proteínas capaces de cortar internamen- 

te al DNA en sitios específicos. ( Ver más adelante). 

Cuando se realiza un experimento de recombinación in vi- 

tro y clonación molecular, se digiere con una enzima de res

tricción tanto al vehículo molecular como al DNA que se de- 

sea insertar. Posteriormente se unen estos DNA en forma co- 

valente mediante la enzima ligasa de DNA. Después con estas

moléculas recombinantes se transforma la célula receptora

2



normalmente E. coli), es decir, se introduce el vehículo

a la célula huésped, en donde se replica manteniéndose

por generaciones ( Fig. 1). 

Por medio de estas metodologlas se pueden clonar frag

mentos de DNA de cualquier origen. Estos fragmentos pue- 

den ser generados de cuatro formas: 

1) Por síntesis química de DNA. Esto se ha hecho para

genes que codifican para las hormonas insulina ( Goeddel, 

en prensa) y somatostatina ( Itakura et al, 1977). 

2) Otra forma consiste en romper al DNA por medios me- 

cánicos ( 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 último método es el uso de las enzimas de restric

ción, de las cuales se hablará ampliamente en los siguien- 

tes capítulos. 

1. 1 ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION. 

Hacia 1943, Luria y Delbruck observaron que al infectar

E. coli con un exceso de baoteriófago virulento Ti la ma- 

yoría de las bacterias morían y se lisaban, pero un número

muy pequeño de ellas sobrevivían dando lugar a colonias re

sistentes al fago, transmitiendo esta propiedad a sus des- 

cendientes. ( Luria et al, 1943). A esta adaptación de las
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bacterias al medio se le denominó fenómeno de variación

Luria et a1, 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 " restricción -modificación" de las células

bacterianas, en donde principalmente actúan dos enzimas: 

a) una endonucleasa que reconoce una secuencia específi- 

ca de bases dentro de cualquier DNA, portando sus dos ca

denas y b) una enzima de modificación que reconoce y modi

fica la misma secuencia en el DNA, dejando decser un sus

trato para la enzima de restricción. De aquí se les lla- 

mó a estas enzimas " endonucleasas de restricción", que es

trictamente son " endodesoxirribonucleasas de restricción" 

ya que utilizan como sustrato único al DNA rompiendo unio- 

nes fosfodiester internas en sitios específicos. 

El estudio bioquímico de sistemas de modificación -res- 

tricción comenzó en 1968, cuando se aisló la primera enzi

ma de restricción, la cual no fue útil analíticamente por

que no era específica 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- 

tricción específica a la que denominaron Hind 1 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 SV40. 
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I. II. PROPIEDADES. 

Las endonucleasas de restricción, de acuerdo a su es- 

pecificidad en cuanto al sitio de DNA que reconocen y cor

tan, están divididas en dos grupos: clase I y clase II. 

a) Endonucleasas de restricción de clase 1. Estas en- 

zimas requieren adenosín- trifosfato ( ATP), S adeosil- me- 

tionina ( SAM) y
Mg2+. 

Aparentemente reconocen sitios es- 

pecíficos dentro del DNA, pero lo cortan inespecificamen- 

teoriginando fragmentos totalmente heterogéneos, por lo

cual, es difícil detectarlas y son poco útiles en la prac

tica. 

b) Endonucleasas de restricción de clase 11. En contra

posición a las antes mencionadas, estas enzimas reconocen

2+ 

y cortan secuencias específicas de DNA, sólo requieren Mg

y generan fragmentos bien definidos. Las secuencias que re_ 

conocen son de 4, 5 6 6 pares de bases y generalmente son

secuencias palindrómicas, es decir, en las dos cadenas de

DNA existe un centro de simetría, a partir del cual, las

bases hacia ambos lados son simétricamente complementarias. 

Por ejemplo: 

5' ... AAGCTT... 3' 

3' ... TTCGAA... 5' 

donde el centro de simetría 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 restricción de clase 11

existen los isozquisómeros ( Roberts, 1976) o enzimas espe

cíficas de diferentes fuentes que reconocen la misma se- 

cuencia nucleotídica; estas pueden romper en el mismo si- 

tio dentro de la secuencia reconocida, como Hap 11, Upa 11

y Mno 1 ( 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 1: C' CCGGG y Sma 1: CCC' GGG. El nombre de

las enzimas de restricción se deriva del organismo del cual

orovienen. ( Ver tabla 1). 

Tipos de extremos generados. 

Cuando el DNA es digerido con una endonucleasa de res- 

tricción se pueden generar fragmentos con extremos salien

tes o " cohesivos" y fragmentos con extremos " rasurados" , 

dependiendo de cual enzima se trate. ( Fig. 2). 

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 Hqa 1, 11.2t1 1, Mbo 11

y Mni 1. Además, las secuencias que reconocen estas cuatro

enzimas no son palindromes. 

Una endonucleasa de restricción reconoce una secuencia

específica, que se repite en promedio, cada determinado nú
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mero de pares de bases. Por ejemplo, probabilisticamente

una secuencia específica de cuatro pares de bases se re- 

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

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

ño del DNA a tratarse, puede tenerse una idea del número

de fragmentos que generaría una enzima de restricción de- 

terminada. 

