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Bl complejo Ubiauwainol-cibocroms o axidorecuchass, S

peartee e la caders o transporte electroeiog ol mitooordr 1as.,
cloroplastos vy oalaunas Deacberias.  BEsbe complaio es Comoolodo oo
citoerrome B2y v bef e mitocorddria vy cloroplasto respectilvamanbe,
Ezpectroscopicaments =& han detectado en uradades  monomer 1cas,
dos comporeEetes de clbtooromo B beDal v b-Geds ), Dot TR = | % o

macdios de pobtencial di Ferenbes, G partir oe estudios  detal lados

g P T P S SR ol 0 1 e FE propuissto o bos 4
arupecs bemo oe citocramos B del compleia cimer Lo oL Py

propledadss diferentes., Uy sodo gen o en el DHNG mitocorndrial o e
cloroplasto codifica para el apccitooromns D =1 emberac,  delbrido
@ la  inberaccidrn de las  swbhunidades guse partilcipan e el

complejo, no 2e han podido di lucidar satisfactoriamente el papel

spacl oo de cada s reclentemnenhe Se bhan reportecdo secuesrns as
cle ambas aenes, & braves de las cuales se propopes los si1bilos o

uriior de ssta probelnas membransal para los 2 ogrueos Beno con los
ouge Cuesha el crboer o Los sitbios ode unilce propusstoas, sosn 4

FMrzticinas conservadas, en los seanenbtos anbramembesnsles LD v V.
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aclsmas e Farn detectado en dil ferantes  orFganilsmos mubacldhess
Edrhs L e e dilferentes parbe clea ] ey, poses s sk s e
reststansias & anboaboadores de la cadens pespaealor s (2, He, D),
Err le Fioura & aparece s modelo esgquematioo del doldamiserdho deld

citooroms Boen la membrans mitocorddrial, v o los proabatdles sitios

CiEE LT Lo e Lavs P udpons P

1ol l.A.-ANTIMICINA A, INHIBIGFOR DEL COMFLEdO LLL
La fArtoimicirs A oes e dknibackor de 1a CEChErTE
FEsplrator s, e iRberrumes el Flujo de electromss & nivel del

g

cooinpe b 3o cosEmEima o oclbtooraoms o reduchasa (205, 2% . Fuss  ailslada

1‘J‘_J

come wa Furnsmicida dde ume especie de Shrepbomyoes pa-A e

imbiibatorio fus  obesrvado  por primera vesE, por Almaod et. al.

R PR For muchos &ifos ba si1do materia de discusion la posible
interaccidn directa de la Antimicina A oon el &l Loor i D Y
@ La levadura D, osrey sl as, =& Par maEesco mutaclanss gue darn

il biclhor e Los ssorees Loy o4 del e o mit g

_,.
;
o
it
f—

Fesl st
codi Fros  para el sEpocibocromo Do HohEmacs entas mubantes 20 &N

rezlstentes al Perbocudsa Diurda viooleon et.al.

i.l'!

alaurns Cas

1979) .

El  agen del apocitocroms ode la cepa WMZF de k. lactbis

%“1

Fra =icdo carascter Leacdo, VooEL SECuUsSnc i e amlnoBacicdos presanta un

1]

alto arade de homclogis (S0 con el de wCEreVISias, Rerca  a
difererncia e este ultimo, P oes Wi oaen disconhinuo (A Brureer

IO - (=] A Err la frowura 30 =e muestran los gsrness del

apoclitocroms boen anbas levaddras.

L5



Figed.— Modelo s auaEmat L oo chi 1 chiobn b am i ek che L
a1l mostrando L st

smihios o unlor ce loE drupos

ciltooroms  Booer La membean

v los P

Frgme (20, e, 0l .



Apocitocromo b : en S. cerevisiae

Gen corto

Gen largo

1

80 %/o

homologos

en K lactis

— '

Fio. i, Comparacidrn  del gen del apocitocromo boan las
s By el msguema Apsre o las dos
vy ohra corta, Con &

=
= e

levaduras S.oerevi v bl Laohd

Lira Lar @

v n Coance &UE ouanclo este
O [

(ST =il =1 zsarte wn &lto  arado

@l de

o P A o Jt
Fromo logl &

Lod. ~DNA HECOMEBIMNANTE
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4. -DNA RECOMBINANTE
A omediados e la decada pasada, la tecnologia de DA
Fecombinante revoluaciord la biolodgis moleculae vy La aeredh oo cas

sta metodolonia permite la clomacidrn v osscusrslaclan  oe gerss

i}
o+
i

especl ficas. Ha=ta cilerta punto Es oo L orgd & Fazuilta

irncdeEperdientes de la ubillizads anberiorments e gerndh o, la cuald

if
e

e DaEzabhe oern la obbencldn oe mutanbes v [T = =T e 1=t 1 i g

Cla=ico, =it Embaras sa bha dado la comboanacidrn ohe ambes

1'{|

metodologias  en distinbos Campos. Sotuslments  casl ousRlgulsre

[u

medmento  de DNA, el material asmstico de Lodas las células v e
lan mayvorisa e los viruas, e pdeceE ailslar v oreplicar pars provesy
cartadeades suficientes  de este, facilitarndo =1 sstudio os sy

eElrustura v expresider. bBsatas metodologias bam siado de aran soducla

G

o =4lo e la ipvestigacidn biloldgica clrentifica, EOLFWE e

Lambridrn han aportado s owtilicad er la medicina v o la tncusheia.

La  clomacidn molecular 28 bha reslizads principslnente
e bres Lipos diferestes de acarreadorss de moleculas ode DA
fagos de cadena =s=encllla ode DRNA, Faegoes  ole dobde caoders vy
Elasmidos Extos acarreadoreas, clernam i pados vebaolos o vechares

cle clonacdn, = whilizer parao iotrocduacir fraamentos ode NG en

-
i
s

Wlaz, para =u replicacideyr v amplifiocacildrn.

Bl proceso de insercion ern el cusl o se ume umsa o omodeoal s
e DA sl vehlhdioulo, s dercanlma Liaac . L& imbrochaoolder v el
sstableacimiaento del vector hibrido & una céelula e conooicdo oomo

Lrameformacians & ambos Fendeenos se cla el ke ol

i
i

clomacidn molecular o simelamsnbs olonacidr.

[
5



Lieroe Lemearho furdamental en la clonacidn es el vebdioulo
(S o O O = D puss de oaste depends el dmato oel trabaio. A
croErh i edEes Ly Bperecar aloadgmeas de las caracterisbloss ogus oelbes
ProviEeE L Doy vesaou oo mo e Lare s
=iy meEcanLsmno ode replioacidn po debe competir oo el ods La
ki

[ =Tl 0 SEETEEE Eara gue pudecs rendlr ograrcdss cantoadaacdss del

-t
11

o

DA ansertaco.
- Lresbsr ErovmeEeEr mar cacdoraes aerseh Loos Guis peErmitar S0 Faoid
tddemt i firoac 1drm.

“Mormalmente porban s1tios unloos de restriooidn. vl eston

if
il

srcientrar cherbro ce las secuerecl as de marcacdor e et s, 5

facilita la rdentificecidrn de moléculas recomblmsrheas,
~Peber ser de baio peso molecular para facilitar la  separacids
cle ]l DBNA del vebiioulo v el oromosomsl, v o Tavoraoer el albo pdnsro

che coplas v ola estaibllidad oel velbaowlo.

Las metodologias de DNA recombinantes, Camnbién permilten
e ddentificacidey v comparacids ods molaculas discoretaz s bravéas
ol pedtocdos fisioos como la electroforasis,

ey paso Tundamerbal en estas metodolooias Lo comsti Ly
la secusnclacidr el DHNA. es decir, la posibolided e obbensr una
SeEciErs e bimesl e DRNA O el orodern de Lo regc leddoacdos o gues La
conEtituyers )y oomEErar e oo La secusrcia os aminodaiodos e
conFormam wWnE probednsm. Do cdos Las prdrmsipales LeCnicas pars

EECLIEP LR lac de Masam v Grlbert, v la de Ssaooer. Aun cuarnco La

it

Ultima ez aparentemente méas Tins por ser  ensimabica, ambas &

=ik amel tamente ubilizadas.



Dos e Los arancdss avanoss ogus ofrecer las metodologias

cler DRNG recombainante, St L& mubausrEs s 10 vitro v e empresldn

i vivo e 1n vitro oler oesres especd T loos,

Lo G, =ORIET IV
Pos mutantes resistentes & Anbimicina & (Am 13

derivadas de la cepa WME7 de la  levadura E.lactis

obtenidas v caracterizadas O 4 - stas mabantes

VoA ek

TLbEr oy

o= mue st &
cineticas cle dinkhdbicidn de  la  respilracidn muay mimilares.

s TErEEr BooruEos de recomnbineciden dil ferentes, v o la oesps Amdd

e P La Amld, es bambidrn resistents & Diurdm. bBsta mabarmbe Fod

i icda oo Meble S0 i, mientras  gQue la Am 13 surald

.

esportarsamaentae (S0

La localizsacidn & 1dentifioscidn o

i

las modgifiocaciones

ey o] ey el Bpecer Toor o B vl Las cepsas mubantes, HTER

o obiab L emente FoS aureraus &l oo imiento dder Las drher sl oress

entre el apocitocroms oy la Anbimicins A 1 P T T D S 11 1= S T A
artencdamos @l (o0 los ) motive (5) ode la resistencila a 2 =zte

iEv e dar, &l Comparar las supuestas mocdl Tlosslorss s oon

=3 e

k1 ol jetivo el presente Lrakkaio T elaborae LIFTE

apeprpcrbesc s cel DhNeamt de la cepa Amild. ekt el Erapdes b b 1o ol

rolemta Ficar v caracterizar al aen del spocibooromo

At B

i

ol aata



METOROLOETIA

Medios de cultivo @

Fara la bacteria E. ooli. =e ubilizd um medio e culbive rico, i
meaciio e L iss para 1 libtro de lurizs s i ce Nall . Liba ol
Triphora, D e BEstracto e levaduras eate o empleadn para
crFecer la ceps HEIGL, mientraz gue al trabajar con la ceps IMiol.,
me emEdedt el omedio paoo YT Hasl traiptons, Dadl mmbracto oe
leveadura, Tems L e Mall. I T T T T = e Tl =1 Sl O e wmarar Lo
bt ibadtloos aproplacdos CamErcr bama Sluasml Sl sml . W
Tetraciclina 12ua/mi) .

Fara levaduras se wbilizd el medio YRPD, Extracto de levacyras 13

Feptans 15
Prewtroasa E 5
Er cualauiera de Loz dos medios anber lores, ClLEbPcin s

Ly

reguiera e wun o medilo solido, =e usa agar al X

Exbraccide oe ADMmits

Irvvcular 2 L che meciio Lrguiodo YRD con Llml oe precaltivo de  la
Cepa deseads.  dejar por lohrs. s 30F  colectar cented Fuoanco
. lavar o RS COr Bdua Yy resuspenchEr & rasder oe Dl e celulas
expy &lml dexr Sorbatol (s OLeM, Tris HOL oTHCL)Y Uoéad pH 7.5.ED0TA
. 01M, Albumina =erica bovies ( ASR) 0. 14,

Fompesr las  leveduras  con paerlas de  vaiceio o sn el Heaun, =
i Er L Camere, vearificando @en el microscopio por conbraste  ode
Fazsaes, Lan presercis ode urn mamamo ce S0 e cdlulas robas  para
senud e Eche L arhe cle eate paso en acdalanhae, e chabus mEarersE e U
tEmparatura o 0 en la preparacion . B OMEnoE guse e espect T1oauge
Lo conbrario.

