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I.

INTRODLICC ION .

Ingenieria Gendtica
El DNA es la estructura fundamental de Jla informacidn

gendtica, Por tal motivo, su identificacidn quimica por Avery (1944) y
1a elucidacidn por Watson vy Crick, de las bases estructurales de su
invarianza replicativa, (1933) constituyen sin ninguna duda los
descubrimientos mds importantes que hayan sido hechos en biologta
molecular. A partir de estos extraordinarios hallazgos =2sta ciencia ha
tenido un vrdpido vy exilcso desarrollo. Descubrimientos importantes en
este campo incluy=ng la comprensidn de como el DNA logra dictar una
copia exacta de la secuencia de nucledtidos que especifica un gen; la
identificacion de la maquinaria quimica gue traduce la secuencia de
nucledtidos de un seamento de DNA en una secuencia de aminodcidos en
una proteinas la deduccidon del cddigo gendtico y la comprensidn de la
regulacidn de la expresidn gendtica en ciertos operones bacterianos:

{Portugal et al. 1979).

Todos estos descubrimientos fueron realizados en las décadas de
los S0s, 60s y principios de los 70s y para ello fueron utilizadas
técnicas de investigecidn en  gendtica, bioquimica y' biologia
molecular. $Sin embargo, =1 gran tamafio del genoma y su compleja
organizacidn molecular no permitfan, en aquel entonces, disa2ntar
regionas especificas deDNA que, de este modo, pudieran ser sometidas a

estudios exhaustivos.

A principios de la ddcada de los 70s, como consecuencia de una

serie de descubrimientros tales coma la identificacidn y
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caracterizamion @2 wnzimas odayo suastrato ws el DNA, se empezo ha
desavroallar la metodalogls conotida como  ingenteria gen2tica o
recombinacien Utrn o viteo"" de dcidos nuel#acos GBolivar, 1273, Esto
permitin que 2l gonoma pudiera sev fragmentado vy que fragmentos de los
mac divarsss  origesnes  tusran A1slados,  yaoonbinados y propagados a
too3voee de malbiplicactidn e2lular, ochteniende ast olonas moleculares de
ONA (Bolivar, 19775,

La ingenieria genética molzcular puede ser deserita brevemente d2
la siguients formis  dos o mas fragmentos dz DNA son recombinados ""in
vitro"" mediante el uso de una serle de enzimasy uno de los fragmentos
,  llamado w~actor o wvezhiculo molecular, 2s capaz de raplicarse enls
c2lula huesped y =21 atrg, el fragmento clonado, es replicado en la
celula por estar unido oovalantzment2 al vehieulo.

A continuacion se detallaran los elementos que constituyen esta

m2todulogia,

1) Endonucleasas de restriccidn y otras enzimas cuyo
5ﬁstFato 25 =21 4cido desoxirribonucldico,

Lomo 32 menciond  antericrmente, dadas ias caracterfsticas del
g9enom3, o1 sestudin de secusncias 2epacificas de ONA Bra una tarsa gque

entradaba serias dificultades y solo era realizable en algunos casos
sepecificns vy generalmente seneilios «Crown, 1973).

En 1970, 2l aislamiento a partir de una bacteria, de una enzima
qus  hidroliza el DHA =2n sitios 2spectfiaons u2s decir raconociends ung
c12rta secusncia dentro de la moldoular por Smith et al (19703, y 1la

ti1lizacidn  de #sta para 21 astudio del ONA del virus V40 por Danna y

Nathans v 1972:, establacieros 2] primer paso en el camino para obtener
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en  Torma reproducible vy en cualauier organismo frageentos especificos
dz [HA,

A partir de esa fecha la busqueda de enzimas  similares ha
fructificadns =n 21 hallazgo de una gran =antidad de las ahora llamadas
andonucleasas dw vestricoton, Las cuale  veconocen diferentes
seousnclas de  nueledtidos y  que  parmitzn gran versatilidad =n el
fracsionamianto del INA (Robarts, {=75:, De acuerds oon sus
cavacteristicas principales, las 2ndonucleasas de restriccidn han sido
divididas en clases [ y Il; las primzras reconocan s20uencias
wsprctflcas, pEro hidrolizan an  sitios o e2eeacitioo: algunas
nucledtidos mds  alld del sitio reconocidsy 1as segundas vesonocen y
cortan  s2ouencias  espacificas. las  2nzimas  que han probado ser mas
titiles son las de la clase Il (Roberts, 1974,

%2 han caracterizado =eadonuclzasas de rastriccidn que raconoosn
diversas secuencias de cuatro, cinco y seis  pares de bases.
Ganeralmente la secugneia  yaconncida 25 i palindrome (repetision
tnvaertida), es decir una secuencia que s2 l22 de igual manera en el
sentido S5 ---3' =2n una hebra y en 21 mismo s2ntido de 13 ha2bra
uontraria. En  con.ecuencia existe un centro de simetria en cada
palindrome y 1los productos rasultantes de la hidridlisis de un par de
2nlanes wno en cada cadenas son diferentes de azuerdo a si el corte
5¢ hace a 1a izquisrda, a la derecha o 2n 21 centro de simatria,
nudidndose obtener moldoulas con axtremos salientes %70 37, o con
2xtremns rasos, 28 decir ¢on todas sus bases aparsadas. En la fiqura i
32 1lustra esta desoripcion.

Los extremos salientes generados por una endonucleasa de
restriccidn sa  denominan  extremos eohesivos  dada su capacidad para

formar astructuras de doble hdlice uno oo atro, por la



TABLA 1. Endonucleasas especificas y las secuencias que reconocen

Tetranuclebtido Pentanucledtido Hexanucledtido
Alul AGYCT ‘ Eco RII ¢CC($)GG Aval C4PiCGPUG
HaelIIl GGYCC Baml GYGATCC
Ahal GCG*C BglIl  AYGATCT
Hpall C¥CGG . Ball TGGYCCA

ol ¥GATC : EcoRI  GYAATTC
Taql TYCGA Hphl GGTGA-8p.b. HIndIII AYAGCTT

ﬁ%?lx GAAGA -8p.b. Hpal GTT YAAC
B stl CTGCAY G
Hinfl  GP*ANTC Xmal C¥CCGGG
DpnI  $GATC | Hael  (Meetcc(})
cuando esta i
modificado HaeIlI  PuGCGC¥Pi

HincII GTPi*PuAC

Roberts, R. (1976).
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Figera 2. Esquema de la construcciSn y propagacisn de moléculas hibridas

de DHA (clonacisn molecular),
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complementaridad de su secuencia de nucleotidos.

En 1a tabla 1| se¢ dan algunos ejemplos de endonucleasas de
restriccidn con las caracteristicas que se han mencionado.

El papel "in vivo" de las endonucleasas de restriccion estd
intimamente ligado al fe2ndmeno de variacion (Roberts =t al, 1977;
flavis et al, 1973). Es probable que la célula use estas enzimas para
protegerse de DNAs extrafios (2.g. virus) quz logren entrar en ella,
Para lo cual, requiere protegersa contra sus propias endonucleasas va
que de olra manera su ONA seria destruido. La odlula logra protegersa
usando una segunda enzima, enzima de modificacidn, la cual reconoce la
secuencia que es sustrato de la =endonucleasa de restriccidn y la
metila, impidiendo 1a accidn de la endonucleasalmodelo de restriccidn
-modificacidn) (Roberts et al, 1977).

Existen otros mdtodos de generacidn de fragmentos recombinantes
ademds de la utilizacidn de endonucleasas de restriccidn. Entre sstos
mdtodos podemos mencionar: el vrompimiento mecdnico controlado para
generar fragmentos grandes (Hogness et al, 19748); la sintesis quimica
de DNA (Itakura et al, 1977): la obtencidn de un cDNA a partir de un
wRNA, utilizando la transcriptasa reversa (Nakanishi et al, 1979);
ete.

For otra parte ademds de las endonucleasas de restriccidn hay
otras enzimas que juegan un papal importante en 21 manejo "“in vivo"*
€ ""*in wvitro"" de DNA. Asi por ejemplo la enzima ligasa de DNA
codificada por el bacteriofago T4, tiene la capacidad de formar la
unign covalente entre un extremo S5° fosfato y wun 37 oxhidrilo,
hidrolizando ATP para obtensr 1la energia gque la reaccidn raquiere.
Esta enzima es capaz, entonces, de u&iq o "ligar" DNAs de diferentes

origenas an forma coovalante, formando “moldculas hibridas®, Una



Fragmento de ADN digerido con Eco Rl

.on¥ Nucleasa ST . ¥
5 p' AATTC .......... G-OH s ———tna—————— 5 p‘c __________ g"oH
yHo G- CTTAA o gHO-Gom e e Py
Polimerasa 4 N1P,
de ADN
| | °
S AATTC cmo e e o caatt M
HO TTAAG - - o e - CTTAA pg
| | l Fosfatasa Alcalina
 SHO-AATTC oo GAATT -oH?
qHO-TTAAG - - - .- - - CTTAA.OHg
Cinasa 3%
PATP
, l de ADN
S AATTC __ ... GAAT T on?
4HO-TTAAG - - - - - - CTTAAp",,

Figura 3 Rep:ts acacién es&uemiticu de la accifn’ de algunas enzimas -

sohire el DNA que ayudan a la construccifn de moléculas h(h:_t;.',
das de DNA. '
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caracteristica importante de esta enzima es que puede de unir
fragmentos con  extremos cohesivos, ast como fragmentos con extremos
rasms, 25 decir sin que madie el aparsamiento de bases (Sgarmslla et
al, 1¥70),

Otras enzimas cuyo  sustrato es el DNA, han sido wusadas
principalments para modificar los extremos de 2sta moldcula y para
obtener DNA marcado con isdtopos radioactivos, Podemos citar la
polimerasa de DNA T4, cinasa de DNA, exonucl2a

sas, nucleasa Sl y otras. En la figura 3 se ejemplifica la accidn

d2 estas enzimas.