Es importante hacer notar que una enzima de restricción

no destruye el DNA del organismo que la produce, y las es

peculaciones al respecto son: 

a) Que la secuencia específica que reconoce la endonu- 

cleasa no esté contenida en el genoma de la cepa que la

produce. 

b) Que la célula contenga algún inhibidor de la enzima. 

c) Que el sitio que reconoce haya sido modificado de al_ 

guna forma como la metilación de alguna de sus bases. Sin

embargo, a la fecha se han encontrado dos endonucleasas

clase 11 capaces de hidrolizar al DNA metilado en la se- 

cuencia que reconocen: Dpn 1 ( Lacks et al, 1975) y Msp 1

Waalwijk et al, 1578). 

Las endonucleasas de restricción clase 1 pueden hidro- 

lizar al DNA metilado en una sola cadena cuando la modifi- 

cación se encuentra en el sitio de reconocimiento, mientras

que las de clase 11 no pueden utilizar como sustrato al

DNA modificado en una sola cadena; pero este sí seria un
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sustrato para el sistema de modificación. Una enzima de

modificación actúametilando a la base complementaria a

aquélla ya metilada. 

1. 111. EXISTENCIA

La mayoría de estas enzimas se ha detectado princi- 

palmente en el reino bacteriano, aunque hay evidencia de

que endonucleasas de clase 1 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 lOg

de células de Haemophilus aeqyptius se ha aislado sufi- 

ciente enzima Haelll como para digerir completamente 109

de DNA de bacteriofago lambda, mientras que en otros ca- 

sos resulta casi imposible aislar suficiente enzima para

poder caracterizarla. 

La tabla 1 presenta las enzimas de restricción y modi- 

ficación que hasta ahora se conocen. 

En esta tabla, la primera columna indica la fuente de

obtención 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 microorganismo del cual fueron extraidas, ( en

algunos casos se agrega una cuarta letra para designar la

cepa), el número 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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I. IV. CARACTERIZACION. 

Pocas endonucleasas de restricción han sido caracte- 

rizadas genética y bioquímicamente. Una excepción es

EcoRI, 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.( Doyer et al, 

1974: Dussoix et al, 1974). También se sabe que, tanto

esta enzima como EcoRII son codificadas por plásmidos

Arber et al, 1965; Smith et al, 1976), mientras que

BsuRI 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" bioquímicas y no en la descripción de la proteina

misma en relación a su composición de subunudades, pe- 

so molecular, composición de aminoácidos, etc. Por es- 

ta razón, la característica fundamental a determinar, 

es la secuencia nucleotídica que la enzima reconoce, y

la optimización de algunos factores que afectan la es- 

tabilidad enzimática como son: pureza, temperatura, pH

concentración de NaCl. Para determinar la actividad en_ 

zimática es necesario conocer los requerimientos de

Mg2+ 
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 37ÓC y en un volumen final de

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

11. 1. CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 

a) Haemophilus parainfluenzae. 

Estas células se cultivaron en microfermentador en un

medio conteniendo 379 de caldo cerebro- corazón, 0. 2 ml de

solución patrón de dinucleótido de nicotinamida- adenina

NAD 10 mg/ ml) y 10 ml de solución patrón de hemina por

litro ( 0. 1% de hemina en 4% trietanolamina esterilizada

a 65 * C, 15 min. y guardada a 4* C), se esterilizó por fil

tración y se guardóa - 20° C. Un cultivo de 500 ml inocula- 

do con una sola colonia y crecido durante 16 horas se uti

lizó para inocular 12 litros de medio en el microfermenta

dor; esta mezcla se incubó durante 7 horas a 37° C con agi

tación continua ( 300- 500 rpm). 

El incremento en la densidad celular se midió en un fo

tómetro Klett- Summerson usando un filtro verde. Las célu- 

las se centrifugaron cuando la densidad celular dejó de

aumentar ( 400- 600 unidades Klett). 

b) Streptomyces albus NRRL- 5778 y Arthrobacter 52. NRRL- 

63726. 

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 ' C

con una agitación de 200 rpm. 

d) Streptomyces lieskei BM - 11- 104 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 inóculo en cada caso se preparó creciendo el microor

ganismo en placas con medio completo ( el mencionado para

cada bacteria) durante 96 hrs hasta esporulación. Se colec

taron las esporas y se agregaron a 10 ml de NaC1 al 0. 85 % 

formando una suspensión que se adicionó 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, 1 ml de Twen 80 ( detergen- 

te), 2 g de K2HPO4, 5 g de acetato de sodio, 0. 2 g de MgS01-4

7H20, 0. 2 g de MnS04 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 agitación

a 29 C. Después se transfirieron a dos matraces contenien

do, cada uno, un litro de medio, se incubaron a 296C du- 

rante 80 hrs, agitando a 200 rpm. 

Las especies Arthrobacter NRRL- B374, Streptomyces

albus NRRL- B5778 y Streptomyces phaeochromoqenes NRRL- 

B3559 fueron donadas por el Northern Regional Research La

boratory, Peoria, E. U. a través del Dr. Sergio Sánchez, 

del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Xantho- 

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

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

kei fue donada por el Dr. Sergio Sánchez. 

f) Como huéspedes de los plásmidos 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 %, NaC1 al 1. 0 % 

y NaOH 2. 5 mM, incubando a 37 C con agitación durante 12

horas. 