Filtrar &l vacoio en Tibre os vaidrio., e puEasrndo las  perlas o
vidrio v la bDohella de rompimiento varias veces (2 & 3
Coamtre i Fugear el amortlavedor  de laveds v frltracidn & 4k por
Pat s Cemtr i Fuaar en obro bbb el sobrenadantse &  1éak por 130,
dezechar el sobrenadante v resuspender la pastilla e la solucidn
il erhes sk U9, THCL Dlhm e 7os, EDRTA 1.

i

P

e

FHepatir  los  pasos de las dos ualtimas  cenbhrl Tugscl orees, (kv
1ek) . hasta que no se obtenga pastilla gl centrifugar a4k,
eprozes cerhel Fuaar & 1ek por U530 v resuspendsr la pastilla  oe

mitocordrias Con omudckes culclacdo e La salucider siauientes s UL EM,
THCEL i pH 7.8, Malls 10mM. wsar LUml por cada 1599 de células.

Aradly desoxirribonucleasa (AlbNasa ) & una concentraolde Flmal o
Ttuasml . e wrma solucidrm de AlNasa dmasml. Fesclar per Pectamerte
Cof Extremno Culciado para no romger Las mitocorndrias v oejar &
Ter. Eor L5 afmacdils posteriormenbs 2 ovolumsnes des s UL, THOL
T pH 7.5 EDTaA L, lavar & veoss, cerrh e L Tugancdo & ek Eor
Lo, resuspencler las mitooorads Las oor mucho outdado, v gunhae en
v modo bbb, &l oocual se le setadern 19wl oe la s=iauients soluoides
Sarcosil 2%, THCL O 1M pH &, Nall O, 1M, EDTA 1umM. Homoosslzsr



Frapldemente v dedar ode 10 & 157 parse o oue sobds el debteraente.
Anaciier e volumern odse Fernol destllado vy Fria, LR EUF I a \
s ey arrvartaendo, marrbarEr en haelo por 130, Usmde 1l Tudgar & 9k

por L0 e bubeos de peopd e, dializar el sobeenadaede claeo, en
EesidE o HJ000 v Lusas por bods La mockss (o b .

El dializado e somete a gradients de densicdasd em Cs0l. v Beoomgr o

clee webiciic, el cusl pusde sustilbuirze por Bilsbermimidea. Se ajusta

la gensidad oo wm refractdemseteo & 1, d970, DA R S N VY = 1 Wt
g e L Fumec s drn churarte Sk, I AR Loa brarpds ol AUBMmat =
b Ee OO LIEC s LrEa v se el imins, Ere ey el oo Loy s, I
alcohol pEoEamill oo vy oeter, VoOoEoster iormerte el Clorudro ghe e 1
{

Mazipreparacldn oe plasmicdos:

Do ey

Pao=Giluzosa S0mM, BERTA L0mM, THOL 285mM opH 2. afmediendo ambes o
LEarsa, wmasml ce lisosima v O SSuma/ml e ARNaza &,

sa-NaldH 0. 2N, 1% ShE,

SamNalHa oo 3M pH 4. 8.

B I b DRI & P T S |

Be-THCL 10mM pH 7.5, ELBTA 1mM.

ITrocular S500ml del medio apropilacds oo &l anbiblobioo PEcesmr o

Loidr 1 & COFT AmElol Line =] o Tebtraciclina Chet) ). SO LIF
Erecualtive o Teloud, v ddejarlo borne & 3790 corr satbeaoidn.

1

o leotar las células por ocenbrifugacidn . Bl 57 guifrbarcts Las

caElulas s whae sols bobtella, resuspencler las en Slml cle L

moalisziarn 1. v marrharsr ey Bielo por S0 L SFeda e Lhidm d e T
"

moalucldrn 2. merola irvirLiencdo v manternsr &n Bielo por 50,0 Lusao
aEadlr P L chia & saluwlidr o 8 W e Lai B A T W It T U

chal 4 oacdaumerte martberer ey Pielo por S0y centr l Fugsar & Y o
2 S

Faltrar ern lama de vice o sodles e proketa aradusdag chiwiiir el
filbtrado an dos Dotellaz de plastiloo vy afmadile .0 voldmeres o
Etarmol absolubto (ETOH) , someter por X000 & 7090, centyrifuaae 107
B Phe  Hesuspencer la Eashilia de cadda Dote s s Dmlo ds La
sl idey 44, v obramsferie & e bl s oder D3EmA aEaciir O
ol uinerees oe BETOH v dedar & - AU pop X000, Ueﬂtrlfuaar T ik, v
e isperner Las  pastilliss s Sl bobtales  dde la solucidey D
Daializer 2 veces conbra la misma =olucildn O Conbra s, Er LR O
por 300y lueao por tone . Bl dializado, someterlo & gradiente oe
T 0 I S 1 1

Fliriipremar s o

He  wbtilizarn las mizmes solucionss de la ma«ipr@psr ol or, Cor L&
L sinE P L e s

Resuspaendsr wumna asada oe odlulas em 1000l de la solucidn L. &noun
bbb BEppaendor de 1.5ml, mezclar manuslnsntes v manbaensr s WD por
A0 s afadie 100wl de la sclucidn @ (se debe aclarar la  solucidad,
y  adicionar 78wl de la soluyocidn S, e bar ole b loacdamente {0 s
forma wun precipilbads grumoso ), manbensr en haelo poe 150,
oervbg 1 Pugar tern microfuas: S, oy pamover SUal del =

clnF sl are &

e
g



W Tubo pdevo vy o aisadle Sulhyl cde 2TOH. v oCopmelar & -0 e un
Bamo de Bielo seco ebtanol por 158 centrilfugsar 5 an frio.
izalver la pastilla en 1000l de la solucion 4, v afadic 000l oe
BT, coregelar aen Bielo seco etenol por 150 v osebrl Fugar 50 an
frio. Lavear las pastillas & veces en alcobol &l S0 cenbe i Fuogseco
paar 1 emn cada acazidrn, decantar vy osecar al vaoio las pastillas.,
s spestcdar en LU o 20l de aaua, Ser bl izar e Loa & Wl para
analizar corn endonucleasas de restricocid (28,30 ).

he de Clorygro e Desyoos

£

=g

M

AL ADRN dializado afadir 139 de CzUl oy oamortiauador de TE (solucide
wooan la paging anterior) . hasta consedguilr  un peso de dhHag,
clisolvear con aglbacidn v distribulr  an bbens de pol icarbonat
COFT FoEcR pars el rotor S0 bitamaio o Diitad, gt 1 P70l e
brcanuaro ol stadio & cads bubo, eviter la exposicldm & s lur,
mezc lar irvirtiendo.

Cantr i fuoge & 4k por 4idbrs. s 209, Viswalizar las bhandes de ADN
cor bus o LV, voexbraer por Separado las bDandas obeervaclss oo
LFIE JE T 1FEE . vooomorr Wi marcir i l. Bl tminar el Coromuir o e ehacio
Lavardo o alookol 1sosmd Lo satiaracho ooy Usill, Frasiha o s

P D

aclare la szolucidn ( 3 veces). Extraer 2 veces con dbter vy
cdializar ta  faze acuosa an TE o @n &aus oomo & La I ECE )
arther 1ores, Eamamimar el AN odteri oo e e les 4 e
ErEc il har Lo oo acebato e socdia Al m ﬂmbuh, s Ed Lo sl

vasio ¥ resusperncler lo. ods, HU ).

Aralisls oo encdorndc lessas o peshy 1001

=

~las  digsstiones  de AL e peslilzaron & A7, (=T o - 1] =Tt
var i des L clependiends e la achbividad de la ensima v ode las
recesldades de diagestldr. Fara los geles de SOQRroSs S8 USSP 0N
carb i dades meroras ole ADN apde La o utilizeds o en los geles ode
Ao Lam s, Ery amboos cRsos, men o DeresEr ool gmeress o L]
por climestide i luyverncio e enzima v loz amortiagasdorss
et imentes. Ura ver Finalizada la digestidm & adadio & dicha
=l =g 2ol de colarante | Azl oce Dromofernol, gue aclemas che
e el fremte ode corraimiento, v sedimentar el ADN en los pozas
Fespechlvos, clet pere La rescoildry o diaestaide, va gue L lavs 8D,
Blfimalizar la electroforeszis,. los aelaes s bifen an umna Soluclde
clee Broomuro cle etadio O e Seeadmlo ), exl sl se intercala e el
EN L Fra 1 ercdo ey icerbes  las  Deandes &l exponerlos & Ligz
Wltravileta Ul V..

Electroforesis en qelas
~[Rgarosas 56 Pcieron de distinbos poarcentaies. de acuy

)
eaparado odse las  Dearndas a analizar, clesces b, ds hasta 24 =1
amortiovadcdor de TBE para fraamentos entre Oy UL ki

THE Sids Triz S
Ao, Borico 27,59
ERTA S atforar & 1 litro o BguiaE,

B
LA

sl &l Lamasa



Eatos aelas cle S0 o S0 ml, S Coreleran S Camaras  de
alectroforeziz & Jdifarenbes voltajss, Clesche Hily, Frasta Loy, &
temperatura anboente (TR ).
=Eer 1 Lamacdas S b bazar dey e de morilamicda sl . 74 para
arEl lzar barnclas de Lamaso 1nrwr Cir @ Lk

Morilamida Y. dEml (AorailamidasBiesacri lamida 298 L, & saas)
ThE D St L
FraLE “iml

Ferzulfato de amonio 0. 0283 Mezclar vy desaereasr al vacio.
FEadir ol Jde TEMEL. mexclar v vaclar rapidamerte,

Eatos agelas s corrieran & 1Dldy s 1.6,

Fara las reacoiorss e SeddsEis iasldr s bl lizd
e el oole sor i lamicta sl DL0E O basacrilamicla L lF ) oy ures oMo an
amortiauador de btris boratos BELTA. Loms olimers tores che Los o e
e Leacdos =0 Sl . S, b, Udom. La solucidn de este asl =
et o ol La slaudiarhe mBreEr s Ao ode Ures, S9.599 de Sor 1 lamida.
o2dimda de bazacrilamicsa, Suml de TBE SDa,  Aoua a SUml, adadir la
pdrba de una espatulas de la resins AEDUL 0 EiE, calentar hasta
clisolver e sartacydr, Faltrar al wvaocio e millipors U450 vy
aforar & 1Ulml oo aaus,  sfadlr Uedaela o paersugl Fato e amomio v
Al de TMED antes de vaciar, agiltar vigorosamesbe,

