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RESUMEN

Las secuencias VINTR (repetidos en téndem de nimero variable), también
conocidas como 'minisatélites’, son secuencias que generalmente no codifican para un
producto apreciable y en las que una secuencia nicleo de entre 15 y 50 pb se repite una
y otra vez. Diversos VINTR han sido utilizados como “fingerprints” (huellas digitales del
DINA) debido a su dlta variabilidad. También se les ha empleado en pruebas criminalisticas
y de paternidad disputada. Se sospecha que, en parte, estas secuencias deben su gran
variabilidad 4 una elevada frecuendia mutacional.

Existen muchos reportes acerca de la especificidad mutagénica sobre secuencias
codificantes, sobre todo en genes marcadores o “reporteros”, pero existen muy pocos
expermentos de este tipo sobre secuencias no codificantes, como los VINTR. Esto se debe
a que, en general, las frecuencias de mutacién son bajas y a que no es sencillo identificar a
los organismos mutantes en una secuencia que no codifica para un producto apreciable.

En el presente trabajo se propone un modelo para encontrar mutaciones con mayor
facilidad en una secuencia VINTR que no codifica para un .producto apreciable.
Primeramente fue posible el aislamiento, a partir de DNA genémico humano, de una
secuencia minisatélite con las caracterfsticas del VINTR 33.15 reportado previamente
(Genbank NT_00741) por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa empleando
iniciadores  dirigidos a las regiones flanqueantes del minsatélite. La secuencia 33.15
obtenida consta de 17 unidades nideo repetidas en téndem. Difiere de aquella reportada
en su longitud y en algunos cambios puntusles en la secuencia nucleotfdica. Esto confima fa

dlts variabilidad de este tipo de secuendias entre individuos de la misma especie.



También se constuys o plésmdo pAR33.15 mediante la insercién de la
seciencia VINTR 33.15 en e “shuttle vector” pSP189. Debido dal procedimiento
metodolégico empleado, la secuencia 33.15 entrd acompafada de otro fragmento
gendmico no codificante (Genbank NT_0923519) pero con caracterfsticas distintas a las
de un minisatélite. Al parecer éste segmento de DINA proviene del cromosoma 7.

La construccién pAR33.15 fue empleada en un ensayo para probar el efecto de
la radiacién no ionizante LV-C sobre la secuencia no codificante tipo VINTR. El 67% de
las donas mutantes en suof (un gen reportero contenido en e plésmido pAR33.15)
obtenidas, también mostraron algin tipo de alteracion en el VINTR 33.15, pero ninguna
mutacidn pudo ser detectada en la secuencia NT_023519, lo cudl sugiere que por su
naturaleza, las secuencias VINTR tienden a acumular mayor niimero de mutaciones, o que en
ellas las lesiones se reparan con una menor eficiencia.

A diferencia de lo reportado por otros autores en sistemas similares, la totalidad de
las mutaciones observadas en el presente trabajo sobre el VINTR 33.15 fueron
transversiones. Esto podifa explicase si los dimeros de piimidings que ocasionan las
transiciones fueron reparadas eficientemente, ya que a las bacterias no se les privé de fa luz v
esta es necesaria para dctivar los mecanismos de reparacién de estos aductos.

En consecuencia, el modelo propuesto en el presente trabajo parece adecuado
para estudiar el efecto de algunos mutdgencs sobre secuendias para las que no existe un
método de seleccion de las clonas mutantes, como lo es una secuencia minisatélite no

codificante del genoma humano.



ABSTRACT

VNTR sequences (Variable Number of Tandem Repeats), also known as
“minisatellites”, usually do not codify for any noticeable product. These sequences contain
regions in which a small number of bases (15-50), known as the core, are tandemly
repeated. Because of its extreme variability among individuals, several VINTRs have been
used for fingerprint andalysis to claiify patemity disputes and in forensic tests. It is thought
that the high variabifity of VINTRs is due to its high mutation frequency.

There are a lot of reports about the mutagenic specificity over coding sequences,
mostly on reporter genes, but only a few of them in non-coding sequences such as VINTRs.
This is due to the low mutation frequency rate and to the difficulty to identify mutant
organisms in a sequence that does not codify for a noticeable product.

In this work, a model is proposed for an easier finding of mutations on a VINTR
that does not codify for a noticesble product. First, it was possible the isolation from human
genomic DNA, of a minisatellite with the characteristics of the VINTR 33.15 already
reported (GenBank NT _007741). It was made by the polymerase chain reaction using
piimers directed to the flanking regions of the minisatellite. The amplified sequence consists of
17 tandemly repeated core units. Compared to with that reported, it differs in its length
and in some punctual nudeotide changes. These results support the idea that these kinds of
sequences are highly variable between organisms of the same species.

By doning the VNTR 33.15 into the shuttle vector pSP189, it was possible
the construction of the plasmid pAR33.15. Because of the methods employed, the

sequence 33.15 was inserted with another non-coding  genomic  fragment
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(GenBank NT_023519). This fagment has different characteristics to those of a
minisateliite, and seems to arise from chromosome 7.

PAR33.15 construction was employed to test the effects of the non-ionising
UV-C radition over s non-coding VINTR. Sixty seven percent of the mutants obtained in
suck (a reporter gene contained in pAR33.15) also showed some change in the VINTR
33.15, but no mutation could be detected in the sequence NT 0923519. These results
suggest that VNTR sequences tend to accumulate a higher number of mutations, or that the
damages are more efficiently repaired.

Differing from that reported in similar systems, the total mutations over the VINTR
33.15 obsenved in this work were transversions. One explanation could be the efficient
repair of the pydimidine dimers that cause transitions. This could be likely since the bacteria
were not taken away from light, which is necessary for activating the mechanisms of adduct

repair.
In summary, the model proposed in the present work seems adequate for studlying

the effects of some mutagens over sequences for which does not exist @ mutant selection

method as it is @ non-codifying minisatellite of the human genome.
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INTRODUCCION

Aunque la duplicacién del DNA es muy predss, no es perfecta. En algunas
ocasiones ocurren cambios en el DINA debido a erores de la polimerasa, radiaciones o
agentes quimicos v la nueva pieza de DINA contiene uno o més nudledtidos cambiados. Ese
cambio, llamado mutacién, puede llevarse a cabo en cuslquier parte del DNA. Si la
mutacién ocurre en la secuencia de nuclebtidos que codifica pera un polipéptido particular,
podifa cambiar un aminoacido en la cadena polipeptidica (Nagao er o/, 1978). Este
cambio podia alterar las propiedades de la protefna resultante. Estas secuencias
nucleotfdicas codificantes, sin embargo, estén protegidas de sufric mutaciones por diferentes
mecanismos que corigen los cambios y evitan que se expandan, Las secuendas no
codificantes del DINA a menudo estén formadas por grupos de nudeétidos que se repiten
uno tras otro, Dads su alta varabilidad de individuo o individuo, se sospecha que en las
secuencias no codificantes la frecuencia mutacional es mayor respecto a las secuencias
codificantes. Se cree que ello en parte se debe a los erores en los alineamientos que ocurren
durante e} apareamiento de los cromosomas (Jeffreys et af, 1988). A pesar de que una
lesién en este tipo de secuendias en general no es tan grave, no quiere decir que estas
secuencias no sean importantes. Actualmente las secuencias de repetidos son utilizadas como
marcadores genéticos informativos y herramientas de utilidad en la diencia forense y el mapeo
genético,

Las secuencias VINTR (repetidos en téndem de nimero variable, por sus iniciales
en inglés), también conocidas como “minisatélites’, pertenecen a este grupo de secuencias

no codificantes en las que una secuencia nicleo de entre 15 y 50 pb se repite una y otra
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vez (Levinson y Gutman, 1987; Henderson y Petes, 19992, Weber y Wong, 1993).
Diversos VINTR han sido utilizados como “fingerprints” (huellas digitales del DNA) debido
a su dlta vansbilidad (Jeffreys er of, 1985b). Andlizando simultaneamente varias
secuencias VINTR, la probabilidad de que dos personas tengan la misma combinacién es tan
baja que por ello se les ha empleado en pruebas criminalisticas y de patemidad disputada.
Algunas de estas secuencias VINTR han mostrado una dlta Frecuencia de mutaciones
(Ogheri et af, 1997; Deka et of, 1994; Budowle et of, 1991).

Existen muchos reportes acerca de la especificidad mutagénica sobre secuencias
codificantes, sobre todo en genes marcadores o genes “reporteros’ (ver por ejemplo
Moshinsky y Wogan, 2000; Englander y Howard, 1997; Okaichi et of, 1992; Protic-
Sabliic y Kraemer, 1986, Protic-Sablic et af, 1986), pero existen muy pocos
experimentos de este tipo sobre secuencias no codificantes (Englander y Howard, 1997).
Esto se debe en parte a las bajas frecuencias de mutacién y a que no es sencillo encontrar
organismos mutantes en una secuencia que no codifica para un producto apreciable. Por ello
las técnicas para hacero son més costosas.