2) Vehiculos da clonacidn

Otro componente esencial de la ingenieria gendtica es el
vehiculo molecular, cuya principal funcidn es estabilizar DNA exdgenc.
Desde 1976 a la fecha, se han dis=2fiado una serie d= vehiculos
moleculares aque pueden ser introducidos en diferentes =species, y que
praesaentan caracterfsticas particulares dependiendo del organismo en el
que son capaces de replicarse. Se han gonstruido vehiculos moleculares
Para bacterias, hongos, cdlulas vegetales y cdlulas de vertebrado
(Stein et al, 1982; Helinski, 1977), Cabe s2falar que los vehiculos
moleculares mds utilizados son los que presentan como célula receptora
a Escherichia oo0li.. dado que a nivel gendtico y molecular es el
organismo mejor conocido y permite una seleccidn fdoil de moléculas
recombinantes. Por esta razdn, se mencionardn las caracteristicas de
los vehiculos moleculares de E.coli.

Idealmente los vehiculos moleaulares idtiles para clonar =n £,5014

debaen satisfacer varies de Jlos siguientes requisitos (Timmis et al,



197873

i) Ser replicones aut dnomos bien definidos que puedan ser
purificados facilmente en grandes cantidades.

Z2) [Deben codificar para una o varias propiedades que permitan la
seleccidn de la bacteria que lleva este DNA de una poblacion de
cdlulas.

3) El wvector debe contener sgitios unicos de corte para varias
endonuclzasas de restriccidn. Estos sitios no deban residir =n la
regidn de DNA que codifica para la propiedad seleccionable y
cuando se inserta un fragmento de DNA =2n =2stos sitios, las
funciones de replicacidn del vector no deben ser inactivadas.

4) Deben tener propiedades que permitan la deteccidn de  las
moléculas recombinantes.

5) Deben ser pequefios.

6) Deben tener propiedades que minimicen la frecuencia de

transferancia a otras bacterias.

En E.coli se han utilizado como vehfculos moleculares pldsmidos y

fagos y a ellos nos referiremos a continuacidn,

2.1 Pldsmidos como vehiculos moleculares.

Los pldsmidos son moldeculas de DNA, extracromosomales, de
replicacidn  autdnoma vy generalmente dispensables, que han sido
&islados de bacterias. Su naturaleza fisica fud determinada en
gradientes de cloruro de cesio-bromuro de etidio y por fotograffas al
microscopio electrdnico, donde se encontrd que son moldculas de DNA
cerradas covalentemente y de estructura superenrrollada.

Los pldsmidos han sido clasificados de acuerdo a una seriz de



Fig. 4

pBR322

Size: 43 kb
Repiicon: Col El, relaxed
Selective markers: Ampf, Tet”
Single sites: Ava I, Pst I,B8amHI, Pwll, Cia T, So! I, EcoRI, Hind IT
Insertional inactivahion: Amp® - Pstl
Tet'-BomHI, Hind I {variable), Sai T
References: Bolivar et ol (iI977); Sutchffe (1978,1979).
Comments: pBR322 is the most versatile of the piosmid cloning vectors.
its complete nucleotide sequence s known (Sulgliffe 1973).
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criterios. Fara los fines de esta introduceion, baste mencionar que el
mds wutilizado de ellos se basa en las propiedades de compatibilidad
entre los pldsmidos, es decir, en la probabilidad de coexistencia de
dos pldsmidos diferentes en la misma cedlula. Este criterio es
importante porque las propiedades de compatibilidad =stan d2terminadas
Ppor el modo de vreplicacidn de un pldsmido (Collins et al, 1978) en
donde a su  va2z se ven involucradas caracteristicas tales como el
numero de coplas y el tamafo del pldsmido; de manera que pldsmidos
similares =n su modo de replicacidn son incompatibles y entonces
pertenzcen al mismo grupo de incompatibilidad, 10 cual indica que
comparten ciertas caracteristicas (Helinski, 1977).

Inicialmente ciertos pldsmidos naturales que cumplian con algunos
de los requisitos anteriormente citados, fueron wutilizados como
vehiculos moleculares (pSC10L, ColEl) (Cohen et al, 1977), sin
embargo, la necesidad d2 mejores vectores condujo 3 su construccidn.
Varios vectores han sido construidos hasta la fecha, y de estos, el
pBR322 ha sido el mds utilizado (Bolivar et al, 1977). Algunas de las
propiedades que hacen al pBR322 un buen vehiculo molecular son las
siguientes: (a) E€s un pldismido multicopia que puede ser amplificado
Por las cdlulas que lo llevan en presencia de un inhibidor de la
sintesis de proteinas, (b) confiere a su hudsped resistencia a
ampicilina y tetraciclina, <(e¢) tiene varieos sitios dnicos para
endonucleasas de vestricoidn 2lgunos de los cuales se oncuentran en el
gene estructural de los marcadores genéticos, (d) es pequefio vy se ha
determinado totalmente su secuencia nucleotidica.

Eé la figura 4 se presenta un mapa detallado de este vehiculo

Existen ademds algunos derivados del pBR322 que presentan ciertas

ventajas respecto a dste. De ellos los mds importantes son el pBR327 vy
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TABLA 2. CARACTERISTICAS DE LOS PLASMIDOS DE LA SERIE pBR. COMO

o~ VEHICULOS MOLECULARES DE CLONACION
Nombre Modo de Peso Sitios {inicos de Marcadoresg
replicacién molecular restriccidn genéticos
" x106
r r
pBR313 pMB1 5.6 ECORI ap-, Tc,
HindIIX inmunidad a
BamHi colicina El
Sall N + =
Hpal '
T - - o [
pBR322 -~ pMBl ~2.8 EcoRT, BipdITI,’ .- . = o {'
) Lo BamHi, SalIx, e, Bp
PstI, Aval,
Pvull
PBR325 pMB' 1 3.7 EcoRI, PstI, r r x‘
Sall, HindIlIX, Tc , Ap , Om>
BamHI
L]
pBR327 PMB1 . 2.16 EcoRI, HindIIX, r . r
. : : BamHI, SphI, Tc™, Ap
Sall, PstI,
Aval
PER329 pMBY 2.7 . Ball, BgoRI, . .. ... »
-ve : Pvull, Pvul, . %c , Ap ; Cm

Pstl, HindlII,
BamHI, SphI,
Sall, Aval
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el pBR329. El primero redne las mismas propiedades que el pBR322, pero
posee un menor tamafio, debido a que proviene de una delecidn, de un
fragmento presente en este ultimo, que le es dispensable; la carencia
de este fragmento, por otro lado, lo hace menos movilizable (Soberdn
et al, 1980).El pBR329 fud construido a partir del pBR327 y permite
clonar fragmentos generados por la endonucleasa de restriccidn EcoRl y
seleccionar las moldculas recombinantes por inactivacidn imsercional
en el gene de resistencia a cloranfenicol ademds de poseer sitios
unicos para las endonucleasas de restriccidn Pvu II y Bal I
localizados dentro de este mismo gene de resistencia (Covarrubias et
al, 1982).

En la tabla 2 se dan las caracteristicas de estos pldsmidos y otros

de la misma sevie y en la figura 5 se esquematiza su construccidn.

2.2 Fagos como vehiculos moleculares.

Les  vehiculos moleculares fdgicos mds wutilizados en E.coli
principalmente son derivados del fago A Una caracterfstica de todo
derivado de A que pueda utilizarse como vector, es la ausencia de
sitios de restriccidn usados para clonacidn en la regidn indispensable
y la presencia de uno o mds sitios dentro de la regidn no esencial. La
eliminacidon de sitios de restriccidn en las regiones necesarias para A
se ha logrado por medio de 1la seleccidn de mutantes o mediante la
introduccidn por recombinacidn de deleciones y sustituciones que
cubren estos sitios (Ramback et al, 1974).

En la mayoria de los vectores fdgicos disefiados para clonacidn con
E:oRl, uno de los fragmentos en el centro del genoma del fago ha sido
escindido con EcoRi, dando origen a un fago con dos sitios para esta

enzima. Cuando este vector es digerido con EcoRl se generan tres



Fig.5

pBR 3
3213 by

feo Rl
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fragmentos, los dos mds grandes comprenden los extremos del fago.
Algunos sistemas fdgicos para clonacidn molecular presentan la ventaja
de que permiten wuna alta eficiencia para la obten2idn vy bisqueda de
recombinantes (Maniatis et al, 1982), de manera que constituyen una
mejor opcidn cuando se pretenden clonar muchos fragmentos distintos a
la vez, ademds los vehiculos moleculares derivados de A hacen posible
la clonacidn de fragmentos grandes de DNA (hasta 20,000 p.b.), lo cual
es diffcil de lograr con pldsmidos. Sin embargo para manipulaciones
mds finas {como caracterizar totalmente una regidn de DNA) y para
clonar fragmentos especi{ficos de henos de 10,000 pares de bases, los
pldsmidos son mds adecuados.

Ademds de los pldsmidos y fagos, recientemente se han desarrollado
nuevos sistemas hibridos de plesmidos vy fago A denominados cdsmidos y
fdsmidos con aplicaciones para cierto tipo de experimentos (Collins et

al, 1978).

3) Clonacidn molecular.

El tdrmino “clona molecular" ha sido usado por extensidn de:
"clona celular™, Una clona es un conjunto de cdlulas que #esciendnnvdtj
una sola por divisiones asexuales sucesivss. Cuando se extiende sobre
medio sdlido un nimero peduefio de cdlulas, se puede cbservar, despuds
de incubar algunas horas, la aparicion de colonias discretas. Cada una

de estas colonias reprzsenta una clona.

Se pueden introducir a codlulas bacterianas moldculas de DNA
recombinante en donde uno‘ de los fragmentas es wun vehiculo de
clonacidn vy el otro u otros son los fragmentos heterdlogos
covalentemente unidos a  dl. Las colonias  resultantes de tal

procedimiento son un conjunto de clonas celulares , cada una de las
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cuales contiene un solo tipo de molédcula de DNA hibrida, Este fendmeno
es el que se llama cleonacidn molecular.

Existen tres macanismos por medio de los cuales una molédcula de
DNA  puede ser introducida a la bacteria receptora: la conjugacisn, la
transfeccidn y la transformacidn. Este dltimo es el mids general y
permite la introduccidn de DMA de cualquisr origen (Stent et al,
19785, E! procedimiento de transformacidn comunmente empleado depende
de la capacidad de cationes divalentes tales como calcio o rubidio,
para interaccionar con el DNA transformante y la membrana de la
bacteria permitiendo asi, el establecimiento de DNA circular lineal vy
de hélice sencilla (Hanahan, 1974).