11. 11 PREPARACION DE LOS SUSTRATOS ENZIMATICOS. 

Los sustratos utilizados para probar la actividad en- 

zimática fueron los plásmidos pBR322, pBR26 y pMB9 ( Bolí- 

var et al, 1977 a y b), purWcados de acuerdo al método

clescrito 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 minima M9 ( 20 ml de glucosa al 20 %, 409 de casa- 

minoácidos( Difco), 10 ml de M9SO4 0. 1M, 10 ml de CaC12

0. 01M, 100 ml de sales 10X ( por litro: 132g de Na2HPO4- 

7H20, 309 de KH2PO4, 59 de NaC1, lOg de NH4C1). 

3. Incubar a 37° C con agitación y aireación hasta Ile - 

gar a una densidad de 4. 5 x 108 células/ ml ( 35- 40 unida

des Klett, filtro rojo) y agregar antibiótico para am- 

plificar( Clewel et al, 1972). Continuar la aireación du

rante 16 + 2hrs. 

4. Centrifugar 10 min a 6, 000 rpm, a 4* C en el rotor GSA

Sorvall). 

5. Congelar las células. 

6. Resuspender las células en 10 m1/ 1 de sacarosa al 25 %, 

Tris pH 8 50 mM, EDTA pH 8 imM y manteer en hielo. 

7. A 4° C añadir: 2m1 de EDTA 0. 25mM pH 8, 1 ml de lisozi- 

ma ( 5mg/ m1) en Tris HC1 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 guitar la DNAsa. 

8. Mezclar y dejar reposar en hielo durante 15 min. 

9. Agregar 3 ml de mezcla lítica Triton 3X ( 3 ml de tri- 

tón 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

4° C. 
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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). 

11. Decantar inmediatamente el sobrenadante a una probe- 

ta de plástico graduada, anotar el volumen y pasarlo a

una botella de plástico 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 frío saturado. ( solución amortiguadora de fenol sa- 

turado: mezcla 1: 1 de fenol y Tris HC1 50mM, NaC1 100mM

pH7. 5, equilibrar toda la noche con agitación a 4° C). 

Mezclar y agregar un volumen de cloroformo igual al del
fenol. 

14. Centrifugar 10 min a 6500 rpm y 4° C en el rotor HS - 4

15. Remover la fase superior ( acuosa) y pasarla a otra

botella. ( Evitar la película de proteina desnaturalizada

de la interfase). 

16. Agregar lentamente 1/ 30 del volumen de NaC1 5M a la

fase acuosa. Añadir 2. 2 volúmenes de etanol a - 20° C. Dejar

reposar a - 20° C por 3 hrs o más. 

17. Centrifugar 45 min a 7, 000 rpm a - 5° C en el rotor HS - 4. 

Descartar el sobrenadante y secar el exceso de líquido de

la botella con una corriente de aire suave. 

18. Resuspender el precipitado en 4 ml de agua. Agregar 1 ml

de glicerol 80 % y mezclar suavemente ( el glicerol hace a

la solución más densa, de tal manera que el DNA baja en la
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en la superficie de la columna.) 

19. Colocar la suspensión en una columna de 2 X 35 cm de

A50 ( BioRadl( particulas de gel de agarosa para la croma- 

tografía por filtración) equilibrada con solución amortigua

dora A50 ( Tris 50mM, NaC1 500mM pH 8, NaN3 1mM, EDTA 1mM

pH 8.). Colectar fracciones de 4 ml a temperatura ambiente. 

20. Determinar la densidad optica a 260 nm para cada frac- 

ción ( D. O. de 1. 0 = 50g de DNA/ m1). El DNA generalmente se

encuentra entre los tubos 12 y 20. 

21. Juntar las tracciones que contienen DNA. Agregar 2 vo- 

lúmenes de etanol a - 20° C, congelar oor una hora o más. 

Centrifugar en el rotor HS - 4 60 min a 6, 500 rpm y a 50C. 

22. Secar el precipitado con aire. 

23. Resuspender el precipitado en 2. 1 ml de solución amor- 

tiguadora TEN ( Tris HC1 10 mM pH 7. 6, NaC1 10 mM, EDTA 1mM) 

por cada 500 g de DNA. 

24. Gradiente isoplcnico a equilibrio en cloruro de cesio/ 

yoduro de propidio ( PdI). 

Preparación del gradiente: 

Agregar a los tubos 5m1 de nitrato de celulosa ( 1/ 2" x 2") 

por tubo: 2. 2g de CsC1 sólido y 2. 1 ml de DNA en TEN ( los

tubos no deben contener más de 500g de DNA c/ u). A partir

de este momento se debe trabajar en la oscuridad porque el

Pdi reacciona con la luz. Agregar 150 ul de Pdl ( solución

de 2mg/ m1). 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. El DNA en el gradiente se puede ver con luz U. V. dado

que el Pdi fuoresce en presencia de ésta. Se observan 2

bandas: la superior contiene al DNA bacLeriano y de plás- 

mido roto, la inferior es el plásmido superenrollado co- 

valentemente cerrado ( los intermediarios de replicación

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 plgsmido en un tubo. 