En el presente trabajo se propone un modelo para encontrar.mutaciones con mayor
facilidad en una secuencia VINTR que no codifica para un producto apreciable. El modelo
consiste en la insercion de la una secuencia VINTR en el plésmido pSP189, que es
clasificado como un “shuttle vector” dado que es capaz de replicase tanto en bacterias
como en células de mamffero. Este plésmido ademds contiene el gen reportero supf y un gen
de resistencia a ampicilina. Después de haber realizado esta comstruccion, se probé su

efidencia mediante la exposicién del mismo a luz ultraviolets y la deteccion de mutaciones

sobre la secuencia VINTR.
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I MUTACIONES

Una lesién genética puede inactivar el producto de un gen o modificar su actividad
pdra efectusr una tarea ligeramente diferente; la creacién de une propiedad completamente
diferente es un evento muy rro. La péidida de la funcién ocurre con mayor frecuendia, ya
que puede ocurric por una gran variedad de lesiones diferentes (en uno o varios genes). Por
otra parte, e cambio de funcién requiere una slteracién gendtica que modifique una
propiedad especffica sin que se dé una inactivacién simuftanea del gen. Las lesiones que
inactivan funciones celulares esencidles (el aparato de replicacién, o los procesos
involucrados en la expresién de genes importantes) por lo general son letales (Starlinger,

1977).

Bl material biolégico bésico de los genetistas es una cepa o dona que corsiste en
una poblacién de células genéticamente idénticas. Una clona es un cultivo puro, y técnicas
como las empleadas para aislar cultivos puros se aplican directamente para dislar donas para
su andlisis genético. Una mutacién se observa como un cambio sdbito heredable en el
fenotipo de un organismo, Es frecuente referitse a una cepa aislada de la naturdleza como
tipo natural o silvestre y a las cepas aisladas del tipo silvestre a través de mutaciones como
mutantes. Las mutaciones pueden dasificase de acuerdo a diferentes criterios. La tabla 1

muestra una clasificacién de las mutaciones.
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Tabla 1. Mutaciones y otras alteraciones del DINA y los cromosomas’.

Mutaciones puntuales:

. Substituciones de bases (trarsiciones y transversiones,).
3 Adiciones y eliminaciones que provocan corimientos en el marco abierto de lectura
("Frameshift“) .

Eliminaciones que abarcan segmentos grandes de DNA.
Translocaciones.
Inversiones.

Elementos insersionales:

. Transposones.

. Retrotransposones.

Recombinacién:

. Conversién génica.

. Intercambio no simétrico de crométidas hermanas.
. Entrecruzamiento somético desigual.

Replicacién desproporcionada del DNA (amplificacion).

*Adaptado de Ramel (1989)

. PLASMIDOS TIPO “SHUTTLE VECTOR”

A principios de los afios 80 la atraccién de la tecnologla del DINA recombinante
comenzdba @ presentarse en campos donde anteriormente no se hablan hecho andlisis
moleculares. Uno de ellos fue la mutagénesis de células de mamifero. La tecnologla de la
manipulacién génica ofrecid la oportunidad de recuperar genes mutantes para los que habia
protocolos de seleccion efectivos (como el HPRT; Msher y McComick, 1996). Se
pensé que asl podia conocerse la funcién del gen completo. A pesar de la viabilidad de
esos protocolos, el tiempo y esfuerzo requerido desalentd a la mayoria de los investigadores

(Seidman, 1996). Un protocolo altermativo, basado en “shuttle vectors”, resulté mds
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atractivo. Un shuttle-vector consiste en secuencias blanco de DNA para monitorear
actividad mutagénica y secuencias adicionales que permiten la replicadén y seleccién tanto
en bacterias como en células de mamffero (Kraemer y Seidman, 1989). El extenso andlisis
de virus del DNA causantes de tumores, como el SV 40, definié la informacién genética
necesarid para su replicacion viral en mono y en células de humano. La Biologfa y la Biologia
molecular de los plésmidos bacterianos  también  habfan sido  desarolladas
independientemente. Asi, ha sido posible demostrar que las construcciones moleculares con
las funciones de replicacién del vius SV40 (el gen del antigeno-T y el origen de
replicacién) unidos con los componentes de los plésmidos bactetanos (el origen de
replicacién del pldsmido y el marcador de resistencia a algin antibiético) pueden replicarse
en célulss de mono y pueden ser recuperados e intioducidos en bacterias. (Peden et o/,
1980; Lusky y Botchan, 1981). Primeramente, estos experimentos fueron demostraciones
del principio; la tecnologia de los shuttle vectors no tenfa ninguna aplicacién. Como algunos
investigadores estaban interesados en estudiar la mutagénesis en célulss de mamifero,
agregaron un gen marcador bacteriano. El vector resultante, después de ser tratado con un
agente que dafara el DNA, serda introducido en células de mamffero, podia replicarse, ser
recuperado e introducido en la bacteria para su andlisis, pues las colonias bacterianas con
mutaciones en el gen marcador podian ser reconocidas por la seleccion microbiolégica
esténdar y la naturaleza de las mutaciones podifa ser identificada por secuenciacidn.

Los primeros autores en publicar acerca de estos sistemas reportaron una
observacién que no se habfa considerado en la estrategia oniginal. Ellos encontraron que
durante la transfeccién (la introduccion del “shuttle vector” a células de mamifero) y

replicacién intracelular, ocumfan  mutaciones con alta frecuencia en el gen marcador
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(Razzaque et af, 1983; Calos et of, 1983). La kecuencia era muy alta como para
permitir experimentos impios con agentes que dafian el DNA. Los andlisis de los plésmidos
mutantes indicaion que la mayora de las mutaciones eran eliminaciones, y también se
encontraron adiciones de DINA celuler, asi como mutaciones puntuales. Estas observaciones
(confimadas por Sarker et af, 1984) desacreditaron la estrategia completa.

|Los investigadores tomaron caminos diferentes para solucionar el problema. Calos y
sus colaboradores encontraron una linea celular (Ad993) con una frecuencia baja de
mutacién esponténea (Lebkowski et of, 1984). Ellos fueron capaces de generar un
espectro mutacional sobre /sc / con el vector orginal en estas células usando diferentes
mutdgenos (Lebkowski et o/, 1985). El valor de este experimento era que los datos
obtenidos con el sistema /e /en Eschenichia colf pudieron ser comparados con los obtenidos
con el mismo marcador en células de humano (Hsia et of, 1989).

Per otio Iado, el grupo de Seidman estaba interesado en poder hacer experimentos
en diferentes tipos de cultivos primarios y lineas celulares. Su estrategia requerfa cambiar el
disefic del vector. Su nueva comstruccién contiene al pequefio gen suof, que codifica para
un tRNA supresor, insertado entre el origen de replicacion del plésmido y el gen para la
resistencia a ampiclina (Seidman et of,” 1985). Las eliminaciones que inactivaran al
plésmido poddan, en muchos casos, haber inactivado alguna de estas secuencias
indispensables. El nuevo plésmido funcioné bien y la frecuencia de mutacién espontanea
disminuys de 50 a 100 veces en las mismas células que habla dado tan altos niveles en los
experimentos iniciales. Aparte de la ventsja de la baje frecuencia de mutacién espontdnes,
el andlisis de las secuencias mutantes se hizo mucho més rdpido debido al pequefo tamanio

del gen marcador. Este vector, llamado pZ 189, ha sido utilizado por muchos grupos para
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caracterizar una serie de mutdgenos y carcinégenos (Kraemer y Seidman, 1989). La dave
del éxito de este vector es el pequefio tamaiio del sitio blanco de deteccién de las
mutaciones. El tamafio de este sitio fue reducido posteriomente con un plésmido derivado
del pZ189, el pSP189, el cual tiene una frecuencia de mutacién espontdnea adin mds baja
(Seidman, 1989). Desde ahf, varios grupos han desarrollado otros sistemas de tipo shuttle
vectors (Menck et of, 1987; Kain, 1995; Chalfie, 1994).

. PLASMIDO pSP189

Paris y Seidman (1999) desarollaron un shuttle vector para estudiar la
mutagénesis en células de mamffero probando la independencia de mutaciones idénticas.
Como ya se dijo, las mutaciones se presentan con mayor frecuencia en algunos sitios en un
gen que en otros, y en una coleccion de plésmidos mutantes de una sola transfeccién de
células de mamifero, la misma mutacion puede aparecer varias veces. Entonces, las
mutaciones provenientes de eventos independientes no podian ser distinguidas de las copias
de un evento inicial. En redlidad, el sistema del vector pSP189 es una poblacién de
plésmidos, y cada uno contiene una "secuencia firme® de 8 pb. Esta secuencia le confiere
una etiqueta de identificacién dnica ¢ cada plésmido, y permite identificar plésmidos
individuales por una fima distintiva. Este plismido (Figura 1) se deriva del pMS189
descrito por Seetharam y Seidman, (1991). Contiene la secuencia codificante del antigeno
T y el crigen de replicacién SV40, un gen de resistencia a ampiciling (Ap®) y ¢ origen de
replicacién de pBR327. También contiene e gen suoF de £ cofi como un marcador de

mutagénesis, que consiste en una secuencia codificante del tRINA de 84 nucleétidos, un
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terminador de la transcripcién de 44 pb (Young, 1979) y un fragmento de 98 pb que
contiene la secuencia firma de 8 pb. La secuencia firma proporciona un méximo de 2(4%)

= 131,072 posibles combinaciones dentro de la poblacién de plésmidos. (Parris v
Seidman, 1999).