3

Eatos ageles fusron corridos s 1700valts por 2 Poras por

et becmics ose rellenscds comsists en la bransformaesidn

e LiF extramno  peda s { SEPeEr Ao o L =1 A R et T e
andonucleasas Boo RID o Bam HI por ejemplo ) e ol exbremd r&asc,
Fara lograr Lo, a% PEECERAT LD LSOO ar Lo (ST ol =T o M =

oo Lemmarhar 108 &l exstrams peEds 1o, e ometocdolooie daetasl ladsa se
describe a conbinuacidms
=l DA con exstremncos Pegsjosos
=l e amortiadador dde resccldrn oe La DNA pol imsrass
= e S wmacdadgd de ]l Feaamento Blemow oe e DG polimsrass
24l oe Ditictrestoal 1dmb
=Plevar sSlhal oor Baus
e RS T W =TT i
prosteriormeante e aifades
—Znm e cada uno de los dTFs necessrios ( lul de une solucidn
=mbt )

T BT LA & snbd er e v

il

Mamtemsr S0 & Lemnparatura amboents, Fara ubtilizar el
LA rel Lenado, e debe precipltar con acetabtao de sodio, IO e
Taz purificacidnaes de DA

u gl

Defosforilacidrn de exbremnos S'terminales

Fara evitar gue  se  aubtoliossen los vebhoaowlos  ols
clonacidrn  digeridos, me  @liminararn los fosfatos fermlndlag
s Learcda la fosfataszs alcalina de  Lernera £ EIPF 3. . By



i claades A L ol UL wmiddacdes oe esta enzima =2on sufilolentes para
cles fosfor it lar Lo exbtremcs berminales ose lemol o esbremos 50 o
L, Lo cEl eaurvale &0 léaass e oo DA oe sk ) Er e
s Lrpsrbo sa cetarming la cantidad oe DNA empleads, chi Fearms
cualitativa  al  comparar  ubds beeads de bamaio vy oo Bl i
comccicdas o la bandda osemeracs por el DNA o sn cusstion &l coreer
E elaectroforesie. Ly e pempe o bapoaoo o ests metodoloois =
clasocr b & combirmdaa 1

=1efida e DNA Tuseon resuspendicdos en S0l de amortiausador o Tk
s amadieron Sl o del amortiausacor DIF. v ULl e la o snsima DL
Aaul de agua v ose sometilieron a 3790 por 150 voa Besl porlsl .
arpachiaeran oDl dde DR v ose repibieron las incubeciorss &0 |
Mismas Lemparatldras por LlemEos 1guales. e AP edsror Slud e
EAE 10wl dde STE v Sl de S5 al 10X para dar  un brabamianto
Fimal de 890 por 15'.  El DNA dezfosforilado debe ser lavacds oo
Feappnl pars esbraer las protesnss residusles,

:'T"T'

i
iT

“

i

1]

Loiins VEo mer el Lol amher 1o merihe P ol oarmae i drn
molecular comsiets &n La whior nvitro ce dos moleculas de DS,
T TR =1 S vt I I S N 1 o S I -0 == 1 sl o s I B dla Ligasidr, e peacoidm e La oo
e lleva a cabo tal wumdon.  Broosste brabe)o 56 verlarorn wr oo

tas  comdicidnes de ligacidn a lo larao del  mismns, iotestanco
ircrensntar la eficieroisa oel metodo, se  enplesron distintas

bemper aburas., Ao b s acdor ss 8 prnpnrﬂlun“4 L lwﬂ iy
o lirracos, Normalmembe se recomiends realizar ezsta wocdo ] ool &

a bempaeraturas bajas (12900 ) sin embhar oo, reaiizammﬁ
zatizfactorias & tenperaturas de 16 "0 e inolusive a t&mper‘tur
ambiente, Las proporciones anglaesdas ode velbiloulo-insaerto e
el proposito de la ligsacidem, azi como del tamaipo de los DNAs
(O o I = U (e

Fare reslizsae udme Liascidn efioss en este bralbaio, S
wbd lisararn Los siauiantes comporeEniaes s
=DNgy 1mmerto Matural o rel lenaco
~DNG vehliculo ziempre sin Tosfatos D terminales, A st U E1 s D D)
clismpadsc, el Lanacdo.,
~Amortiguador par  la  ligssa de T4 tulslwal o o
resccidrr {0 10§,
=T L mp L
~DTT LM 1o
=loimasa T4

meEmes La oles

]

Se procudro que las mezclas tuboeran volomerses e LU o
ol v ome incubaron por 2 oa 12 horaz a Lemnpersaburs anboente.,
Freparaoion ce odlylae comnpetentes de Baoolis

Ern smshe Lrabaio =& emplasean du; t.1 pn% e LecrilcaE Para
Fracer conpetentes las oéelulas, wno pars las cepss RRL vy HELUL, v
mtrn Prara L& oepa JIMLOL. £ Lﬂhtlﬂuaﬁlﬂhp S clssso 4 b

e b v BT e 3



Celulas REKL v HELUL
=incesu bar cor wne colonmis de cdelulas, il e mecio lioguiido LE,
coing precultivos dejar btoda la noche a 7% en agltacl e
~irmcacular ey 20ml de LB l: 100 del precultivo.
=agltar & dA7%°0 haste alcanzar 100 umidades Elett 3 brs. aprox. )
~manternsr e Blelo por LU
—oeprhr n Fuaesar S0 & 4 Boa a9
=lavar el precipitado celulse o medico voalumen oe Dail e 1 Umi
~cemtrifugar S5 oa 4 Koy oa 4
~resuspender &l precipitado celular en tlml de Calls  S0mM v
manternsr & U0 por 20!
~cerbrl fugar S & 45K oy & 40
~panuspender en . 1 ovolumerss de Calls Smh el precipitacis celulas

i

Fara laz celulas O ba cepa dWiul e ubilizs wl
pEroeeEcdimilento mas sernsil Los

=“aracular 2 oml e omedio YT oo wuma colomila e odlulas TMIOL v
cleEjar & 3790 por la nochs con agitacion. oomo precultivo
=1fccular lplul e medico YT oy aairtar a 3770 hasta obbtersar s
clerrs tdacd opbica de Ul 3-004 & &&Uran ( Z2-dhrs. )

—ceErhe L Tuaar & 7R . D0 s 4

—rssyspancsr el precipaitado an U050 volumenes de Callle v omamberer
g URC por 200

et L fugar & FEODY & &

spEsgsperedsr el precipitado en Uo D ovalumeress ols Dal Lo

Er ambos exper imentos, e dejaron las células 294 horas
@ refriasraciden antas de usarse

Iramsformacicon de celulas compebtentes

Farg bransformar las cepas RREL o HELUL, a1 oo la
JpLd e i Led Lao sdauiienta metocho loe &
gl e e ], cnodnpesberhees
Sl & Lk che DRSS e aes T o marrhe
= Empy bl
-2 & 4=

a

B
i
i
L
-
‘T
=
L2
Bt
i
b
i
1=
ik
7
)

HT

transformantes (v de recombinanbtes )

A ocorbinuaciarn se cdescriben las metodologias wbl lizadas
para  la deteccidn de las celulas transformadas por Cada verinoulo
y los productos de las ligaciones correspondientes a cada uno.

AEd .~ Las celulas tramsformadas =e semnbearon oo Drlamaulo en
cajas  de Petri o de medio LE sdlicdo corm oampdlcilina Slheasml. Las
clomas portadoras de velhdiodwlos recombinados se cdenbaflcarorn paor
= senEibillidad &l anbibdiobion bebtraciol imns, et dEl sy oy
replilcadas poster tormearhe,

Mlimpls.- Laz oelulas tramsformadas se mezclaron oo LUl odes
TFiE, Aoagl oode me-lsl, Sl de céalulas MUl en Tase expornersial

26



cher P e L ey, yodml o ce aasr suave Liouado ( hemper ahude s meno
cha 400 ), v =a saembhrarorn en caias cle Fetra oo medio =olicdoe YT.
Las  celulas Lransformadas s J&aE Colonias azules  mienbrss e

bas portacoras oe velbiioglos FEmeblnadww wory [l aresas,
Pl s, =~ e ghd biea el mebods ambtarior,  solo gus se siaemnbrs en YT

Cor Amelcrlins . Dlluaasml .

pelaR s, - Emplesredo el mismo meétocka ogue para el pllis, [
wbilizeando cajas de Pebrl oo YT v S8lug de ampilcilinasml.

Las  clomas  transformadas oo cuslaguieras de los dos veklbdoulos

anberioras S0 Capacaes o Orecer e mecllo SR Aameilol b imas, Lass

Clomas portadoras de vechores recombinantes =S ol st LresuEr Do s
color bdanco sobre las clonas apules no recombinadas.

Ubtencidn de tenslados del plasmido ploRid para secuercl sy
Dempiges ol ademtitiosar vy selecolonar La= [ R T =
portadoras de lu: fraamenitos deseados, Se proos Lac anbvbosrg 1 e

clic &
clie e lacdos Pars S S LR Db, e scuercho & Le
Tt o R

=i lar 2ml LB amp | ;.4ml e g, SSmasml oen 1Udml oe LB ) oo
s Colormia de la olona G T E Aol tar viaorosamente &80 Do
2=3 hrs 4 Dl de G351 b Skl ).

~amadir LUul el Faao "ayvudador”  Mlsko/s  LUui= =102 /ml ).
vomarrbeErear & 3700 ar agitacidrn viaorosa por 1 hora
~transterir LUl & +ml cle LE Famamicimsa o Fluasml )
aaltbacidn viaorasa por Loda la mocke,

et 1 fugar por D0 en § tubos BEperncdor® O L.SDml CoAu ) v repstir
Lo mismea o B ldrn WmE Ve mEas

=transterir  l.2ml del zobrenadante a obro tubo oy oafadlr Sl e
FhEE Uil al @ibasNaisl £.5M. mamtearss 200 & Lemparabor s sinboismhes
=k L Fuoar 15, desechar el sobremsadents v o secer per Feohamente
los resilducs del FEIE

~resuspander la paztilla sn 2000l de amortiguvador f& prH =

=g e probelnss oo Tenol-oloraforms Ll & ved b v b e
cracde wves 0 vortes por 300, pampecess S0, vt LU, cenfr Fragar 4
& bemperatura ambilemhbe )

—eslraer ooy cloroforma, vortes LY, centy o fuasae 1

=lavar oo 1o owvol. oe elbar, o b 107, cembedfuaar 17, eliminsar
etar rezidual

=precipitar &l DMA oo UL lvel. de acetato de sadio S pH 7oy de &
EoSowvisl e e ebarol sbeoloto Fraoo, 300 & -0

—centrifuqar 2 mry Fric

—EmEEyr Y Pesusperadar e L0l ole TE

= warifilcar Wﬁhuwhtr““lnh VoRedress del bewmpelsdo en o ael e
aagmrosa al 1a O Lol )

e el tar muevamnente oo e L oval., cles moetato de sodio S pH7 v
A oviol. de etanol Frao, 300 & 700

et e L FugEar ey Trioe S

«lavar oo etareal &l SU0X dos veces, empleando el volumen apberior
v odejanco por 200 & 700, centrifugando por 100 & frio oen cada

bl R TR T o

i'!

g_!