Una vez obtenidas las  clopas moleculares la seleccidn vy
aislamiento de 1a moldoula deseada pueuz hacerse a través de un
andlisis gendtico de las funciones codificadas por las moldculas
recombinantes (pruebas de resistencia a antibidticos, pruebas de

complementacidn en bacterias, requerimientos nutricionales, etc).

4) Tdenicas auxiliares
Faralelamente al desarrollo de las tdenicas de recombinacidn
*"in vitro*® de dcidos nucldicos ha habido un progreso importante de
otras tdonicas no propiamente pertenecientes a esta metodologia pero
sin embhargo muy utiles a ella. De dstas, describird las mds
importantes muy brevemente, puesto que no son utilizadas en el
presente trabajo.
l.~Gintesis quimica de DNA. En la actualidéd esta tdenica, es
extensamente wutilizada puesto que muchas son las posibilidades
%ue ha abierto. De ellas las mds importantes som: el estudio y

sanipulacion de regiones regulatorias a travéds de la sintesis,
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para  wlonacion,  de oobvgomaclestidos que constituyen una de estas
regione:s  hawazhama =t al, 1%77,; el aislamiento de genss 2spacificos
atilicands tragmentos  d2 ONa sintetico, como rastreadores (Agarwal et
al, | 50 W la mut agen2sis s1tic a2spacifica con el wuso de
ol egeutias Leot 1dns atntet ioos como matagenos  «Oillam et al, 19790 la
construcoion para 4 expresion  de gen2s de difacil aislamiento
wpuedde il wt al, ivrds; el estudic de conformacicon de dcidos nucldicos
per crastalegratia WWing =2t 3l, 1%20s; la sintesis de secuencias de
recouociamento para endonucleasas de restricecion que pu2dan ser
asteriorments  clonadas en vehiculos de clonacidn (ltakura et al,
tvigs.

{t2ata  ahora se han desarrollado diversos metodos para la sintesis
quimica de RNn siendo los mas  comunmente utilizados =21 mdtodo del
tragater oItakura et al, 197355 el metodo del fosfito (habacknik et

al, 1371, y e} maetode en fase soalida dMiyashi et al, 1980,

Zo-Hibridacisn. Eu  muchos casos en donde la seleccidn de moleculas
recombinantes resulta dificil utilizando unicamente las
wvaracteristicas del vestor, s2 puede utilizar la propiedad de los
acardos  nunlelcos de cadena sencilla de aparsarse mediante la formacidn
de puyentes de hidrogeno thibridacidns con moldculas de secuencia
coinp lementaria. La  hibridacian  pude hacerss2 entre dos poblaciones de
s desnaturalizadas o entre DHNA desnaturalizado y RNA. Usualmente
una de las cadznas, denominada rastreador, se marca radicactivamente

vorunatein et al, 1575,

Se-wenuencia mucleotidica de DONA. Conocer la secuencia de un fragmento
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Ju DNA que ha sido clonads, representa multiples ventajas para su
saracterizacidn. asi por egjgemplo, a travas de la secuencia, 25 posible
determinar  2onas  donde pudlera iniciar la transcripcicn (promotores),
:onas de  inicio de la traduccion, deducir la sacuencia de aminoacidos
24 2 oodiiica para una protewrna, deducir la Tormacion de estructuras
seeundarias, etoe.

Hasta ahaora se han desarrollade dos metodos para la secusnciracion
de OHm. EY primervo de =llos es 2sencialments quimico y fué introducido
“ur e, Mazam y W. Orlbert de la Universidad de Harvard (1977). En este
avocedimiento 13 cadena sencilla de DNA que se desea secusnciar se
aarca rajgactivamente en su 2xtremo 5 . muestras del fragmento marcado
son tratadas bajo cuatrvo diferentes condiciones con agentes que causan
csmpimi2ntos  procimos A nucleotidos particulares, Las condiciones son
talez Que en ocada reacoion se producs una poblacion de fragmentos de
driarenste tamafo, todos los cuales tezrminan en el nucledtido
raracteristico de esa reaccion. Los  fragmentos ast obtenidos se
awparan por =2lectroforédsis en un gel de poliacrilamida, el cual,
sinalmente se autorvadicografia para determinar la posicidn de las
bandas radiocactivas.

En «1 segundo procedimiento, desarrollads por F.  Sanger vy
2olaboradores  en Cambridge, G.6. 19777, las poblaciones de fragmentos
radivactivos  que terminan 2n un nucledtido especifico, son obtenidos a
traves de melodos =e2nzimaticos y al igual que =n 21 caso anterior, se

have wuyo de electroforesis en gel vy autorradiograf{ia.



11 REPLICACION DE DNA
Yya que uno de los objetivos del presente trabajo, como se verd

mds adelante, es obtener un pldsmido que permita la construccicn de un
vehiculo en el cual pueda regularse el numero de copias, es decir, el
ndmero  de rdplicas del pldsmido presaentes por c<cromosoma, serd
necesario en esta parte de la introduccicn, mencionar los conceptos
fundamentales sobre 1la replicacidn del DNA, asi como delinear los
aspectos bdsicos del mecanismo que vregula la iniciacidn de la
replicacidn de 1los pldsmidos tipo ColEl, puesto que de la frecuencia

2on que ocurra ¢sta, dependerd el ndmero de copias del pldsmido.

1) Conceptos fundamentales.

La replicacidn es un evento que se inicia a partir de
secusncias nucleotidicas idnicas llamadas origenes de replicacidn. El
origen de replicacidn comprende por definicidn todo el material
gandtico necesario para que un fragmento de DNA pusda replicarse
autonomamente. Los Cromosomas de procariotes, asi como otros
replicones circqlares de tipo extracromnsomal, tienen generalmente, un
solo origen de replicacidn. Los cromosomas lineales de eucariotes, en
cambio, tiznen muchos origenes de replicacidn, usualmentzs separados
por 30U a 100 kilopares de bases (Watson et al, 1977).

Cada nueva cadena de DNA, es iniciada por la sintesis de un RNA
1lamado primervo, el cual es removido en pasos subsecuentes vy

sustituido por DNA.

Los desoxinucledtidos son adicionados al extremo 37 del primevo,

de tal forma que la cadena de DNA naciente crece en direccion 57 ---3.
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La replicacidon de cromosomas procariotes es bidireccional vy es
regulada por la frecuencia de su inicio. Se sabe que en procariotes
esta frecuencia correlaciona bien con la velocidad de crecimiento. Sin
embargo, se conoce muy poco acerca de los mecanismos moleculares que
permiten tal regulacidn, excepto en el caso de algunos pldsmidos para
los cuales se han podido sugerir modelos que explican la regulacidn
del incio de su replicacidn (Tomizawa et al, 1982). Uno de estos
modelos s2 comentard posteriormente.

La vreplicacidn del DNA ocurre con la participacion de diversas
enzimas tales como las primasas, las topoisomerasas y las DNA
polimerasas, de ellas las mas importantes son las dltimas, pues son
las que catalizan la adicidn de los
desoxirribonucledsidos-S"~trifosfatos a los extramos 3 de los
primeros. Hasta el momento se han encontrado tres DNA polimerasas; DNA
polimerasas I, Il y 1Il11 . La primera de ellas fud descubierta por
kornberg, esta enzima tiene actividad de polimerasa "in vitro" en
direccidn S ---3- y ademds actividad de exonucleasa. Actualmente, sz
cree que su papel principal "in vivo" es de reparadora, y que para la
biosintesis del cromosoma, es indispensable la accidn de 1la DNA
polimerasa III (pol III), cuya velocidad de polimerizacidn es mayor,
Sin embargo, algunos pldsmidos tales como 1los tipo ColEl, de los
cuales hablaremos mds adelante, requieren para replicarse "in vivo" de

la DNA pol I (Stent et al, 1978:.

2) Pldsmidos tipo ColEl y regulacidn del inicio de su
replicacidn.
El pldsmido ColE!l es un pldsmido bacteriocinogdnico, es decir

codifica para bacteriocinas. Fud aislado de células de €.c0li #n donde
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se mantiene estable con aproximadamente 5 copias por cé€lula. Se han
aislado varios pldsmidos que se replican en forma muy similar al ColEl
y por ello se les ha denominado pldsmidos tipo ColEl. Debido a su
estructura relativamente simple, su alto numero de copias vy la
facilidad con que se aislan, el ColEl y sus similares han sido
ampliamente utilizados como modelos para estudios de replicacidn v, en
general para estudiar la biologla de pldsmidos (Veltkamp 2t al, 1981).
Adends, a partir de ellos se han construido plismidos extensamente
utilizados como vectores para clonacidn.

Hasta el momento el proceso del inicio de la replicacidn ha sido
ampliamente estudiado en 1los pldsmidos tipo ColEl y ¢l modelo

actualmente propuesto es el siguiente:

La transcripcién de un RNA también llamado primero o RNA I1
se iniciaaproximadamente 3550 pares de bases antes del sitio en
donde se adiciona el prim=r nucledtidc de DNA (Itoh et al, 1980).
El RNA II estd compuesto de transcritos que teraminan en diferentes
sitios mds alld del origen (Itoh et al, 1980). Algunos de los
transcritos nacientes forman un hibrido con el templado de DNA
cerca del origen. Esto provee una estructura que puede ser
procesada por la ribonucleasa H }RNAasa H) en forma tal que se
obtiene un primero para la replicacidn del DNA que empieza en un
sitio udnico del pldsmido por la accidn de la DNA polimerasa I
(Itoh et al, 19803 Itoh et al, 1978).

La formacidn del primero esta regulada principalmente por una
funcidn especificada por el mismo pldsmido. Se ha encontrado que
una regidn localizada dentro de los 400 ¥ 550 pares de bases antes

del origen estd involucrada en la regulacidn del nimero de copias
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(Conrad at al, 1979; Lacatena et al, 1951a; Tomizawa et al, 1981;
Tomizawa et al, 198lb). En esta regidn se especifica otro
transcrito ademds del RNA 117 el RNA 1 (Morita et al, 1979), cuya
transcripecidn se inicia 445 pares de bases antes del origen;
procede en direccidn opuesta a3 la transcripeidn del RNA 11 (es
decir se sobrelapa con €l) y termina cerca del sitio donde ésta se
incia. Experimentos in vitro han demostrado que 21 RNA I 25 un
inhibidor de la formacidn del primerc (Itoh et al, 1982), va que
su interaccidn con el RNA II, impide la formacidn del hibrido RNA
11/BNA templado.