A
Antigeno-T SV40

WpBR327 on

Figura 1. Representacién esquemdtica del plésmido pSP189.

V. EL GEN REPORTERO suypf DE pSP189

El gen del tRNA supresor de fa mutacién dmbar de tirosing de £ coff, llamado
supl (Figura 2), también identificado como Su3™ o tyr7, ha sido utilizado como un blanco
mutagénico en los shuttle vectors pZ 189 (Seidman et o/, 1987, Seetharam et 4f,
1987; Bredberg et af, 1987 y Yang et af, 1988), p3AC (Satker et 4/, 1984;
Glazer et of, 1986; Yang et al, 1987) y pSP189 (Burchsm y Harkin, 1999, Jeong
et af, 1999; Tobi et of, 1999, Tretyakova et df, 2000; Routledge, 2000;
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Zhitkovich et af, 2001). Ls secuencia nucleotidica de la cadena codificante del gen supf

en pSP189 se muestra a continuacién:

AT'ITGATATGATGCGCCCC((:}— SAGGCCAGTAAAAGCA'[TACCT G CCATC% —_ 'E;CCG I

!
|

(plelelol delely

OOnO-OGH

C A
CA G —-C
A C -G
A—T
G—C
ATT G
C A TC
T A
C A
T

Figura 2. Estructura secundaiia hipotética de la cadena de DNA que oodpara e
tRNA supfF (modificada de Kraemer y Seidman, 1989).

Por definicién, e mRNA de £ coff con una mutacién dmbar tiene un codédn de
terminacién  (sin sentido) UAG. El tRNA suof incompora una tirosina ol codén de
terminacion UAG de la cadena (Smith, 1972 v 1976). De esta forma supfF funciona
como un tRNA supresor, pemitiendo leer a través del codén de paro UAG, (Figura 3).
Las cepas bacterianas que poseen mutaciones dmbar pueden servir como indicadoras para el
_funcionamiento de la actividad de supf. El ersayo més comdn utiliza una cepa de £ coff
que contiene una mutacién dmbar en el gen /e, el cual codifica para la B-galactosidasa
(Seidman, 1985). Esta mutacién dmbar puede ser suprimida in vivo por un gen supF

activo, dando como resultado la sintesis de P-galactosidasa (Seidman, 1985). Las
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bacterias se cultivan en agar con PTG, un inductor no metabolizable del gen 4eZ, vy X-gdl,
un sustrato cromogénico no inductor de B-galactosidass. Asi, las colonias resultantes de la
transformacidn con un supf funcional serén azules, mientras que aquellas que contienen el

gen inactivo o parcialmente activo serén blancas o azul daro (Kraemer, 1989).

HNAT en una

cepa de £ coi

con UM mutacion

dmbar RNA syp” en una
cepa de £, colf con

una mutacién émbar

ke

Figura 3. Supresién de mutaciones dmbar por medio de supf. El tRINA supFintroduce una

tirosing en el codén sin sentido LUAG debido a la mutacién que tiene en el anticodédn.

V. SECUENCIAS WNTR

El DNA &ltamente repetitivo se caracteriza por su rdpida tasa de renaturalizacién,
Consiste en secuencias cortas que estdn repetidas en copias idénticas o similares dentro del
genoma {Kokosks, 1999). Debido 4 la pequefa unidad de los repetidos, a veces se le
conoce como DINA minisatélite. Este tipo de componente se presents en casi todos los

genomas de eucariontes superiores, Pero su composicidn es extremaddmente variable. En
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genomas de mamffero se presenta aproximadamente en un 109, pero, por ejemplo en
Drosophita virils, se presenta alrededor del 50%. En £. coff (Levinson y Gutman, 1987),
en Saccharomyces cerevisize (Henderson y Petes, 1992), v en mamiferos (Weber y
Wong, 1993) los fragmentos simples de DNA repetitivo son inestables, dlterando su
tamafio por adiciones o eliminaciones de pequefios nimeros de unidades repetidas.

Los estudios sobre la estabilidad de los minisatélites en bacterias y levaduras
(revisado por Sia et of, 1997) vy los andlisis de mutaciones generadas durante la
replicacién in vitro (revisado por Kurkel, 19992), muestran que los cambios en el nimero
de repetidos son consecuencia del desprendimiento de la polimerasa. De acuerdo a este
modelo, durante la duplicacién del fragmento repetido se da una disociacién transitoria entre
la cadena def iniciador v la del molde, pemitiendo una reasociacién mal alineada de las dos
cadenas (Kokoska, 1999). Debido a esto, los minisatélites son altamente varigbles.

La repeticién en tdndem de una secuencia corta de DNA comdnmente crea una
fraccién con propiedades fisicas particulares, que algunos investigadores han utiizado para
aislarda. En algunos casos, la secuencia repetitiva tiene una composicién de bases distinta a fa
del genoma en general; lo que permite que se separe una fraccién debido a su densidad.
Una fraccién de este tipo es Hamada DNA satélite (Lewin, 1997).

Los loc de repetidos en téndem de nimero varisble (VINTR) son marcadores
genéticos de mucha utilidad en los que sus alelos difieren en longitud debido & diferencias
en el nimero de unidades de una secuendia corta {secuencia nicleo) arregladas en tdndem
(de manera adyacente una de otra). Por esta razén y debido a la presencia de cambios
sutiles en la secuencia nicleo de un individuo a otro, los loci de VINTR comiinmente tienen

altos niveles de heterocigosis y un gran nimero de alelos; estas caracterfsticas los hacen ser
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marcadores genéticos informativos y herramientas de utilidad en la ciencia forense {(Shriver et
al, 1993) y en ef mapeo genético (Nakamura et of, 1987, Silves, 1999). A pesar de
la utilidad de los loci de VINTR, adin existen muchas preguntas sin respuesta acerca de sus
mecanismos mutacionales y sus dindmicas de poblacién. Las distribuciones de las frecuencias
alélicas de los VINTR pueden estar afectadas por fuerzas poblacionales y fuerzas de nivel
molecular (Shiiver et af, 1993).

Ya que las secuencias de repetidos estén propensas a errores en los alineamientos
durante el apareamiento de los cromosomas, las agrupaciones de repetidos tienden a ser
altamente polimérficas y con amplias variaciones de tamafio entre los individuos. De hecho,
agrupdciones menores de estas secuencias pueden ser utilizadas para caracterizar genomas
individuales por medio de la técnica de "DNA fingerprinting” (huella digital del DNA).
Las comparaciones de las regiones correspondientes de secuencias simples del DINA entre
organismos  de la misma especie y entre diferentes especies dan informacién sobre los
mecanismos involucrados en la manipulacién de las secuencias de DINA a través de la

evolucion. (Lewin, 1997).

Las secuencias de algunos VINTR tienen une frecuencia mutacional muy alta, dl
contrario de las secuendias codificantes (Oghen et of, 1997). Esto se debe, por un lado,
a la composicion de bases de los repetidos y por otra parte, tal vez a que las secuencias
codificantes estén mds protegidas por los mecanismos de reparacién que las secuencias de
repetidos que cominmente no codifican, ya que estas tltimas no son indispensables para la

sobrevivencia de los organismos.
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VI VNIR 33.15

Jeffreys y colaboradores (19854) describieron un  minisatélite coto  que
comprende cuatro repetidos en tandem de una secuencia de 33 pb en un intién del gen
humano de la miogfobina. Mostiaion que una sonda dirigida contra el repetido de
mioglobina de 33 pb es capaz de detectar otros minisatélites humanos. Fstas regiones
comparten una secuencia nicleo (core) comin en cada unidad repetida, la cual propordiona
una sonda poderosa para detectar las regiones hipervariables (Jeftreys, 1985b). Por medio
de esta sonda encontraron una searencia VINTR nombrada 33.15 la cudl tiene 99
repeticos de la secuencia nideo. La secuencia reportada por Jeffreys tiene algunos cambios
de bases y dos eliminaciones, pero tiene la secuencia nideo casi pefecta (Jeffreys et of,
19854). Esta secvencia puede vaiar en tamafio y composicién nudeotidica de individuo o

individuo (Jeffreys et of, 19854, 1985b y 1988).

VI.  RADIACION ULTRA VIOLETA

El espectro luminoso abarca desde 100 a 800 nm. Entre los 100 y los 400 nm
se encuentra la luz ultravioleta que se divide en tres zonas: UV-A, denominada también
ultravioleta de onda larga, de 320 a 400 nm. En condiciones de exposicién nomal, esta

radiacién raramente produce eritema y, en cambio, activa la melanogénesis. Ls zona UV-B,
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también conocida como radiacién ultravioleta de onda media, con una longitud de onda de
200 a 320 nm, es la radiacién caracteristica propia de los efectos solares sobre la piel. La
zona UV-C de 100 a 290 nm, también denominada de onda corta o radiacion
germicida, es totalmente fotoactiva. Es muy eritembgena y perjudicial sobre el tejido vivo,
no representa un riesge para la poblacién ya que se filtra casi totalmente por la cape
atmostéica de ozono, aunque la progresiva desaparicién de dicha capa a inquietado a
algunos investigadores por Jas graves lesiones cutdneas que esta radiacién puede producr

(Malldl, 1987 ; Garcla-Patos, 1989; Wehner y Homeck, 1995).