28. Montar una columna pequeña ( 2 6 3m1) de resina de in- 

tercambio jónico ( Dowex 50W - X8 BioRad, tratada con ácido

y luego base 1N c/ u, heutralizada y almacenada en Tris HCI

0. 1M pH 8, NaC1 0. 5M), equilibrada con 10 ml de solución

amortiguadora de resina Dowex ( Tris HCI 50mM pH 8, NaC1 1M, 

EDTA 1mM), por cada ml de resina. 

29. Diluir el DNA 1: 1 con amortiguador de Dowex y 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 así, pasar la fracción eluida por otra co- 

lumna igual. 

30. Dializar el DNA contra 2. 4 litros de Tris- HC1 10mM, EDTA

1mM pH 8, por 12 horas o más a 4° C. Cambiar la solución y

seguir dializando 6 horas o más. 

31. Sacar de la bolsa de diálisis y precipitar añadiendo 1/ 20

del volumen de NaC1, 2. 2 volúmenes de etanol a - 20° C por 3 hrs
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32. Centrifugar: rotor HS - 4, 6, 500 rpm, 1 hr a - 5dC. 

33. Resuspender en 0. 5- 1 ml de TEN. Checar la D. O. A 260

nm para determinar la concentración de DNA ( usualmente

0. 5- 1 mg/ ml). Guardar a - 20dC. 

III. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA Y POLIACRILA- 

MIDA. 

Para observar los fragmentos de DNA generados por las

enzimas de restricción, se coloca la mezcla de reacción

en geles de agarosa o acrilamida, en donde los fragmentos

son separados en orden de tamaños por sus pesos molecula- 

res. La técnica de preparación de estos geles se llevó a

cabo de acuerdo a las condiciones descritas por Bolívar et

al, 19771

a. Preparación 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 solución amor- 

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

EDTA 2. 5mM., H3B03 90mM, pH 8. 2) calentando hasta ebulli- 

ción. 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 interna 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 lg de DNA. La electro- 

foresis se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 1

hora, a 150V. 
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b. Preparación de geles de poliacrilamida al 7. 5 % ( para

fragmentos de 0. 015 a 1Md). 

Se mezclan 3 ml de solución amortiguadora Tris -boratos - 

EDTA 10X, 7. 5 ml de solución 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 vacío y se adicionan 15 ul de TEMED ( N, N, N', N'- 

tetrametiletilendiamina BioRad) y se vacía en el molde de- 

jando gelificar. En este caso la electroforesis se realiza

a 200V durante 1 hr. 

Terminada la electroforesis se tiñen los geles en una

solución de brwuro de etidio de 4mg/ m1 ( Clabiochem) y se

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

Para fotografiar los geles se usó un filtro de gelatina

amarillo No. 9 KodaK Wratten y película polaroid NP tipo SS

con una cámara MP - 5 Polaroid. 

11. IV. DETERMINACION DE ACTIVIDADES PARA FRACCIONES OBTE- 

NIDAS DE LAS COLUMNAS DE CROMATOGRAFIA. 

Las reaccionesL para determinar la actividad de las en- 

zimas se realizaron en el siguiente medio: 

Tris HCI 6mM pH 7. 5

MgC12
6mM

2- Mercap- 6mM
toetanol

DNA pBR 26 1 ug

Fracción en- 2 ul
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en un volumen final de 30 ul. Tomando la muestra enzimá- 

tica de 2 ul cada 5 fracciones. 

Esta mezcla se incubó 1 hr a 37° C. Posteriormente se

corrióla electroforesis en agarosa, colocando una mues- 

tra en cada carril. 

En el caso de la cromatografia en fosfocelulosa se mi- 

dió la conductividad a las fracciones obtenidas y se com- 

pararon con una curva patrón de NaC1 vs. conductivicWd. 

De esta manera se determinó la concentración de NaC1 con

la que eluyeron las fracciones activas observadas en los

geles. 

11. V. PURIFICACION DE ENDONUCLEASAS DE RESTR1CCION. 

La purificación de las enzimas se reaclizó conforme el

el método descrito por Greene et al, 1978. 

a. Preparación del extracto celular. ( Para 509 de células) 

Todos los pasos realizados a 4° C. 

1. Resuspender las células congeladas en 200 ml de solu- 

ción amortiguadora de extracción B. E.: K2HPO4 pH 7. 0, 2- 

Mercaptoetanol 7mM, EDTA 1mM pH 8, NaN3 1mM. Más NaC1 0. 4M. 

2. La suspensión celular se somete a sonificación 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 solución amortiguadora más Wat: 1 0. 1M

con un conductimetro. 

5. Pasar el sobrenadante por una columna de fosfocelulosa

de 200 ml. 

b. Cromatografía en fosfocelulosa Whatman P11. 

1. 125g de fosfocelulosa Whatman P11 se suspenden en una

solución 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 demás materia particulada. 

3. Filtrar al vario. 

4. Lavar 3 veces, cada vez con 4 litros de agua desioni- 

zada, agitando 15 min, reposando y succionando el sobrena- c

dante. 

5. Ajustar el 131- i a 7. 0 con NaOH 1M. 

6. Resuspender la resina en 4 litros de NaOH 0. 1N y agitar

30 min a T. A. 