4.
-..,

pa

|_l'l

D= G Y
mmacar gl vacio v resyspergder e 1Dl de Ve, agusrdar s -2090



C_.“\ EECTLAEREOT L B L e

= Al ote e L acdo
=il amortiouscdor e la DNA polimerase 10
=1b, ol Ypramsro reversa
Mantaensr S & &390 v 100 & 37=(, clis JEr B hempesr g e B
ambilante hasits SsecuerClar .,

R ETO LR ClE EeCILER B O, i cles e L acloe-
T mesEea, afaddir ia marca radioachiva des AT mitfs
Fosforo 22 0 e aouerds & la concentrscior odel dwﬁlxlhutlwutlﬂu,
Ll de Elenow Sunicdacessul, Paebndl ole smorbiouscor ol pol Dmer s

Iwoy 1wl de DTT.

Eobta percla =e divide en 4 tubos, gue Llevarn los desoeo
ol desos el bect ) clos pedguesr 100s para Eoedsr S1nhet L Ear CRachEnass O

BiNA .

tadben & ~ll mezola &% 4+ LulddATE o+ Sl rescoidrn o Seusrs 1 ac G
b O =1l mescla 09+ lyldadtTE + * L
bz @ Ll mescla G o+ L ldodiETe o+ 2 Y
tobece T ~dwl omezclsa T+ LTuladT TR o+ " -

Mamtearmsr & SU0%0 pop 15T, v oamacdily lwl o de ATF L S, W
cle tar  muevansnte & S0 pog L5, Fare Earar la reacoidn afacdie
Sl e colorambe DYERE corm mlis,

e cler clegposl tar las musstras  efn &l e | e
F <L B [ Dol A= Ul S T SR e G calentadas & PUSD par 2 Er i E

shnaturalizar a1 DA, vome e P e lan raeldamente e Boie o por S0,
cars evitar aue s Feasoclen las cadenmas zencillas.

L

i i

P



el T ARUS

El A e R e E che  los  genomas niltocondriales vy e
cloroplasto han terado un gran avas desde sg desculbeimientc,  va
e estos orasre los S0 Los regﬁﬁnﬁablea chi L& advbercider e
enErala ubll para las celulas gue los poseern, Sop ey obrs e e
cotmaree Loes oe o oaen Digendmioo vy o resulta interessnbe copooar La
irmberaccidr e Loz cdos genomas gue codil Fioam sus probednsas, SET
ik muchos los dotenbos por Jdilucidar S0 0P 1EEn . v eEpeE L]t
= ban dessrrol lacdo ammumerablas trabeaoos oo el fin de  entender

=i funcilionaml ento.

k.1 DA mitooormir tal O DNAEmt ) pressenta wn pmflmurflamo
irber s imbrasspeci P ioo muy arance, sl bamaiio o Dt ded
Fromnbnre es ode ek, mientras gue 21 de alaunas polantas super loraes

alcanza  Z40lkkR ( 4,11 1. Variacionss inbrasspec) Filcas han 1o

smotudl adas en arupos tan diveragentes como las ouourbrbacess (0 11L)
y en la levadura Saccharomyces cerevisige (41 ).

o Eesar el polimorfland expuesto, S EleriEa e LE
mayoria de oz gernomas mitocondrlales posaesn e misma anTormeesldan
T e T8 o = ta cual mo aberca mas gque odoce probelnas, dios RNAs

ribosomnales. Wl ndnero variabds e KNAs de transferencia v cuancdo

]

et

1it

. B De.CErevislae,

e RPlehss qus el STer Varlos origerss e

Feplloacidri.

Fl o eztudio e la=z funcilomss mibtocondrlales en levadursas
@ aspeclalmante pracbiloo, va o gus sl oser orgsasisEnos FPaoulbhativos,

permitan la abdencidn v oodetecoidn ode motantes mltoconcr lales.



Ademas. & braves de estudios gendébioos os segredgaclonss malobtlocas
v oo omiboticsas, e pueds Feconooer apbre mubacioress nuolearss oy

st B O E CnE L e,

A traves de pabrores de prestrilococidn s FEn Coonpar oo
gercanas mitocondriales inbra e interespecifiocamentes tambl s S
e

iy estudiado las  diferencias entre wilv

i

il

¥ ZUE

i
e

B

b etz o SLa.al ).

Flec i ermbamsarnte S8 PEe Comparaco mulanbes e e B, Lachis
obvberidas exgpeorrh armEamer e O P Mt asres s, Presyshentas &

antibioticos,  con mutante de S.oerevisias (40 ),  an las cuales

i

s enconbrarcn dos locl  extracroncesonales para la rezistencla

I
£

A il irE M, AT oy A%ITs el segunchs locus, esta lrcvolucrado oon

la reziztencia oruzada al herbilcida Dilurdd.

B el presante brabaio se desoribes = la obvternside e

urna bibdiotesca del DNA mitocondrial de  la  ospsa anbimiolios-

el stenta Amlz U la local izacidr, sigbs Lomias 1o W
T@ECUErTlaCLOn parcial del @en gue codifios para el seocibooroans

ey este mutante, oo el obhogeto de determinar la naturaleszs de la

mutaciarn responsable de esta resisterncla.

Loa mutarnte Amld derivada de la cepa WHML7 de la levadura
Ealactilis paerbensciente &l gardpo A0 0 aobimioins &0 resistenbes,
cdiurde sensible . fud amplilamente caracberizada ( <b ). BL maps

ey mubantes petite v AY en Doosrevisiaes suolers Coms gen aubado,

m
HH

Al del apccibocroms D La dificultad en la obdeascidn oe motsest

i

et ite + estabdles en Bl.lacbi=,. ha cbetaoulizado 2o mageca, por Lo

tantao  se hean enpelesdo tecmioss ode clomscidrn s Pobe ol Esecldn para

2



st &y enhe SeromE. R DR BEUnrEr (. FErs. ) dckerti Tiod
gl oaery ol apocitocroms boen el pateder de pesteoioorn e o Lid@Amt

cler s oepa WMETY abmemicdo oo Sma 1, whilizands sornclas ohe

ik idizacidr pertenecientes & los exones 1oy & del mismo Qs o
DecErEvislage.

Lo FarorEs cie restrlocion obdbencos Laetat | §ae
@rndonus leasas Sma L, Boo BRI del DNAmt de las cepas WMET7 v Ami3d

= 4 ), o Eresenbarn difsrencias. Lo cual sugiers  gus la

m
Bt
Al

T
o
5
g-!
5 ¢
[ 2.
in
u
=
48
i
&
i

mutarmte  po sufrid delecicrmss S 1nEarcion
trabeios  ban reporbeacds mubacionss puntaeles en el oen oe ]

apocitocroms b como Fesponzables de resistencias & anbibdobicos

apde inbidben la cadana respilratoria { 28, Bk, HE ). Fo L
arrber Loy, e EREPEE aue e el caso e la o mubasbe Amld, b

sl stercl a, mdy  Eroballemente fuese provocada por uns mubac il dr

Earrbada L .

La slaboractdn oe wrmas gerotecs del DNAmE os la levadura

Foelachis perpibticd la tcentifioscidrn o ogerpss vy el sstuadio F i
e esho la slaboracidr de mapas de restraicoidn v asrmsbicos, a5i

Coms la comparacidn ode este aenoams oy el e b os Qrasri L smos,
For 1o tambo, sa intentd clomse los fraamentos genarados por =
clobdle digestidrn Sma I-BEoo RID del AblNmit AMLIE en btres diferentes
vakhicuwlos de clomacidr, MIdmpls, pldlid vy pBRIZE. EBr o la figura S5
e mueshran el maps del DNAmL WMZEY Am L3, v e La Fia.e. s

squematizan los vehdiouwlos de clomacidn enpleados. & copbinuscidn

i
i

Lo vebiioulos ode o lomssidan

i
fit

= enlistan las caracterisbicas

]

it liEacos en este trabaic. v osus ouslidedes respectivass
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Mld. EL M13 ez un faoo filamentoso gue zolo pusde btransmibirse en

coll possedoras del pléasmido sesusl F. La parbicula

e L faomo  corbiene una molécula clroular  cerracds oe cacdena

sarsi b la e SDN ITlamada cadsrna Y o+ Y. AL Lleasr & la memnbrana
e La celula hospeder s, clEspidds e Paber viagado s Lraves u =

pili el faoo inyveoha 20 asmoma de ce.el cual ss coplado para
clar  Lu@sar & un anhermsdl ar o, Forma replicativa (Fr), e osdn l e
CECEnE I -=( . ¥ I varlas oe estas T oson beEcheas  durarnbe el
ciolo de vidcda (O aprosimadamentes D200 coplss por cada oélula ). La
Froodiriae la sintesis de la progents. gemomas MLIS de os ogque son
enpacados v expulsados e la odlula bospedesra. La e O ogue poo @s

£,

srsapsulaca puscle ipbroducirss en unsa oslula aplicando e

o onercl L ek e tramsformacldr  LEdad =) (IR A O O = P g
pléasmidos Ly factor importants en el ciloclo de vida odel MLIE es

e las celulas infectadas o e Lisan. e e, i Forman

1S, =1 embearac, las celulas 1nfaechtadas orecasrn mas

™
ey
a
g
i
in
o
i
i
[T
{n

lentamsnte Que las o infectadas., Formando placas bturbaas (S0,
AEL A . omm la firoura 7ose esguenstiza el cioclo de vide el MLH

yooome incdica el camboao e la probeins esher o deld T, =T Ee

iU re Cuando este e expudlsado.

il faao Mibdmels difrers del MILIZT silvestre an gus poses

ura parhe dsl o aspe lao £ ode Bl oooll o e los oenes

T

@ tEertacks: entre los

ot
i
i

metrucburales el operon dds la lact

gerems 1V oy L1, Esta 1msercide incluyse la secuencia del promotor -

aperador vy Loz primeros 149 residuos de amlinoscicos de la Beta

Halacbosidasa. FAcdemas. ssha CRdEFTT LA EoEes W s1hio multiplae o
o Lomas i G L) e aEproeimacdamerte 4Xpk gque o altera la



tramscripcidn ml la funcidn ode este gens. Bs

S g N T ARV

cler pestyrioCldn Fara las enzimas oo K, S

varios sibtios dnloos

2 [ Ham HI, -

1l., mal I, v Acc 1 entre obras

A% ).