Radioondas

Infrarrojo

Sector éptico

Rayos X

[ 54
Rayos Gamma :0_“,

Rayos Césmicos

10—15

Figura 4. Localizacidn de las radiaciones ultravioleta dentro del espectio luminoso.
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VI MUTAGENESIS

Se han hecho muchos trabajos sobre la especificidad mutagénica de la luz
ultravioleta sobre diferentes secuencias de DNA, para este tipo de trabajos la longitud de
onds més utilizada es de 254 nm debido a su alta actividad mutagénica (Moshinsky
Wogan, 2000, Englander y Howard, 1997; Okaichi et of, 1999; Protic-Sabljic v
Kraemer, 1986; Protic-Sabljic et o, 19864).

Wehner y Homeck (1995) inadiaron al plésmido pUC19 de £ ol con
ldmparas de 160 y 254 nm. Bl plssmido pZ 189 también ha sido utilizado paia trabsjos
de mutaciones con luz UV-C a 254 nm (Seetharam, et of, 1989; Morniwaki, et of,
1994). Lebkowski et of (1985) compararon la especificidad mutagénica con luz UV-C
en células bacterianas (£ cof) y de humano. En los dltimos afios se han realizado un gran
nimero de experimentos con luz UV. Podemos mencionar algunos, como por ejemplo:
Sung-Lim Yu et of (2001) estudiaron la manera en que la polimerasa desvia los dimeros
cis-syn de timina causados por la luz UV, encontrando principalmente transiciones C—T.
Myrand et of (1996) transformaron células de Xeroderma pigmentosum con un minigen
capaz de reestablecer los mecanismos de reparacién del DNA dafiado con luz UV, Gentil
et af (1996) encontraron las frecuencias de mutaciones de fotoproductos causados por luz
UV. Hattori et o/ (1996) encontraron que el producto 8-Hidroxi-2'-deoxiguanosina se
incrementa después de la exposicién crénica a la luz UV. Muchos de estos experimentos
han sido realizados con el fin de comprender la manera en que la luz UV induce los

cambios en las bases y la manera en que estos son reparados. McGregor et af (1999)
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encontraron diferentes tipos de mutaciones inducidas con luz UV, entre células deficientes
en reparacién y células nomales. Lehmann (2000) estudié la replicacién del DNA dafiado
con luz UV encontrando una relacién entre las DNA polimerasas, la mutagénesis vy la
enfermedad de Xerodkma pigmentosum.

Con base en los antecedentes anteriores, surge la necesidad de contar con un
método que permita identificar fdcil y rdpidamente las mutaciones producidas sobre una
secuencia VINTR por diversos agentes medicambientales, ya que de esta forma se podidn

hacer estudios comparativos con las alteraciones sobre diversas secuencias codificantes.
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OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como obijetivo central la generacién de un modelo que

permita la deteccién de mutaciones en una secuencia no codificante tipo VINTR del genoma

humdno.

Para ello se pretenden alcanzar los siguientes objetivos particulares:

OBJETIVOS PARTICULARES

. Aislamiento del VINTR 33.15 del genoma humano.

. Construccién de un modelo moleculdr mediante la insercién de la secuencia VINTR

33.15 en el “shuttle vector” pSP189.

. Demostracion de la eficiencia del modelo mediante ensayos de mutagénesis por

exposicion ¢ luz ultravioleta tipo C.
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MATERIALES Y METODOS

A continuacién se describen las técnicas utilizadas en el presente trabajo. Algunas
metodologias estdn basadas en el protocolo descito por o fabricante, aquf se describen
incluyendo las modificaciones hechas en el lsboratorio. Cabe resaltar que los reactivos fueron
en su mayorla de Sigma o de Merck, los solventes fueron de Baker y las enzimas de
restriccién y de modificacién fueron de Gibeo-BRL, & menos que se indique lo contrario. La

preparacién de las soluciones se encuentra en el apéndice |.

I PLASMIDO Y CEPAS BACTERIANAS

Tabla 2. Caracteristicas relevantes de las cepas y el plssmido utilizados.

CEPAS DE £, ol GENOTIPO REFERENCIA
DH5¢ F$80dkcZ AMIS A(LZYA-arF) U169 | Focus (1986) 8:2,9 citado
endA1 recAT hscR17 (4" m*) dleoRehi en: GENOME Products
oo spEdd Ng ADG AT Catalogue and Guide,
1999 Life Technelogies,
EUA.
MBM7070 FlacZ(AmYCATO20 kY1, hsR, hsabA*, | Seidman et of (1985).
D139, A (aABC-er) 7679, gall, gk,
sl thi, Deriva de MC1061.
PLASMIDO CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
pSP189 EeeRl, supf (RNA, secuencia fima, pBR3927 o, | Panis y Seidman (1992),
S\VA40 Tantigen, SV40 o, Ap Deriva de
phMS5189.
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EXTRACCION DE PLASMIDOS

A, MAXIPREPARACION POR QIAGEN

Picar una colonia fresca de una caja selectiva y con ella inocular un cuftivo de 2 a
5 ml de medio LB con el antibiético apropiado (Ampidilina 100 ug/ml). Incubar
por ~8 hrs. a 37°C en agitacién vigorosa {(~300ipm).

Diluir el cultivo inicial en 300 ml de medio LB selectivo para plésmidos con bajo
niimero de copias (como pSP189). Cultivar a 37°C por 12 a 16 horas con
agitacién vigorosa. El cultivo debe aleanzar una dersidad aproximada de 1 x 10°
cludas por ml (DO ,=4).

Empastillar las células bacterianas por centrifugacién s 6000 rpm en rotores Sorval
GSA o GS3 o Beckman JA1O por 15 min. a 4°C. Desechar todo o
sobrenadante invitiendo el tubo de centffuga hasta que todo el medio haya
terminado de drenar.

Resuspender la pastilla en 12 mt de Buffer P1.

Agregar 19 ml de Buffer de lisis P2, mezdar suavemente por inversién de 4-6
veces, e incubar a4 temperatura ambiente por 5 minutos. No utifizar vortex, va que
poddan romperse las cadenas de DNA. Durante la fisis, el liquido se vuelve
viscoso. No permitir que la reaccién de lisis proceda por més de 5 min.

Agregar 19 ml de Buffer de neutrdlizacién P3 enfiado previamente, mezclar

inmediatamente por inversién de 4-6 veces, e incubar en hielo por 15 min.
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11.
19.

13.

14.

Después de agregar ef Buffer P3 se obseva un precipitado viscoso que contiene
DNA genémico, proteinas, SDS, y restos de células.

Centrifugar a 13,000 rpm en un rotor Sorvall 55-34 o Beckman JA20 por 30
min. a 4°C. Retiar répidamente y conservar el sobrenadante que contiene
DNA plasmidico. La centifugacién debe hacese en tubos que no sean de vidiio.
Después de la centrifugacién el sobrenadante debe ser transparente.

Volver a centiifugar el sobrenadante a 13,000 pm en un rotor Sorvall 55-34
por 15 min. a 4°C. Quitar répidamente y conservar el sobrenadante que contiene
el DNA plasmidico. Altemativamente, la muestra puede ser pasada a través de un
papel filtro plegado y previamente humedecido. Esta segunda centrifugacion debe
realizarse para evitar que of DNA lleve bart:’culas suspendidas que puedan tapar la
columna de QIAGEN.

Equilibrar 1s columna QIAGEN-tip 100 con 4 ml de Buffer QBT, y dejar que
fluya por la columna por gravedad.

Agregar 19 ml del sobrenadante del paso 8 4 la columna y permitir que entre a la
resing por gravedad.

Lavar la columna con 10 ml de Buffer QC dos veces.

Eluir & DNA con 5 ml de Buffer QF. Colectar la elucién en un tubo de
microcentrifuga.

Volver a lavar la columna con 10 ml de QC y repetir desde el paso 9 dos veces
mds para pasar todo el sobrenadante.

Precipitar el DNA agregando 0.7 voltimenes de isopropanol a temperatura

ambiente, Mezclar y centifugar inmediatamente a 9,500 1pm en un fotor Sorvall
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15.

16.

55-34 por 30 min 4 4°C. Decantar el sobrenadante cuidadosamente. La pastilla
tiene un aspecto vidrioso y es posible que no se vea, asf es que se tiene que
marcar el tubo del lado donde quedara la pastilla, antes de centrifugar.

Lavar la pastilla de DNA con 2 ml de etanol 4l 709, y centrifugar a 11,000
rom en un rotor Sorvall 55-34 por 10 min. Decantar el sobrenadante con cuidado
de no resuspender la pastilla. £l etanol remueve las sales precipitadas y hace que el
DINA sea més fsail de disolver. Un segundo lavado con etanol &l 70% puede
mejorar los resultados para aplicaciones més sensibles como  secuenciacién o
transfeccién.

Dejar secar la pastila por 5-10 min, y redisolver el DNA en e volumen
conveniente de buffer (TE, pH 8.0, o Tris-Cl, pH 8.5) o agua de ampoyeta.