7. Decantar el sobrenadante por succión y filtrar al vacío. 

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 HCI 1. 0N

10. Resuspender en B. E. más NaC1 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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libradó a la conductividad del buffer de la columna. 

13. Lavar con varios volúmenes de B. E. más NaC1 0. 1M

14. Eluir con un gradiente lineal de B. E. más NaC1 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 Hpai y otra de 27. 5 ml para las fracciones de Hpall. 
2. Ambas columnas fueron empacadas y equilibradas con B. E. 

más NaC1 0. 2M. 

3. Las fracciones activas obtenidas de la fosfocelulosa

fueron aplicadas directamente a sus respectivas columnas. 

4. Se lavaron las columnas con una cantidad de 3 veces su

volumen con B. E. más 0. 2M de NaCl. 

5. Las enzimas se eluyeron con un gradiente lineal de fos

fatos co oc volumen equivalente a 10 veces el tamaño de

cada columna, aumentando la concentración de 10 a 200mM

de K2HPO4- KH2PO4 pH 7. 0 conteniendo EDTA 1mM, 2 - mercapto - 

etanol 7mM, NaN3 1mM y NaC1 0. 2M, colectando las fraccio- 

nes de 1. 5 ml para la columna chica ( Bpal) y de 3m1 para

la grande ( Hpall). 

6. Se determinaron las fracciones activas usando como sus- 

tratos al pBR322 y al pBR26. Se ¡ untaron

y se dializaron. 

respectivamente
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d. Diálisis. 

Las fracciones activas obtenidas se dializaron contra

una solución amortiguadora de K2HPO4- KH2PO4 pH 7. 0 20mM, 

NaC1 0. 2M, EDTA 1mM, 2 mercaptoetanol 7mM, NaN3 1mM, di- 

luida 1: 1 glicerol grado espectrofotométrico. 

La diálisis concentra 3 veces la actividad enzimática

y las enzimas en esta solución son estables por muchos me- 
ses guardadas a - 20° C. 

f. Titulación de las enzimas y detección de exonucleasas. 

1. Titulación: 

Con las enzimas obtenidas se realizaron las sig. reac- 

ciones: 

Para Hpal

Para Hpall

13 ug DNA pMB9 ( 0. 8ug/ 0

26 ul Buffer 10X Hpal ( Tris HCI 100mM pH 7. 5

MgC12 50mM, 2M. E. 10mM) 

4 ul Hpal

260 ul totales, incubando a 376C, tomando all

cuotas en diferentes tiempos. 

13 ug DNA pBIR522 ( 1. 15 ug/ ul) 

26 ul Buffer 10X Hpall ( Tris HC1 pH 7. 5
60mM, MgC12 60mM, 2M. E. 60mM) 

3 ul Hpall

en 260 ul totales, incubando a 37° C por 90 min y tomando a- 

lícuotas en diferentes tiempos. 

2. Presencia de exonucleasas. 

Para detectar la presencia de alguna exonucleasa se di - 

38



girieron 2 ug de pl3R26 con un ul de 1- 12ª1 y 2 ug de pffil322 con

un ul de Hpall en 20 ul totales durante 3, 6 y 12 hrs de

incubación a 37° C. Todas estas reacciones se sometie- ron

a electroforesis en poliacrilamida al 7. 5 % durante 1

hr a 200V y T, A, 39



III. RESULTADOS. 

111. 1. PURIFICACION DE Hpal y Hpall. 

El extracto celular para la obtención de Hpal y Hpall

se preparó con 50g de células congeladas de Haemophilus

parainfluenzae diluidas en 200 ml de B. E. más NaC1 0. 4 M, 

el cual, después de sonicarlo y diluirlo, se pasó por una

columna de 220 ml de fosfocelulosa y se eluyó con un gra- 

diente lineal de NaC1 de 1200 ml en la misma solución. Se

colectaron 240 fracciones de 5 ml c/ u, cuya concentración

de NaCl se determinó de acuerdo a la curva patrón de con- 

ductividad vs. concentración de NaC1 ( 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 milionm-
1

y una

concentración de MaCI de 0. 21 a 0. 3M, con máxima actividad

en 12. 5 mi1iohm-
1

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 miliohm-

1
y

0. 317 a 0. 445 M de NaCl. Su máxima actividad se obtuvo en

la fracción 130 a 16. 1 mi1iohm-
1

y a 0. 32 M de NaCI. ( Figs

3 y 4; tabla 3). 

La conductividad de las fracciones se midió en el con- 

ductimetro y , a partir de la curva patroh, se interpoló

la concentración de NaC1 correspondiente. Estos resultados

se presentan en la tabla 3. 
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Fig. 4. Curvas de Actividad obtenidas pard Lipal k y Hpallo
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TABLA 2. 

CONCENTRACION NaC1

mol/ litro

0. 10

0. 15

0. 20

0. 25

0. 30

0. 35

0. 40

0, 45

0. 50

0. 55

0. 60

0. 65

0. 70

3. 75

0. 30

0. 85

0. 90

0. 95

1. 00

CONDUCTIVIDAD

1

mili ohm

5. 6

7. 5

11. 4

14. 5

16. 0

19. 9

20. 0

22. 5

27. 5

29. 1

32. 0

34. 0

36. 0

36. 0

40. 0

41. 0

143. 0

45. 0

148. 0
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FRACCION No. 