DNA
comaee forma replicativa
y/o
cadena sencilla

qudeima arart:
e owvada del Taoao MIE v la g

SeE PO o el O Taao ), o hre Formards: e lulas
Cooorn la forma replilcativa del mismo ).

e



El sistema de clonacidn MIE tiense odos componenbas =
fago MI3 ( o zus derivedos ) vy la célula hospedera. EB. coli E1Z
JE oy sue di Ferenbes cepas der lvadas, SOE Codpdninerche  usadas &n
este ziste La cepa JMIOL tiense el siguiente genotipo ¢ Dellac-
pro. thi. Stra,. endg. sbhobBlh. nsdRd. supb. R trabie, proaB, lag 19
e Bl MIN. Faetiet. AL estar deletada la regiden lac-pro el
CromoEoma, 58 garantiliza la permanencia del plasmico B, g S=
e a Leperrb e para la defioiencia de pro. Ademas, poses La
midtacidrn Lraldie, gus dismitidye e el ioiarsisa o o uEa 1l
clFast ycameante (XL, He, W9 0.,

Bl emasorma Foposes el opardn La corn dosS mubacl oness,
e @y &l promobor del represor el operde L, la cual reprilms
gl operador lac ssistente en leas coplas de la e del Faoo Yo OLIFTE
chelecider e el oasne estructural £ Behba-Galactosidasas ), gus
i luyve LT ormeaecider para los residucs e aminoacicos 11-42 | La
proteina entera poses 1021 residucs de amincacidos ). For 1o
tanto el hospedero o infectado ez lac- Erociue L eEndo une Heta-
Hzlactosldaza chaFaohiuosa. =R T Y = T Lo (= s T Tt 4

pod ipeptidicos

LiFT oonEe Le 3

Galactosidasa

ol Che

11

.
o

e
L
IS

B (F L S
Los
permitern la

perciicda de La

TinEch ivaolon

ce las regiones lag del eprsoms vy del fago, forman
profteinico an @l cual la activaded de  la Betae
es racupaeradsa v o lags células intectadas  =on Lact

comnpE laensntacidn se conoce como &l fa oomp lemnertac L dr

clos codpeorertes o este sistema de o lomssldn,
cletecoidrn  oe la dnsercicr ol AN aextrado por &
actividad de la Beta-Galactosidasa, a traves de 1a
itmEerciornal ', es decir, &l insaertar wn AN e =l



sMC ez muy probable gue se afecte el marco de  lectura  de

i

e Laot ot cdos auese oodl Fiose para Los residuos de aininosEcicos ol

Tacs  deld = D cedarcio Fusrs de Fase la lectgrs el L,

ercldérdose asr la oomp lemnsnteaside L, WY g,

L& activicad de la Beta-aalactosidasa poschs

i1
i

i
T

cdetectada  por el corte en@iméaticoo ode Wt oomEuesto e loro,
Se-bromo-d-cloro-E3-indoli l~Beta-D-galactozido ( =agal, wn sustrato
artificial )i para Formar  aslactossa vy wne substarcisa Bl

SO B, S-bromo-d4-cloroindl go. Eots rescoidn e puechs el lzar

1

iT

il rencn el operdn ode la lactosa con wn iochacbaor aratad s o, i ]

lzopropil tio galactosidoe ( IPTE ) (31,32 ).

Bl osishamns de olomacider MLE permitse el esbudio separ oo
P =1 laz dos cadenss comnplemantarlas e una sSacubEnoila o Al v Lo

cdzteErc i dyn de cadenas serncil las para ser secusncladas B braves oel

meétocds  descorito por Sanger (1977, 1980) en el cual el fragmenbo
larao e la DNA poliperasa I (0 Rlernow ) o5& whiliza para
sintetizar cadenas complensntarias, parbiendo de oure sebador
simbatioo comelementario Al ML o5+ 0 prdmero wmiversal b
LR e S L meEsc e che piac lecdnouchos s ez lidvers LiF
clEscer s Dact 1ol FiE T E i P L s L v e e, (i i Lesdt 1l
oL Facacdo (0 cadescecinue Ledb i oo (aadbTF Y @l cual &l oo bener el
cEbiord Lo 3. po peErmdbe aus se oomhands e sintezis de la cadens
e LEa o cusl ses lncorporacks )y Llos desosinucledtidos adecusdos
L@ proporcionss adecuscdss oe cadenas sencl llas,. &RELmaE v
. Femrmi e baio corcliolorees debimas., e R CEcE

Femach v

i
ll!

FeRcoldn se  termire la sintezis de cadena en Cada wno de los

rude Ledd i oos e la cadesrns, Lo opps agesppsra W& Sep Le oe Caceras e



chi Ferentes Lamamhos. Realizando cuabtro Feacolonss simulbaneas. una

FrEE & cacta e laedt i oo ( whillizando en cads  wRE un o TH
diferenta), v la misma cadena & secusnslar. =a poecdsrn separar las
cadernas sintetl zacdas, zometlendolas & selectroforsesis an e e

L

cesnsturalizantes Cogpas = M, aor i ladnicda DD ) e SeCuErn LB 10
ey carrlles oonblauos, e ver realizaeda la electroforesis =

pugeder 1ddenta Filosr laz bandas corresponcdientes & los  distintos

TEmEE s bai 1= laz bardas de cada resccior. gl revelsr  wna  placa
vborradiocaratica del @el (Fiaudra o).

pidile, La wbilizacidn de los: plasmidos Como veniculos moledulares
e sacdo sl Larmer b P amerd s, P B0lo por 2E8r moleculas e
clodsl e caclerma,  Sirad gue moemeaboerche P el er e obe oo orpss
tan astrictas para s difusidn yva gus son Peredak]les, mLertras
e e los faaos Pl lamesbosos, e Peedularar aaltacldr ViIgoross v
temnperatura estrictaments Constante para masberesr acdecusclamsrtos

fos parli por los ous el Faoo poeds aofectar. Aclsmas . e alaunos

fFaaos. la sstabdlidad cde los inserbos mo e muy Dedsms . germsr anco

Frearreglos que dificultan su estudilo (25,5835 ). For obra  parte,

=i &l plasmicdo poses o sistemns tam Fimo de detecoidn oe
IMSerClorsEs  Comn L& imaEchiveslder inEsrolonal cler 1la Heta
galacbosidasa, by oexl Cudal o =e detechar LPEerolorEs @i Wih salo

o B, e cuerta cor i exocslente velniowlo de oclonacidr. Lom este
Epropdsito Vieilra v Messing (0 L9EE ) procduderarn uma e e e

plasmicos derivados del pBREZY v los fagos MIZ, dancdo orlaen & |

&

st e e plasmicos §lamacdos pllln, oo Sogr plasmicoes mualtloop e e
clobdd e caderna ce Lamaito pecueiio (. JRED apros. pomuss oot lerarn La

Fezistencia a Ampilcilina v posearn el fragmenbo Hes [I-Heae 10 deld



SECUENCIACION CON DIDESOXINUCLEOTIDOS COMO TERMINADORES DE CADENA.

DNAss TEMPLADO 3,\WS'

"PRIMER" SINTETICO

{<*Faare, acte

S

DNA POLIMERASA 1

dGTP, dTTP [KLENOW]
ddATP ddCTP ddGTP ddTIP
' '
5' ~——~—ddATP 52~~.ddCTP 5 ddGTP/S’ ~ddTTP
Tl i S

5' ~—~—-AACTGTAGddC e
5' ~~_~AACTGTAddG i

! ~~~ AACTGTddA i
5"~ AACTGAdAT ==
5' ~~—~ AACTddG _—
5' ~—~— AACAAT o
5 'M ddA (PSS

Fig, S, Sacusnclac 1 Gy ode DNA L& partir  del pietecto

descrita por Sanger.
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MiZmern en 2l ocual S encusentran tanto lac 2 como el S, Lo e

permitse detaectar las insserclonss practilcaments del mismo moco o

s @l sistemna M1 ( 31,534,377 ).

pRRAZE. Bl pBR2IZZ es un plésmido multicoplse derivado del Col ET
e dobd e cadens gue micde 4, Helpd comsbtruido por Be Bolivar et.al,
o'y 1WF7 0 oo el propdsilto e odderesr ol vechor e o loriEoior oo
Varios itioE gnilcos de restrlocidrn RPAars VAarlas  ansimss. B

Sl ETeErusl B

puntos estratdégios, terniencdo la opcidn de anular las ¢

in

oue cofnfiarea {  AmE. . Tet. J I = Twl inachivacidrn inserocional .,

mantear il anchs wWhe presidn de selecoldn para evitar la péardida del

plasmido (21, &, S8 0.
Laz sstratealas Déasi1cas de clomssldrn s muestran & la

Fiohdrs . Los veblinioulos ML3mels Froy plille s digir ieror Corr Sms
L, Eoco RI v comn ambaz. El pUlils ademas fué cdigerido con Hioo 11D vy

por la doble digestion Hino 1I-Eco RI. El pBRIZZ fud digerico oo

=

laz emnzimas Ecoco RlI-EBEooo BV simultansasmernte, ¥ oo Eoo HY
axclusivamnente, Cada vehbhdowlo  fuse vtilizado para reslizar una
ligaezidr &l azsar  con los fragamentos  gemerados por la doble
digestidn Sma I-Eco RI del DNAmT  &AM1IZ3.  Solamenhbse  cuando o
vtilizo el pBRIZY cortedo com Boo RV se modi Fiocd el producto oe
ta dobde digestion del AbLRMmL AMLISE, Fael lanando los asbeancs
FEdRiosns  generados por Boo B para obbensr solamente  extremos

rasos ( Tiadra 10 ) esperands poder Liaar Lodos en este vebinoulo,



ESTRATEGTIA DE CLONACION

Digesti6n de vehfculos

secuencia de recono- extremos que genera fragmentos de la
sencillas cimiento y corte y vehficulo empleado doble digestifn
l del DNAmit Aml3
CCC'G GG ] ligables
Sma I cegccce pUC18, M13mplg
GT C‘G AC
Hinc II ca G'C TG puc1s Rasos C,Hy Jd
G A T‘A T C
Eco RV. cT AtT AG pBR322 N

GJAATTC

Eco RI cTTaA ATG puUC18, M13mpl8 Pegajosos Gel

dobles
Sma I-Eco RI - puC18, M13mpl8 A B. D
Hinc II-Eco RI pucis Ambos R
Eco RV-Eco RI pBR322 ' E, FyK
L
Esquema de los DNAs digeridos utilizados en la clonacifn
DNAmit AM13 M13mpl8 pucis pBR322
Sma I-Eco RI
A,B,D,E,F y K L‘_] | I I_. |
— i BT
S T T
ol [::___:t]
. ]
—a
Fig.%,~En e=ste esguemns  se musstran las  eztrateglas
Bamicas  oe clonacidn enpleadas para obdbens la genobeca del Divdey

mitocordr ial amilt. = SR LMAS

anpleadaz an los velhdoulos

A R [~ e

que en estos ze esperabans =1 inferior e  esquanstilzan los
extiranos de Loz DNAs involuorados.




Rellenado de los extremos pegajosos generados por Eco RI
en la doble digestifn Sma I- Eco RI del DNA mitocondrial

G AATTC

CTTAA G

+
- v

Klenow, 5' a T° Ambiente y anadir

dTTP, 4ATP, 30' a T°A.

v -

GAATT AATTC

.C TTAA TTAAG

Fiog. i, ~Ezaguemna de la peacoldr de pel lensco o axbremos
Fedga )osns comno el genaerado por la endonucleasa BEoo BRI wutllizasco
el Freamento larao de la DNA polimerasa L, el Blencw.

Cor Lo productos de las ligacions:s se  Lransformar oo

adecuadas ., L tdemtificaron v S8 Consservaron Los

in

La

1

R
plazmidos  recombarnsntes. Err la fiogursa 11 e musshra o eooasmns

crmaron celulas conpetentes

il
“h
i

clel Pprocedimisento seauldo. De Lran

(  abhenidas  por Callas ) ode la ceps JMI0L de E.ocoli  con D=
porociucboes e Ligecidn ern las gue se ubtillizaroe el MIDmpls v el
gl L, e liocarcds el ensayo de lnachivacldn  imseroionsl e L&
Heta-aalactosidasa L afmadiencs s-asl & LFTGE . O EA St =l (1] R o

para detectar clonas en MLUE incluian celulas aen faze Tomar stanica

clie orecimisnto no branstormnadas como cesped, mercladas oo Las

i
X



TRANSFORMACTION

¥12mpl8 puUC18 PBR322
.