B. MINIPREP CON TS-ELT

Inocular una colonia de bacterias £ cof que contienen el plésmido en 4 ml de
medio LB con Ampicilina (100 pug/ml). Inasbar a 37°C en agitacién toda la
noche.

Centrifugar el cultivo que est§ en fase estacionaia, en una microcentrfugs
Eppendod a 12,000 rpm por 5 min.

Retirar el sobrenadante con una trampa de vaclo con cuidado de no absorber la
pastilla.

Resuspender la pastilla en 200 pl de Buffer TS usando vortex.,

Agregar 200 pl de solucién ELT y agitar suavemente.
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14.

15.
16.

i

Dejar 5 min. a temperatura ambiente.

Incubar 15 min. a 70°C.

Centifugar 30 min. a 12,000 wom en una miciocentdfuga Eppendod, a
temperatura ambiente.

Desechar la pastilla, retirsndola con un pdlillo estéil y agregar al sobrenadante un
volumen de la solucién PEG/NaCl.

Mezclar suavemente por inversién e incubar 20 min, a temperatura ambiente.
Centrifugar no més de 3 min. a 12,000 rpm en microcentiffuga Eppendord a
temperatuia ambiente.

Eliminar e sobrenadante utilizando una trampa de vacio, teniendo cuidado de no
absorber ls pastilla de DNA.

Volver a centiifugar 10 segundos a 12,000 pm y aspirar hasta la dltima gota ded
sobrenadante, esta vez con una pipeta Pasteur con la punta adelgazada.
Resuspender la pastilla en SO wl de H,O de ampoyeta o TE, agregar 50 yl de
cloroformo y agitar vigorosamente en vortex por 15 segundos.

Centrifugar 5 mina 12,000 pm.

Recuperar la fase acuosa (superior) y guardar a 4°C.
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
Preparar agarosa en buffer TAE 1X a la concentracién deseada, dependiendo del

tamafo de los fragmentos que se deseen resolver. En e presente trabajo se

utilizaron geles al 196, al 1.99% y al 1.5% (p/v).
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Agresar 10 pl de Bromuro de Etidio (10 mg/ml) por cada 100 ml de agarosa y
mezclar.

Disolver la agarosa calentando en una parilla o en un homo de microondas y
agitando frecuentemente hasta que se solubilice y quede transparente.

Vertir la agaross en un camo para electroforesis que contenga el peine con el
nimero de pozos requeridos.

Al solidificar la agarosa, retirar el peine y colocar el gel en la cémara de
electroforesis asegurando que los pozos queden del lado del dnodo.

Una vez solidificada la agarosa, colocar Buffer TAE 1X, de manera que cubra
todo el gel.

Mezclar las muestras con el Bulfer de carga (2 pl por cada 10 pl de muestra).
Colocar las muestras en los pozos y aplicar de 70 a 100 V., dependiendo de la

concentracién del gel.

RESTRICCION ENZIMATICA DE c5P189

A, CORTE CON Himdll

Colocar 1 ug de pSP189 aislado por miniprep TS-ELT.
Agresar 1 ul de 10X Buffer de reaccion 2 de GIBCO-BRL.
Agregar 1 il de enzima Hindlll (10 U/ul) de GIBCO-BRL.
Ajustar con H,O de ampoyeta a 10 pl.

Incubar por dos horas a 37°C en un temoblock.

36



oos w0

Agregar 10 pl de Bromuro de Etidio (10 mg/ml) por cada 100 ml de agarosa y
mezdlar.

Disolver la agarosa calentando en una parilla o en un homo de micioondas y
agitando frecuentemente hasta que se solubilice y quede transparente.

Vertir la agarosa en un caro para electroforesis que contenga el peine con el
nimero de pozos requeridos.

Al solidificar la agarosa, retirar & peine y colocar el gel en la cimara de
electroforesis asegurando que los pozos queden ddl lado del énodo.

Una vez solidificada la agarosa, colocar Buffer TAE 1X, de manera que cubra
todo el gel.

Mezdclar las muestras con ef Buffer de carga (2 pl por cada 10 pl de muestra).
Colocar las muestras en los pozos y aplicar de 70 a 100 V., dependiendo de la

concentracién del gel.

RESTRICCION ENZIMATICA DE pSP189
A. CORTE CON Hindlil

Colocsr 1 pug de pSP189 sislado por miniprep TS-ELT.
Agregar 1 il de 10X Buffer de reaccion 2 de GIBCO-BRL.
Agregar 1 ul de enzima AHidlll (10 U/pl) de GIBCO-BRL.
Ajustar con HyO de ampoyeta a 10 pl.

Incubar por dos horas a 37°C en un termoblock.
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Observar mediante electroforesis en gel de agarosa o guardar a 4°C.

B. CORTE CON £coRl

Colocar 1 g de DNA aislado por miniprep TS-ELT,
Agregar 1 il de 10X Buffer de reaccién 3 de GIBCO-BRL.
Agregar 1 il de enzima £coRl (10 U/ul) de GIBCO.BRL.

Ajustar con H;O de ampoyeta a 10 .

Incubar por dos horas a 37°C en un termoblock.

Observar mediante electroforesis en gel de agarosa o guardar a 4°C.

C. CORTE CON M

Colocar 5 pg de pSP189 dislado por Maxiprep QIAGEN.
Agregar 1l de 10X Buffer de reaccién 3 de GIBCO-BRL.
Agregar 1yl de enzima M (10 U/ul) de GIBCO-BRL .
Ajustar con HyO de ampoyeta a 90 .

Incubar por dos horas @ 37°C en un termoblock.

Observar medisnte electroforesis en gel de agarosa o guardar a 4°C.
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V.

DESFOSFORILACION

Para evitar que el plismido pSP189 cortado con A se vuelva a religar, se

tienen que eliminar los fosfatos de los extremos 5

Digerir el DNA (10-20 pug) con A como se indics anteriormente.

Cuando la digestién esté completa, extraer la muestsa con fenol-doroformo:

), Agregar un volumen de una solucién de 1:1 fenol-doroformo.

i) Centrifugar 5 min a 12,000 mm y recuperar el sobrenadante
cuidadosamente.

i) Precipitar el DNA con 0.6 vollimenes de isopropanol.

Precipitar el DNA con tres voltmenes de EtOH (95-10096) por 15 min. a

0°C. Recuperar el DNA por centrifugacién a 12,000 X g por 10 min, a 4°C

en una microfuga convenciondl. Lavar dos veces la pastilla con E©OH & 70% y

redisolver en 90 pl de Tiis 10mM, pH 8.3. Separar una dlicuota de DINA

(200 ng) y guardar a —20°C.

Al resto de DNA adicionar o Buffer 10X CIAP, agua y 1 pl de Fodatasa

Alcaling (Calf Intestinal Alksline Phosphatase 1U/100 pmol de fostatos). Incubar

por 30 min a 37°C.

Al terminar el periodo de incubacién adicionar 300 pl de CIAP Stop Buffer y

mezclar bien.

Inactivar la CIAP por calentamiento a 65°C por una hora {0 10 min a 75°C)

en presencia de 5 mM EDTA, pH 8.
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7. Purificar el DNA desfosforilade por extraccion con Fenol-Cloroformo {ver arriba) .

8. Adicionar 0.1 volimenes de 3 M de Acetato de Sodio, pH 5.2 y 2.5
volimenes de EtOH absoluto y mezclar bien. Guardar 0°C por 15 minutos y
recuperar el DINA por centrifugacién a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C en

una microfuga convencional.

9. Lavar la pastilla con EtOH al 70% o 4°C.
10.  Redisolver el DNA precipitado en TE, pH 7.6 a une concentracién de 100
l/ml. Guardar dlicuotas a ~20°C.

Nota: Las cantidades de CIAP requenidas y las condiciones de incubacién varfan
dependiendo del tipo de extremos dejados por la enzima de restriccién. Para fa terminacidn
protuberante se requiere 30 minutos @ 37°C para su incubacién. Para la terminacion lisa se
requiere TL/2pM y se incuba 15 minutos a 37°C, posteriomente se adiciona otra

dlicuota de CIP y se vuelve 4 incubar por 45 minutos a 55°C.

VI.  CORTE DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION CON Aid

Se sigui el mismo protocolo que al cortar PSP189, pero en este caso se dejé la
muestia cotando con 1 pi de AMd durante 16 hrs. a 37°C. A las 16 hrs. se agregé 1
pl més de M y ls muestra se quedd a 37°C hasta cumplir las 24 hrs., pues ain cuando
a-los iniciadores se les agregaron 3 bases mds en los extremos, el corte con Md es poco

eficiente {alrededor de un 509 de acuerdo con el frabricante).
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7. Pusificar d DNA desfosforifade por extraccidn con Fenol-Cloroformmo (ver ariba).

8. Adicionar 0.1 voltimenes de 3 M de Acetato de Sedio, pH 5.2 v 2.5
volimenes de EtOH absoluto y mezdlar bien. Guardar 0°C por 15 minutos y
recuperar el DNA por centiifugacién a 12.000 pm por 10 minutos a 4°C en
una microfuga convencional.