Del anterior wodelo se observa que la cantidad de RNA I presente
en la cédlula influenciard la frecuencia con que se inicie 1la
replicacidn vy sugiere la idea de que es posible regular la replicacidn
de un pldsmido de este tipo, a travds del control de la transcripcidn
del RNA II o biédn del RNA I. Actualmente el proceso de transcripecidn y
los mecanismos que 1a vregulan, son fendmenos relativamente bidn
conocidos (Barkley et al, 1980; Rosenberg et al, 197%) vy la
posibilidad de manipular los elementos en ellos involucrados, es ya
factible (Goldberger, 1979). AEn el caso particular del RNA 11 de los
pBRs, cuyo promotor estd bidn lonalizado y caracterizgdo. se antoja
sencilla Ra regulacidn de su transcripcidn a travds de insertar,
previo al promotor, un operador que se haya ;islado dei cromosoma dal
hudsped, dpor ej. el operador del operdn lac), U@ tal manera que este
dltimo se mantenga veprimido por el represor del hudsped (puede ser
necesario el uso de una cepa hiperproductora de represor) y puada
inducirse gu transcripcidn utilizando wum inductor gratuito del
operador lae como IPTG (isopropiltiogalactdsido). Ha sido demostrado

que el operador lac es funcional aun cuando se localice previo al



promotor , en contraste con Ja posicion posterior a éste como se

encuentra 2n la naturaleza (Soberdn et al, 1982;.
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JUISTIFICACION ¥V ORJET IVO

Es ahora claro que la ingenieria gendtica es una herramienta
util para el desarrollo de ciencias bdsicas tales como la gendtica y
biologta molecular.

Por otro lado las posibilidades de una inmediata aplicacion de
sus logros a la biotecnologia y en un futuro a 1a medicina y
agricultura (Bolivar, 1979) hacen de ella una metodologia muy
interesante. Por esta razdn resulta evidente que su desarrollo y
perfeccionamiento son una necesidad actual.

Anteriormente se menciond que =1 vehiculo molecular es un
componente  esencial para la manipulacidn "in vitro" de dcidos
nucléicos. For otra parte en el laboratorio donde esta tesis se ha
desarrollado se tiene experiencia en cuanto a las tdenicas de DNA
recombinante y existe cierta tradicién en lo que va2specta a la
construccidn de vehfculos de clonacidén y de hecho algunos de los
vectores mds wusados internacionalmente, han sido construidos aqui
(pBR322, pBER327, etc).

Ewn la introduccidn de esta tesis fueron descritos los wvehiculos
para clonacion mdas importantes; todos ellos se encuentran ahora
totalmente secuenciados y caracterizados. Sin embargo, aun pueden
obtenerse vactores con’ una mayor versatilidad y en este sentido se
trabajard en la presente tesis.

Concretamente los objetivos actuales, del laboratorio en cuanto a

construccidén de vehiculos de clonacidn son los siguientes:
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1) El aislamiento del origen de replicacidn del pBR327, de tal
manera que pusda obtenerse como un solo fragmento de restriccidn
y asi usarse, en combinacidn con fragmentos de DNA que llaven
genes de resistencia, para la construccion de vehiculos
molaeculares con propiedades muy distintas de los que existen

actualmente en lo que respecta a marcadores gendticos,

2) La alteracidn del origen de replicacion del pBR327, de tal

forma que sea posible aumentar o disminuir su nimero de copias.

En  cuanto a este dltimo objetivo consideramos que presenta
suiltiples ventajas, puesto que en muchos casos, particularmente en
estudios de investigacidn bdsica, wun vehiculo es requerido en
monocopia (un solo pldsmido por cromosoma), para acercarse mds a las
condiciones en que normalmente se expresan los genes del cromosoma y
en cambio, en otras etapas del mismo experimento (como en la
purificacidni, es necesario tener el pldsmido como multicopia (mds de
20 pldsmidos por celula)., E) pldsmido pBR327 es multicopia (posee
aprox. 90 copias) (Covarrubias, 1980) y por lo tanto, los esfuerzos
por regularlo irfan en el sentido de poder reprimir su replicacidn a
voluntad vy no de aumentar su nimero de copias.

Con base en lo que se expresd en la introduccidn con respecto a
or fgenes de replicacidn, creemos que seria posible reprimir 1la
replicacidn del pBR327, insertando un operador inmediatamente antes
del promotor del primero de replicacidn. Sin 2mbargo, en =1 pBR327 es
imposible manipular esta vegidn, dado Qque no existe una secuencia
unica de reconocimiento para una endonucleasa de restriccidn cercana

al origen de vreplicacion, La introduccidn de tal secuencia, entre el
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gene de vresistencia a ampiciliva y el ori§;;~wde replicacidn del
pldsmido mencionado, permitiria hacer las manipulaciones deseadas y
por otra parte significarfa el aislamiento del origen d2 replicacidn
dado que vya existé en 21! pBR327 un sitio dnico de reconocimiento para
la enzima éAva I delimitando el final del origen. Esta caracteristica
del pBR327, que 1lo distingue entre otras cosas del pBR322, es la
principal razon de que  havya sido elegido para la presente
experimentacidn. Finalmente, 1a presencia de este nuevo sitio de
restriccidn causaria tambidn el aislamiento del gene de resistencia a
ampicilina, <que entonces podria obtenerse como un fragmento de EcoRl y
este nuevo sitio. Debido a la amplia utilizacidn de los marcadores
gendticos en la metodologta dea DNA r2combinante, la posibilidad de
obtener el gene completo de ampicilina como wun solo fragmento de
restriccidn serta una aportacion importante a esta metodologia.

Cabe sefialar que para el aislamiento del origen de replicacidn y el
gene de ampircilina no es estrictamente necesario que el sitio generado
sea unico, pues bastaria con que no s2 repitiera dentro de la regidn
que va desde el inicio del gena de resistencia a ampicilina hasta el
sitio donde finaliza el origen de replicacidn. Mds aun, si este sitio
sole estuviera repetido una vezr fuera de la zona mencionada, incluso
podri{a ser util para la manipulacidn del origen, a travds del usc de
digestiones parciales o tratamiento con bresuro de etidio.

En funcidn de lo anteriormente expuesto, el objetivo central de

este trabajo es 2] siguirnte:

La generacidn de un sitio unico de reconocimiento para una

endonucleasa de restriccidn, situado en 13 regidn que separa ¢l gene
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que confiere resistencia a ampicilina del origen de replicacion del

pldsmido pBR327.
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DISEND  EXFERIMENTA AL

En el PBR327 existen varios sitios reconocidos por la
endonucleasa de restriccisn SaulA, cuya secuencia de raconecimiento es
GATC. Cinco de estos sitios se encuentran localizados entre el final
d2l gene de vresistencia a ampicilina y =1 inicic del origen de
replicacidn, de manera que cortes en cualquiera de ellos no deberdn
afectar 1la funcionalidad del pldsmido.

Por otro lado, a través de un andlisis de la secuencia
nucleotidica del pBR327 (Covarvubias, 1980) se sabe que la delecidn d2
un peguefio fraogmento, causada por dos cortes especificos de Sau3A
dentro de la regidn arriba mencionada, generard en el pldsmido
exiremns tales que al quedar unidos, por recircularizacidn, dardn
origen a la secuencia AGATCT que es reconocida por la endonucleasa de
restriccion Bglll, para la cual no hay ningun sitio de reconocimiento
en el pBR327.

Una digestidn del pldsmido con la endonucleasa Sau3A, en
condiciones de tiempo vy rcantidad de enzima tales que impidan que s#
complete la veaccidn, dgeneraria una poblacion de fragmentos con
diferente numero de cortes =n distintos sitios. U=ntro de la poblacidn
de fragmentos producidos a través de esta digestidn parcial, estardn
presentes algunos que hayan sufrido los cortes raferidos.

Asl mismo dos cortes distintos de Sau3A, dentro de la misma
region, originartan al recircularizar 1la secuencia GGATCC la cual,
seria reconocida por la endonucleasa de restriccion BamHi.

En la figura. 7 se esquematiza la estrategia descrita vy 2n la
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figura. B se& representa graficamente la regidn mencionada y se sefala
la combinanidn de cortes que generartan los sitios de reconocimiento
daseados.

Los  fragmentos producidos por la reaccidn parcial antes deserita,
podran s2pararse por elactroforédsis en gel de2 acrilamida (ver
materiales y mdtodos) y de esta manera se podrdn seleccionar y
racupgrar adguellos cuyo peso molecular indiquen que han side cortados
2n los sitios adecuados (la migrarcidn de las moléculas guarda relacidn
con sus pesos moleculares). Los cortes de Sau3A que caigan en la
regicdn descrita causaran deleciones pequefas, de manera que los
fragmentos que resulten de estas delaciones migrardn en forma muy
similar al pBR327 lineal, el cual servird como control de peso
molecular. Por otro lado dentro de 1a poblacidn de fragmentos de DNA
qu? migren en forma parecida al pBR327 lineal, habrd algunos que hayan
sufrido deleciones en  regiones  distintas del pldsmido. Estos
fragmentos no podrdn distinguirse ni serdn separados de los que nos
interesan.

Posteriormente, utilizando DNA ligasa del fago T4 se
recircularizardn las moldculas obtenidas vy con ellas se transformard
la cepa de E.coli K-12 RRI (ver materiales y mdtodos). Las colonias
transformantes se seleccionardn en placas con medio luria quae
contengan a la vez ampicilina y tetraciclina con lo cual, se impedird
¢l crecimiento de colonias que contengan pldsmidos con deleciones
dentro de los genes «que confieren resistencia a los antibidticos
mencionados o dentro del origen de replicacidn.

