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X NTRC:lDUCC I ClN -

I. In9enierfa Oendtica 

El DNA es la estructura fundamental de la información 

genetica. Por tal motivo, su identificación quimica por Avery \1944> y 

la elucidación por Watson y Crick, de las bases estructurales de su 

invarianza replicativa, l1953> constituyen sin ninguna duda los 

descubrimientos más importantes ·que hayan sido hechos en biologta 

molec•Jlar. A pat"t ir de -.stos extraordinarios hallazgos .asta ciencia ha 

tenido un rápido y exitoso desarrollo. Descubrimientos importantes en 

este campo incluyen: la comprensión de como el DNA logra dictar una 

copia exacta de la secuencia de nuclcótidos que especifica un genr la 

1dentificación 

nucledtidos de 

u1«1l prote tnai 

die l.a maquinaria qutmka que tr;id•Jce la secuencia de 

un segmento de DNA en una secuencia de aminoácidos en 

la deducción del código genético y la comprensión de la 

regulación de la expresión genética en ciertos operones bacterianos 

<Portugal et al. 1979), 

Todos estos descubrimientos fueron realizados en las décadas de 

los 505, 60s y principios de los 70s y para ello fueron utilizada1 

técnicas de invest igeción en 9enética, bioquimica y· biologta 

:aolecular. Sin embar90, el 9ran tamaño del genoma y s•J compleja 

o.-ganización molecular no permitian, en aquel entonces, disectar 

regione-s especl.fic:ai; deDNA que, de este modo, P•Jdieran ser sometidai; a 

estudios exhau1tivos. 

A principios de la dd.cada de los 70s, como consecuencia de una 

serie de descubrimientros tales como la identificación y 



die :t·l' r1.:il l.a1· 

~ermtlio que el genoma pudiera ser iragm@ntado y que fragmentos de los 

m.~-: dtvei·s•:•s ort9en>.!s i1Jo;:1·;r. citslad•)S, n1•:>:·mh1n-Jd•)S y Propa9<1d•::>s a 

t~ 1v1.?C:: d.:.: mult1pl11:a•:10n c-elul-3r·, oht•?flÍi?f1dr1 .ast r.l1:-1nas roi:d~cul.ar"-::s de 

(1tM (B•)livar·, 197');, 

La ingenier!a gen~tica molecular puede ser descrita brevemente de 

la si91.i1ent>2 T•:•nn'I: d••S •:• m.~s fi·ag:nenl•:•s de Dl~A S•::>n re•:ombinad•::>S '"'in 

v1t1>:.."" mediante >?1 'J») de w13 s'1-r·1>? d"· €11;rima~: un•:• de los fragmentos 

llamado vector o vehlculo molecular, es capaz de replicarse enl3 

celula hu~sped r el otro, el fragmento clonado, es replicado en la 

celula por estar unido covalentem>?nte al vehtculo. 

A conlinuac1on se d>?tallaran los elementos que constituYen esta 

met odt.dogta. 

Endonucleasas de restricción y otras enzimas cuyo 

s1.1strato es el <icido deso1<irribon•.1.cldico. 

C~mo se menciono anteriormente, dadas las caracterislicas del 

genoma, oel est•Jdio de se•:•Jen•:1as e~Pe•:!fl•:as de ONA er<l 1.1.na tare'l q•Je 

entraiaba serias dificultades r solo era realizabloe en algunos casos 

e!>pec!f icos y gener ;!mente s~n°:11 ¡,n • 8r•:""'º• J·~J3). 

En 1970, el a1slam1ento a partir de una bacteria, de una enzima 

que hidro l ua e 1 OW1 .;,n s i ti •:OS esP'!•: 1 f l•:•:•s \es dec l r rec•)n•:.c iend•:> una 

cierta secuencia d&~tro de la mo14cula1 por Smith et al (1970), y la 

ul1l1zacidn de ~sta para el eslYd10 del DNA del virus SV40 por Dann1 y 

Nathans •.l'i'i.21, e~tablec11>r'>: .. • el pri~1~r paso en el C!ltnino par.a obtener 



.. - 1 . 

corte 

CD 

®-

.. 

CD ~ 
'i l. ~ ' 

-~AAA: TTT! 
' 1 1 1 •• t 

- .. ;r T T : A AA.;; .., t ,. f iJ 

@:g)t © 
centro de 

ahnotría 

denominación 
molé cu las resultantes de los extremos 

51 3' 
-A.-oH ®o-AATTT.- • 5 salientes 
-/TTAA~o® ~-A 

3' 
-AAA-OH 

• 1 1 

-TTT-oc~ 5 

3' 
-AAATT-oH 
-t-o-® 

5' 
®o-TTT -

•• 1 

H03.AAA -
rosos 

31 
salientes 

®-o-T-
• 

HO-lTAAA-

F19ura 1. Clasificación general del tipo de eKtremos generados por las 

endonucleasaa do restricción se9ún la forma de corte • 



3 

de DIJA. 

A parl ir de es,;i t .. •:ti.a 1.-1 büsqued.a d•: en~ LUkb s 1111i l a1·es ha 

lructif ic~do •n el hallazgo de una gran canttdad de las aho1·a llamidas 

r r ac.-: 1onamient o del DN..i 

di vid idas en clases y !!; las primeras reconocen secuencias 

p.:ro 

n1J•:-leótidc•s más allá del siti•J rec•)n•::>•:ld·:•; !.as seg•Jnd;is rec•:inocen y 

cortan secuencias especificas. las enzimas que han probado ser mas 

ütiles son las de la clase II tRobeds, 1976i. 

Se han caracteri~ado andonucleasas de restricción qua reconocen 

diversas secuencias de cuatro, cinco y sais pa1es de b.a•es. 

f.;¡¡neralmante la se•:uencia recon•)Cld<i es 1,n pal1nd1·o:·me (t-.~peti.:ión 

lnvertida), es decir una secuencia que se lee de igual m.:inera en el 

si;mtido 5· ---3· en •ma hebra y en el mism•:> sentido de l.a hebra 

•:ontraria. En conJecuencia existe un centro de simelr1a en cada 

palindrome y los productos r~sull.antes de la hidrólisis de un par de 

~nlaces \uno en cada cadena1 son diferentes de .acuerdo a si el corte 

se hace a la iz:qui'.!rda, a la dere•:ha •:• en el centro de sim'l!trla, 

r»Jd í ~ndose obtener mc•léculas con e1<t remc•s sal 1 enl es 5' o 3', o con 

~xtremO'i r.as•)S, P.11 dl!•~ir C•::>n todas s•Js b.ases ap.areadas. En la fi9ur.;1 1 

se ilustra esta descripción. 

Lol"> extremos s.a l ientes generados Pvt· una endonuc leasa de 

rest riccidn se d~n·,mi n.an P.xt rem•:>s cohes i v.;:,-. dada s•J •:.;,pac idad para 

formar estructuras de un1.:i 



TABLA 1. Endonucleasas específicas y las secuencias que reconocen 

Tetranucle6tido Pentanucle6tido Hexanucle6tido 

Alul AG•CT Eco RII -ICC{~)GG Aval c•PiCGPuG -
Haelll Ga•cc BamI G~GATCC 
Rllal GCG•c BglII A•GATCT 
JltaII c+cGG BalI TGG•CCA 

o! ~GATC EcoRI G•AATTC 
TagI T¡.CGA Hhhl GGTGA .. 8 p • b . HindIII Af AGCTT 

M II GAAGA .._. 8p. b . Wt-I GTT•AAC 
stl CTGCAtG 

Hinf I G~ANTC Xmal C6CCGGG 

Dpnl •GATC Hael (~)GG~CC(r) 
cuando está 

PuGCGC.J.Pi modificado HaeII 
HiñcII GTPi+ PuAC 

Roberts, R. (1976). 
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complementaridad de s•J ser.:uli!ncía doe n•Jcleot idos. 

En la tabla 5'I! dan algunos e j emp 1 os de endonuc le as .:is de 

restricción con las caractertsticas que se han mencionado. 

El papel "in vivo" de las endonucleasas de restricción esta 

1ntimamente ligado al fenómeno de variacion (Roberts et al. 1977¡ 

Davis et al, 19731. Es probable que la célula use estas enzimas para 

protegerse de ONAs extrafios (e.9. virusl que logren entrar en ella, 

para lo cual, requiere protegerse contra sus propias endonucleasas ya 

que de otra manera su DNA serta destruido. La célul.;i logra protegerse 

usando una segunda enzima, enzima de modificación, la cual reconoce la 

secuencia que es sustrato de la endon•Jclea<;a de restricción y l.a 

melila, impidiendo la acción de la endonucleasa(modelo de restricción 

-modificación) (Roberts et al, 1977>. 

Existen otros métodos de generación de fragmentos recombinantes 

.e-.demás de l.a •Jtiliz<lcidn de endonucle.aHlS de restricción. Entre P.stos 

métodos podemos mencionar: el rompimiento mecánico controlado par.a 

generar fragmentos grandes (Hogness et <ll, 1974)¡ la sintesis quimica 

de DNA <Itakura et al, 1977>; l.:i obtención de un cDNA a partir de un 

noRNA, utilizando la transcriptasa reversa lNakanishi et al, 1979;¡ 

etc. 

Por otra parte además de las endonucleasas de restricción hay 

otras enzimas que juegan un papel importante en el manejo ""in vivo"" 

e ~··in vitro"" 

•:edificada por 

•1nión covalente 

de DNA. Asi por ejemplo la enzima ligas<l de DNA 

el bacteríofago T4, tiene la capacidad de forsnar l.a 

entre un extremo 5' fosfato y un 3' OKhidr1lo, 

hidrolizando ATP para obtener la 'l'!nergia que la reacción requiere. 

Esta enzima es capaz, entonces, de unir o "ligar" DNAs de diferentes 

origenes en forma covalente, formando •moh!c•Jlas hibrid<ls". Una 
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Fragmento de ADN digerido con ~ Rl 

5' p· AA TTC __________ G ..OH 3' 

3.Ho·G- - - -- - - - - CTIAA·Ps· 

1 
Poli meros o + NTP 5 

de AON 
.OH 
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S'Ho-AATTC -------- GAATT-OH 3
' 

a·HO· T T AAG - - - - - - - - C T T AA-OH s· 

l Cinosa +32
pATP 

de ADN 
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Nucleaso SI 3' 
S'p-C __________ G -OH 

3.Ho- G- __ - - - - - - - e P 5• 

FiqUra 3 Rep~-•• .:ic.ci6n ea<luemática de 14 acci6n de alguna• en&ia4• -

~ot1r111 el O«A que ayud&n A la conet.l:\lcc16n de inolkulas h!br!. 

4ae de DHA • 
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c.aract er u t ica ir11p1:idante de esta enzima es que puede de unir 

f1«1grnentos cC>n e1<tremos cohesivos, as1 corno fragmentos con extremos 

rasos, es decir s 1n que medie el apareamient•:> de bases ($garmel la et 

a 1, 1 '17ú>, 

Otras enzimas cuyo s•Jslrato es el DNA, han sido usadas 

principalmente para modificar los extremos de esta moldcula y para 

obtener DNA marcado C•:>n isótopos radioactivos, Podemos citar la 

polimerasa de DNA T4, cinasa de ONA, ex•:>n•Jclea 

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

de estas enzimas. 