9. Lavar la pastilla con EtOH al 709 a 4°C.

10.  Redisolver el DNA precipitado en TE, pH 7.6 a una concertracién de 100
ul/ml. Guardar alfeuotas a —20°C.

Nota: Las cantidades de CIAP requeridas v las condiciones de incubacién varfan
dependiendo del tipo de extremos dejados por la enzima de restriccién. Para la tesminacién
protuberante se requiere 30 minutos @ 37°C para su incubacién. Para la terminacién lisa se
requiere 1L/2pM v se incuba 15 minutos a 37°C, posteriomente se adiciona otra

alicuota de CIP y se vuelve a incubar por 45 minutos a 55°C.

VI, CORTE DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION CON A

Se sigui6 el mismo protocolo que al cortar pSP189, pero en este caso se dejé la
muestra cortando con 1 pl de Ml durante 16 his. o 37°C. A las 16 hrs. se agregs 1
b més de M4 y la muestra se quedd a 37°C hasta cumplir las 24 hrs., pues atn cuando
alos iniciadores se les agregaron 3 bases mds en los extremos, el corte con Ml es poco

eliciente (alrededor de un 509 de acuerdo con el frabricante).
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V.

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Se emples el kit de purficacién QlAquick (QIAGEN). Este kit sive para

fragmentos de cadena sencilla o doble. Todos los pasos de centrifugacién fueron o 13,000

rPm en una microcentiffuga convencional.

Agregar 5 voltimenes de Buffer PB por un volumen de reaccion de PCR y mezclar,
Colocar una columna de spin de QlAquick en un tubo para colectar de 2 mi.
Para unir d DINA, aplicar la muestra a la columna QlAquick y centrifugar por 30-
60 seg.

Desechar el liquido que pasé a través de la columna y volver a colocar la columna
en el mismo tubo.

Para lavar, agregar 0.75 ml. de Bulfer PE sobre la columna QlAquick y centiifugar
por 30-60 seg.

Desechar el liquido que sali6 y volver a colocar la columna en el mismo tubo. Para
desechar & completamente el EtOH del Buffer PE, centiifugar la columna por un
minuto adicional & méxima velocidad.

Colocsr la columna dentro de un tubo para centrffuga de 1.5 ml

Pars eluir el DNA, asgregar 50 ul de Buffer EB ol centro de la membrana
QlAquick y centrifugar la columna por T min. Alternativamente, para incrementar
la concentracién de DINA agregar 30 il del Buffer EB ol centro de la membrana

de QilAquick, dejar reposar la columna por 1 min. y después centrifugar 1 min.
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Nota: La eficiencia de la elucién depende del pH. La méxima eficiencia de efucién
se da entre pH 7.0 y 8.5. Ef DNA puiificado también puede elufise con agus, pero hay
que aseguiarse de que ¢l pH esté en este rango; o con TE pero of EDTA puede inhibir
reacciones enzimdticas subsecuentes. El DNA debe almacenase a -20°C ya que se

degrada en ausencia de buffer.

VI UGACION

Para la ligacion se tienen que tomar en cuenta Jos siguientes controles:

i Vector sin inserto, cortado y desfosforlado.
A Wector sin inserto, cortado y destostorilade, mds ligasa.
A Vector superenioflado (sin cortar).
Y el problema:
A Vector cortado y desfosforilado, mds inserto, més figasa.

Fue necesario diluir el plésmido a 100 ng/ul y para la ligacién se toms 1 wl. Del
fragmento se obtuvieron 27 l de la pusificacion, aproximadamente 5 ng. Como era muy

poco se utilizaron los 27 pl.
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Nota: La eficiencia de la elucion depende del pH. La mdxima eficiencia de elucién
se da entre pH 7.0 y 8.5. £l DNA purificado también puede eluirse con agua, pero hay
que asegurarse de que el pH esté en este ango; o con TE pero el EDTA puede inhibir
reacciones enzimdticas subsecuentes. B! DNA debe almacenase ¢ -20°C ya que se

degrada en ausencia de buffer.

Vil UGACION

Para la ligacién se tienen que tomar en cuenta los siguientes controles:

A Vector sin inserto, cortado v desfosforilado.
A Vector sin inserto, cortado y desfosforilado, més ligasa.
A Vector superenrollado (sin cortar).
Y el problema:
A Vector cortado y desfosforilado, més inserto, més ligasa,

Fue necesario diluir el plésmido ¢ 100 ng/l y para la ligacién se tomé 1 pl. Del
fragmento se obtuvieron 27 wl de la purficacién, aproximadamente 5 ng. Como era muy

poco se utilizaron fos 27 pl.
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pSP189/AA/CIAP (100 ng/ul) 1y

Inserto de DNA/AM 97 ul
Buffer de ligacién 5X 7 ul
T4 DNA ligasa (2.5U/ul de DNA) 1 ul
Agua a 36 4l

La ligacién se deja toda la noche, aproximadamente 16 hrs. a 4°C.

IX.  CONSERVACION DE CEPAS EN GLICEROL A -70°C

1. Sembrar la clona bacteriana que se desea conservar en 2 ml de medio LB con 100
ps/ml de ampicilina y dejar crecer toda la noche en agitacién a 37°C.

Q. Colocar 200 pl de glicerol estéril ol 30% en medio LB con ampicilina (100
ug/ml) y 800 ul del cultivo bacteriano.

3. Mezclar en vortex.
4. Colocar iépidamente en nitrégeno liquide o en hielo seco con alcohol.
5. Almacenar a —70°C, en un ultracongelador; o en nitrégeno liquido.

Nota: para recuperar las cepas conservadas en glicerol, simplemente se introduce e
asa de siembra al r0jo vivo en el vial todavia congelado vy lo que se extraiga se estifa sobre
una caja de LB con el antibiético apropiado. El vial puede regresarse inmedistamente 4 la

ultracongelacién después de usado.
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pSP189/AMIA/CIAP (100 ng/ul) Tl

Inserto de DNAY/ A 27 ul
Buffer de ligacién 5X 7 ul
T4 DNA ligasa (2.5U/ul de DNA) Tl
Agua 4 36 4l

La ligacién se deja toda la noche, aproximadamente 16 hrs. ¢ 4°C.

IX.  CONSERVACION DE CEPAS EN GLICEROL A -70°C

1. Sembrar la clona bacteriana que se desea conservar en 9 ml de medio LB con 100
pg/ml de ampicilina y dejar crecer toda la noche en agitacién a 37°C.

9. Colocar 200 ul de glicero! estéiil al 30% en medio LB con ampiciling (100
pg/ml) y 800 ul del aultivo bacteriano.

3. Mezclar en vortex,
4, Colocar iépidamente en nitiégeno lfquido o en hielo seco con alcohol.
5. Almacenar s =70°C, en un ultracongelador; o en nitriégeno liquido.

Nota: para recuperar las cepas conservadas en glicerol, simplemente se introduce el
asa de siembra al rojo vivo en el vial todavia congelado y lo que se extraigs se estifa sobre
una caja de LB con el antibistico apropiado. El vial puede regresarse inmediatamente a la

ultracongelacién después de usado.
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10.
11.

PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Cultivar por toda la noche la cepa a transformar en medio SOB complementado
con MgSO, 10 mM.

Inocular 500 pl de este precultivo en 50 ml de medio SOB complementado con
MgSO, 10 mM.

Incubar @ 37°C en agitacién moderads hasta alcanzar una DO;5, = 0.3.
Transterir el cultivo a tubos estéiiles Falcon (frios) y dejar 10 min, en hielo.
Centrifugar a 2,500 pm en rotor Sorval 55-34 por 192 min a 4°C.

Eliminar cuidadosamente el sobrenadante volteando el tubo sobre un papel hasta
que drene bien.

Resuspender cuidadosamente la pastilla en 16 ml de buffer RF1 e incubsr en hielo
15 min.

Centrifugar a 2,5001pm en rotor Sorval S5-34 por 12 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 4 ml de buffer RF2.

Distribuir en voldmenes de 200 pl — 1 ml en tubos estériles pre-enfriados.

Utilizar dntes de 24 horas conservando a 4°C o congelar a —80°C.
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XI.

e

Xl

TRANSFORMACION DE BACTERIAS

Colocar 200 pl de bacterias competentes con 1 pl de plésmido difuido (de 1-
10ng de DNA) en un tubo Eppendorf estéil. Esto se hace en hielo y se enfria
por 20 min.

Incubar a 49°C por un minuto y medio.

fncubar en hielo por 5 min.

Agregar 800 pl de medio SOC e incubar en agitacién a 37°C durante 45 min.
Espatular 5O ul en una caja de LB con antibistico (Ampiciling 100 Lg/ml).
Centiifugar a 12,000 rpm, durente TO seg. Decantar el sobrenadante y
resuspender la pastilla en el poco medio que queda en el tubo (50-100 pl).
Espatular como se indicé.

Colocar las cajas en una incubadora a 37°C por toda la noche {aproximadamente

16 hrs.) y después ponerlas a 4°C para evitar que las clonas crezcan demasiado.

EXTRACCION DE DNA DE UN GEL DE AGARCSA

El kit de GENECLEAN (Bio101) sive para purificar DNA de una banda

especiiica de un gel de agarosa con buffer TAE.

Cortar la banda del gel de agarosa con uns navaja. Esto tiene que hacerse sobre

un trarsluminador de luz UV . Deben usarse lentes especiales para proteger los ojos
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y debe hacerse lo mds répido posible para evitar dafios por la luz UV y de
preferencia utilizar luz UV de onda larga.