DNAmit '___'____‘\ ‘*\ —__“-—‘—*\

Aml3
+ ligasa + ligasa
] de T4 & de T4 'S
toda la noche a temperatura ambiente
+ cé€lulas JMI101 + cé&lulas HB101
competentes, competentes
40"a 0°C,
Z"a 45°C
seleccibn de clonas transformadas clonas trahs;ormadas
por vehiculos recombinados en un ampicilina
solo paso; inactivacifén insercio-
nal del gen lac Z7< _l REPLICAR

seleccibn de clonas portado
ras de vehiculos recombina-
dos tetraciclina

Fig.ll.- Tramsformacidn v e e de Clonas oe la

aEfolecs el DNAamLt Amls.




celulas bransformadas & B9sr Suave, g o] el

placas  de orecimisento mas lento apales o Dlancas. b

transformadas oo loz productos de ligacider del  plliz, =se

sambarar o e CEages oe LB sasr Con amEloi Linds Eermatienchs oredsr .,

aolo., & las oEelulas bramsformadas Cidagcio =e whilied el phBREES
s LEaE lilaaciomes, oelulsas compebentes oe i ceps HELOLD de Boooll
Fusrorm  bramsformacas s smambiearor er Cagas de LB aasr oo

ampilciling, donde crecieron todas las células tramsformadas. v oo

it

dorde e rezscataron las clonas gue o orecileron e betraciclins

Loe plasmidos plUiliE v o pERIEEY dierorn & primsra instarsla

bueros resultados, chiterendo 42 vy 103 clonas respectilvamerite.
i mmhrado sl DNA oe los plasmidos por minlBr&pEr 8010, Vo R

analizd digirisencdo Cor unE erEima duE Linearisara el plasmics, v

posheriormente  con cdokles  digesbiorss, usando BREZinas cuyos
o= = ol = R— ER. T o - ; T S oy e e ey 1 A i =
sitios e pecopcclmlento @stuviesan proximoes &l in@ertos Lo

procductos de las digestiones Fueron seperacdos por electroforesis

Sy e las CE BORPOEE.

Lo o Loss cbyvbenidas en pUdllE oo = g IR D B =0 e o

caracterizar & pesar de haberlas semipur il Frlosdo (O obbenienco mas

e ¥ v obaber verifioado en Lo posible las condilsionss ode
cliaast 1.
Er &l pERELZY selecclonamos. al lirmeasrizer Corn Doo L.

A5 clomas las cuales Tusron agrupadas por sud bamaso aparanhs, A
crlomas Tuserorm sormetidas & Ta cloble  cliasstiorn oo HI-Bam HID fal=

las cuales & fusron ldepbifircadss ( Floura 12 ).
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respectilvanante

O L& pemesi
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DE LA LEVADRURA Eluyveromices lactizs. RESFUONSABLE DE
LA RESISTENILA A AMTIMICING A

L oclonza 24 porba el Freamsoto ode 2.8 Koeen la cusl se
sfnuantra el gern del apocibodroemo D Lo amterior se o ver: Fiod
cortancdola oo Set L, enclomuo lesss e peshr oot gue o hlere
2itio  de Feconocimilento e el pBREEE. v o solo uno en el DiNAami

=

WMz7., Jjustamernte sn el gen del apocitocromo b0 Flrours D).

Silauierdo wh maps de restriccider Fioo, elasborado por A
Brurnmer del agern del apocitocroms b odel DMASmt WME7 ( Fia.o i b,
abtenido al secusnciar dickho gen clonado an pERIZE O pRAB-4 ), =a
el Ficd el patron de restricoildn del freamsesto ode J.skED el
DiNAmt Aml3 wutilizando Rea L ( Fig.ld 2. Al comparar las  bandas
F.G v H am dicha floura, s aprecia la moodifioseclde cuancha menos

de la bandda superior. & Fa

La local tzacidn e iceptifiloscides de e ) las
mocdi Firoaciones ar el Qe del apocitooromo e la o mdtants @amid,
ftdy probablemnasnta Pmos orlenben e el comocimiento olse las

imheracoiorss entre la anbimlcinsa Ay el mismo, A B o T CLEnclo

meEFes e e s une lodes al comparar los camboaos & mivel  de Lla

secusrncia ode amincacidos del g9srn.

Fara poder  oomooser la secusncla nuclectidics del gen
clea ] apoc it booroms ocde la cepa AmlsE, ge abtuvierorn subclomnas  del
LS, pretefndiaendn obbensr insertos de Lamaho adecduado para la

EciEre L aclar vy oen posloloress convernlentes para este propdsibo,

it

Dol esae obgetivo, sze usaron bres vebidiowlos, el pldiloR, &l Mismels

v ol pREREES.
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BEco RI

L

Mbo I, a 0a 0 * o sab a0 ® A
Sau 3A- ©

« 1ds - Fatrom de restricocidn de la Dendda de O,
4 v 5 gem@rada por la doble digestidn Sma
portadora del o aer de ] speor i boa e om0

Eco RI PY Sma I
4 b

a9 BT & & - . e . " ..otol. ‘o. -
"‘.G:‘ Sge Bre b e 8 LT .t :o‘.-
(] L 4 _®

. &
Ceten® 9.t r..... .

Eco RV

o B
- P

Faideld, - Boguamna o la clams 24 erm el que s mushes
arientacidan el Eer o de Zeokbh Smal-kBEco K oo @
2itios de restriccidn en e o zitios e pecorocimie
la emzima FRsa 1 e el pER s o = muestrarn las

oternidas al digsrir la Clonas 24 con Haa L.



lder D COdRResr A FaErOrne

oG L ez : % 21

e



vealtou o pllisls, Aopesar de su reducido tamaso, 2l plosloH es W
veshor  mdltipoteancial., ey sl oual se pedechs Clonar . SRS LA .

mutaasenizar invitre v hesta transcribar invivoe ( fia. e .

Do vekliicoulo de clomacidn of recs var las a1 EE
~Ey amlto rendimiento ce DNA (O 150-200 coplas por célula .

=Fosmas sl aen lac.d v el DNMD del pllls, 1o cual  permite s
facil oclomacidrn e fraamsstos  oe DHNA v o=su itdentificacidn &
Lraves del epsayoe de la Bela-gslactozidazs

T e cos op lasres ce Pepl i osacidr, ung pars prochaolr mooldo ] s
che cdodle cadensa (sl del pBEREEE ). v Wng RARFE OF 191nar Cacenss
marps it L Las L o iy el oual o oss wbillizado  cwesndo oélulas
transformadas por el plaRls son superintfectadas  oom sl Tago
ayudacor MLI3EO7  emn  preseccls de  HEanamicing.  Las cadenas
zarnlillas  sonm secretadas de la celula,  snpeguaetadas en L&
cuboaerta del MIEEOT,

- caderma sercllla oel  pldRlE pusde vt Lamar se e E
secUsrclar de acuserdo oo el ometodo desorito por Sapeasr (59,
b b izmerdon e B LmErO Peverss comaroial.,

~Foarta el aene de la Beta-lachtamasas,., confiriendo la resistencl

4]

BoamElciling & =uE Phospecdsros, Lo gue permite & Lraves o uns

Ereslorn e seleccidn artiTioial,. aESeQursr S PSP marnErnd LS.,

Bl Mldmels  Counmr va Se mEral L orc, P =il &l ameritee

utilizgadso como vemiioula de cloracidre sesueri a1 Q.



SMC Promotor f_r_ime ro Reversa

4
pUC 18 7

Scal

FFig. 1é. - Esagusmsa oes] Flasmido plaRlE,
setalarn varios sitios
il boap le o clomaoidr oy el
Amplol Lina.

Bl opREREEY msi como obros plasmidos de doble cadesna. Pao

clomacidr gues

i uhllizados mas Comuairmente Como veblhdounlos g
sl R EECLIEr LT 10O . =P eninE A, il Timamente =e e reporbacto
avarncez gue facilitamn =u ubtillizacidr para bal erfe e 1 v LR

&

S
-
i
o

pRR3 e tdentilfiloaror Secuersias aeberiores &8
gitios umilco:s de reconocimnlento de endonucleasas de  restrilooiden,
aue pueden funcionsr como sebadores de lea DMA polimerass 1, &l

Mibridizar Errammsros ComPlamnsntar 1os 8 eshas  SeTueErnll BE 0 ol

caderas sencillas cde las mismas ( ome Soberor Cod. REers. b
N

Ery la Fiaura 17 e musstran laz  estrategias  oe
subclonacidn anpleadaz pars secusenciar &l aen del apocibtocroms D

EL MiZ3mepls v 2l pTZAR1E se digirieron con Sma L. 2l Ml3mpls adsmnis



Tiden diger tobs corr Hine 14

LOS @HLPreEfis Peds Osas

Do DT S T =T (A =Ll o

Bam HL &n el pBRE2E fusrorn rel lenados. B bocdos eshos velloulos

S ibentd Ligar Los produacbos

e La diagestider ode e oloms O4 com

la  sreima FK=a 1. Ery obtra estratedlsa, mer bpaba ole Llaar em el

PERAZE diagsrido oo Bam HL

Sl de wun fraamento de 2D obdenido por

la cloma 24 corm Hea 11 (

M13mp18 o pTZR18

tos productos de la digesticon oorn Saud

electraslucidt, al cortar

1= 3.,

pBR322

oie

Smal CCC' GGG

GGG, CCC Rsa I
¢ GTHAC

: " CAy TG

—

LIGACION

Fig.17. ~Esguamna
et adas para pochEr S

mudtante Amld.

Bam HI

(!GATCC
CCTAC%G

s e

Hpa II
c’c 66
GG C’C
Electroelucion de la
banda de £ 2Kb
- GATC
Sau 3A CTAG
&

- LIGACION

la=z entrateglas L = A S NS U R

L el gen del apEocl Lo oams o e L&
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LML OL para ploRls oy MidSmelsy HEBLULD pars pHRELSE b ose enconhyraron

Sl olonas  posibdes  en pBRIZE. 13 en el MiSmels v 46 en el

B TER LS,

Aralizandn las subclomas odel MIGmelE, oy s ofbchady e o
linearizacionss que permitieran su estudio adecuscdo al cortsr con
La emmima BEoo RLI. Las subclonas de pERIZE fusron anslilzadas oo

el L, Eooe RIL maet Loy Saw HALls Lo patrones  ce pashe iooides

14

Digariends comn las  enzimas bBoo RI-Hisd DL v Rsa 1. R

sncortbraron las subclonas esperadas e el plaRElE  Faa. L9 2.