2> Veh1culos de clonación 

Otro componente esencial de la ingenieria genética es el 

vehiculo molecular, cura principal función es estabilizar DNA exógeno. 

Desde 1976 a la fecha, se han diseñado una serie de veh1culos 

moleculares q•Je pueden ser introducidi::1s en diferentes especies, y q1Je 

presentan caraclertsticas particulares dependiendo del organismo en el 

que son capaces de n1plicarse. se han constr•Jido vehiculos molec•Jlares 

para ba·~terias, hongos, células vegetales y cél•Jlas de vtrtebrado 

(Stein et al, 1982; Hdinski, 1977>. C.abe señalar que l•:>S vehlr.:ulos 

moleculares más utiliz.ados son los que present.an como célula receptora 

a E<,;,..heri,..hi.a ,..olí., dado q1Je a nivel genet ico y molecular es el 

organismo mejor conocido y permite una selección fácil de molér.:•Jlas 

recombinanleli. Por est.a r.azón, se menci•:>narán l.as c.aractertst teas de 

los vehtculos molec1Jlares de E...s.Q.U.. 

Idealmente los vehic1Jlos mole•:1.1lares üt i les p.ara clonar en E..sfil 

d1ben satisfacer varios de los siguientes requisitos <Timmis et al, 

'· 



l 978i: 

U Ser replicones iiUtdnomos bten definidos que puedan ser 

purificados facilmente en grandes cantidades. 

::.1 Deben codif iciir pa1·a una o varias propiedades que permitan la 

selección de la bacteria que lleva este DNA de una poblacion de 

c"!!lulas. 

3> El vector debe contener 5itios l..lnicos de corte para varias 

endonucleasas de restricción. Estos sitios no deben residir en la 

región de DNA que codifica para la propiedad seleccionable y 

cuando se inserta un fragmento de ONA en est•:1s sitios. las 

funciones de replicación del vector no deben ser inactivadas. 

4) Deb•m tener propiediid'.!s q1Je permitan la detecdón de las 

mol4culas recombinantes. 

5> Deben ser peq1Jeños. 

6) Deben tener propiedades que minimicen la frecuencia de 

transferencia a otras bacteriu. 

En E.coli se han utilizado como vehtculos moleculares plásmidos y 

fagos y a el los nos referiremos a cont in•acidn. 

2.1 Pl4s•idos COlllO vehículos moleculares. 

pUsmidos son 110l4culas de DNA, 

replicacidn autónoma y generalmente dispensables. que han sido 

<islad~ de bacterias. $u naturaleza fisica fu4 determinada en 

gradientes de cloruro de cesio-bromuro de etidio y por fotograf1as al 

niicrosr.:opio electrónico, d•:>nde se oenr.:ont ró que son moloiculas d'i! DNA 

cerradas covdentement e y de estructura superenrrol ladil. 

Los plasmidos hH sido o:las if ic.ados de acuerdo a una ur i'! de 



Fig. 4 

Size• 4.3kb 
Replicon' Col El, retaxed 
Setective markers• Amp', Tet' 

pBR322 

Single siles• Avo I, PstI,BamHI, PvulI, Cla:I, SolI, EcaRI, Híndll[ 
lnserlionol inoctivallon' Amp' - PstI 

Tetr·BamHI, Hindm (variable}, SolI 
References • Bolívar et et. (1977); Sutchffe (1978, 1979). 
Commenls• p0R322 is the most versotile of lhe ptosmid ctoning vectors. 

lts complete nucleolíde sequence 1s known (Sutclíffe 1979). 
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criterios. Para los finefi de e'ita introduccion, ba5te mencionar que el 

má~ •..ililizado de ellos se basa en lu propiedadu de compatibilidad 

entre lo5 plásmidos, es decir, en la probabilidad de coexistencia de 

dos plásmidos diferentes en la misma cdlula. Este criterio es 

importante porque las propiedades de compatibilidad estan determinadas 

por el modo de replicación de un plásmido <Collins et al, 1978) en 

donde a su vez se ven involucradas caracteristicas tales como el 

n•..1mero de C•::>Plas y el tamaño del plásmido; de manera que plásmidos 

similares en su modo de replicación son incompatibles y entonces 

pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad, lo cual indica que 

comparten ciertas caracteristica'i (Helinski, 1977). 

Inicialmente ciertos plásmidos naturales que cumplian con algunos 

de los requisitos anteriormente citados, fueron utilizados como 

vehiculos m•:>leculares (pSC101, ColEl > <Cohen et al, 1977), sin 

embargo, la necesidad de mejores vectores condujo a su con5trucción. 

Varios vectores han sido construidos hasta la fecha, y de estos, el 

pBR322 ha sido el má5 utilizado (Bolívar et al, 1977>. Algunas de las 

propiedades que hacen al p8R322 un buen vehiculo molecular son las 

siguientes: (a) Es un pl4smido multicopia que puede ser amplificado 

Por la5 cf! lula5 que lo llevan en presencia de un inhib ídor de la 

sintesis de proteinas, lbl confiere a su huf!5ped resistencia a 

ampicílina y tetra.ciclina, (c) tiene varios sitios unicos para 

endonucleasas de restricción .<?.lg•Jnos de los cuales se encuentran en el 

gene estructural de los m~rcadores gendticos, (d) es pequeño y se ha 

determinado totalmente su 5ecuencia nucleotldica. 
; 

En la figura 4 se presenta un mapa detallado de este vehículo 

EKisten además alguno5 derivados del pBR322 que presentan ciertas 

ventajas respecto a f!5te. De ellos los m4t importantes son el p8R327 y 



.. 

: ..... 

TABLA 2. CARACTElUSTICAS DI:: LOS PLASMIDO!; DE LA SERIE pBR. COMO 
VEHICULOS MOLECULARES DE CLONACION 

NOD!bt·e Modo de Peso Sitios únicos de Marcadores 
replicaci6n molecular restricción genéticos 

x106 

pBR313 pMBl 5.6 EcoRI 
r 

Ap , r 
Te , 

~III inmunidad a 
~I colicina El 
Sall 

-:,:.,-

H2!;1 
,. 

pBR322 pMBl · ... %.e EcoRI, Hindll':I, ., . r I• 

!!!!!:ffi, SalI, ... Te , Apr 

~I •. Aval, 
PvuII 

pBR32S pMBl 3.7 ~RI, PstI, 
Ter, 'Apr, Onr 

~I, HindIII, 
~I 

pBR327 pMBl 2.16 ~RI, HindJII, 
Ter, Apr BamHI, Sphl, 

2!!11, ~I, 
Aval 

pBR329 pMBl 2.7 ~I. ~RI, r r r 
~1.~. Te , Ap , Cm 
PstI, HindIII, 
BamHI, SphI, 
SalI, Av ar 
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el pBR329. El primero reüne las mismas propied.;ides que el PBR322, pero 

posee un menor tamaño, debido a que proviene de una delecidn, de un 

fragmento presente en este último, que le es dispensable; la carencia 

de este fragmento, por otro lado, lo hace menos movilizable (Soberdn 

et al, 1980>.El pBR329 fué construido a partir del pBR327 y permite 

clonar fragmentos generados por la endonucleasa de restricción EcoRl y 

seleccionar las moléculas recombinanles por inactivacidn insercional 

en el gene de resistencia a cloranfenicol además de poseer sitios 

unicos para las endonucleasas de restricción Pvu 11 y Bal 

localizados dentro de este mismo gii!ne de resistencia <Covarrubias et 

al, 1982). 

En la tabla 2 se dan las caracterlsticas de estos plásmidos y otros 

de la misma serie y en la fig1..1r<1 5 se esq1..1emat iza su i::onstrucción. 

2.2 Fagos COllO vehlculos moleculares. 

Los vehlculos 

principalmente son 

derivado de )\ que 

moleculares fágicos más utilizados en E.coli 

derivados del fago A. Una caracteristica de lodo 

pueda utilizarse como vector, es la ausencia de 

sitios de restriccidn usados para clonacidn en la región indispensable 

y la presencia de uno o más sitios dentro de la región no esencial. La 

eliminacidn de sit íos de restricción en las regiones necesarias para h 
se ha logrado por medio de la selección de mutantes o mediante la 

introducción por recombinación de deleciones y sustituciones que 

C•Jbren estos sitios <Ramback et al, 1974i. 

En la mayor1a de los vectores fagicos diseñados para clonación con 

E:oRl, uno de los frr~gm~ntot en el centro del genoma del fago ha sido 

escindido con EcoRl, dando origen a un fago con dos sitios para esta 

enzima. Cuando este vector es digerido con EcoRl se generan tres 
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fragmentos. los dos mát grandes comprenden los eKtremos del fago. 

Algunos sistemas fágicos para clonación molecular presentan la ventaja 

de que permiten OJna alta eficiencia p.sra la obtenr.:ión Y búsqued<l de 

recombinantes \Maniatis et al, 19S2>, de manera que constituyen una 

mejor opción cuando se pretenden clonar m•Jchos fragmentos dist intO'l a 

la vez, además los vehiculos moleculares derivados de A hacen posible 

la clonación da fragmentos grandes de ONA (hasta 20,000 p.b.), lo c~al 

es dificil de lograr con plásmidos. Sin embargo para manipulaciones 

más finas <como caracterizar totalmente una región de DNA> y para 

clonar fragmentos espec1ficos de menos de 10,000 pares de bises, los 

plasmidos son más adecuados. 

Además de los plásmidos y fagos. recientemente se han desarrollado 

nuevO'ó siste!IMls h1brid011 de p14smidos y fago A denominados c~mid011 y 

f4smidos con aplicaciones para cierto tip0 de eKperi111entos (Collins et 

al, 1978). 

3> Clona.cldn molecular. 

El l4raino "clona molecular" ha sido usado por eKtensión de 

"clona celular•, Una clona es un conJunto de células que desciendltft de_ 

una sol& por divisiones aseKuales sucesivas. Cuando se eKtiende sabre 

medio sdlido un nW..ro pe411ueño de c~lulas, se puede obse1·var·, ctc.GIW4s 

de incubar algunas horas, la aparición de colonia~ discreta1. C<Mf.a una 

de estas colonias representa una clona. 

bacterianas 

fra9nwntQs es 

Se pueden introducir a e-lulas 

recolllbinante en donde uno de l011 

clonación y el otro u otros son 

moléculas de DNA 

•.in veh teulo de 

covalente•nte unidos .. Las 

los fragmentos heteról09os 

colonias resultante1 de tal 

ProcediMiento son un conjunto de clonas celulares , cada una de las 
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cuales contiene un solo tipo de molécula de DNA hibrida. Este fenómeno 

es el que se llama clonación molecular. 

Existen tres mecanismos por medio de los cuales una molécula de 

DNA puede ser introd•Jcid.a .a la bacteria receptora: l<i conjugación, la 

tr<insfección y la transformación. Este último es el m4s general y 

permite la introducción de DNA de cualquier origen CStent et al, 

1978>. El procedimiento de transformación 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 as1, el establecimiento de ONA circular lineal y 

de hélice sencilla <Hanahan, 1974>. 

Una vez obtenidas las clonas moleculares la selección y 

aisla11iento de la molécula deseada pueu1 hacerse a través de un 

an~lisis genético de las funciones codificadas por las mol4culas 

recombinantes (pruebas de resistencia a antibldticos, pruebas de 

complceientación en bacterias, requerimientos nutricionales, etc>. 