Agregar 3 volimenes de solucién Nal e incubar a 55°C hasta derretir el gel.
Agregar 15 ul de suspension de peras de vidrio Glassmilk.

Incubar a 4°C por 20 min.

Empastillar el complejo DNA-Glassmilk (10,000 rpm, 5 seg).

Desechar el sobrenadante.

Agregar 1 ml de buffer de lavado New Wash.

Centrifugar como antes y desechar el sobrenadante.

v L Mo v oA W N

Repetir pasos 7 y 8.
Resuspender en 20 Wl de H,O de ampolleta o TE para elufr el DINA.

_—
- O

Centiifugar 5 seg y rescatar el sobrenadante con mucho cuidade de no traer
consigo las perlas. Se pueden repetir los pasos 10 y 11 para recuperar una mayor

cantidad del fragmento purificado.

Nota: Las pedas Glassmilk tienen la capacidad de unir 1. mg de DNA/mI de
Glassmilk. El Buffer New Wash pl4 7.0-8.0 remueve las sales de la pastilia de DNA y
Glassmilk sin desprender al DNA. Se pierde menos del 196 del DNA en los pasos de

Javado,

Xl MUTAGENESIS CON LUZ ULTRA VIOLETA
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y debe hacerse lo més rdpido posible pasa evitar dafios por la luz UV y de
preferencia utilizar luz UV de onda larga.

Agregar 3 volimenes de solucién Nal e incubar a 55°C hasta derretir el gel.
Agregar 15 pl de suspensién de peras de vidio Glassmilk.

Incubar a 4°C por 20 min.

Empastillar el complejo DNA-Glassmitk (10,000 rpm, 5 seg).

Desechar el sobrenadante.

Agresar 1 ml de buffer de lavado New Wash.

Centrifugar como antes y desechar el sobrenadante.

A < A A

Repetir pasos 7 y 8.
Resuspender en 20 pl de HyO de ampolleta o TE para elufr ef DINA.

—_—
- O

Centrifugar 5 seg y rescatar el sobrenadante con mucho cuidado de no traer
consigo las pedas. Se pueden repetir los pasos 10y 11 para recuperar una mayor

cantidad del fragmento purificado.

Nota: Las peras Glassmilk tienen la capacidad de unir 1. mg de DNA/ml de
Glassmilk. El Buffer New Wash pH 7.0-8.0 remueve las sales de la pastilla de DNA y
Glassmilk sin desprender af DNA. Se pierde menos del 1% del DINA en los pasos de

lavado,

Xl MUTAGENESIS CON LUZ ULTRA VIOLETA
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Antes de llevar a cabo esta técnics se tiene que hacer una curva patrén inadiando
a diferentes intensidades para encontrar la més adecuada.
1. Colocar en un pequeiio plato de plistico 50 ul def DNA (~0.3 pa/ul} que
serd mutagenizado. El plato debe estar sobre una cama de hielo.
Colocar el DNA dentro del Crosslinker, que es una cémara con luz UV regulable.

Iradiar a la intensidad elegida, durante el tiempo predeterminado.
Después de irradiar el DNA, transformar bacterias competentes MBM7070.
Espatular en las cajas de LB/AR'®/MPTG/X.G4l. Incubar toda la noche a 37°C.

e W

Al dia siguiente, analizar las cajas en busca de transformantes.

XIV.  SECUENCIACION

Para la secuenciacién se utilizé el kit ABl Prism BigDye Terminator (Applied
Bisystems). Para la purificacién del DNA que se va a secuendiar se utilizaron columnas

CENTRI-SEP (Princeton Separations).

A.  REACCION CON “BIG-DYE TERMINATOR"

El Kit de Big Dye contiene la enzima para secuenciar DNA polimerasa AmpliTaq
FS. Esta enzima es una variante de la DINA polimerasa de 7hermus aqueticus que contiene
una mutacion puntual en el sitio activo. Esta mutacién permite una menor discriminacién
contra los dideoxinuclestidos, lo que conduce a una mejor intensidad de los picos. Fsta

enzima tembién tiene otra mutacién que eliming la actividad de nudeass de 5 — 3", La
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Antes de llevar a cabo esta técnica se tiene que hacer und curva patién iradiando
a diferentes intensidades para encontrar la més adecuada.
1. Colocar en un pequefio plato de pléstico 50 pl del DNA (~0.3 pg/ul) que
serd mutagenizado. El plato debe estar sobre una cama de hielo.
Colocar e DNA dentro del Crosslinker, que es una cémara con luz UV regulable.

Irradliar a la intersidad elegida, durante el tiempo predeterminado.
Después de irradiar ef DNA, transformar bacterias competentes MBM7070.
Espatular en las cajas de LB/Ap'®/IPTG/X-Gal. Incubar toda la noche a 37°C.

o v s w o

Al dia siguiente, analizar las cajas en busca de transformantes.

XIV.  SECUENCIACION

Para la secuenciacion se utilizé el kit ABI Prism BigDye Terminator (Applied
Bisystems). Para la purificacién del DNA que se va a secuenciar se utilizaron columnas

CENTRI.SEP (Princeton Separations).

A. REACCION CON *BIG-DYE TERMINATOR"

Ef Kit de Big Dye contiene la enzima para secuenciar DNA polimerasa AmpliTag
FS. Esta enzima es una variante de la DINA polimerasa de Themus aquaticus que contiene
una mutacién puntual en el sitio activo. Esta mutacién permite una menor discriminacién
contra los dideoxinuclestidos, lo que conduce a una mejor intensidad de los picos. Esta

enzima también tiene otra mutacién que elimina la actividad de nucleasa de 5" — 3. La
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técnica consiste en una reaccidn de PCR con nudesdtidos marcados con Rodaminas que al
ser lefdos por el instrumento de secuenciacién ABI Prism 310 Genetic Analyzer se exitan
con un laser de iones de argdn y después son interpretados como picos de diferentes
colores dependiendo el nuclestido.

Se recomiendan las siquientes cantidades y los siguientes ciclos pero estos pueden
variar dependiendo del tipo de secuencia. Se colocan 50 - 100 ng de DINA, 1 ul de
primer (100 ng/ul), 8 wl de Big Dye Teminator Reaction (que contiene todos los
componentes necesarios, incluyendo a la enzima) y se gjusta con agua a 20 ul. Después se

lleva a cabo la siguiente reaccién de PCR:

1 Cido Q6°C 2 min.
06°C 10 seq.

25 Ciclos 50°C 5 seg.
60°C 4 min.

1 Cidlo 60°C 4 min.

B. PURIFICACION POR COLUMNAS DE “CENTRI.SEP”

1. Dar pequenios golpes a la columna pars asegurar que el gel seco se deposite en la

parte de abajo.
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Quitar |3 tapa de ariba y agregar 800 pl de HO inyectable y dejar reposar a la
columna colocada vetticalmente por lo menos 2 horas dntes de procesar la muestra.
Quitar las burbujas del gel de la columna invirtiéndola o déndole pequerios golpes.
Dejar la columna reposar hasta que se asiente el gel.

Después de que e gel esté asentado y libre de burbujas hay que quitar la tapa de
abdjo.

Dejar que drene el exceso de fluido por gravedad (aproximadamente 200-250
uh). Si el liquido no fluye hay que apficar un poco de presién con un bulbo de
latex para pipeta pasteur. Cuando termine de Auir se desecha el liquido.
Centrifugar la columna adentro de un tubo de 2 mf a 750 X g (Miciocentrffuga
Sorvall & 2,700 om) por 2 min. £s muy importante marcar la orientacién para
posteriomente volver a centiifugar la columna con la misma orientacién.
Apioximadamente se recuperardn 300 ul, &tos deben desecharse al igual que el
tubo. El gel no debe secarse, asl es que la muestra se ;}ene que procesar en los
siguientes minutos,

Sujetar la columna a contra luz. Transferir los 20 pi de la reaccién de PCR con ef
Big Dye Teminator a la parte de ariba del gel. Con mucho cuidsdo la muestra
tiene que colocarse exactamente en el centro de la columna v sin tocar la superficie
del gel.

Colocar la columna en un tubo eppendorf para colectar la muestra y colocartos en
la microcentifuga. Mantener la misma orientacién que en la centifugacion anterior.
El punto més elevado del gel tiene que colocarse hacia afuera. Centrifugar € min. 4

la misma velocidad. Desechar la columna.
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10.  La muestra colectada en el eppendorf se seca en una centrifuga con vado (speed-
vac).

11. Procesar la muestia en el aparato de ABI Prism para secuenciar.

XV.  ENSAYO DE ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA

A continuacidén se muestsa la técnica con las modificaciones hechas a las técnicas
descritas por Miller {(1972) y Sambrook et of (1989) con las cuales se obtuvieron

resultados positivos.

1. Cultivar las bacterias en medio LB/Ap'® e IPTG 2 mM. Cultivar un control con
antibiético sin IPTG. Dejar en incubadora a 37°C toda la noche.

2. Diluir el cultive 1:50 en e mismo medio con antibiético e IPTG. El control se
diluye en medio sin IPTG. Incubar aproximedamente 3 his. (O 0.3-0.7)
para que las células estén en fase exponencial.