TABLA 3. 

CONDUCTIVIDAD NaC1 ACTIVIDAD

1

mili ohm mol/ litro

1 6. 6 0. 135

5 6. 1 0. 120

10 6. 1 0. 120

15 5. 5 0. 112

20 5. 4 0. 110

25 5. 9 0. 120

30 5. 9 0. 120

35 5. 5 0. 112

40 6. 9 0. 140

45 7. 5 0. 150

50 9. 0 0. 180

55 10. 3 0. 205 5

60 10. 5 0. 210 10

65 11. 5 0. 230 10

70 11. 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. 1 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



FRACCION No. CONDUCTIVIDAD NaC1 ACTIVIDAD

1
mili ohm mol/ litro

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. 360 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 observó 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 observó ningún " barrido" que

indicara la presencia de exonucleasas. 

111. 11. ENSAYOS. 

En la búsqueda de actividad endonucleolítica especifica

se realizaron ensayos con las sig. bacterias: 

a) Streptomyces albus NRRL- 5778

b) Xanthomonas axonopodis BM - 21- 302

c) Arthrobacter species NRRL- B3726

d) Streptomyces lieskei BM11- 104

e) Leuconostoc mesenteeoides 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

1+ 6
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Fig. 6. Ensayos enzimáticos con diferentes bacterias. 

M= extracto crudo. E= extracto eluido. L= lavado. Las frac- 

ciones decimales indican la concentración correspondiente

de NaC1 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 última a Streptomy- 

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

de 5 ml, a 4° C y se eluyeron con fracciones sucesivas de

5 ml de B. E. más NaC1 0. 1M, más 0. 2M, ..., más NaC1 0. 8M. 

Cada fracción se hizo reaccionar con pBR26 una hora a

37° C, observándose actividad nucleolítica en algunas frac- 

ciones de los siguientes cultivos: ( Fig. 6) 

a) Streptomyces albus : 0. 2, 0. 5, 0. 6 y 0. 7 M de NaC1, 

extracto crudo y extracto eluido. 

b) Xanthomonas axonopodis : 0. 7 M de NaCI, extracto

crudo y extracto eluido. 

c) Arthrobacter 0. 3, 0. 5, 0. 6, 0. 7 M de NaC1, extrac- 

to crudo y extracto eluido. 

Se juntaron las fracciones activas de Streptomyces albus

Xanthomonas axonopodis y Arthrobacter sp, respectivamente. 

Con estas fracciones se realizaron dobles digestiones u- 

sando como sustrato tanto al pBR26 como al pBR322 de la si- 

guiente manera: se digirieron ambos sustratos con la frac- 

ción activa de cada especie durante 1. 5 hrs a 37° C; se pa— 

ró la reacciofi calentándola a 65° C; se tomó una alícuota de

la mezcla de reacción y se digirió con EcoR1 30 min a 37° C. 

Por otro lado, de la misma forma, se realizaron dobles

digestiones con las fracciones activas y Sall, y, por últi- 

mo una doble digestión con Sall- EcoR1 en ambos sustratos. 

De estas reacciones sólo Streptomyces albus mantuvo su

actividad; sin embargo, no mostró realmente un patrón es- 

pecífico. ( Fig. 7) 

Posteriormente las fracciones supuestamente activas de

49



CD (. 2 Cl U-1 - 2

NO pon - 

loion kisb

111 ihf loim; 
pul

146.46Joiu

Fig. 7. Dobles digestiones con las fracciones activas de

las diferentes bacterias en pBR322 ( fig. superior) 

pBR26 ( fig. inferior). 

Carril A = DNA ( control) 

Carril B = DNA - Sall

Carril C = DNA - Arthrobacter 2. 

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 I = DNA - Sall EcoRI

Carril J = DNA - Arthrobacter sp- EcoRi

Carril K = DNA- Streptoruces albus- EcoRI

Carril L = DNA - Xanthomonas axonopodis EcoRI

Y en
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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. K2HPO4- KH2PO4 0. 1M y 2 ml de la misma

solución, 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 St_reptomyces

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 glicerol. Sin embargo

al realizar las pruebas con dobles digestiones, se obser- 

vó la presencia de exonucleasas inespecíficas que inter- 

ferían el patrón de digestión producido por la enzima. 

Se repitió el ensayo con una mayor cantidad de células

de Streptomyces phaeochromoqenes ( las obtenidas de 10 li

tros de cultivo) y se siguió el tratamiento anterior. La

columna de fosfocelulosa utilizada en este caso fue de 40

ml y la enzima se eluyó de la columna con 400 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, resultando acti- 

vas las fracciones 65 a la 74, con máxima actividad en la

fracción 70. De esta fracciw 3e. tomó una alícuota de 75

51



ul y se digirieron 25 ug de pBR322 3hrs a 37° C; se rea- 

lizó una extracción con fenol y cloroformo y se preci- 

pitó el DNA con etanol, se centrifugó y se resuspendió

en buffer TE ( Tris 10mM, EDTA 1mM pH 8). De esta reac- 

ción se tomaron muestras para realizar dobles digestio

nes con las siguientes enzimas: EcoRI, HindIII, BamHI, 

Pstl, Sall, Haelll y Hpall, de acuerdo a la tabla 4: 

TABLA 4. 