4> Tdcnieas au><iliares 

Paralelamente al desarrollo de las técnicas de recombinación 

••in vitro•• de 4cídot nucléicos ha habido un progreso importante de 

otras t~cnlcas no propiamente pertenecientes a esta metodolog1a pero 

liin embar90 muy útiles a ella. De é11l.as, ducribiré las !Ms 

i!llPot·tantes muy brevemente, puesto que no son utilizadas en el 

presente trabajo, 

1.-stntesis qutmica de DNA. En la actualidad esta técnica, es 

extena-nte utilizad.a puesto que 111Ucha1 son las POI ibil idades 

-.uir ha abierto. De ellas las m's importantes son1 el estudio y 

llMUliPulacidn de re9iones regulatorias a través de la slntesis, 



·~l 'l 1..:~11do 

11 

la rnutago?nes is S ltlO con 

~A9ar'wal et 

e 1 uso de 

para su e~presion de genes de dii1cil aislamiento 

•.t..>•.Jeddc:l .. t al, l).i·i-.•: el est•JdlC• de •:oniormar.:1ór1 de ar.:idos nur.:l~icos 

Por •:11stalc•grai1<1 11.ling el al. 1S-8v.1; h stntesis de secuencias de 

para endonuclea;35 de restricción que puedan ser 

~oster1ormente clonadas en vehtculos de clonación ~ltakura et al, 

b•iB1. 

lf,,.;,ta ahora se han desarrollado diverso:.s metodos para la srntes1r. 

q1J1m1ca d1:: i.tN"' s 1endo los mas comunmente ut i l iz.ados el método del 

lr 1e.l.,r dt.akura et al, E•i . .:in el met•)dc1 del fosfito ü,abacknik et 

al, l~il1 > tl m~todo .:?n iase sólida tl1iyashi et al, 19801. 

E11 IR'Jchos casos en dorode la selec•:1ón d<.:? moleculas 

recomb1nant•s resulta dit1c1l utilizando un1camente l.as 

~~,.a~twr1st1ca1 del vector, se puede utilizar la propiedad de los 

ac1dos nucleicos de cadena sencilla de aparearse mediante la formación 

d·.; pu.,,nle, de h1dr·ogeno 1hibridacicin1 coro moléculas de secue11cia 

c•:.rnplemenlar1a. La h1brida•:1.:;n p1.1de hacP.rse entre dos poblaciones de 

ütl1~ desnatur'il 1z.adas o entre Dtl'1 desnaturalizado y RNA. Usualmente 

•Jna d.; las caden.as, denominada rastreador, se marca rad1oact ivament.;i 

•úru11ole111 et ;¡), l·:"i5J • 

..;, -Secuotnc 1a nuc leot 1d ica de C!Noil. Conocer la secuerrc ia de un f ragrnerilo 
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J.. úNtt qu.,¡ h 2 s id•) c l•)n.;id•:., represo?nl a mi.JI t iP les venl aJas para su 

:aracter1zac1dn. HS1 por eJemplo, a traves de la secuencia, es posible 

d~term1nar =onas donde pudiera iniciar la transcripción (promotores>, 

zon~1 de in1c10 de la lraducc1on, deducir la secuencia de aminoacidos 

•• .e •:•:.dii1o::a par.;i una pr•:.le111a, ded·~·:ir" !a formacioro de esll"'J•:luras 

H.,..~t :i ~h·)r·a se han des<1rrol lad•:• dos me todos ¡:.a1·a la secuo:;nciacior1 

do:. ü!l,. ... t:l pnme1 o do;: >?.i lo::>s es esencialmentie q•J1mio::o y fué introd•Jd.do 

·Jur ri. f-1.J.;::im y W. ú1lbert de la Universidad de Harvard d977i. E-.n este 

proced1mienlo la cadena sencilla de DNA que se desea secuenciar se 

n21·c2 nu•:.act ivilrnenle en S•J e~tremo 5 • muestras del fragmento marcado 

~on t1at~das baJo cual1·0 diferentes condiciones con agentes que causan 

• ._.mp.1m.1.enlo.)s pr·o.: 1mo:.s a n•1•: leo:.l 1dos Particulares. Las condiciones son 

~<>!><: quo: en cada 1·;,a.::0:1.~n se produc>? una población de fragmentos de 

J11eft:r11t~ tamaño, los cuales t~rminan en el nucledlido 

:an1cl.,;1·1sliceo de esa re'l•:•:io:.n. Los fragmentos as1 obtenidos se 

·~~aran por eleclrofor~sis en un gel de poliacrilamida, el cual, 

1 inalmento< se auton·ad1ograi la para delo!rrninar la P•:>sición de las 

bandas r"adLoact1vas. 

E11 o:l ;egund•) Pr"O::icedirniento, des<ir.-ollado por F. Sar1ger y 

·:•)laboradores en (.ambndgo:!, G.8. t.l°S'ii), las p•:Jblar.:iones de fragmentos 

r 2J iv.act 1110~ que t >?rmrnan en •Jn nur.: leól ido esper.: if ico, son obt >?flidos a 

lra11e:. de metodos enzimaticos y <il igual q•Je e:n el caso ant•nior, se 

h.~e u.o do;¡ electroioresis en gel y autorradiografia. 

. . 



11 REPLICACION DE DNA 

,·a que uno de los objetivos del pre'iiente trabajo, como se verá 

más adelante, es obtener •Jn plásmido q1Je permita la constroJcción de un 

vehículo en el cual pueda regularse el número de copias, es decir, el 

numero de n!p licas del p lásmido p1·esentes por cromosoma, será 

necesario en es ta parte de la int rod•Jcc ión, mencionar los conceptos 

f•Jndamentales sobre la replicac·íón del ONA, asi como delinear los 

aspectos básicos 

replicación de los 

del mecanismo que regula la iniciación de la 

plásmidos tipo ColE1, puesto que de la frecuencia 

•.:on que ocurra ésta, dependerá el número de copias del plasmido. 

l> Conceptos funda11Mnl•les. 

La replicación es un evento que se inicia a partir de 

'.iecuencias nucleot idicas •loicas 

origen de replicación comprende 

9enético necesario para que un 

autonomamente. Los cromosomas 

llamadas orígenes de replicación. El 

por definición todo el material 

fragmento de DNA pueda replicarse 

de procariotes, asi como otroi; 

replicones circulares de tipo extracromosomal, tienen generalmente, un 

solo origen de replicación. Los cromosomas lineales de e•Jcariotes, en 

cambio, tienen m•Jchos orígenes de replicación, usualmentot separados 

por .3ú a 100 kilopares de bases Urlatson et al, 1977>. 

Cada nueva cadena de ONA, es iniciada por la sinlesh de un RNA 

llamado primero, el cual es removido en pasos subsecuentes y 

sust Huido por DNA. 

Los desoxinucleótidos son adicionados al extremo 3' del primero, 

de tal forma que la cadena de DNA naciente croece en dlreccion 5'---3·. 
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La replicacldn de cro~omas procarioles es bidireccional y es 

regulada por la frecuencia de su inicio. Se sabe que en procariotes 

esta frecuencia correlaciona bien con la velocidad de crecimiento. Sin 

elllbargo, se conoce muy poco acerca de 101 mecanismos moleculares que 

permiten tal regula<:idn, e><cepto en el caso de algunos pU1111ido1 pua 

los cuales se han podido sugerir modelos que explican la t·egulación 

del inr.:io de su replicación <Tomiza1o1a el al, 1982>. IJno de estos 

modelos se comentará posteriormente. 

La replicación del DNA ocurre con la participa~ión de diversas 

enzimas tales cOlllo las primasas, las topoisomerasas y las DNA 

polimerasas, de ellas las ~s importantes son las últimas, pues son 

las que catalizan la adición de los 

desox irribonucleós idos-s··-t ri fosfatos los extremos 3' de los 

primeros. Hasta el momento se han encontrado tres DNA polimerasas: DNA 

pol imerasas I, Il y 11 I La prim.era de ellas fué descubierta por 

h.ornberg, esta enzima tiene actividad de polimerasa "in vitro" en 

dirección 5"---3· y .ademas act ivid.ad de exon•Jcleasa. Actualmente, se 

cree que su papel principal ªin vivo• es de reparadora, y que para la 

bios1ntesis del crol'llOSoma, es indispensable la acción de la DNA 

polimerasa III (pol 111), cuya velocidad de polimerización es mayor, 

Sin elllbargo, algunos plásmidos tales como los tipo ColEl, de los 

cuales hablaremos más adelante, requieren para replicarse "in vivo• de 

la ONA poi I \Stent et al, 1978). 

2> Pl4smidos tipo ColEl y regulación del inicio de su 

replicación. 

El plasmido ColEl es un Pl4smido bacteriocinog4nico, es decir 

codifica P«ra b«cteriocinas. Fu~ aislado de c~lula1 de E.coli en donde 
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,;e ••nliene ntable con apt·oximadamentc 15 ccpiu por ci!lula. S. han 

aislado varios plásmidos que 1111 replican en forma muy similar al ColEl 

y por ello se lP.s ha denominado pl4saidos tipo ColE1. D111bido a su 

estructura relativamente simple, su alto número de copias y la 

facilidad con q1.1e u aislan, el C.olEt y sus similares han sido 

ampliamente utilizados como modelos para estudios de replicación y, en 

general para estudiar la biologia de pl4smido~ (Vellkamp et al, 1981). 

Además, a partir de ellos se han constr~ído Pl4smidos extensamente 

utilizados como vectores para clonación. 

Hasta el momento el proceso del inicio de la replicación ha sido 

a111P li amente estudiado en los pl&smidos tipo ColE1 y el modelo 

actual111enle proPuesto es el siguiente: 

La transcripción de un RNA también llamado primero o RNA 11 

se iniciaaprox imadamente 550 pares de bases antes del s ilio en 

donde se adiciona el primer nucleótido de DMA tltoh et al, 198úi. 

El RNA II está compuesto de transcritos que terminan en diferentes 

sitios llllts allá del origen (ltoh et al, 1980). Algunos de los 

transcritos nacientes forman un hibrido con el templado de DNA 

cerc.a del origen. Esto provee una e-structura q•Je p•Jede ser 

procesada Por la ribonucleasa H (RNA.lsa Hl en forma tal que se 

obtiene un primero para la replicación del DNA que empieza en un 

sitio único del pl~smido por la acción de la DNA polimerasa I 

(ltoh et al, 19801 ltoh et al, 1978). 

La for1Ncidn d<?l primero esta regul'ida principalmente por una 

función especificada por el misl!IQ plásaido. S. ha encontr4do que 

una re9lón localizada dentro de los 400 y 550 pani!s de basu antes 

del origen est4 involucrada en la regul.a1eión del ndmero de copias 
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(Conrad et al, 1979; Lacatena et al, 19eta1 Tomizawa et al, 1901; 

Tomizawa et al, 1901b). En esta región se especifica otro 

transcrito además del RNA 111 el RNA 1 01orita et al, 1979i, c•Jya 

transcripción se inicia 445 pares de bases antes del origen; 

procede en dirección opuesta a la transcripción del RNA 11 les 

decir se sobrelapa con él> y termina cerca del sitio donde ésta se 

incia. Experimentos in vitro han demostrado que el RNA l es un 

inhibidor de la formación del primero (ltoh et al, 19S2>, ya que 

su interacción con el RNA 11, impide la formación del hibrido RNA 

11/DNA templado. 