Finalmente se hardn micropreparaciones de DNA de pldsmido (ver
materiales y mdtodos) de las transformantes Ap Tc y se determinard si

axisten secuencias de reconocimiento para las endonucleasas BamHl y
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MATERIALES Y METODDOS

a) Cepas bacterianas

Las cdlulas receptoras us adas en log experimentos de

ivansformacion son dos cepas de E,g0li k-12:

RR{; que es wuna derivada Rec+ de HBLOL (F pro, leu, thi, lacy,
rosl.20, hsdR, hsdM, ara-14, salk-2, xyl-S, mtl-1, supE4d, Str, Endol,
leecA, ) (Bover & Roulland-Doussoix,  1969) y 1la cepa GM31 (dce-6,
thr-1, leu—s, thi-1, his, lacy, galkK-2, galT-22, .ara-13, tonA3l,

tex78, supkEdd4, Str, hsdR, hsdM, mec, ).

&) Medios de cultivo

Los indculos se hicieron en caldo Luria (LB), el cual contiene:
Bacto-Triptona (Difcor al 1.0%, extracto de levadura (Difco) al 0.5%,
NaCl al {.0% y NaOH 2,5 mM, Cuando se desed aislar alguna cepa se usd
caldo Luria sdlido, el cual contiene: agar (Ddfco) al 2.0% vy
ampiciling, tetraciclina v cloranfenicol, cuando fud necesario, en una
concentracidn de 30 ma/l,

€l wedio minimo M9 usado para la purificacidn de pldsmido, estd
constituido por: 20 ml de glucosa al 20%, 4 g de casaminodcidos
vDifcod,” 10 ml de MgS0 0.1 M, 10 ml de CaCl, 0.0l M, 100 ml de sales
10X  (por litro: 132 g de Na,HP(,. 7HeQ, 30 9 de KH POy, 5 g de NaCl, 10
9 de MHCl), los requerimientos de cada cepa (4 ml de: prolina al 4%,
leucina al 1%, histidina al t%, treonina al 2%; 0.2 ml dz vitamina Bi

al U.i%) y 860 ml de agua destilada. Los reguerimientos fueron
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esterilizados por filtracidn vy la glucosa y las sales 104

esterilizados por separado 2n 21 auloclave.

c) Purificacidn de DNA de pldsmido
El DRA del plasmido sBR327 fud preparado amplificando Eult ivos
en crecimiento en fase exponencial por 1a adicidn de 170 ma/l de

cloranfenicol (Clewel et al, 1972).

La extraccion vy purificacidn de DNA de pldsmido se hizo conforme
al método de lisado claro, descrito por Betlach et al (1976), e1 cual

consta de los siguientes pasost

1. Incubar 5—10 wal de cultivo en LB toda la noche.

2. Agregar S ml de estre cuitivo a un litro de sedio minimo M.

3. El cultivo es tincubado a 37 C( con aireacidn, a una densidad
celular de 4-5 x 10 cdlulas/mi (35-50 unidades Kiett, filtro
rojo) tiesmpo en el cual se afiade cloranfenicol o espectinomocina
(st 1a cepa es resistente a cloranfenicol) y la aireacidn se
continia por 15+4/-2 horas, (Este paso debe usarse para plismidosm
relajados . Es imporlante afiadir el antibidtico antes de que el
cultivo llegue a fase estacionarial,

"1. En es’tcr punto los cultivos pueden ser almacenados en frio si es
necesario.

S. Centrifugar: rotor GS& (Sorvall), 7000 r.p.m., 10 nim, 4C.

6. Lavar les cdlulas con NaCl al 0.85% (sol. isotdnica) y
centrifugar nuevamente: rotor GSA (Sorvall), 7000 r.p.m., 18 min,
ac,

7. Congélar las pniﬂlu de cdlulas (hielo seco/etancol se puede

‘usar para congelamiento rdpido vy completo).
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Resuspender las celulas en un total de 10ml/litro de cultivo de
sacarosa al 25Y% en Tris-HCI SOmM, EDTA { mM, pHS. Mantener en
hielo. (los agregados celulares deben ser separados mezolando,
Pero <on precaucicn, para no lisar las células en este momentos.
Afadir lo siguiente por litro en el orden dado:

3ml de EDTA 0.25M pH E.

1 ml de lisozima 5 mg/ml en Tris-HCl 0.025M, pH )

vel mi de FRNAasa (10 mg/ml en acetato de sodio 0.1M, EDTA 3.3 x
165 M, precalentando durante 10 min. a 85C para eliminar la
DNAasa. {las soluciones de lisozima y RNAasa deben ser
almaceﬁadas congeldndnlas a —20&_ en pequefias alicuotas de 2-5
mls. A .

Mezclar suavemente vy dejar 'en hielo 15 min. (las celulas se
convierten en esferoplastos). - ‘

Afadir tres mililitros de ﬁezcla litica de tritodn 3X (2 ml de

tritdn X-100 al 10%, 75 ml de EDTA 0.25 M, 1S ml de Tris-HCl 1 M,

. PH 8, 7 wml de H0}, mezclar suavemente y dejar en hielo 15 min.

14,

15.

\Los esferoplastos se lisani:

Centrifugar en tubos de polipropilemo de SO ml: rotor S534
iSorvally, 18,000 r.p.m., 40 min, 4c.

Decantar el scobrenadante en una probeta graduada de pldstico (el
DA se pega al widrio) inmediatamenie daspuds de sacar los tubos
del rotor. Anotar el volumen y vaciar en botellas de pldstico de
250 ml,

ARadir un volumen de agua bidestilada (esto hace la sacarosa
menos densa que el fenol).

Afiadir un volumen Jrespecto al total) de fenol saturado frio

(fenol saturado con amortiguador: una mazcla vl:l de fenol
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17.

21,

23.

24.
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destilado sobre Zine, vy Tris-HC1 S0 oM, NaCl 100 oM, pH 7.5.
Equilibrar toda 1la noche con agitacidn), mezclar suavemente y
afadir un volumen de cloroformo igual al de fanol, mezclar.
Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6500 v.p.m., 10 min, 4c.

Pasar la fase superior (acuosa) 3 otra botella de 250 ml (evitar
la pelicula de protetna en la interfase).

Anadir 1/30 del wvolumen de NaCll 5 M a la fase acuosa. Luego
afiadir dos volumenes de etanol a -20c. dejar en estas condiciones
1 hora o mds. (Esto precipita el DNA.

Cemtrifugar: votor HS-4 (Sorvall), 6,500 r.p.m., 60 min, -Sc.
Dacantar el sobrenzdante y  secar el exceso de liquido en la
botella con un “"kleenex® y luego con aire,

Resuspender 21 precipitado en 5 nl de agua. Afiadir 1 ml de
glicerol estéril y  mezclar suavemente, El glicerol hace la
solucidn mas densa, de tal manera que el DNA -baja a la superficie
de la columna).

Colocar la suspensidn en una columna de A-50 (particulas de gel
de agarosa para cropatografia por filtracidn: (Bio-Rad) de 2 x 35
cm deg corrida con amortiguador A-50 (Tris-HCl 50 sM, NaCl 500 oM,
Nalg 1 o, pH B). Colectar fracciones de & ml.

Determinar 1a densidad dptica (0.D.) a 260 nm de cada fraccion,
El DHNA debe enconfrarse en los primeros 40 tubos {(4ml/tubols
generalmente entre los tubos 15-23, (Una 0.0, de 1,0 equivale a
S0 pg de DNA/ml).

Juntar las fracciones que contienen DNA de pldsmido. Afiadir dos
volimenes de etanol a =-20¢, congelar por una hora o mds.
Centrifugar: rotor HS—4 (Sorvall) 6,500 r.p.m. €0 min, -Sec.

Secar el precipitado con aire.
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Resuspender el precipitado en 2.1 ml de amortiguador TE (Tris-HCl
10 aM, EDTA 1 mM) por cada 500 g de DNA,
Gradiente 1{sopicnico a equilibrio de cloruro de cesio~yoduro de

propidio

Preparacion del gradientet

a’ 2.1 g de CsCl (sdlidn)

b)

c)

g

27.

3.

2.1 ml de DNA en TE (cada tubo no debe contener mds de S00 g de
DNA). Desde este punto, debe procurarse no exponer 21 DNA mucho
tiempo a la luz (el PdI reacciona con la luz visible).

150 pl de una solucidon de 2 mg/ml de Pdl.

Cubrir con 2.3 ml de aceite mineral. S2 balancean los tubos,

dentro de las camisas con aceite mineral.

Centrifugar: vrotor SWSO.4 (Beckman), 38,000 r.p.m., 20 horas,
20¢c.
El DNA en el gradiente serd visible a la luz ya que el Pdl que es -

colorido se intercala en el DNA y lo hace visible. Se observafan
dos bandas: la superior formada por DNA cromosomal y pldsmido
roto; vy la inferior, formada por el pldsmido superenrrollado (los
irermediarios de replicacidn del pldsmido producen un tenue
barrido entre las dos bandas).

En la obscuridad y bajo luz UV picar el fondo> de los tubos y
colectar lentamente, el DNA de pldsmido en un tubo de pldstico.
Usar wuna columna de intercambio idnico (Dowex S50W-X8, Bio-Rad;
tratada con dcido y luego con base, 1IN cada uno, neutralizada y
almacenada en Tris-HCl 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8) para eliminar el

Pdl. S@& colocan 2~% m! de vresina en una clumna pequefa v se
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equilibran con 10 wml de amortiguador de rewsina Dowax (Tris-HCl
50 mM, pH 8, NaCl IM) por cada sl de resina,

En la obscuridad, colocar la musstrva diluida 131 con amortiguador
Bowex isi no se diluye el CsCl, el complejo DNA-PAI se mueve
demasiado rdpido a travéds de 1la columna), eluir lentamente y
afiadir, por 1o menos, un volumen de columna de amortiguador Dowex
para lavar =1 DHA remanente. Revisar con luz UV si todo el PdI se
ha eliminado; si algo se sali¢, correr el eluato a través de otra
colux;ina.

Dializar el DWA contra 2-4 litros de Tris—-HC1l 10 oM, EDTa | ml,
pH 8, por -8 horas a 4c. Repetir la operacidn una o dos veces
mds.

Sacar el DNA de la bolsa de dialisis, y precipitar aRadiendo 1/25
del volumen de HaCi S M y dos volimenes de etanol a -20 C. Dejar
asi por una hora o ads.