ENZIMA VOL. ENZIMA pBR322- Sphl TIEMPO DIES - 

TION A 37 C. 

Pstl 0. 5 ul 0. 4 ug 30 min

Sall 2. 0 ul 0. 4 ug 60 min

EcoRI 0. 5 ul 0. 4 ug 30 min

HindlIl 0. 5 ul 0. 4 ug 30 min

BamH1 0. 5 ul 0. 4 ug 15 min

Haelll 0. 5 ul 1. 0 ug 30 min

Hpall 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. E. 1: 1

glicerol. Sin embargo la actividad de la fraccióndiali

zada fue baja y se encontró exonucleasa. 
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Fig. 8. Dobles digestiones en pBR322 con la fracción

activa de Streptomyces phaeochromogenes ( Sphl) y o- 

tras endonucleasas de restricción: A= DNA- Sphl; B= 

Sphl- Pstl; C= Sphl- Sall; D= 5_2h1- EcoRl; E= S2121- Hind111

F= Sphl- Baml; G= DNA- Haell1; H= Sphl- Haell1; 1= Sphl- 

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

Se buscaron las mejores condiciones de reacción, 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 reacciones se mantiene constante la con

centración de 2u1 de enzima Sphl en 20 ul totales y la

concentración de DNA a 20 ug/ ml, dejando reaccionar la

mezcla durante 1 hora a 37° C. 

111. IV. DIGESTION DEL SV40 CON . 1phl. 

Además de las reacciones de Sphl con los sustratos

pBR322 y pBR26, se utilizó el DNA de SV40 previamente di

gerido con la endonucleasa HindIII. Se observó que . 5_phl

reconoce y corta en dos sitios al tercer fragmento gene- 

rado por HindIII. El medio de reacción en esta digestión

fue el siguiente: 

66 ug/ ml DNA SV40

60 mM Tris HC1 pH 7. 5

50 mM NaC1

10 mM 2- mercaptoetanol

5 mM MgC12
0. 1 ul 5phl/ u1 de solución. 

El patrón generado por esta reacción se ilustra en la

figura 12, donde se compara con el patrón producido por

Hindi 11 en el SV40. 
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Fig. 12. A= DNA SV40 digerido con HindlIl

B= DNA SV40 digerido con Hindi 11 y Spill. 
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

El método utilizado en la purificación de estas en- 

zimas es una simplificación del procedimiento seguido

para la purificación de la endonucleasa EcoRI ( Greene

et al, 1974). En comparación con otros procesos ( Sume- 

gi et al, 1977; Bingham et al, 1977; Bicle et al, 1977) 

éste reduce el número de pasos involucrados en la puri- 

ficación, como es la precipitación de ácidos nucléicos. 

En este caso, el uso de altas concentraciones de NaC1, 

permite la disociación de las enzimas unidas al DNA, de

esta forma al pasar el extracto por la fosfocelulosa, 

sólo se adhieren enzimas afines a la resina, mientras

que los ácidos nucléicos se eluyen durante el paso de

la muestra y en el lavado. Las proteínas que se quedan

adheridas a la fosfocelulosa son eluidas por fuerza ió- 

nica con un gradiente lineal de NaCl. 

El siguiente paso en la purificación, es el uso de u- 

na resina de afinidad, hidroxilapatita, formada por cris

tales de fosfato de calcio, en la cual, las proteínas

son adsorbidas por la red cristalina y posteriormente e - 

luidas con un gradiente de fosfatos. La naturaleza pre- 

cisa de estas fuerzas de unión no se conoce, sin embar- 

go, la importancia de utilizar estas resinas radica en

poder lograr la separación de la endonucleasa deseada de

otras proteínas que también son al- ines al DNA, tales co- 



mo exonucleasas inespecíficas. 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 proteínas que no permiten la uti

lización de estas enzimas de restricción en experimen- 

tos de recombinación in vitro. 

Las enzimas de restricción así obtenidas pueden guar - 
6

darse por meses en B. E. 1: 1 glicerol a - 20C o congela- 

das a - 2000C en N2
líquido. 

Entre las células ensayadas, el patrón original de di

gestión produrido por Streptomyces albus, 
Xanthomonas a- 

xonopodis y Arthrobacter sp sobre el
pBR26 no se repitió

durante las dobles digestiones con EcoRI y Satl en las

cuales no se observó actividad de las nuevas enzimas, por

lo que, si se trata de endonucleasas de restricción, las

condiciones del medio no fueron propicias para su estabi

lidad o bien, no se trata de endonucleasas especificas. 

Sin embargo, más adelante se buscará repetir los experi- 

mentos en condiciones diferentes. Por el momento se cen- 

tró la atención 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 patrón de digestión que presenta se man- 

tiene siempre constante y ésto implica que se trata de u- 
59



na endonucleasa específica. 