Del anterior ·modelo se observa que la cantidad de RNA 1 presente 

en la célula influenciará la frecuencia con que se inicie la 

replicación y sugiere la idea de que es posible regular la replicación 

de un plásmido de este tipo, a través del control de la tram;cripción 

del RNA 11 o bién del RNA l. Actualmente el proceso de transcripción y 

los mecanislll0$ que la regulan, son fenómenot re lat ivamenh bién 

conocidos <Barkley et al, 19801 Rosenberg et al, 1979) y la 

po1ibilidad de manipular 101; elementos en ellos involucrados, es ya 

factible (Goldberger, 1979>. En el caso particular del RNA 11 de los 

pBRs, cuyo proaotor esta bi~n localizado y caracteriz&do, 1e antoja 

sencilla te regulación de su transcripción a travd11 de insertar, 

previo al promotor, un aperador que se haya ai1lado del cromosoma del• 

huésped, illOr ej. el operador del OPerón lac), de· tal manera que e1te 

último se aantenga reprimido por el represOI" del huésped lpuede ser 

necesario el uso de una cepa hiperproduclora de represor> y pueda 

inducirse su transcripción utilizando un inductor gratuito del 

aperador 141C COlllO IPTO (isopropiltio9alactósido>. Ha sido demostrado 

que el operador lac cu; funcion.al aun cuando se localice previo al 



promotor en contraste con la posición posterior a este como se 

encuentra en la naturaleza ~$oberón et al, 1982> • 

.... 
;~. 
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~USTXFXCACXON V OB~ETXVO 

Es ahora claro que la ingenier1a genetica es una herramienta 

~til para el desarrollo de ciencias b4sicas tales como la genetica y 

biolog1a molecular. 

Por otro lado las posibilidades de una inmediata aplicacion de 

sus logros a la biotecnologla y en 1Jn futuro a la medicina y 

agricultura \BolivaY, 1979) hacen de ella una metodologia muy 

interesante. Poy esta razón Yesulta evidente que su desarrollo y 

PeYfeccionamiento son una necesidad actual. 

AnterioYmente se 

componente esencial 

mencionó _que el vehic•Jlo 

para la manipulación "in 

molecular es un 

vitro" de ;leidos 

nucleicos. Poy otra parte en el laboyatoYio donde esta tesis se ha 

desayrollado se tiene experiencia en cuanto a las técnicas de DNA 

recombinanle y eKiste cierta tradición en lo que respecta a la 

constyucción de vehiculos de clonación y de hecho algunot de los 

vectores llás usados internacionalai«nte, han sido construidos aqui 

\pBR322, pBR327. etc>. 

E• la introducción de esta tesis fueyon descritos los vehiculos 

para clonacion más importantes: todos el los se enc1Jentran ahora 

totalmente secuenciados y caracterizados. Sin embargo, aun pueden 

obtenerse vectores con 1Jna mayor versatilidad y en este sentido se 

trabajar4 en la presente tesis. 

Concretamente los objetivo1 actuales, del laboratorio en cuanto a 

construcción de vehículos de clonación son los si9uienles1 

1. 
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1) El aislamiento del origen de replicación del pBR327, de tal 

manera que pueda obtenerse como un solo fragmento de restricción 

y as1 usarse, en combinación con fragmentos de ONA que lleven 

genes de resistencia, para la construcción de vehículos 

moleculares con propiedades muy distintas de los que existen 

actu.almente en lo que respecta a mar-e.adores gen>!ticos. 

2> La alteración del origen de replicación del pBR327, de tal 

forma que sea posible a1Jmentar o disminuir su número de copias. 

cuanto a este último objetivo consideramos que presenta 

6lUlt iple!i 

estudios 

ventajas, puesto 

de investigación 

que en 

b'1s tea, 

muchos casos, particularmente en 

un vehlculo es requerido en 

monocoPia \un solo plás111ido por cr0111011oma>, para acercarse más a las 

condicione1 en que noraalmente se expresan los genes del cromosoma y 

en cambio, en otras etapas del mismo experimento (como en la 

purificación>, es 

~v plásmidos por 

aprox. 50 copias) 

necesario tener el plásmido como 111Ulticopia (l'l\4s de 

celula>. El plásmido pBR327 es multicopia (posee 

<Covarrubias, 1980> y por lo tanto, los esfuerzos 

por regularlo ir1an en tl sentido de poder reprimir su replicacidn a 

voluntad y no de auatnlar tu nútatro de copias. 

Con ba1e en lo que 

r:>rlgenes de replicación, 

replicación del pBR327, 

se expresó en la introduccidn con respecto a 

creemos que serta posible reprimir la 

insertando un oPerador inmediatamente antes 

del pro111otor del primero d-e replicación. Sin embargo, en el pBR327 es 

imposible •anipular esta regido, dado que no existe una secuencia 

unica de reconocimiento para •ma endon1.1cleasa de rntrict.:ión cercan.a 

11 origen de replicación. La introducción de tal secuencia, entre el 
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gene de resistenl'.'i'I i! a:::pi.::ili11<1 y el origen de replicacidn del 

pl4smido mencionado, permitiria hacer las manipulacione1 deseadas y 

por otra parte significaria el aislamiento del origen dP. replicación 

dado que ya existe en el pBR327 un sitio ~nico de reconocimiento para 

la enzima Ava delimitando el final del origen. Esta caracteristica 

del pBR327, que lo distingue entre otras cosas del pBR322, es la 

principal razón 

experimentación. 

de que 

Finalmente, 

hara sido elegido para la 

la pn1sencia de este n•Jevo 

presente 

sitio de 

restricción causaria tambien el aislamiento del gene de resistencia a 

ampicilina, que entonces podria obtenerse como un fragmento de EcoRl Y 

este nuevo 

9eneticos P.n 

obtener el 

sitio. 

la 

gene 

Debido a 

metodolog1a 

completo de 

la amplia utilización de los marcadores 

de DNA recombinante, la posibilidad de 

ampicilina como un solo fragmento de 

restrtccidn serta una aportacion importante a esta metodologta. 

Cabe señalar que para el aislamiento del origen de replicación y el 

gene de ampicilina no es estrictamente necesario que el sitio generado 

sea unico, pues bastaria con que no se repitiera dentro de la regidn 

que va de§de el inicio del gene de resistencia a ampicilina hasta el 

sitio donde finaliza el origen de replicación. Hás aún, si este sitio 

soi. estuviera repetido una vez fuera de la zona mencionada, incl•JSO 

podria ser útil para la manipulacidn del origen, a trav~s del use de 

digcst iones parciales o tratamiento con brOllll.lro de etidio. 

Er1 función de lo anteriormente expuesto, el objetivo central de 

este trabajo es el 1ig•.1iente: 

La generacidn de un sitio unico de reconocimiento para una 

endonucleasa de restriccidn, titu•do en la regidn que separa el gene 
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que confiere resistencia • ampicilin• del origen de replicación del 

Plásmido pf;R327. 

'. 
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DXSENCt EXPERIMENTAL 

En el pBR.327 eK1sten varios sitios re•:onocidos por la 

endonudeasa de rest rice i·:.n Sau3A, c•JYa se•:ueMia de reconocimiento es 

GATC. Cinco de estos sitios se encuentran localizados entre el final 

del gene de resistencia a ampicilina y el inicio del origen de 

replicación, de manera qo.ie corte5 en cualquiera de ellos no deberán 

afectar la funcionalidad del plásmido. 

Por otro lado, a través de un análisis de la secuencia 

nucleot idica del pl3R327 \Covarrnbias, 1980) 11e sabe quo!! la deleción doe 

un pequeño fragmento, causada por dos cortes específicos de Sau3A 

dentro de la región arriba mencionada, generará en el pl4smido 

e~tremos tales que al quedar unidos, por recircularizacidn, darán 

origen a la secuencia AOATCT que es reconocida por la endonucleasa de 

restricción BglII, para la cual no hay ningún sitio de reconocimiento 

en el pBR327. 

Una digestión del pl4smido con la endonucleasa Sa•J3A, en 

condiciones d<.! tiempo y r.antidad de enzima ta\.u q•J« impidan que se 

co111Plete la reacción, generaría una poblacidn de fragmentos con 

diferente nümero de cortes en distint05 sitio!!. Dentro de la pobladdn 

de fragmentos producidos a través de esta digestión parcial, estarán 

presentes alg•.mos q1.1e hayan sufrido los corles ref er idoi;. 

As1 mismo dos cortes distintos de Sau3A, dentro de la misma 

región, originarian al recirculariz11r la tecuenci<t OGATCC la c•Jal, 

serta reconocida por la endonucleasa de restricción BamH1. 

En la figura. i te esquematiza la estrategia descrita y en la 
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figura. e se representa graficamente la región mencionada r se señala 

la combinación de cortes que 9enerar1an los sitios de reconocimiento 

deseados. 

Los fragmentos producidos por la reacción parcial antes desc1·ita, 

podrán separan;e por electroforésis en gel de acrilamida lver 

mateYiales y métodos) y de esta manera se podr.in seleccionar y 

recuperar aquellos cuyo peso molP.cular indiquen que han sido codados 

en los sitios adec•Jados (la migración de las moléc•Jlas 9•.1arda relación 

con sus pesos molecularesi. Los cortes de Sau3A que caigan en la 

región descrita ca•Jsarán delecion@s pequeñas, de manera que los 

fl"agmiento¡ q•Je result<?n de est.as ddecíones migrar4n en forma m<JY 

simil.1r al pBR.!:27 lineal, el cual servirá como control de peso 

molecular. Por otro lado dentro de la población de fragmentos de DNA 

que migren en forma Parecida al pBR327 lineal, habrá algunos que hayan 

sufrido deleciones en regiones distintas del plásmido. Estos 

fragrn'5!ntos no podrán distinguirse ni ser.in sepayados de los que nos 

interesan. 

Pos ter iorment e, utilizando DNA del fago T4 se 

recircularizarán las moléculas obtenidas y con ellas se transformar4 

la cepa de E.coli K-12 RR1 (ver materiales y m~todos). Las colonias 

transfor111<1ntes se seleccionaran en Placas con medio luria que 

contengan a la vez ampicilina y tetraciclina con lo cual, se impedirá 

el crecimiento de colonias que contengan plásmidos con dP.lecione• 

dentro de los genes que confieren resistencia a los antibióticos 

mencionados o dentro del origen de replicación. 

Finalmente se haYán micropreparaciones de DNA de plásmido (ver 

1nateriales y laétodosi de las transfon11anles AP Te y se deterrainar<i si 

existen secuencias de reconocimiento para las endonucleasas BaRIHI y 

. ._¡ 
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Fig.7 
NGATC N' 
NCTAGN Sau3A 

AG ••••.• ATCT 
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.... .... 