Centrifugar rotor HS-4 (Sorvallj, 6500 r.p.m., 60 min, -Sc.
Resuspender en 0.5-1 =ml de amortiguador TE. Medir la densidad
dptica a 260 na para determinar la concentracidn de DNA
tgeneraleente es de 0.5-1 mg/amll. v

Almacenar a -Xic.

d) Enzimas.

a. Endonucleasas de restriccidn.

Las enzimas usadas en este trabajo fueron adquiridas en Bethesda

Research Laboratory o purificadas de acuerdo al mdtodo de Greene et al

{1978). Las condiciones de reaccidn fueron como a continuacidn se

dascribens

Se - adiciond a la wezcla de rveaccidn 1/10 del volumen de
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amortiguador 10X de la enzima usadaj nunca se usd un volumen de enzima
mayor que el del amortiguador 10X.
Amort iguadores 1uK:
EcoR1:z
Tris~-HC1 (pH 7.5) I M
MaCl, 0.0OS M
NaCl t.0 M
BamHi:
Tris-HCl (ph 7.5) 1 m
MaCl, G.US M
Hpa Il y Hae III:
Tris-HCl (pH 7.5) 60 mM
Mgill, o0 mM
G-mercaptoetanol 60 mM
Hhalz
Tris-HCl1 (pH 7.4) O.5 N
MaCl, G.O5 H
ditiotreitol 0.005 M
Hinfl:
Tris—HC1I (pH 7.5) 40 mM
MaCl, 60mM
(Gmercaptoetancl 40 mM
NaCl 1,0 M
Bglll
Tris-HCl (pH 7.5) 10 aM
MgClo 10 mM
ditiotreitol | mM

Sau3a



Tris-HC1l (pH 7.5) 10 mM
Mgill, 1V mM
NaCl 50 mM

ditiotreitol 1 mM

Las reacciones con endonucleasas fueron incubadas a 37 C, durante
2l tiempo requerido de acuerdo con la actividad de cada enzima, vy
despuds detenidas mediante calentamiento a 75C duramte {0 min, ©
adicionando 1/3 a 1/5 del volumen de “"mezcla inactivadora® (ursa 10M,
cianol de xileno 0.05%, azul de bromofenol 0.05%, en agua).

Cuando se hizo necesario, las muestras fueron extraidas con un
volumen de fenol saturado Yy un volumen de cloroformo (dste
procedimiento elimina 1a proteina adicionada; vy precipitadas con dos
voldmenes de etanol.

En el caso de la endonucleasa Sau3a, con la cual se queria
realizar una digestidn parcial, se# incubaron 10 pg de DNA durante 20
min. en las condiciones descritas y se tomaron alicuotas conteniendo 1
pg de DNA, a intervdlos de 2 min. Cada una de estas alicuotas junto
con una digestidn total del mismo DNA, un control sin digerir y un
control linearizado con Ecokl se corrieron e2n un gel de acrilamida
tver electroforesis en gel; y se tomd una fotograffa de dicho gel
pudiendose determinar asf, de acuerdo a la intensidad de las bandas,
la condicidn m®ds adecuada para obtener una mayor cantidad de
iragmentos del tamafio requerido (aproximadamente 3200 p.b.). Dicha
condicidn  fud: 120 pg de DNA con 10 pl de enzima incubados duramte &

min.
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b. Ligasa 14
La ligasa de DNA del fago T4 (un obsequio de H.Heyneker) fué

puriiicada de acuerdo al procedimiento descrito por FPanet et al
Wiv73).

Las reacciones de ligasa se hicieron en Tris-HCUL &omM, pH 7.6,
Mall o.o mHd, ditiotreitol 10 mM y ATP 0.5 mM a 12C por 12 horas o
mds., La concentracion de la ligasa de)l T4 y las de los extremos de DNA
iueron  wvariadas para promover polimerizacidn o recircularizacign
(Maniatis et al, 1982;. Para fragmentos de DNA de exiremos cohesivos,
una unidad de ligasa de DNA de T4 por ml fud suficiente y la
concentracion de las terminales fu¢ ajustada de tal manera que se

t avorecieran las moléculas lineales (Dugaiczyk et al, 197S5).

e) Electroforesis en geles de agavosa y acrilamida.

t.a electroforesis se llavd a cabo en placas conforme a las
sondiciones descritas por Bolivar et alll977). Agarosa (Bio-Rad) al 1%
se disolvio mediante ebullicidn en amortiguador Tris-Boratos-EDTA
(Trizma PBase (Sigmaj; 90 mM, EDTA 2.5 mM, H BO $OmM, pH 8.2i,
posteriormente se vacid y dejo gelificando. Las mu2stras, con un
contenido de v.2 3 1.0 pg de DNA, se colocaron en los carr;}es en 15 a3
30 pl cada una. La electroforesis se llevd a cabo a 150-180 volts., a
temperatura ambiente durante una hora. Este tipo de gel fue usado
cuando se tratdé de fragmentos de peso molecular alto (1-4 Md).

Los geles de poliacrilamida se prepararon m2zclando 3 ml de
amortiguador Tris—Boratos-EDTA 10X, 7.5 ml (para acrilamida al 7,5%)
de solucidn de acrilamida-bisacrilamida (Bio-Rad) al 284 y 0.6%

raspectivamente, 150 pl da (NHq),.520a. Despuds de desgasificar al
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vacio, (1] adicionaron 15 pl de TEMED
WNGNLCN N -tetrametilatilendianinay <(Bin-Rad: y se vacio en el molde.
La electroforesis de estos geles se llevd a cabo a 200 volts. durant=z
una hora. Se usd este tipo de g21 para DNA de tamafo pequefio (0.015-1
M,

Despuds de terminada la electroforesis, los geles se sumergieron
en una solucidn (4 mg/ml) (Calbiochem) y se iluminaron con una ldmpara
W de onda corta (Ultraviolet Products, San Gabriel Cal., U.S.A.).

Fara fotografiar los geles se usd un filtro de gelatina amarilla
No. 9 Kodak Wratten y pelicula Polariod NP tipo S5 con una cdmara WP-5
FPolaroid.

Los fragmentos fueron aislados de geles de écrilamida al 5%,
usando acrilamida (Bio-Rad) como describen Maniatis et al. (1982). Los

pasos son los siguientes:

I, Visualizar el gel con iluminacidn con una limpara ultravioleta y
cortar la banda por purificar con una navaja. (Pueden cortarse
varias bandas de diferentes geles que pesen de 0,05-0.1 g9 cada
una y procesarse simultaneamente).

2. Colocar las bandas dentro de una cdmara para electroelucidn (en
fragmentos de 0.5 x 0.5 em aprox.) y subrir con amortiguador TE
(Tris-EDTA).

3. Establecer un puente de corriente eldctrica entre los dos
extremos de la cdmara (cada extremo consiste en un pequefio pozo)
utilizando amortiguador TEA (Tris 24.2 g/1, Acetato de sodio 8.2
g/1, EDTA 3.7 4ofl, pH 8,1} vy aplicando una corrisnte de 100
volts (el DONA migra hacia el polo positivo abandonando el gel).

4. Mantener la corriente eldctrica durante 3 horas.El DNA se
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recupera en el pozo opussto al que se colocaron las bandas
disuelto en TE.

Para asegurarse de que todo el DNA ha sido eluido, puede tefirse
uno de los fragmentos de gel colocados =2n la cdmara con una
solucidn de bromuro de etidio (0.5 pgs/ml) y observarse a la luz
ultravioleta, si se observa fluorescancia, se deja que 1la
electroelucidn continue hasta que édsta desaparezca.

E1 DNA obtenido se precipita con 1/20 volumen de S m NaCl y 2.2
voliimenes de etanol a -2)C durante una hora.

Centrifugar vy secar 21 precipitado para =liminar 21 etanol {(con
una corriente leve de aire). El precipitado se disuelve en agua

o amortiguador TE.

1) Transformacidon de E.coli K-12

Las cdlulas de E.coli de las cepas RR1 y GM31 fyeron

praparadas para  la transformacion por el mdtodo descrito por Cohen et

al (1972,. El procedimiento as el siguiente:

p—

&,

Inocular 30 ml de caldo Lurvia con un ml. de cultivo crecido
durante la noche, dejando crecer hasta una densidad celular de S5
¥ 10 cdlulass/ml (30 unidades Klett, filtro rojo).

Pasar el cultivo a un tubo esteril y centrifugar: rotor HB-4
(Sorvally, 10,000 repame, 2-5 min, 4C, Decantar,

resuspender las cdlulas en 15 ml de NaCl 10 mM frio vy
centrifugar nuevamente: rotor HB-4 (Sorvall), 10004 r.p.m., 2-5
min, 4 C. Decantar.

Resuspender las cdlulas en 15 ml de £CaCl, 30 mM frio y dejar en
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hielo durante 20-30 min. (Esto permeabiliza la membranal.

S. Centrifugar: rvoltor HB-4 (Sorvall), 5000 r.p.m., 9 min, 4C.
Decantar

o. Resuspender las cdlulas citidadosamente en 3 ml de CaCl, 30 mM
frio. Inmediatamante afadir 0.2 ml de esta suspensidn a cada unc
de los tubos, preparados previamente, que contiaznen 0.2-2 pg de
DNA en 100 pl de CaCl,; 30 mM.

7. Dejar los tubos en hielo durante una hora.

g. tLolocar los tubos a 42C durante 2 min. y liego dejar en hielo
durante 5 min.

J. Afadir a cada tubo 3 ml de caldo Luria y luego incubar durante.
dos thoras a 37C iEsto permite vrecuperar 1la membrana vy
estabilizar los pldsmidos dentro d= lé cefulaj.

10.Platear 0.1-G.2 ml de cada tubo en el medio adecuado y dejar

creciendo toda la noche.

g) Microensayo del DNA de pldsmido

Este método consiste en la semipurificacidn de pequefias
cantidades de DNA ~de pldsmido con el fin de caracterizarlo.
parcialmente, En este caso se utilizd el método de extraccidn alcalina

reportado por Birnboim & Doly (1979). Los pasos son los siguientes:

f. Cultivar 3 ml de cdlulas toda la noche en caldo Luria.

2. Transferir 1.5 m! del cultivo en un tubo "Eppendorf® vy
centrifugar 2 min en 1la microcentrifuga <(Brinkman; 15000
YePem.J.