Lasz clonas 20,27 v 41 fusron  identificadas Pl 1w
possedoras del Fragmsobo e Sedpd, ta 46 ports el oe QEDpb, las
clomaz 11 v 40 el fraamenbto de 249 7phe e las claomas 15 vy oS4 P
fge posible definir el tamano del inserto, variando entre el de
247 0y el de Zhpd. La cloms O porta el fraomento oe GhUEd,

miaentras Jguse la 4, el ke S0 ipd. AdemAas,. e tdenbilfiloaran Clonas

R lREertos mayvores ( la 21 oy la 43 com o mas de LZUUpn ) v clonas
oo clobdles insertos O 3.8, 17.00% vy 45 detectadas sl cortar oon Hsa

I ).
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ST LB L, Y e subalons Pioode pTSRIE Fud seduiesrnd i scis

P N R (1T L Do 4 T D Fro B Eeudch e OnT BETUErD L BE maE

pode Daock § oo, watorm =e verifilocarom oo L

tlvestre obtenida por Aurors Brorrmese .

F 1ge 2 =kt “mfiE cler 0 placas practiografLoss
Lo ol Eeiudsger i s idm e la oloms 11 B s obe el Las o=

siboaoe ohe irioio s la irosroldde

EEE LIS P




L.aa obterncidn  de  DNAmL

rasdltacdos limitados. l.az

=5

LiFTE TeECmiLos ouer ot reos

mETodolonl &s descrithas Promor oL oREe e

wraco e puUrea. v o ocarbidad de DNA, suficientes para pPeodep
realizar diversas dioestiopss sim o imbabor la aooidey oe las
ernzimas  ode resbriooldn enpleacdas.  Ademas Lac cartiddad oe ADNmMT
abfenicds pop cacdsa 609 de levaduras (E Libros de culbivo
Fesulta imsuficiente vy ode dificil mams)o para su aemplen en
cliversos propdsrbos o tovestioscldn.  Como la adentafFilocacidn ol
seEciysEnlas especs Floas Botraves de Plbridisacidnss vy 5L P e

denta Ccon Traamentos disorehos de un genoma. Pesulta comped poachn
syl Temotilpos especifiooss e 1aual manera, la elasborscidr oe
mapas o reshrrocidr Fimos, s o fiodltes conformse el bameado oel
Fraamerto & sstocdiar sudmente, el tal forma aue resulte muacks mas
practiloo estudliar por separado distintos fraamsntos discoretos  de
R MISmo QEricins .

Es por estas Famorss., Aue Lag obderncidrn e une aerncobdcs

AESFECE  ComD W emcelaents dnicio para el esbodio del D&M ol
Levaciue &8s petite~ ., W E ST s e las caractaerishlocas
furclamentales de los vehaculos de clonacidn ez la facilidad e
sbvbercidr vy a&lto renddimiesto oe DNG, el CudEl aracias & Lo
Sibios  wnicos e restr looider oory Loes o Cideite, papmite i
Frdrl Floaeidn ol frevamerto oL orecdon, FEd s kb Lerel A arcles
cartidacdas e DMAmL & wn cosho e Llsmpeo oy @s Tuer 2o mucho menog
e @l oesbraer DNAmt e leveaduras ol rectamsnbs,

Las  mocionss Dasiloss

ooy isror en partse por digsstionss

e la cepa Amlsd solo s
este Traba o, VOB i EEY



mEdilda, wrscias & wun brabeio anterior o en el cual o me olord v
SECErT LG el e ceel apocihaorams Bbode la Cepa silvesirrs {
Fa BrudereEr OO e S, } v oa oestudilos comparativos o cisbintos

aeradmas mitoconcdriales an levaduras (28,40 ).

Fare  oclonae el Pdcmt, clex SAmiod, ol @ englearon O

srddonuc leasas de reshr oo e, Sma Loy BEoo KL Fudierndo persEcer

U

artatraria la wbilizacidn de dichas snzimas. 8% 0 paerbinente
feErps LoREr Que @l pabrdn de restricoiden gues genseran Juntas. aofrecs
zalamente 11 fraamentos discoretoss los cuslaes varian e Laimsaidmo.,
cha W, Dkbke &m0 Lk, Estos tedricaments son compatibles oo Los
velhiioulos de clonacidn seleccionados. Cakbe mencionear la posible
clifioultad e clomacidrn el Fraamento de mayor Camamo e estos

velhiioulos 51

]

& oes realmnente estricto.

Ern la zeccidn de resultados e presentaron los 3
veliioulos  selecocionados para la obteroidrn de La cemobess oel
DAt Amlsd  conm sus respechivas cualidades., Es  adecuado  abwrs

corrmiderar los posibles potivos ague favorsolerdrn sl pEREEE sobes

Los obros veliicuwlaos.
Ly probklems de Ll utilizacidn odel Faao P dmelo, S W T
s e FEqulerse una serie ode odidados estriocbos para asegudrar St

clifusidrm,. Lba comdicidrn adecuada del pili, reguisito indispensable
ey Lae imfecoidrn del faogo, depercds de una bemperatura ssheicta oe
e g e aoamas as  pecessr o manbenser el oulbivo e Beo Cao1don
VOGO S B, cler pEpeEr s e 2 Favorescs e espulsidn ds muevos

Fagos una ver gus han orecido dentro de wun hospedero. B eslinesr .

la  manipulacider e eshe  Tago no 25 semncl iz, Coro Faobor gues



clesfavoracs s ubillizacidr el MIZ como velioulao de olamacldarn, e
La irmsstabalidad de clrertos psertos en alaunos =s1taos e S0 L
e i i S Sar o embErao, & pessar de dickhas desvenbtaoss. este Faoo
e ubillize comerolalmentes para CLOomEe Y BSOSl &, B paeE ., B
o 2e abtuvierdn clonas,  debenos conziderar loz | factores  que
ievheryvierems e la clomacidn como posiibles responsables. B

Mldmels  salo ( =i coartar 1, smacto oomo cophral . e ane T ormo

e f 1 remtenerie, cuanco o =e wbtilizd  Limearizado zairn fosfatos
terminales &l presrcl i L e e Lrarns Formarhes ol S iy o
ciramat. 1 camerte, fAsd aue solo guedan por considerar dos aspectos

E‘F

ol FesporEal les, la ubilizacidr e Propcr O aress LrEcieE i adas
vk o Lo Lrse et i corpd o i onsse desfavorables e L imaas

(Cemparatura, amorbioauadores, ebo. ).

Lo s iobentd  obtaensr la csmotecs en el pldlls,

SdCedlercry COZaE MUy inberesantas, EuEs 51 Daisn e @she vl ol o

= cbbuvieron muchas transformantes aparentensmts portacdoras o

A B W Ao o T B =108 U A =T e

it
in

pléasmidos recombineados, POy divErSERE P RECHE
s caracberizados., Tal wver =y calidad de plasmicdo multicopis
avudd  en la eficiente tramsformacidn obssrvada. addamas L&

manipulacidn adecuada de este vehdcouwlo o es dificil, de tal moocdo

gque =& reallzaron diversas ligaciones e las cuales sa verificd
@l bransformas . la  eficierncia del veblvicwulo, CooiE s arcin cescies

{ LI oo pelasinadda S

;T1

lueac ooy las conbroles peartirmset
fosfatos berminales, el cual o bransformd eficrentamantea,  voour
cofn plazmido inbacba, i ol oual la tramsformacidrn resulbd s

oI . Uriae cusl iddad gue calkes o

1y

axcasa sabtisfactori aStacar . Ao e

ente silstemsa Como del apberior, CoR e T = = SN = == el AL S = Bl 1 P

b e 4
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vEaoo& caber o e wr Salo pEaEs, Wbl b izEaredo 1a LEIECT 1V A LG

i

incercional de la Beta-galactosidasza.

Fil imtentar caractbarizar las olonss ebbenidas ey eshas

velbiioulo, pos enfrephamos & wn Eate e o peshr 1o idr el s s,

ey ol Cda ] aparecieror demasladas berndas odancdo ss inbentaba
cabahepeEs Lirmesr 1 Zeelioneas, aodsmas ests po resulbd estalles Las

COEEE BE OOl LCaran B mas B omeclda gue se intentaban maevas
cligsstionss oon diversas encdomac lessas. Prodebles ssplilcacionss &
los eventos ocurricos, e enlistan & corbimngsacider: PrimsEeoa, Se P
Feportadoe en distintos marnuales de reactivos comerciales. la Deada
eflolerlia e slounss en@imas: Para Corbsr clertos plasmuocdos oo

gl pRBRIZE v o=sus derivados (el plllis ). a1l omste uboaese sicks el

in

CEREO, Be podris saroadlr gue las bandaz obbenidass solo eran Los
PrEhmE e s, odimeEr s, @b, . o s ercuentean normalpente cuserco P
e e digerido el pUCls v ose somets s o elechroforesis. b clecir,
Fdrpsa se obduvieson digsstlonss congletas, Lo cual resulta poco
pep kb Le Especlalmente a la lug de ila nesiabkslidad del patrdm

cibvberr ol ol mismo DNA recombioscdo. SDegundo. 8 2laurnsas OoRs1oreEs

Siacechs e dos o mas plasmicdos ol ferenbes prochdcbos e Le milsms
Fesccidrr ole ligscidr, transforman a la misma oflula hospedera. Al

calbin ce alounas dereEpr S oS Com s natidr sl . =1 L Fesreyasd s
et B F oICeEmEl Lom  plasmicos  babedes sedreoscdo oe mearers

proporcional en la colomia derivada oe soguel s odflula. =dilo g1 um

pelasmiodo fusse mucho mayor gue el obro, - T A I 18 =1 o et =S oot v 11 Lo R === =
(ol = Bk R W= LAFTE CEPGR pars el P e e i, =T ot Lot Las
EropcrelorsEs camnbilardian ddrante las divisionss  oelularcss, g

laz célulazs portadoras de plasmidos pequeRos,  podedian dividicze

el



mas Fapido ous las de plasmidos mayor prigems eEtas o bhoLmas

smp learian mas Liempo al replicar wun genoma mayvor. De cuslaulsr
Formea, &1 DNG obdenicdo e cdicha colomia  presenbaris moléoulas e
cliversos Lamafos. las cusles =21 en realidad  bubiesen siddo
i s Ldas, SEdidlriam prasentandd varilas  Dandas. ey Lo
cliferantes Lamados qererados en la liasacidn. Sin embarao. &8 pessr
clen babker puarifilcado por sstrias dichazs clonas. el paleor e
Feshriocidrn de cdificil  ipterpretacides permarecid, Teroero, e
il MAS BEr1E EEREar due e Ceps ubtllizads como hospedsrs ods
Las ligsciornss con el ls, taviiera aloorn Tipo de mocii Foosoldrr oo
alterase los posibles evenbos de recombinscidrn dgue esha  poechs
Llevear B Eba, Lo cual aeneraris uma gedns de plasmldos

Facomllmados e uma dimnamlos comsbantes de Cainon o

Al clomar en el pEREZE los fragamentos aserados por 1
cinile  digestidn Sma [-Boo RD del AlNmt Amld, boes pesgl beadoes
fuerorn favorables, logrando obbener en éste, la genobecs cesesais,
Bl pBREZE es un vebidowlao de clomacidr ampdiamente  wbilizados L

razdrn por la cusl fue oresclo ( producis . S10100 oo cle

FEorras Lmlentd B EE & La ercioruc leasa Pt 1 e @&l gery ce
resisbancla & amiloill i acemas de 4 =i1tios e paeste ool de

wrmioos,. BEoo RI, Himgd I1L, Bam HI v Sal I oen wun pléasmido der i vacs

ol ]l pRRILE (. 2F 3}, P s Uy pFaepresentativa de =20 ampllas
utilizacidn. b= trata cler wr vebiaogla o e el IR L
FEcombod PEL OrEsE e 250 muy Frecuentes, W los  eventos e
CoFugacion s Oruzas Dl oy briparentales son despreclables en

R Aaracidr Corn los recglstrados para el plasmaido Lol BEL BiF

enbarags Coms Ya S8 merliong, Para diderirlo, ss nedesar o enplaair

&l



mayor actividad de alaunas endonuclessas que la requerida para

cortar el fago lambda.