GGA ...... TCC 
CCT AGG 

= Sau 3A = ligasa T4 
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CCTAGG .... 
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Bglll en la regidn descrita. 
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MATERXALES Y METODOS 

a) Cepas bacterianas 

Las células receptoras usadas en los experimentos de 

1.ran-.formación son dos cepas de ~ 1(-12: 

RRl, que es una derivada Rec+ de H&lOl <F pro, leu, thi, lacY, 

rp<¡L20, hsdR, hsdH, ara-14, gall(-2, xyl-5, mtl-1, supE44, Str, Endol, 

AieeA, (Boyer g. Roulland-DoussoiK, 1969.i y la cepa Gl131 <dcm-6, 

thr-1, ltu-6, thi-1, his, lac'v, g&lK-2, galT-22, ara-14, tonA31, 

tsxí0r susiE44, Str, hsdR, hsdH, mee, l. 

b> Medios de cultivo 

Los indculos se hicieron en caldo Luria <LBl, el cual contiene: 

Bacto-Triptona <Difcoi al 1.07., e1<lracto de levadura <Difcol al 0.5Y., 

NaCl al l.ú7. y NaOH 2.5 ml1. Cuando se deseó aislar alguna cepa se usó 

caldo Luria sólido, el cual contiene: agar <D•tcol al 2.0% y 

amptcilina, tetraciclina y cloranfenicol, cuando fué necesario, en una 

concentración de 30 1119/l, 

El aedio minimo 119 usado para la purificación de pl4smido, está 

constituido por: 20 ml de glucosa al 20%, 4 g de casaminoacidos 

diifo:oi, 10 111 de MgS04 ú. l ti, 10 ml de CaCl'!. v.01 M, 100 ml de salo 

lOX (por litro: 132 g de Na,HPQ.¡,7Ha0, 3<I 9 de ~H~Po~. 5 g de Natl, 10 

9 de fll-t.tCl>. los requerimientos de cada cepa <4 ml des prolina al 4h, 

leucina al 1%, histidina al 17., treonina al 21.; 0.2 ml d~ vit~mina 81 

al v.11i r $60 ml de agua destilada. Los requerimientos fueron 



esltril izados por f illr4dón 

e> Purificacldn de DNA de pl4smido 

El DNA del pla111nido PBR327 fué prepan1do amplificando c•Jlt ivOli 

en crecimiento en fase exponencial por la adición de 170 mg/l de 

cloranfenicol <Clewel et al, 1972). 

La e~tracción Y pur1f icacidn de DNA de plásmido se hizo conforme 

al método de li':sado claro, descrito por Betlach el al (1976>, el c•Jal 

consta de los siguientes paso<J11 

1. lncubar 5-10 al de cultivo en LB toda la noche. 

2. Agregar 5 ml de estre cultivo a un litro de aedío minímo "9. 

3. El cultivo es tncl.lbado a 37 C con aireación, a una densidad 

celular de 4-5 x 10' células/mi (35-5-0 unidades Klett, filtro 

roJo> ti81!1Po en el cual se añade cloranfenicol o espectin01110cina 

(sl la cepa es resistente a cloranfenicoli y la aireación se 

continúa por lci+í-2 horas.<Este paso debe usarse para pl4smidos 

relajados Es importante añadir el antibiótico antes de que el 

cultivo llegue a fase estacionaria>. 

4. En est• punto los cultivos pueden ser almacenados en frio si et1 

necesario. 

5. C•ntrifugar: rotor GSA (Sorvall), 7000 r.p.a •• 10 nía. 4C. 

6. léWllY . l.u C111u.lu con N<tCl al Q.851 lsol. hotónica) y 

centrifugar nuevamente1 rotor GSA <Sorvall), 700-0 r.p.m., 16 ain. 

4C. 

1. Congelar l4K pastillas de células <hielo seco/etanol se puede 

usar para congelamiento r4Pido y completo). 
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e. Resuspender las celulu en un total de 10mlllitro de •:•Jltivo de 

sacarosa al 25% en Tyis-HCl SOmM, EDTA 1 mM, pH8, Mantener en 

hielo. llos agregados celulares deben ser separadas mezclando, 

pero con precaución, para no lísar las células en este momentoi. 

9. Añ.:idir lo sig•Jiente por lill"o en el orden dado: 

3ml de EDTA v.251'1 pH e. 

t ml de lisozima (5 mg/ml en Tri5-HCl 0.02511, pH e; 

v.l ml de RNAasa <10 mg/ml en acetato de sodio 0.1H, EDTA 3.3 x 

t(i~ 11, 

DNAasa. 

prP.calentando durante 

Has soluciones de 

10 min. a 85C para eliminar la 

lisozima y RNAasa deben ser 

almacenadas congelándolas a -20C. en pequeñas alicuotas de 2-5 

11111. 

lv. Mezclar suavemente y dejar en hielo 15 min. <las células se 

conviel"len en esferoplastos;. 

11. Añadir 

tritón 

PH 8, 

tres mililitros de mezcla litica de tritón 3X <3 ml de 

X-too al 10%, 75 ml de EDTA 0.25 ~. 15 ml de Tris-HCl 1 M, 

7 111 de H\:O>. 111ezclar suavemente y dejar en hielo 15 min. 

\l~ esferoplastos se lisan;~ 

12. Centrifugar en tubos de polipropilei'IO de SO mh rotor SS.34 

i~orvallí, 18,000 r.p.111., 4(1 min, 4c. 

1.:s. Decantar el sobrenadante en una probeta 11raduada de plástico tel 

DNA se pega al vidl"ioi inmediata111ente despu~s de sacar los tubos 

del rotor. Anotar el volumen y vaciar en botellas de plástico de 

25V •l. 

14. Añadir un volumen de agua bidestilada (esto hace la sacarosa 

111eno1 densa que el fenoli. 

15. Añadir un volumen (respecto al 

\fenol saturado con amortiguador: 

total) de fenol saturado frio 

una IM!ZCla 111 de fenol 
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destilado sobre Zinc, y Trts-HC.1 50 m!1, NaCl 100 mM, pH 7.5. 

Equilibrar toda la noche con agitación>, mezclar suavemente y 

añadir un volumen de cloroformo igual al de fenol, miezclar. 

16. Centrifugan rotor HS-4 (Sorvalli, 6500 r.p.m., 10 min, 4c. 

17. Pas11r la fase s•.1perior \acuosa> a otra botell.a de 250 ml í.evilar 

la peltcula de protelna en la interfase). 

18. Añadir 1/30 del voltJmen de NaCl 5 H a la fue .acuosa. Lue90 

añadir dos volúmenes de etanol a -2Qc. deja·r en estas condiciones 

1 hora o más. lE-.lo precipita el !)NA). 

19. Centrifugar: rotor HS-4 (Sorvall), 6,500 r.p.m,, 60 min, -Se. 

Dacamtar el -.obren.adante y secar el exce-.o de liquido en la 

botella con un "kleenexM y luego con aire. 

Resuspender el precipitado en 5 mi de 

glicerol est~ril y aezclar suavemente. El 

agua. Añadir l ml de 

glicerol hace la 

solución mas densa, de tal manera que el DNA b.aja a la superficie 

de la columna>. 

21. ColOt!ar la suspensídn en una columna de A-50 lparttculas de gel 

de agarot.a para cr01Utocarafia por fil fradón: <Bio-Rad> de 2 x 35 

cm de corrida con amortiguador A-50 tlris-HCl 50 11111. NaCl 500 mH, 

~ 1 dt. pH 8). Colectar fraccionH de 4 al. 

22.. Determinar la densidad 09tica tO.D.i a 260 nm de cada fracción. 

El DNA debe encontrarse en los primeros 40 t•Jbos <.4ml/tubo>; 

generalmente entre los tubos 15-25. <.Una O.O. de 1.0 equivale a 

5ú }'9 de DNA/ml>. 

23. Juntar las fracciones que contienen DNA de plásmido. Añadir dos 

volúaene1 d9 etanol a -20<:, congelar por una hora o ~s. 

Centrifugan rotor HS-4 (Sorvall> 6,500 r.p.m. 6V 111in, -Se. 

24. Secar el precipitado eon aire. 
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25. Resuspender el precipitado en 2.1 ml de amorli9uador TE (Tris-HCl 

ló mH, EDTA 1 mMJ por cada 500 g de ONA. 

26. Gradiente isopicnico a equilibrio de cloruro de cesio-yoduro de 

propidio 

Preparación del gradiente: 

ª' 2.1 g de CsCl (sólido) 

b> .2.1 ml de DNA en TE <cada tubo no debe contener más de 500 g de 

DNA>. Delide este punto, debe procurarse no expoJner el DNA mucho 

tiempo a la luz (el PdI reacciona con la luz visible). 

c) 150 111 de una sol•Jción de 2 mg/ml de Pdl, 

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

dentro de las camisas con aceite mineral. 

27. Centrifugar: rotor SW50.1 <BeckmanJ, 38,000 r.p.m., 20 horas, 

.20c. 

29. El DNA en el gradiente será visible a la luz ya que el PdI que es 

colorido 9e 

do9 b;i.nda9: 

intercala en el DNA y lo htce visible. Se observarán 

la superior formada por ONA cromosomal y plásmido 

roto; y la inferior, formada por el pl4smido superenrrollado (los 

intermediarios de replicación del plásmido producen un tenue 

b.arrido entre las dos bandas), 

29. En la obscuridad y bajo l•JZ UV picar el fondo de los tubos y 

colectar lentamente, el DNA de plásmido en •Jn tiJbo de pl<ist ico. 

3ti. Usar una columna de intercambio ión ico <Dowex 50W-X8, Bio-RadJ 

tratada con ácido y luego con base, 1N cada uno, neutralizada y 

almacenada en Tris-HCl 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH S> para eliminar el 

Pdl. S. colocan 2-3 ml de resina en una clumna pequeña y se 
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equilibran con lv al de a1110rli9uador de rewstna úowex <Tris-HCl 

5ú inH, ptt e, NaCl l"i Por cada al de resina. 

31. f.n la obscuridad, colocar la muestra dil•Jtda ts l con amort ig1Jador 

Dowex i.si no se diluye el C:sCl, el complejo DNA-Pdl se m1,,1eve 

de111asiado r<lPido a través de la columna), e11Jir lentamente Y 

añadir, por lo ~nos, un volumen de columna de amortiguador Dowex 

para lavar el fJNA remanente. Revisar con luz l.N si todo el Pdl se 

ha eliminado; si algo se salió, correr el eluato a través de otra 

columna. 

32. Dializar el DNA contra 2-4 litros de Tris-HCl 10 11111, EDTa l mM, 

pH a, por 6-S horas a 4c. Repetir la operación una o do<l veces 

lllás. 

33. Sacar el DHA de la bolsa de dialisis, y precipitar añadiendo l/25 

del volumen de M&Cl S K y d~ volúMnet de etanol a -20 C. DeJar 

ast por una hora o .as. 

34. Centrifugar rotor HS-4 lSorvall), 6500 r.p.a., 60 ain, -5c. 

3S. Resuspender en 0.5-1 al de &1110rtiguador TE. Medir la densidad 

óptica a 2.60 na Para determinar la concentración de DNA 

\generalmente es de o.s-1 1119/al). 

30. Al¡qeenar a -2Uc. 

d> Enzimas. 

a. Endonucleasas de restricción. 

Las enzimas usadas en este trabajo fueron adquiridas en Bethesda 

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

{19781. Las condiciones de reacción fueron COlllO a continuación se 

d"!scribem 

Se adicionó a la mezcla de reacción 1110 del volumen de 



3(1 

amortiguador 10X de la enzima usada; nunca se usó un volumen de enzima 

mayor q1Je el del amort i9•.1ador 10l\. 