Tratando de encontrar las mejores condiciones de reac- 

ción 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 HC1-- 100mM y a pH 7. 5 Tris HC1-- 6mM

MgCl2 5mM MgC12 ---- 6mM

NaC1 50mM NaCl-- 10- 50mM

2- M. E.--- 10- 50mM 2- M. E. 16- 26mM

se descartan las reacciones a pH menores de 7. 0 y mayo - Y

res de 7. 5, 

Ahora, la especificidad de esta nueva endonucleasa de

restricción denominada Sph 1, de acuerdo a la nomenclatu- 

ra propuesta por Danna y Nathans, puede determinarse por

los patrones obtenidos en el pBR322 y en el SV40, ya que

la secuencia nucleotídica completa de estos sustratos es- 

tá perfectamente caracterizada ( Bolívar 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 RI, Hind 111, Pst 1, Bam HI, Sal 1 que cortan

en un sólo sitio al sustrato, pBR322, y con Hae 111 y Hpa

11 que lo crtan en varios. ( Mapa Fig. 13). 

En el patrón obtenido de estas dobles digestiones ( Fi- 

gura 8), se puede observar que en el carril correspondien- 
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topBR322HaeIllfragment # CO
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CCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGC
ACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGG

15generadopor

derestriccióndel

Secuencia61

HaeillenelpBR322. 



te a Sph I - Sal I ( carril C), se genera un pequeño frag- 

mento aparte del plósmido lineal producido por la diges- 

tión con una sola enzima ( en este caso por Sal_ I ). Es- 

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

En el carril Hae III- Sph I ( H ) desaparece la banda # 15

del carril Hae III ( G ), y en el carril Hpa II- Sph I ( 1) 

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

En el mapa de restricción del 012322 ( Fig. 13) se ob- 

serva que la banda 15 generada por Hae III coincide con

un fragmento de la banda 11A generada por Hpa II. 

Recurriendo a la secuencia nucleotidica del FIBR322

Sutcliffe, 1978), el fragmento # 15 que comprende Hae 111

Fig. 13A), contiene un sólo palindrome no reconocido por

ninguna otra endonucleasa de restricción reportada a la

fecha. Esta secuencia es: 5'- GCATGC. 

Posteriormente se buscaron en la literatura otros po- 

sibles sustratos que contuvieran esa secuencia, 
encontran- 

dola repetida en el genoma de SV40 ( Fiers et al, 1978) en

el fragmento C de Hind 111 ( Figs. 12 y 15). 

Ahora bien, si realmente es la secuencia reaconocida

por Sph I, deben generarse tres fragmentos al digerir SV40

con esta enzima. Con esta hipótesis se realizó la diges- 

tión de SV40 con Sph I previamente digerido con Hind 111

Fig. 12 ) y se observó que
efectivamente el fragmento " C" 

generado por la digestión simple con Hind III desaparecía

en la doble digestión, originando 3 nuevos fragmentos, lo

cual verificaba la existencia y localización de los sitios
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CTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAA

ATAAAAAAAATTAGTCAGCCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTGG

GCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGT

TGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGG

GAGCCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTG

CCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACAT

TCCACAGCTGGTTCITTCCGCCTCAGAAGGTACCTAACCAAGTTCC

TCTTTCAGAGGTTATTTCAGGCCATGGCTGCGCCGGCTGTCACGCC

AGGCCTCCGTTAAGGTTCGTAGGTCATGGACTGAAAGTAAAAAAAC

AGCTCAACGCCTTTTTGTGTTTGTTTTAGAGCTTTTGCTGCAATTT

TGTGAAGGGGAAGATACTGTTGAC... C/ L

00.
1
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de Sph 1 en el DNA de SV40. Estos sitios están locali- 

zados cerca del origen de replicación del DNA ( Fig. 14) 

en 0. 687 ( Fiers et al, 1978; Subramanian et al, 1977). 

En el p6R322 el sitio está localizado en el gene

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

Hasta ahora se puede concluir que se cuenta con una

nueva endonucleasa de restricción clase 11, Sph 1, cuyo

sitio de reconocimiento es muy probablemente 5'- GCATGC, 

lo cual se espera verificar experimentalmente 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- 

rá el tipo de extremos generados por la enzima-- 

Sph 1 presenta dos ventajas importantes sobre otras

endonucleasas de restricción: 

1. Corta al vehículo pBR322 en un sólo sitio en el ge

ne de resistencia a tetraciclina, y por lo tanto, provo- 

ca su inactivación. Como se mencionó anteriormente, 
ésta

es una característica muy útil en experimentos de clona- 

ción molecular. 

2. Es la única endonucleasa de restricción que reclno

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 codón de iniciación pa- 

ra la síntesis de proteínas. 



DNA SV40

Fig. 14. Mapa de restricción de Hindlil en SV40. 

El origen de replicación de este genoma se encuen- 

tra aproximadamente en 0. 663. 
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La aportación de este trabajo constituye una herramien

ta más para la ingeniería Genética Molecular, destacándo- 

se que el aspecto más importante que caracteriza a las en

donucleasas de restricción en general, es, precisamente

su gran utilidad. Estas enzimas han facilitado enormemen- 

te el análisis de la estructura del DNA, permitiendo el

mapeo físico y la secuenciación de éste, así como la cons

trucción de nuevos genomas y moléculas recombinantes, 
a- 

demás del aislamiento de genes específicos. 
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