3. Decantar, agregar los 1.5 ml restantes y volver a centrifugar.

4. Resuspender en 150 pl de solucidn I (2 mg/ml de lisozima, S0 mM
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glucosa, 10 =M EDTA v 25 mM Tris-HC) pH B) y mantener a 4C por
30 min.

5. Agregar 20U pl de solucion II (NaOH &.2 N y dodecil-sulfato de
sodio al 1%). Agitar suavemente los tubos. La solucidn se torna
transparente y ligeramente viscosa.

5. Despuds de 5 min. a 4 L, agregar 300 pl de solucidn Il (acetato
de sodio 3M pH 4,8) e invertir el tubo cuidadosamente hasta que
se observe un precipitado.7. Congelar los tubos con hielo seco
durante 5 min. y centrifugar durante 5 min. Despuds de este paso
se obtiene un sobrenadante claro del cual se toman 600 gl y se
transfieren a otro tubo.

8. Adicionar ! ml de etanol para precipitar el DNA y mantener a ~-20

€ durante 3G min,

-0

. El pracipitado se obtiene por centrifugacidn y se resuspende en
200 pl de solucidn IV (acetato de sodio 0,1 M, Tris-HCl O.05M pH
&) precipitandose nuevamente con 400 pl de etanol a -20 C.

10.6entrifugar de nuevo y secar el precipitado para eliminar los
residuos d= etanol.

1i.Resuspender en 30 pl de agua destilada y agregar 4 pl de
solucidon V (1 mg de RNAsa A aen 1 ml de Tris-HCL 5 mM pH B
hervida durante 10 min). Incubar el tubo a 37 C durante 10O min.

El DMA asi obtenido, puede tratarse con enzimas de restriccidn o bien

utilizarse para transformar otras cepas.
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FRED SO WD

:A. Constriaccidn del pldadsmido pBR—17 .
De acuerdo a la estrategia dasarita 2n 2l disefis 2.perimental,

¢n  realizo wupa digestion parctal  oon Sania del pER3IZT bage las

condiciones s2fialadas 2n materirales y metodos, Loz  fragmentos

abtenidos wn esta reacciron fugrvon separados por alactyofarse iz #n gel

de  acrilamida al 7.5.. El INA cuya migracidn carrespondia a un Lampans

moleoular  similar  al del pldsrado. fug sepavsde vy 2lurdd asl g3l v
postaricrnente precipitad: vy rooireularizads ocon ligesa de Dhe duel .

fago  T4. E1 DNA ligadn s2 uso para tvansformar 1a cepa de E,oni. AR,
Las transformantes ap Td asl obtenidas se ansayaron para detzsofl 3 DA
42 pldsmido wapas de linzarizars2 oon Bglll que tuviera una migracisn

ligeramente menor a la del pEBR327 lineal, o bisn que pudiera sar

cortado con la endonucleasa BamHl generando bandas «uyaz migraciones
correspondieran  a pesos molacdlares de 1eéZ pob. (1.1 Md) y 1405 p. b,
{1,058 Md)., Uno de los gldsmidss resultantes que 32 digeria oon EamHl

fud seleccionads vy denoninado pFR-17.

B. Caracterizacidn oon =2ndonucleasas de raestriceidn del pBR-17.
El pBR-17 as un plasmido resistente a3 Ap y Te que al sar
cortade «<on la 2ndonucleasa EamHl genara dos bandas de aproxiradamante
1766 p.b. oada wuna (fig 2). Al comparar el patrdr de rastriscion que

con  Saulh rinde el pER2Z7, aon 21 de aste nueveo plazsid: 52 ohserva



FIGURA 9. Andlisis de simples y dobles
digestiones del pBR327, pBR-14 y pBR-17
usando electroforesis en gel de agarosa.

El carril a musstra upa digestidn simple con
fcoRl del pldsmido pBR327. Los carriles b y
¢ muestran digestiones simples del pBR-14
con EcoRi y Eglll respectivamente. El carril
d miestra una digestidn doble EcoRi~Balll
del pBR-14. El pBR-14 sin digerir se puede
ohservar an el cavril e. El carril f muestra
una digestidn con BamHl del pBR-17. En el
carril g se observa el pBR-17 digerido con
Ecokl v el carril h muestra el pldsmido

pBR-17 sin digarir,
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que nG A23apar <ten BYIsl v 1ia, Qo

f1oel =

1

A=17 2o digiere con ja endofeaticdss: Raslic ¥ g compara
con @l zatean dil eBR2ZP con a0 milema prriiei, 12 Ligeva que la

§nsunda banda de esto Jltimn nr gparéss on ool o2l pie-17 oy oen

mANELY  ARSr2TE  ana  banda 42 mavor tamans (asroe, 170 pares dr bases
mas grande; (Fig 11,. Urna digestion doble del phfR-17 con Haelll v
EamHl  indica qu2 esta nueva banda es <cortada por BamHt dande lugar a
dos bandas de 34% y Z70 p.r.

Una digestion del pER17 con la endorwuciéasa HMinfl mu2stra la
dasararicion d2 12 banda & corraspondisznta al patron con 2sta enzima
dal pERS27T vy la araricion, de una banda apro<. 170 p.b. mds grande
ifig 10,

Estos vwesultados sugisren Que el nuevo sit:io de rastrinaidn

genrado

qQue  sagdramsnte e2 Cr1g91cn 2] quaoar maraial l@ digestiin 20 oun dimerc
P21 plasnmidge utalizads inicialmante,

La caracterizstions veiiizada c¢on Hiof 1y Kas Lif. as) ¢omd Con
las  endonucleasas Hea (1 v Hha 1, junto von un’ andjisis de la
secuzncia nuclectidica de pER237, permites ademaz dedusiv 21 fragaento

QuE 32 refSit:  y  hatar  4n 2squema que Musstra los s1i303 de Sau3A

ot

invalygecrad e la tornalian de 1a secutntia veoonoIifnd pos BamHi,

Qiohe 25Queni 3¢ m.3t 3 20 13 tigura. 1z

Construccaidn del pldsmido pER-14

Debido a ane sl rozve zatis de BanM] precants <~ =2 giF-17, no
®e UNLST  A@u3ite tteo Zentyr gel gere fe rasistencia a tetraziclinad,

2D N SAGUNED Intarto. 4 atsit wmg oolinga veitstante amgioiling v



FIGURA  10. Electrofordsis en gel de acrilamida
del DNA de los pldsmidos pBR327, pER-14 y pBR-17
cort ados con varias endonucleasas de
restriccidn.

Los carriles a, b y c¢ muestran el pétron de
restriccidn econ Sau3A  del pEBR327, pBR-14 vy
PBR-17 respectivamente. En los carriles d, e v f
s2 presenta un patrdn de rastriccidn de Hhal‘de
estos plasmidos en el mismo orden relativo. El
patrdn de restriccidn de los pldsmidos pBR327,
PER-14 y PBR~17 con Hpall puede observarse en
los carriles 9, h e i respectivamente.
Finalmente en 1los carriles j, ky L se muestfa
un patrdn de  restriccidn de Hinf I del pBR327,

el pBR-14 v el pBR-17 respectivamente.
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tetraciclina que contenia un plasmido capaz d2 lirearizarse con Bglll.
Sin embiarge, este plesmido migraba =2n un gal de agarnsa al 1% oon un
tamano molecular correspondiente a  aproa. 2400 p.b. vy par lo tante
debia  haber perdido 2lguno de los ganes de rasistencia. Una
preparanion de mayor cantidad de ONA de plasmida hize pasible obsarvar
que Aademds de 2ste nuevo plismido, se 2ncontraba presznte otro cuya
migracidn corréspondta a la del pER327 y qus posiblemente 2s5taba
confiriendo resistencia a uno o a los dos antibidticos utilizados para
seleccionar,

Con ¢l fin de segregar estos dos plasmidos s¢ purifico DNA d2
plismido de la colonia gque los contenta vy oon 2l se transtormo la cepa
de E.coli K-12 RRL. La seleccion de las colonias transformantess se
realize con  los antibioticos tetraciclina v ampicilina por separado,
obteniendose, entre las colonias rasistentes a tetraciclina algunas
sensibles a ampicilina y otras resistentes. Dz agqusllas colonias que
presantaban sensibilidad a ampicilina se aisls el pldsmido que al ser
dig2rido con Bglll rendia una sola banda de aprox. 2400 p.b. Esiz
pldsmido s2 denomino pER-14.

Las «colonias resistentes a ampicilina preszntaban, en todos los

casos 21 plismido pBR327.

Caracterizacidn del pBR-1L4

€l FBR~14 es un plasmido resistente a tetraciclina paro
sensible a ampicilina, una digestion de este plicmido 2on ta enzims
BglIl produce un INA Tineal gu2 wmigra Con un tamafio corrvespoandienta a

2400 pares de bases (Fig %),

tna comparacion d2  los patrones de restriccion del pEfi-{d y el
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FIGURA 11. Electroforesis en gel de acrilamida de
los pldsmidos pBR327, pBR-14 y pBR-17 con Haelll.
Los carriles a vy b muestran el patren de
restriccidn de Haelll de 1los pldsmidos pBR327 vy
pER-14 respectivamente. Como se observa las bandas
1, 2, 4 vy 12 del pBR327 no estan presentes en el
patron del pBER-14. En su lugar hay una nueva banda
(ia  banda). Al hacerse una digestion doble
Haelll-BglIl del pBR-14 {(carril c) se observa que
esta nueva banda desaparece. En los carriles d vy e
se se muestra un patrdn de restriccion dal pBR327
y PBR-17 respectivamente. Notar que la banda 2 del
PBR327 ha desaparecido en el patrdn del pBR-17 y
en su lugar hay una banda que corve arriba de la
primera. Esta banda desaparece al hacer una
digestidn doble HazllI-BamHi del pBR-17 como se

observa en el carril f,
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pBER327 w<con la enzima Sau3A indican la desaparicidn, en el dltimo
pldsmido de las bandas 4, 6, 7 y 9 corraspondientes al gene de
ampicilina del pBR327 y equivalentes a aprox. 900 p.b. (Fig. 10)

Un andlisis de la secu2ncia del pBR327 indica que una delecion
del material gendtico contenido en las bandas mencionadas, generaria
en la vrecircularizaciodn, wun sitio de Bglll, ya que daria origen a la
sacu2ncia AGATCT.