Amor·t iguadores lv~: 

EcoRh 

Tris-HCl (pH 7.5) 1 M 

l19Cli. 0.05 M 

NaCl 1.0 M 

BamHl: 

Tris-HCl (ph 7.Si 1 m 

MgCh. O.v5 M 

Hpa Il y Hae Ill: 

Tris-HCl (pH 7.5) 60 mH 

t1g(. 1,. 1;><) mM 

(\-mercaptoetanol 60 mM 

Hhal: 

Tris-HCl (pH 7.4i ú.5 M 

119Ch. O.OS M 

ditiotreitol 0.005 M 

Hinfl: 

Tris-HCl (pH 7.5J 6v mH 

MgC.l;z. 60mt1 

0-mercaptoetanol 6v mM 

NaCl 1.0 M 

Bglll 

Tris-HCl (pH 7.5> 10 mH 

MgCl-z_ 10 mtt 

ditiotreitol 1 mM 

Sau3a 
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Tris-HC..l {pH 7.Si lv ml1 

Ng1:1.,. lv mN 

NaCl SO ml1 

ditiotreitol 1 11111 

Las reacciones con endonucleasas fueron incubadas a 37 C, durante 

el tiempo requerido de acuerdo con la actividad de cada enzima, y 

despuoés detenidas mediante calentamiento a 75C durante lú min, o 

adicionando 113 a 1/5 del volumen de "mezcla inactivadoraA lurea 1úl1, 

·:ianol de xi leno 0.05%, azul de bromofenol O.VS%, en agua). 

Cuando se hizo necesario, las muestras fueron extraidas con un 

volumen de fenol saturado y un volumen de cloroformo (este 

procedimiento eli11ina la proteina adicionadai y precipitadas con dos 

volumenes de etanol. 

En el caso de la endonucleasa Sau.3a, con la cual se quer1a 

real izar una digut ión parcial, SI! incubar.::m 10 1'9 de DNA durante 20 

mir.. en las condiciones descritas y se tomaron alícuotas conteniendo 1 

1'9 de DNA, a interválos de 2 •in. Cada un.a de est.u alic1Jot.as junto 

con una digestión total del mismo DNA, un control sin digerir y un 

control linearizado con EcoR1 se corrieron en un gel de acrílamida 

~ver electroforesis en gelJ y se tomó una fotografia de dicho gel 

p•Jdiendose deterainar asa, de acuerdo .a la inten'iidad de la5 banda\, 

la condición más adecuada para obtener una mayor cantidad de 

iragmento'i del tamaño requerido laproxilll<ldamente 3200 p.b.>. Dich• 

condición fué: 120 pg de DHA con 10 pl de enzima incubados durante 6 

min. 



b, Ligasa l4 

La ligasa de ONA del fago T4 lun obsequio de H.Heynekeri tuP. 

purificada de acuerdo al procedimiento descrito por Panel et al 

d9731. 

La·.; reacciones de ligasa se hicieron en T1·is-HCL 6r:.mM, pH 7.6, 

11gCl o.o mH, ditiotreit•:il 10 mt1 y AlP 0.5 mM a 12(. por 12 hora'io o 

más, la concentración de la ligasa del T4 y las de los extremos de ONA 

i•.1.eron variadas para promov"?r polimeriza•:i•:'.>n o re•:ircularización 

i.l'laniatis et al, 1982:1. Pat·a fragmentos de ONA de extremos c•:ihesivos, 

•ma unidad de ligasa 

co11centrael.ón de las 

de DNA de T4 

terminales fué 

fu~ suficiente y la 

de tal manera que se 

i avorecieran las moléc•.ilas lineales (Ougaiczyk el al, 1975i. 

e> Electroforesis en geles de a9arosa y acrilamida. 

La e lect rof ore'> is se llevó a cabo en placas C•:>n formoe a las 

=ondiciones descritas por Bolívar et all1977). Agarosa (Bio-Rad) al 1% 

se diliolvio mP.diante ~bullición en amol"t ig•.iador Trico-Boralos-EOTA 

\Trizma Base ($igmaí 9ú mM, EDTA 2.5 mM, H BO 9úmM, pH 8.2i, 

posteriormente se vació y dejo gelificando. Las m•lecotras, con un 

contenido de ú.2 a l.v ~g de ONA, se colocaron en los carriles en 15 a 

~v 111 cada una. La electroforesis se llevó a cabo a 150-180 volt'S. a 

temperatura ambiente durante una hora. Este tipo de gel tue usado 

cuando se trató de fragmentos de peso molec•Jlar alto (1-4 MdJ. 

Lo'> geles de poliacrilamida se prepararon mezclando 3 ml de 

amortíg•.iador Tris-Boratos-EDTA 1\JX, 7.5 ml •.para a•:dlamida al 7,5%) 

de solución de acrilamida-bisacrilamida lBio-Radi al 28% y ú,6% 

n!spectiv.;uiwnte, 1'5\1 111 de <NH.¡lz.520e. Diesp•J'.!s de d~sgaco if icar al 
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vacto, adicionaron 15 de TEMED 

tN,N,N· ,N .. -telramelil<?lilendiarnina> lBi.•:>-Rad1 y se vació en el molde. 

La electroioresis de estos geles se llevó a cabo a 200 volts. d•Jranh 

1.1n.:i hora. Se usó este tipo de gel para DNA de tamaño pequeño (0.015-1 

Hd1. 

Después de terminada la electroforesis, los geles se sumergieron 

en una solución (4 mg/mli (Calbiochem) y se iluminaron con una lámpara 

IJV de onda corta Wltraviolet Products, San Gabriel Cal., U.S.A.>. 

Para fotografiar lo'ii gelF.!s se uso) un filtro de gel al ina amarilla 

No. 9 Kodak Wratten y pelicula Polariod NP tipo SS con una cámara HP-5 

Polaroid. 

Los fragmF.?ntos fueron aislados de geles de acrilamida al 57., 

usando acrilamida (Bio-Rad) como describen Mani~tis et al. (1982). Los 

pasos son los siguientes: 

1. Visualizar el gel con iluminación con una lámpara ultravioleta v 

cortar la banda por pi.ir i ficar con una navaja. (P1Jeden cortarse 

varias bandas de diferentes geles que pesen de o.os-0.1 g cada 

una y procesarse simullaneamF.?ntei. 

¿. Colocar las bandas dentro de una cámara para eleclroelución (en 

fragtMntos de v.5 x O.S cm aprox.; y cubrir con amortiguador TE 

( Tris-EDTA>. 

3. Establecer un puente de corriente el~ctrica entre los dos 

extremos de la cámara (cada extremo consiste en un peq•Jeño pozo> 

utilizando amortiguador TEA lTris 24.2 g/l, Acetato de sodio $.2 

gil, EDTA 3.7 9/l, pH a.ti y aplicando una corriente de 100 

volts lel DNA migra hacia el polo positivo abandonando el gel>. 

4. 11antener la corriente el~ctrica d•Jrante 3 hor.is.El DNA se 



recupera en el pozo opuesto al q•Je 'ie colocaron las bandas 

disuelto en TE. 

5. Para asegurarse de que lodo el DNA ha sido eluido, puede teñirse 

uno de los fragmentos de gel coloc;idoi; en la •=·imat·;i con •Jna 

solución de bromuro de etidio (ú.5 ~giml) y observarse a la luz 

ult ravioloeta, si se observa fluores 0:enc ia, se deja que la 

electroelución contin~e hasta que ésta desaparezca. 

6, El DNA obtenido se precipita con 1120 volumen de 5 m NaCl y 2. 2 

volúmenes de etanol a -2üC durante una h•)t·a, 

7. Centrifugar y secar el precipitado para eliminar el etanol lcon 

una corriente leve de aire>. El precipitado se disuelve en agua 

o amortiguador TE. 

f) Transformación de E.coli K-12 

Las células de E.coli de las cepas RR1 y GM31 fueron 

prep'1radas para la transformación por el m<jtodo descrito por Cohen et 

al (1972J. El procedimiento es el siguientei 

1. Inocular 3ú ml de caldo Luria con un ml. de cull ivo crecido 

durante la noche, dejando crecer hasta una densidad celular de 5 

" 10 c4lulasiml (.3v unidades 1-dett, filtro rojo), 

2. Pasar el c•Jlt ivo a un t1Jbo esteril y centrifugar: rotor HB-4 

<Sorvalll, 10,000 r.p.m., 2-5 min, 4t. Decantar • 

.3. resuspender las cél•Jlas en 15 ml de NaCl 10 mM Irte y 

centrifugar nuevamente: rotor HB-4 \Sorvall l, 1000•) r.p.m., 2-5 

111in, 4 C. Decantar. 

4. Resuspender" las cl!lulas en 15 ml de CaCl'l.. 30 mH frio y dejar en 
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hielo durante 2V-30 min. (Esto permeabiliza la membrana). 

5. Centrifugar: rotor HB-4 lSorvall), 5000 r.p.m., 5 min, 4C. 

Decantar 

t.>. Resuspender las celulas cüidad•:>samente en 3 ml de CaCh. 30 mM 

frio. Inmediatamente añadi1· ü.2 mi de esta S•Jspensión a cada 1Jnc 

de los tubos, preparados previamente, que conti~nen 0.2-2 ~9 de 

DNA en 100 ~l de CaCl~ 30 mM. 

7. Dejar los tubos en hielo durante una hora, 

a. Colocar los ti.1bos a 42C durante 2 min. y liiego dejar en hielo 

durante 5 min. 

9. Añadir a cada tubo~ mi de caldo Luria y luego incubar durante. 

dos horas a 37C (Esto permite recuperar la membrana y 

estabilizar los plásmidos dentro de la celulai. 

10.Platear 0.1-V.2 ml de cada tubo en el medio adecuado y deJar 

creciendo toda la noche. 

g) Microen•avo del DNA de p14~mido 

Este método consiste en la semipurificación de pequeñas 

cantidades de DNA. de plásmido con el fin de caracterizarlo 

parcialmente. En este caso se utilizó el mdtodo de eKtracción alcalina 

reportado por Sirnboi~ & Doly l1979>. Los pasos son los siguientes: 

1. Cultivar 3 ~l de c~lulas toda la noche en cal~o Luria. 

2. Transferir 1.5 ml del c•Jltivo en •Jn tubo "Eppendorf" '/ 

cenlrifu9ar 2 min en la microcentrifuga \Brinkman1 15000 

r.p.m. ). 

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

4. R4•u1pender en 150 pl de solución I l2 mg/ml de li,ozima, 50 mM 
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gluco.a, 10 ml1 EDTA y 25 ml1 Tris-HCl pH 0) y mantener a 4C por 

30 min. 

S. Agregar 2w 111 de sol•Jc1on II \NaOH 0.2. N y dodecil-sulfato de 

sodio al li.i. /.lgilar suavemente lo'i l•Jbos. L;¿ solución se loma 

transparente y ligeramente viscosa. 

o. DespuP.s de 5 min. a 4 ~. agregar 300 111 de solución III <acetato 

de sodio 3N pH 4.81 e invertir el t•Jbo cuidadosamente hasta que 

se observe un precipitado.?, Congelar los t1Jbos con hielo seco 

durante 5 min. y coantrit"ugar du1·anle 5 min. Después de este paso 

se obtien':! un sobrenadante claro del cual se toman 600 I' l y se 

transfieren a otro tubo. 

e. Adicionar 1 ml de etanol Para precipitar e 1 DNA y mantener a -20 

C. d•Jrante 3ú min. 

9. El precipitado se obtiene por centrifugación y se resuspende en 

200 pl de sol1Jción IV (acetato de sodio 0.1 M, Tris-Hc.l 0.05M pH 

&J precipítandose nuevamente con 4v0 pl de etanol a -20 c. 