Lo insertos  esperados eran bastents  sadecuados  para

she  vehidioulao, aurn CuEndo sse ba reporbacdo gus Los Fragmenboes

it

mavoras de Skkh deben ser clonados preferencilalments en Fagos  gues

eyl ammildos { 31 i . Ery oA ATk o W T (G =T W S =) S o S T

i
im

g lectbrosluir el Tragmesto @ oe 9. 5kb de la dobde diogestidm Sma 1-
oo RHI del DNAmt Amlsd v corbarlao com Hioo L0, Fvea Lo Mared LIL6.

las cusles gerneran Tragmsenbos de menor bal la.

Fopesar de las vernhaias antes mereslonscdas, sl owbilizar
] pBREES. HE COomEldera e arntemaEno, s la debecocian ode clonas

werd Feslizaca s mas de 48 horas., VE e e e resllsar urns

T

malacoldrn oe  transformantes en primer Lermir. witr L rmarndo i

1

Lugd = R

it~

cual orecern btodas las o

ik
-

medio Ccorn amplcilins R

Fortadoras de plasmidos, zin importar 51 éstos son recombinados o

==l rezponzable de dicha resistencia o Fus

1]
s

P, s
trbervericdo  en el pBRIEE:  para detectsr las  clomas, ss deben

Fepltoar e bhebtraciclina las oolanias obbenidas e amploilins. va

s s=e espera obberesr clonas con wn Ferotipo Ametoy o ek A
b recupsrar cdel praimes medio sguel las Colomias gusE P

CFeEcEr e el Sendriddon.

El esfuerzo realizade para detectar clonas en el pBRIZE

o
ot

fues baen recompensado al caracterilzsar las, PUEs Coms S8 musstra e
Los  resulbtados, =i sstucdio mo presaentd mayvores  problemas. Lo
@l boas rafcimientos = [RIRTE Chi P A T R R T Crbvisry 1 cos =Tl

minlEreEearacidn fueron suficilentes pars realizere 90 digestlorsss



T

Pars rescolverse en gsles de agarosa o 9D S = N ol @or o bar o,

T

exta  DNA ze extras ern buenas condlciorss y resuibtd establs  ar

o

subsecuentes verlfiloaclionas,

Al khabesr comsecsaicds La bl iotecs el DMEmT Amld, g
procedio & stz lomar el fFragmensto Corresponclenhts & Lo Danca

“EY, portadora del gen para el apocitocromo B laa clona 24  fueé
identificada oomo  porbtadora de dicho fragmesto. Ml oortar La

cloma 24 con R=za I v comparar su patron de restricoion con el

oivterico e Las clonas pAB-4 vy pRL portadoras del oaer el
apcoitocroms o silvestre v ode la mutante Amdd respectivamente, e
prascts dobertl Floar cuancdo meros und diferencia clara. s la Dards
correspordiente & SO0 O F oen la Flaura 159 0. la cusl apsrece e
bae cloma 24 mas  abaio ogue e las obras. al o someler Las

chigsstioress corr FHsa L de esta e Wihe o slesctraoforessis. e o

i

reEsdltado cambiia la 1des oriaginsl de la o mubacide punbual ogue s

Fabila suger i, poses es aparente uns delscidrn e eeTE QERma.

Los  resultados  abbenidos al inbentar suboclonar dlokbsm

cloma o el propasibo de secusieiarlas EresarThar on sy aihernites

cliverzos  problemas. Al wbtilizar el MIdmelo. Pidey ansEr e e
confromtaron los problemas de manilpulacidn g dfestair L dadcd

antes mencilonados. Bn el pBRIZE se loard obterner subclonas en el

mitace EpaEra Bam HLL el ool oo el Vprdmsrod sclscuachs Furns 1o
oo sebhador cdel B e Eermibtiencdo la secusrnciacidn de  ainbas
CACEERE Sire embaErgo, e s logrd obdersr & tilempo los

YEprameros! o redusr oo, POy Lo CuE L med S8 eSS mroduna de las

subc lonas obbenidas en este vebiouwlo,



AL emelesnr el plasmicdo pidHis, e CorrE L ler o las
zubc lonas  deseadaz  para secuencilar el gen del apocibtocrodams b

sstas fusron oeracterizadas adecuadamsnte: wm asoecho inheresanbes

i

pasulhd  ser la aparicidn de clormss o mialboap e, S ChEs i, EaE
chxtugvieror plazmicdos recombinantes con mas de owr Fraamento de la
cliasstiorn e e cloms 294 o la erddonuclesss Hesa L. @m0 primsrs
inEbarsla parecia ser simplemente e inseroide e e TEEamerto
cligerice  parcialmente oe tal Forms gue porbass aun un S1hio pars
Fes o L. SAFT EE O @ e Lmento =amn Laraes, T Tt S B T R
clomss porbadoras os @ fraamentos mo continuos e e olons 24,
Eeto swaiers La wumiopn s varios fraosmentos sl azear en la  mescls
cha L imacide, AL ouEelo bedr loamente La Dlascide s e emos

Fasos como los generados por Rsa 1, resulta dificil.

Loz tenplados peduer 1odos PEra Secusr LRE Se b & e o
cler aouercdo con las mpetodologias desoritas v oElaunas Tusror
sometidas & rescclorss de secusEnclaclide. pera la beomica no P
morhacs e Fforms setisfactoria. oe tal forma gue =olo la suboolons
11 fe  secusmcilads paroilslmesohe, Feso v sl il Cameprbes Bl
Fodc Lot Lo, B pesar ode Pao Paber secuesne i ado comp lebamante L
cloma 11 clee Los resdlbacdos obdandos, COEVER OISO OEERE OO Loia
CEddte | oa, la posibalidac de urn camboa o e La Sedudsrno L a P e IO

e dEstra o en la Fiodra QU wE e haoer obbenido el pabeon

i
i

L O = N T - TP T ol Eonder ol @ & Secudsncis del ey

el apccitocromnn Dosilvestre de la cepa WS/ . B o la Frauras S0 po

claro dicoko patror. =OLFT s e, sSE Pedidlers e uinE

i
it

s

2t

=Y=F-U
secuenclacion  oe  mejor calidsad vy de la veraificaciden de  esta,

Leveardo la Rl oo Lemerrhar 18, EEE R Eorcden st armar

=t



CoELEEOr LIamEnLE, B B Casc Prabbo alaun camboo,

Loz probdemas  snfrentados para sseouerclar Fusroam o Bl
Temne Lados ey malas Corc oo, EE CECLE LinERuros o clegr addacdos

Lo cual provocd manchas barricdas a 1

il

o larao Jde los carrales,. bste

rolos culdados =1

it
i

absbéacula fus supersacds medianamentse al exaqser

la cbtencids de los templacdos, v b)) Mezcles inadecusdas de oes
si-dicdesoxinucledtaidos,. Al amalizar la placs radiogratios el gl
wa encorbraron JdosS PEeERCClOrEs S EPOoRor o lorsEs adecusadas, L
pemrmitian L& lecbura oe SU0U-2Z00 puclectidos O0T v L) MLl as
e las dos rescclones raestartes resolviao ousenclo muckho S0 ey
cleckiddos { H ¥ A }a. Extas merclas  fusron mocdl Ficacas  es
distirbas EeroEorolorsEs Ears anhenbar corredrr Las,

e L Er LA clona Hn. porbador s oles

3:
e
@

Foterbo cor 18,

La banda de Z533pbh al digerir la clona 24 con Rsa 1. S s L

Caelaecidn de & ph,  um®e seCuersia Pal irndroml o, T A A& T T M. U

Foors g b e e L Loao 1 para esbencer ook Ferdanern, e ia FeErisalr

apge mn la doble beelios, eaha SEddsernDla S8 pleasra or Lmimsiado

i

smetructuras oe asa., las cuales puecern ser eliminacias &l replicae
el daeroms mibtocondrial. Aooorh e LG B8 muEshra o esagusma del
st lea meEcanismd gus O ilaine ssbta olelecidrs

AAAGATTTAATTACTETATT
TTTCTAAATTAATGACATALH
A=T
anT
(R
AABGATTCTETATT
TTTCTAAGTCATAA
A=
T-A
T



Bl o cambaio  guse origaina diba delecidrr se muestira ®
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Eata delaeocidrn, Al omer e ourn rdmero mdl b o e X P
aitera  la lecburs ode los demss amino&oidos ce e probedns. L
factbor inberesgnbes s gus e delecidn Se encusnber & muy Prosimea, o
amircdc idos e dllstancia, cle o sitio Fegglsbracdo oommo ol
Feslsharsia # AN i =y e E L s A Bl A &
cualauiera e los dos omocdelos exlstantes sobes e ssbrachurs sl
La meambrares el crbooroms D, S8 obaerva aues la ode el ool ese e
ba ipvber fase oe la membreams. Los sminodciodos e ims @ Lso el ims
gl oaminacdos Son o polaras, e Es g LA Lreorios el marscdsg
trere @l omiznd bilpeo de Cardas gue e serins oreacla (polares =1
carga ). dando wn Dalancs osoeral de perdida e dos aminodolodos
G polares en la interfase de la menkrana. P zidsa ] sedur ginesrioes

mocdi Fica la pozicidn ode asta probedms.

La secusrnslacidn de esta mubamta moo sae Paa oona ot do, W

""}"

sE requisre  del terming de esta pera poder ssegurar due eshe
cambio confiere la resiztenclia al amtibiobtico anbimicinsa A,

Tl er sarla  recomsncdable rexlizar  experimentos i FIE

ot

P LR L e B QDS Er VaE o Com i e, g eaha Seiderns e S 1
Fesponsable del Femppot L, i esmar amento prabable serisa L
transformacidn e mitocondriss de  levaduras sillvestres Detul

Las oclomas  obbenidas, wid L imancio como conbrol plasmickos pes

i



ool L macdos ., vooooor estas plbocondr tas

clea bevacidras.

Fazgltearis 1ntarssant

T ol 0 1 o T 0=~ N ot i o SO 0 TR =1 41 s M e w110 Dol et G P

Ferpnt e e seta mubEr e,
amtimicina Ay =10 enbearao

croclorEE Ears Los amioodciddos
sl correcimiearto actual sobhee
Las =subumidacdes  oue Formear el

Pare pocer alaborar o modslo

LA
La
oo L 3o

=4

TLL. mo o sms sufioci

transformar protoplastos

podemitol Flioar este Camboio en

cpbisr PdCilEr A Smpl LoAar el

R o B B el o ot

£ precle g e e e Loss
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