Usand> otras endonucleasas de restriccion se caracterizd un poco
mds 21 pBR-14. Asi por =jemplo, =an la figura x se wobserva que los
fragmentos 2, 4, 12 y 1 generados por una digestidn de Hae III en el
PBR327 no se e=ncuentran =2n el pBR-14. Sin embargo, un nuevo fragmento
de aproximadamente 473 p.b. es generado, aparentemente como resultado
de la fusidn ‘entre  los fragmentos de HaelIl nidmerc {1 y numera 2 del
pER327. El tamafio de este fragmento corrobora que la delecidn sufrida
es de aproximadamente 700 p.b. Al hacer una digestidn doble de Ha=IIl
y Bglll del pBR-14 se observa que la enzima Bglll corta el nuevo
fagmento dando lugar a dos ﬁandas de 174 y 299 p.b. (Fig 11).
Similarmente, los fragmentos de Hpall 2, 14, 11, 4 y 1 del pBR327, no
s2 encuentran en el pBR~14, pero aparece un nusvo fragmento (fig 10).

Los patrones de restricecidn del pER-14 producidos con las enzimas
Hhal vy Hinfl, asi =omo 21 de Hpall son concordantes con la idea de que
el pER-14 es producto de una delecion precisa de Y00 pares de bases
que contiene parte d=l gene que confiere resistencia a4 ampicilina. En
la figura 14. se muestra un esquema del pBR-14 y ahi mismo se sefiala

1a posicidn del sitio de Boglll con raspecto al origen de replicacidn,
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Se construyd un pldsmidor el pBR-17, que permite el
aislamiento del gene de vresistencia a awpicilina y el del origen de
replicacidn,

5in  embargo considaramos que el pBR-17 no serd el mds iddneo para
ia manipulacion del origem, con el fin de lograr su requlacidn debido
principalwmente a dos causas:

~ El sitio de BamHl que s@ ha introducido en el pBR~17, no es dnico
y por lo tanto para hacer inserciones en &1, deberd procederse a
través de digestiones parciales o tratamiento con bromuro de
et idiq.

- El sitio ha quedado situado a aprox. €5 pares de bases del
promotor del primero de la replicacidn vy, probablemente, la
presencia de un operador en esle sitio no serd dtil, ya que se
rmiere que este 1iltimo se encuentre mas cercano al promotor
isuponiendo que funciona a través de estorbar la unidn de la RNA
polimerasa con #1 promotor). Ciertamente queda la posibilidad de

.disefla® un experimento que permita hacer inserciones mds cercanas
al owpigen, como por ejemplo, 21 uso de la exonucleasa Bal3l, pero
dado que se obtuvo un pldsaido (pBR-14) cuyas caracteristicss
satisfacen las condicibnes requeridas para sanipular el origes,
creemos que el pBR—-17 constituird esencialments una fuente para 3a-
obtegrion del casette de ampicilina.

For otra parte es importante considerar que el pBR-17 tiene una

secuencia repetida, ya que esto podria generar problemas en cepas
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eficientes en recombinacidn y producir derivados distintos al pldsmido
original. Sin embargo no es s2guro que esto ocurra vy desde luego en
una  cepa daficiente =n récombinacidn como 25 1a gque s2 uso en 2ste
experimento, no ocurriria,

En funcion de2 1o anterior se continud con la bdsqueda de un
placwido que por delecidn generara un sitio para Bglll. Se aislo uno
que denominamos pPBER-14, el cual posee un sitio udnico para Bglll
situado aproximadamente S pares de bases antes del promotor del
Primero. Con el pBR-14 serd posible hacer las manipulaciones
necesarias =2n el origen de replicacidn para regular sy numero de
cop:as y aunque s2 ha perdido el gene que confiere resistencia a
ampicilina, se podrd insertar, en forma muy sencilla, cualquier otro
marcador gendtico (Cm, Kkm) o bien el mismo gene de -—lactamasa en el
sitio unice para EcoRl que conserva el pBR-14,

£s importante notar que, el pBR—-14 fuéd el unico pldsmido aislado,
tentre aprox. S0U rolonias estudiadas) en el cual pudo generarse el
sitis deseado por dalecidn, y éste sufrid una delecidn mayor que la
esperada, incluyvendo parte del gene de resistencia a ampicilina. En
este experimento, seleccionamos colonias resistentes a ampicilina y
tetraciclina al mismo tiempo vy, por lo tante, 21 aislamiento del
pER-14 implicd que en el momento de su seleccidn se encontrara
coexistiendo wn 13 misma bacteria) con otro pldsmido que confiriera
resistencia a ampicilina, Este evento de cotransformacion es mucho
menos pProbable que el que originalmante se buscaba (simple delecidn de
un fragmento). Esta observacidgn nos condujo a hacer un andlisis de los
otros pldsmidos obtenidos (aquellos en los que no se habia genarado un
sitio pero que habian experimentado algun cambios y encontramos que en

ninguno de ellos se perdia la secuencia que originalmente pretendtamos
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deletar ya fuera porgue ocurrian vrepaticiones o porque ocurrfan
delecinnes en otros sitios. Todo lo anterior nos sugirio que el
fragmento que quertia deletarse inivialment2 wcontieng una secu2noia
importante para la replicacidn del pldsmido,

Haciendo wuna comparacidn de la secuencia contenida en el
rBR327 con la que en el pBR-14 la sustitﬁyé (la inmediata al sitic de
Bglll), encontramos que la se2cuysneoia prasente an 2l primero es muy

similar en el pBR-14 a partir de la sexta base.

pBERZ27 5'AGEKKAGATC%AAGﬁATCTTCTTQﬁpﬂTCCTTTTTTTCTGCBCG[&QICTGCTGCT3“ RNALL-

PBR-14 5°GTAAAAGATGCTGAAGATCTTCTTSAGATCCTTTTTTTCTGLGLGTAATCTGCTGLT3 RNATL -

Tanto en el pBR327 como 2n el pBR-14 dicha secuencia tiene una
naturaleza palindrdmica caracteristica, que se destruiria al hacer la
delecidn inicialmente planeada Fig. 17.

Por otro lado comparamos la secuencia contenida en el pBR327 con
la de otros pldsmidos tales como el CloDF13, ColEl, pMBY, etc vy
observamos <que la region mencionada, es conservada en todos estos
pldsmidos.

Posteriormente, se intento hacer una insercidgn de un peguefn
fragmento de UNA en el sitio de BglIl del pBR-14. Tal experimento no
se logro. Por todos los anteriores argumentos sugerimos que !a
secuencia tiene alguna funcidn en la replicacidn del pldsmido. Esta

1dea resulta muy interesante puesto que ninguno de los reportes hasta
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ahora publicados para los pldsmidos tipo ColEl han considerado la
posihilidad de que una secuencia arriba del promotor del primero tenga
funcidn alguna en el inicio de la replicacidn del pldsmido vy solamente
para el caso del pldsmido CloDF13 {un pldsmido similar a ColEl) se le
habta atribuido a esta misma secuencia una funcion de terminador de la
trangeripcidn (Stuitje et al, 1980).

Con base en el modelo anteriormente expuesto para el inicio de
replicacidn de los PpBRs se han podido sugerir algunas hipdtesis para
l1a explicacion de lo observado:

En el plasmido CloDF13 hay un gene situado antes del origen de
replicacidn cuya transcripcidn ocurre en el mismo sentido que la
replicacidn, de manera que 51 no termina antes del origen, se sabe que
incrementa la transcripcion del RNAII v consecusntemente el numero de
copias  (Stuitje et al, 1980). Analogamente en el pBR327 el gene de
ampicilina se transeribe antes del origen, podria pensarse que si
dicha transcripeion se siguiera sobre el origen, la transcripcidn del
RNAIl se veria incrementada de tal forma que el numero de copias
aumentaria y probablemente al grado de resultar tdxico para la célula
ipor la acumulacion de sus productos o por agotarse las polimerasas
ngcesarias para la replicacidn del cromosomas v la bacteria morirfa.

La secuencia presente en el pBR3I27 que s2 ha descrito podria
estar implicada en la terminacion de la transcrpcion Que viene del
gene de f#-lactamasa (ampicilinaj, sin embargo en 21 pBR3I27 21 gene de
fA-lactamasa tiene su propio terminador vy por lo tanto, si la s2cuencia
funciona como  terminador de la transeeipeion, 2sta funcidn pudiera no

ser  2sgncial para la viabilidad de la cdlula que contenga el pldsmido.

Por las razones que arriba se exponen considero que la secusncia
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estd implicada en alguna funcidn relacionada con el inicio de la
replicacidn. Si esto es cierto la sacuencia podria ser el sitio de
reconocimiento para alguna proteina cuya funcidn fuera la de activador
o la de represor de la transcripecion. En este caso la proteina tendrta
que estar codificada por el cromosoma de la bacteria ya que las iunicas
proteinas para las woualas codifica el pBR327 son las que confieren
resitencia a antibidticos.

. Utra tuncidn que podria postularse para esta secuencia es que,
dado que en el PpBR327 se transcribe un RNA en direcciion opu2sta al
RNAIL, la horquilla podria ser un requerimiento para un promotor que

funciona en estas condiciones.

Finalmente se sabe de algunos promeotores para cuyo funcionamiento
2s - importante la composicidn de las bases que se spcusniran en su
vecindad; esta podria ser la caracteristiea regenerada en la delecion
del pBR-14..

Seguramente podrdn disefarse - experimentos interesantes que
conduzcan a disecernir en(re;las hipdtesis prupueétas Yy probablemente a
travéds d2 =2llos se conozcan aspectos importantes con respecto a ios
wecanismos moleculares que determinan la regulacidn del inicio de

replicacidn de un pldsmido.
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travds de experimentos de ONA recombinante se construyeron
ldsmidos, denominados pBR-14 y pBR17 que en conjunto representan

guientes ventajas:

El aislamiento del gene de resistencia a ampicilina.

El aislamiento del origen de replicacion,

La introduccidn de un sitio dnico de reconocimiento para una
endonucleasa de rastriccion, que permitird hacer manipulaciones

en el origen de replicacidn para poder regular su numero de

copias.

4)

La obtencidn de un modelo adecuado para el estudioc de los

mecanismos moleculares «que regulan el inicio de replicacidn en

1os pldsmidos tipo ColEl.
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