10.Eentrifugar de nuevo y secar el precipitado para eliminar los 

residuos de etanol. 

1l.Resuspender en 30 pl 

solución V (1 mg de 

de agua destilada y agregar 4 pl de 

RHAsa A en 1 ml de Trh-HCl 5 ml1 pH 8 

hervida durante 10 min>. Incubar el tubo a 37 C durante 10 min. 

El DMA as1 obtenido, puede tratarse con enzimas de restricción o bien 

utilizarse para transformar otras cepas. 

. .. 
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f'<F':.Sl_IL_ TADCJ:::;; 

A. Construcción del pl•smido pBR-17 

De acuerdo a la estrate;13 d•scrita en el disefi~ e.:Perimental, 

<:~ r·~-11 izo •.1na ct1g>?c:it. 1i:Jn P·:lr"1: tal 1;:1:1n ~·-5:'.l·~;A de 1 pE:Rj27 baJC; l.1s 

en materiales y m~lodos. Lol fragm~nto~ 

1Jbten1d1:is .:n QSt.~ r8:i;~!-:-l·:n f1Je~··)n 61::-p~r--!ld1:;-; p•:·l· .:!q·:t1,·;Jf•:r ,·,-: ~-:: .::n .:;>?l 

de acr·1lamida al 7.5~ .. El DNA C'JYa m1grac16n ~or"YRSpondta a un tam3fi~ 

muli?i:1Jl'3l. similar .~l di;l pl¿~:.11·~·:·. iue S·?P-~1·1c.k! y :al 1J1d(, ;!(:·t q.::l y 

lago T4. El ONA li9ad0 se uso para transformar la cepa de E.col. RR1. 

~as transformante~ A~Tl as! obtenidas se ensararon para det¿~t5r DNA 

de pl4smido cap.3: de l ineai·¡:,;rse '"''n Bgl I I q1.e t.•JVi>:fa •in-1 rn1g.-¿¡,:1e>n 

ligeramente meno1· a la del pBR.;;.;.¡ lineal, o bi>2n que pudl•?t·a s-ir 

cortado con la endonucleasa BamHl generando bandas cuyas migraciones 

correspondieran a pesos moleculares de 1~62 p.b. ll.1 Mdl y 1608 p, b. 

(1.08 MdJ. Uno de los plasm1dc• redultantes que se d19erta con EamHl 

fu~ seleccionado y denominada pBR-17. 

B. Caracterizecidn ~on endonucleas~s de re~triccidn del pBR-17. 

EL p&R-17 es un Plasmido resistente a Ap y Te que al ser 

cortado con la endonucleasa EamHl genera dos bandas de aproxi~adarnente 

1700 p.b. cada •.ma d1g 9i. Al comra1·ar el pat_,·ór. d.: n1stri~.·2i°"n que 

con SaulA rinde el pER3~7. c~n el ~e este n~evo pl~1~id~ s~ observa 



FIGURA 9. 

digestiones 

Análisis de simples y 

del PBR327, pBR-14 y 

dobles 

pBR-17 

usando electroforesis en gel de agarosa. 

El carril a muestra una digestión simple con 

EcoR1 del plasmido pBR327. Los carriles b y 

e muestran digestiones simples del pBR-14 

con EcoR1 y BgllI respectivamente. El carril 

d muestra una digestión doble EcoRl-Bglll 

del pBR-14. El pBR-14 sin digerir se puede 

observar en el c•rril e. El carril f muestra 

una digestión con BamH1 del pBR-17. En el 

carril 9 se observa el pBR-17 digerido con 

EcoR1 y el carril h muestra el plásmido 

pBR-17 sin digerir. 



.ZQn el ::..-l!r.~n d.:l al:F·.3~( i:.~n l!i tnti;r11 :::-r·:::·:2, =.i? •>t.:.-:1·•"1 q·Ji! 1~ 

S~.;und.J band.a rJe -?~t.~ ·.;lt1r.:·:·1 n:: ar .. :-.r.e·.:~ t:rc •>! •::L·:.: ~·-=t p[..t--.·lJ '1 l!f1 

C<'lM'c\1) ·!~~t-i=?·:.i: iJf\.S b~nd-i r.i'? r.ii•.::r t.ar:i-snv (ricr·,:···. 17ü p.:s:·P~ d~ b~:ii!!'-

E;.1rr.HI ind1•:-'l q•l>! >!iota n•io;va b;inda es •:·:.rl.:ida p·)Y E:.~mHl d.:indo l•J9.'ir a 

dos bl"d.as d~ 36º y 271.1 p.t:. 

Un.a di~e5t1cn del ~2~··17 c0n la end~nuci•a&a H1nfl m~eslra la 

dtsa~aricion d~ 11 ba~~a 2 corr~1pond1~nl• -'ll patron ccn ~st'i en:1ma 

d~l pSR,!;2í v la aN•• 1<::1·::.n, do? o.ma t;anda ap.-.;,.,. !rO p.b. m·H 91"ande 

di9 lt:u. 

qu~ s~g~r~~~nte ~€ c·r191r:: !l qu~Jar ~~~~ldl l~ d1g~;l1·:~ ~~ ~n dtmerc 

d~l pl~s~1~~ ut1l1:~dc 1ni~1a!~~~t~. 

L~ ca~~~ter·1=~:1on r~1ltza~~ e~~ H¡nt 1 y H~~ li [. a;1 e~~~ con 

C. Con~trucc1ón del elás~tdo pDR-14 

O#tb1do a a•1e i!l r·•-=?vlj :tt:.·:· d~ t:1rr,t--fl Pr'?~~"·tt! .: ... .:;¡ ;:t;~-:7, no 

~' ~n1co t~·:i!t~ :\··~ ~~~~,·~. d~l ;ere~~ :·~\¡~ltnc1~ a t~t,~:1cl1n~l, 



FIGURA 10. Electrofor4sis en gel de acrilamida 

del DNA de los plásmid•:is pBR327, pBR-14 y pBR-17 

cortado.. con endon1Jcleas.as de 

restricción. 

Los carriles a, b y e muestran el patron de 

restricción co::•n Sa1J3A del rBR327, rBR-14 y 

pBR-17 respectivamente. En los carriles d, e y f 

se PnH;enta un patt·ón de r<!stricción de Hhal de 

estos plasmidos en el mismo orden relativo. El 

patrón de restricción de los plásmidos pi3R327, 

pBR-14 y pf;f;-17 con HpaII puede observarse en 

los cardles g, h res pe et i vamente. 

Finalmente en los carriles j, k y l se muestra 

un patrón de restricción de H i nf I de 1 pBR.327, 

el pEIR-14 y el pBR-17 respectivamente. 
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tetr~ciclina que conl~n1.a un Pl•smido car•= d~ 11n'?arizarse co~ iglll. 

$in .illlb.u·go, e1;te plésmido migt•lba en 1Jn <.1111 de ag-st"l'!o.\ ,.¡l n. •:•)n •m 

t.amai'iv 111o:;.leculaf' cor'responditlnte a a.pro... 24vv p.b. y PN' lo tanto 

debi.• 

preparilt7l0n de l!i<lYOr cant 1dad d"? DNA de Plilsmid·:• h1:•:· p.~sibli? ob:.~t'va.­

que adem.ts de .ts te nuevo p 14smido, se <tncont r.:\ba p1·es>.:nto¡¡ •.:-tr·o r.:•Jr .¡ 

migración correspondta a la del pBR327 y qu~ posiblemente estaba 

confiriendo resistencia .a uno o a los dos .ant ib1ót icos •.ltillz<>do¡ pan1 

•uleccionar. 

C.on el t1n de segregar estos dos plasmidos se pui·ifi.,.:c. DNi:. di! 

pl.ás111ido de 1-i c-::.loni.t <;•Je los contenh y con <!l s<! transf•:wrnó la cep,a 

de E.coli K-12 RIU. La seleccion de las colonias tr-.anr.ron.1ant~s se 

re.ali;:.:- c•Jn los .anltbi6t ir.:os tetr<lr.:i<:l in<l y arepkil ina P•:ir s.¡opariido, 

obteniendose, entre las colonias resistentes a tetraciclina algunas 

\ensible' a ampieilina y otr<>s re'Oislentes. De ,aq•.ie\l.;<; eoloni;,is q•il! 

present.aban sensibilidad a ampicillna se a1sl.~ el plásmid•:> que .::il ser 

digerido .::on S<;lll rer>d1a •Jna sola b.anda ée aprox. 24tiü p.b. Este 

plásmido se denomino pER-14. 

Las colonias resistentes a a~pir.Ll1na presentaban, en todos los 

e.no• t1 p Us111ido PBR327. 

D .. Car-acterización del pBR-L4 

El pSR-14 es •;n pl.tsR11do r·.rs1'5tente a. tetr1r.:1r.lin.a p41·.,:i 

S«nsibl~ a a.mpicllina. un.a di9e'il10n dt nte ploi!:m1do ·:.:>ri la e~.:1ms 

l>glll pr·~•Jo::e ... n t'NA iln'!al q.a 1.•1g.--1 c•::.n •Jn l,imai;c, -:o:.rr·e~P·:>1;d1enlot a 

24vl'.• p1res de b·l'>.t'i l.Ftg 91. 

IJn-.1 <:•:it11parac1ór, d..i lo;, P.tlron"s do!' rest.r 1C·;1i:,r, del pE;f,· 14 y tl 



FIGURA 11. Electroforesis en gel de acrilamida de 

los pl.ásmido<o pl3R:327, PBR-14 y p8R-17 <:on H.:ielll. 

Los c.:irr i les 

restricción de 

a y b ~uestran el patrón de 

HaeIII de los pl.ásmidos pBR:327 y 

pBR-14 respectivamente. Como se observa las bandas 

1, 2, 4 y 12 del pBR327 no estan pre,entes en el 

patrón del pBR-14. En su lugar hay una nw:1va b.:inda 

(l;i banda). Al h.:icerse una digestión doble 

HaellI-Bglil dr;il pBR-14 tcar.-il c) se observa que 

e'ta n•Jeva banda desaparece. En los c.:irrí les d y e 

se se muestra un patrón de restricción del pBR327 

y pBR-17 respectivamente. Notar que la banda 2 del 

PBR327 ha desaparecido en el patrón del pBR-17 y 

en su lugar hay una banda que co1·re arriba de la 

pri11era. Esta banda desaparece al hacer una 

digestión doble HaeIII-BamHl del pBR-17 como se 

observa en el carril t. 
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pl3R327 con la enzima Sau3A indican la desaparición, en el ultimo 

pl4smido de las bandas 4, 6, 7 y 9 correspondientes al gene de 

ampicilina del pBR327 y equivalentes a aprox. 900 p,b. lFig. 101 

Un an4lisis de la secuencia del pBR327 indica que una deleción 

del material genético contenido en las bandas mencionadas, generarla 

en la recfrc•Jhrizaci•~n. •Jn sitio de BglII, ya q1Je daría origen a la 

secuencia AGATCT. 

Usando otras endonucleasas de restriccion se caracterizó un poco 

más el pBR-14. Ast por ejemplo, en la figura x se observa que los 

fragmentos 2, 4, 12 y 1 generados por una digestión de Hae III en el 

pBR327 no se enc1.1entran en el pBR-14. Sin embargo, un nuevo fragmento 

de aproximadamente 473 p,b. es generado, aparentemente como resultado 

de la fusión ·entre los fragmentos de Hae!II ni.Jrnero 

pBR327. El tamaño de este fragmento corrobora que la deleción sufrida 

es de aproximadamente 900 p. b, Al hacer una digestión doble de Hae II 1 

y Bglll del pBR-14 se observa que la enzima Bglll corta el nuevo 

f.agmrento dando lugar a d•:.s bandas de 174 y 299 p,b. <Fig 11>. 

Similarmente, los fragmentos de Hpall 2, 14, 11, 4 y 1 del pBR327, no 

se enc•.1entran en el pBR-14, pe1·0 aparece un nuevo fragmento (fig 101. 

Los patrones de restl"icción del pBR-14 prodtJcidos con las enzimas 

Hhal y Hinf I, as t como el de Hpal 1 S•:.n c•:.ncordantes con la id'!!a de que 

el pl3R-14 es producto de una delecion precisa de 900 pares de bases 

que contiene parte del gene que confiere resistencia a ampicilina. En 

la figura 14. se muestra un esquema del pBR-14 y ahí misrno se señala 

la posición del sitio de Bglll con 1·especto al origen de replicación. 
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D 1: S 1::; U::> :I 1::. N 

Se construyó un plasmidor el pBR-17, que permite el 

aislamiento del gene de resistencia a ampicilina y el del origen de 

replicación. 

Sin emb1.1rgo consideramos que el pBR-17 no será el m4s idóneo pa1·a 

la manipulación del origen, con el fin de lograr su regulación debido 

Principalmente a dos causa-a: 

- El sitio de BamHl que se ha introducido en el PBR-17, no es único 

y por lo tanto para hacer inserciones en él, deber4 procederse a 

través de digestiones parciales o tratamiento con b~omuro de 

et idio. 

- El sitio ha quedado situado a aprox. es pares de bases del 

promotor del Primero de la replicación y, probablemente, la 

pretencia de un operador en este sitio no será util, ya que se 

requiere que este •.lltimo se encuentre mas cercano al prOlllotor 

\suponiendo que funciona a través de estorbar la unión de la RNA 

polimer-asa con el promotor}. Ciutamente queda la posibilidad de 

disefler un experimento que p.er111lta hacer inserciones más cercanas 

al GIPi91fn, como por ejP.mplo, el uso de la exon•Jcle-:isa Bal31, pero 

dado que se obtuvo un plá11aido (pBR-14) c•JYas caracler111tica 

11ati1fac:an la1 condiciones requeridas para manipular el origeft, 

crieemo11 que el pBR-17 con.Utuira esencialment• una fuente para la-

cbtetleión del casette de ampicilina. 

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

secueftCia r«P9tida, ya que esto podria generar problemas en cepas 
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et icientes en P?co111bin.ición y prod•Jcir deriv.id•:>S distintos al pl<ismido 

or 191 nal. Sin emb.argo no es seguro que es to ocurra Y desde luego en 

una cep.a dei1ciente en recombin.ación como es la que se uso en este 

e><!""'rimento, no oi::•..1rrir1a. 

En función de lo anterior se continud con la búsqueda de un 

pla~~ido que por delecidn generara un sitio para Bglll. Se aislo uno 

que denominam•)S pBR-14, el cual posee un sitio único para Bglll 

situado aproximad.imente 5 pares de bases antes del promotor del 

Pr 1ir..ero. Con el pBR-14 sera posible hacer las manipulaciones 

necesarias en P.l origen de rePlicacion para 1·eg•Jlar su n•lmero de 

copias y aunque se ha perdido el gene que confiere resistencia a 

ampicilina, 5e podr4. insertar, en forma rn•JY sencilla, cualq•lier otro 

mar-:ado1· genético \Cm, l;.m) o bien el mismo gene de -laclamasa en el 

sitio •Jnico para EcoR1 que com;erva el pBR-14. 

Es importante nota1· que, el pBR-14 fué el único plásmido aislado, 

~entre aprox. 5úiJ colonias estiJdiadas) en el cual pudo 9ener<1rse el 

sitio deseado por deleción, y éste sufrió una deleción mayor que la 

esperada, inclurendo parle del gene de resistencia a ampicilina. En 

este experimento, seleccionamos colonias resistentes a ampicilina y 

tetraciclina al mismo tiempo y, P•Jr lo tanto, el aislamiento del 

pEsR-14 implicó que en el momento de su selección se encontrara 

coexistiendo 1en la misma bacteria/ con otro pl4.smido que confiriera 

resistencia a ampicilina, Este evento d~ colransformacion es mucho 

menos probable q•Je el que •:>rigin.al1Mnte se b1J'!iCaba lsimple deleción de 

•.m fragoento>. Esta obset·vadón nos condujo a hacer un an>.ll is h de los 

otros pUs1111ido'i obtenidos i.aq•Jellos en los q1Je no se h.abia generado un 

sitio pero que habtan eKPerimentado algún cambioi y encontramos que en 

ning•.mo de ellos se perdia la secuench q•Je originalmente pretiendtamos 
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deletar ya fuera porque ocurr1an repeticiones o porque ocurrtan 

delecb:mes en ofros sitios. Todo lo anterior nos sugit"io quP. el 

fragmento que querla deletarse inicialmente contiene una secuencia 

importante par· a la replica.: ión de 1 p lásmido, 

Haciendo una comparación de la secuencia contenida en el 

FBR327 con la que en el pBR-14 la sustituy~ lla inmediata al sitio de 

B9III>, encontramos que la secuencia presente en el primero es muy 

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

pBR327 5 'AGAAAAGATC~AAG0ATCTTCTTGAGtl TCCTTTTTTTCTGCGCGI.l\.A TCTGCTGCT3 · RNAI l • 
~:s\. ~ ¡ • ., 

pBR-14 5'GTMMGA.IGCTOAAOATCTTCTTGA.Gl\TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATqGCTOCT3' RNAII · ·• 
" 

Tanto en el pBR327 como l!n el pBR-14 dicha secuencia tiene una 

~aturaleza palindrdmica caracteristica, que se destruiria al hacer la 

delecidn inicialmente Planeada Fig. 17. 

Por otro l<1do comparamos la secuen·~ia contenida en el pBR327 con 

la de otros pl4smidos t<1les como el CloDF13, ColE1, pMB9, etc y 

observamos que la región mencionada, es conservada en todos estos 

plásmidos. 

Posteriormente, se intentó hacer una inserción doe un pequeñ•::> 

fragmento de DNA oen el sitio de BglII del pBR-14. Tal experimento no 

!le logro. Por todos los anteriores ar·gumentos sugerimos que la 

~ecuencia tiene alguna función en la replicacidn del pl4s•ido. Esta 

'dea resulta muy interesante puesto que ninguno de los reportes hasta 



AA AG 
csG 
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pBR327 

Fig.16 

pBR-14 
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ahora publicados Pa1·a los plásmidos tipo ColEl han conuder.ado h 

posibilidad de que una secuencia arriba del pr·omotor del prtm-ero tenga 

función alguna en el inicio de la replicación del Plásmido y solamente 

para el e.so del p lásmido C.loDF 13 (•Jn pUsmido s imUar a C.olEl i se le 

habla atribuido a esta misma secuencia una función de terminador de la 

transcripción (StuilJe et al, 1980). 

Con base "!n el modelo anteriormente expuesto para el inicio de 

replicación de los pBRs se han podido sugerir algunas hipótesis para 

la explicacion de lo observado: 

En el plásmido CloDf13 hay un ~ene situado antes del origen de 

replicación cuya transcripción ocurre otn el mismo sentido q•.Je l.a 

rePlícacidn, de manera que si no termina antes del origen, se sabe que 

incre111enta la transcripc:ion del RNAll y consecuentemente el númtro de 

copias ($tuitje et al, 198vJ. Analoqaiaente en el pBf<327 el gene de 

ampictlina se transcribe antes del origen, podría pensarse que si 

dicha transcripción se siguiera sobre el origen, la transcripción del 

RNAll se veria incrementada de tal forma que el número de copias 

aumentar1a y probab le11enle al ;¡rado de res u llar tóx ko para la c4 lul"l 

\por l.a acuniulacion de sus productos o por agotarse las pol111Mr~sa1 

necesarias para la 1·eplicación del cromo10111a1 y la bacteria morír1a. 

La secuencia prnente en el pBR327 que soe ha descrito Podrt11 

estar implicada en la terminación de la transcrpcion que viene del 

gene de ~lactamasa (ampicilinai, sin embargo en el p8R32i ~l gene de 

~lactamasa tiene su propio terminador y por lo tanto, si la secuencia 

f•Jnciona como term1n.ador de la tram;.:ripcion, e!lt.a foJ·ncio:in P•Jd1er.a no 

s~r esencial para la viabilidad de la c~lula que contenga el pl4s•ido. 

Por las razones que arriba se exponen considero que la secU'llncia 
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est.i implicada en alguna f•.mción relacionada con el inicio de la 

replicación. Si esto es cierto la secuencia podria ser el sitio de 

reconocimiento para algun-! prote1na cuya f•Jnción fuera la de activ.ador 

o la de represor de la transcripcion. En este caso la protetna tendrta 

que estar codificada por el cromosoma de l.a bacteria ya q1Je las üni·~as 

prot el nas para las cua l>.!s c•:.d tf ica el pBR327 son las que confieren 

resitencia a antibióticos. 

Otra función que podr1a postularse para esta secuencia es que, 

dado que en el pBR327 se transcribe un RNk en direcciion opuesta al 

RNAII, la horquilla podda ser un requErimiento para un promotor que 

funciona en estas condiciones. 

Finalmente se sabe de algunos promotores para cuyo funcionamiento 

es importante la compos ic idn de las bases q•Je se enc1Jenlran en liU 

vecindad: esta podr1a ser la caracteristica regenerada en la deleción 

del pBR-14 •• 

Seguramente podrán diseñarse experimentos interesantes que 

conduzcan a discernir entre las hipótu is propuestas y probablellll!nte a 

través de ellos se conozcan aspectos importantes con respecto a los 

mecanismos moleculares que determinan la regulación del inicio de 

replicación de un plásmido. 
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C.ONCLIJS I C•N 

A través de experimentos de DNA t·ecombinante se construyeron 

dos pl<ismidos, denominados pBR-14 y pBR17 qJJe en r.onj1.1nto repl"'inenhn 

las siguientes ventajas: 

1í El aislamiento del gene de resistencia a ampicilina. 

¿¡ El aislamiento del origen de replir.acion. 

3i La introducción de un sitio ünico de reconocimiento para una 

endonucleasa de restriccion, que permitirá hacer manipulaciones 

~n el origen de replicacidn para poder regular su nl.lael"'O de 

copias. 

4) La obtención de un modelo adecuado para el estudio de los 

mecanismos moleculares que reg•.1lan el inicio de replic.ación en 

los plasmidos tipo ColEl. 
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