3. Colocar en hielo. Mezclar 0.5 ml del aultivo celular con 0.5 mi de buffer Z.
Agregar @ gotas de doroformo y una gota de SDS al 0.196. Agitar en vortex por
10 seg. e incubar a 28°C por 5 min.

4. Agregar 0.9 ml de ONPG en medio A (4 mg/ml) al cultivo preparado en ef

paso anterior. Agitar y dejar reposar. Tomar el tiempo de reaccidn desde que se
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10.  La muestra colectada en el eppendor se seca en une centrfuga con vacio (speed-
Vac).

11, Procesar la muestra en el aparato de ABI Prism para secuenciar.

XV.  ENSAYO DE ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA

A continuacién se muestra la técnica con las modificaciones hechas a las técnicas
desciitas por Miller (1972) y Sambrook er o/ (1989) con las cuales se obtuvieron

resultados positivos.

1. Cultivar las bacterias en medio LB/Ap'® e IPTG 2 mM. Cultivar un control con
antibiético sin IPTG. Dejar en incubadora a 37°C toda la noche.

9. Diluir el cultivo 1:50 en el mismo medio con antbiético e IPTG. El control se
diluye ven medio sin IPTG. Incuber aproximadamente 3 hs. (OD,,, 0.3-0.7)
para que las células estén en Fase exponencial.

3. Colocar en hielo. Mezdar 0.5 ml del aultivo celular con 0.5 ml de buffer 7.
Agregar 2 gotas de doroformo y una gota de SDS al 0.19%. Agitar en vortex por
10 seq. e incubar a 28°C por 5 min.

4. Agregar 0.2 ml de ONPG en medio A (4 mg/ml) 4l cultive preparado en el

paso anterior. Agitar y dejar reposar. Tomar el tiempo de reaccion desde que se
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agregd el ONPG hasta que aparezca un color amaiiflo. Detener la reaccidn
agregando 0,5 ml de Na,CO; t M.

5. Después de parar la reaccion, determinar la absorbancia de los cultivos a 600 nm.
Posteriomente leer la densidad 6ptica a 490 nmy a 550 nm. La lectura a 550
nm es pars coregir el ruido ocasionado por las particulas de las células que fueron
lisadas.

6. Posteriormente se calculan las unidades de B-galactosidasa emplenado la siguiente

férmula:

OD,gp - (1.75 X ODsgy)

Uridades de B-galactosidasa = 1000 X
t X v X ODgy

OD,g0 ¥ ODss0, se miden en la mezela de reaccién.

OD 5 densidad del cultivo antes del ensayo.

t, tiempo de reaccidn en minutos

v, volumen del cultivo utilizado en el ensayo (0.5 ml en este caso).

1.75, factor de correccién.

XVI. ANALISIS ESTADISTICOS DE LA ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA

A) ANALISIS DE VARIANZA
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agrega el ONPG hasta que aparezca un color amarillo. Detener la reaccibn
agregando 0.5 ml de Na,CO, 1 M.

5. Después de parar la reaccién, determinar la absorbancia de los cultivos a 600 nm.
Posteriomente leer la densidad éptica a 490 nmy a 550 nm. La lectuia ¢ 550
nm es para corresir el ruido ocasionado por las particulas de las células que fueron
lisadlas.

6. Posteriormente se calculan las unidades de B-galactosidasa emplenado la siguiente

fSrmula:

OD,qp - (1.75 X ODggy)

Unidades de B-galactosidasa = 1000 X
t X v X ODgyp

OD,40 ¥ ODgs0, se miden en la mezda de reaccién.

ODy0r densidad del eultivo antes del ensayo.

t, tiempo de reaccién en minutos

v, volumen del cultivo utilizado en el ensayo (0.5 ml en este caso).

1.75, factor de comeccién.

XV1. ANALISIS ESTADISTICOS DE LA ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA

A) ANALISIS DE VARIANZA
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Para comprobar si hubo diferendas significativas en los ensayos de actividad de 8-

galactosidasa se realizé una prueba de hipétesis llamada Andlisis de Varianza (ANOVA)

con un nivel de significancia de 0.05 (Neter. et. of, 1996). Las pruebas de hipbtesis

requieren de una hipétesis nula (Ho) v una hipbtesis altena (H1). Estas pruebas también

requieren un estadistico de prueba, en base sl cual se podrd decidir si se rechaza la hipbtesis

nula (se acepta la hipbtesis alterna) o si no se tiene suficiente evidencia para rechazarla.

Hipbtesis:

Ho: No existen diferencias en cuanto 4 la actividad de B-galactosidasa entre [as 8
muestras experimentales.

H1. Existen diferencias en cuanto a la actividad de B-galactosidasa entre las 8
muestras experimentales.

Ho: p1=p2=u3=_. =us

H1- Al menos un par de medias son diferentes.

Tabla 3. Datos utilizados en el andlisis de varianza.

3315) 91 | 99 [ 93] 24 | 95 | 926 [ SnlPTG >

Ti

1731082 [1509] 77 | 26 {1094 213 | 421 | 19005

nj

3 3 3 3 3 3 3 3 24

X.j

3969 3.61 503 |2.57| 089 | 364 | 7.11 1.06

Donde:  n.j= tamafio de la muestra en o estrato j.

Tj= total en el estrato j.
x.j = media muestral en el estrato j.

(j= 33.15, 2.1, 2.2, ..., sin IPTG).
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El estadistico de prueba que se utilizé fue la F de Fisher.

Tabla 4. Tabla de Andlisis de Varanza (ANOVA)

Fuente de Grados de Suma de Cuadredo Fo
Variacién libertad Cuadrados medio
Tratamientos K-1 B CM Trats
(entre) Zn.j (& - X% | S.C. trats/K-1 CM. Error
|
Error N-K SC. Total = |S. C. Emoy/N-K
(dentro) S.C. Trats.
Total N-1 —
iZ'iz(Xii - X)*

Con un nivel de significancia de 0.05. La Tabla de ANOVA que se obtuvo

usando datos v férmulas fue la siguiente:

Tabla 5. ANOVA realizado para encontrar diferencias en la actividad de B-galactosidasa.

F.V. Grados de Suma de Cuedrado Fo f 005
libertad Cuadrados Medio !
Tratamiento 7 3499 .48 488.9269 1506.39 | 2.62
Eror 17 5.906 0.30697
Total 923 3497.69

Vdlor citico v regla de decisién:
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Con una confianza del 95% y uns F con (K-1) (NK) grados de libertad, se

cbtiene:

FOO> = 9 69 Serechaza HosiFo>F*®
.17 K1, NK

Decisién:

Como Fo<<F °%* > Al menos un par de medias son dilerentes.
(7.7

B) DIFERENCIA MINIMA SIGNIFICATIVA REAL
Ast que se realiz6 la pruebs de Diferencia Minima Significativa Real (DMSR)
propuesta por Tukey (Neter. et. of, 1996):
o CME

Donde q son los valores de distibucion de g
A = nivel de significancia

K =# de medias 4 comparar

N-K = grados de libertad del error

n comdn = # de unidades experimentales comunes a cada tratamiento.

A continuacién se muestrs und semimatiiz de menor 4 mayor con las diferencias en

valor absoluto:
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Tabla 6. Semimatriz que muestra las diferencias reales de la actividad de B-galactosidasa

entre los candidatos.

Muestras
(_) 94 |-IPTG| 9.3 9.1 25 29 9.6 |33.15
0.89 1.06 | 257 3.61 3.64 5.03 7.11 | 39.69
24
017 | 168* {9279 | 975* | 4.14* | 692 | 38.8*
0.89
Sin
PTG 1.51 | 2.55* | 2.58* | 3.97* | 6.05* | 38.63"*
1.06
2.3
1.04 | 1.07 | 2.46* | 454* [37.19*
957
9.1
0.03 1.49 | 3.5* | 36.8*
3.61
95
1.39 | 3.47* |36.05*
3.64
2.9
2.08* | 34.66*
5.03
2.6
39.58*
7.11
33.15
39.69

* Son diferentes significativamente porque rebasan la DMSR.
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RESULTADOS Y DISCUSION

[ CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pAR33.15.

De manera general, la constiuccién del plésmido se llevéd a cabo siguiendo la
siguiente estrategia: se purifics el plésmido pSP189, en el cudl se insertarda la secuencia
33.15. Después se hizo un andlisis de restriccién en busca de una enzima que cortara en un
sélo sitio del plésmido para poder insertar ahf la secuencia. Este corte no debla afectar a
ninguno de los genes del plésmido. Ademds esta enzima no deberfa cortar dentro de la

secuencia 33.15. La enzima que cumplié con estas caracterfsticas fue A4

Por otra parte, se buscs la secuencia 33.15 en el GenBank. Debido a que en las
bases de datos no se encuentia la secuencia completa, se tuvieron que buscar en la
bibliograffa las regiones flanqueantes, sobre las que se disefiarian fos iniciadores que serfan
empleados en la reaccién de PCR. Los iniciadores se disefiaron con un sitio de corte de
Mid (Figura 5) para que después de hacer una amplificacién por PCR, la secuencia

quedara flanqueada por sitios de corte de M.

Tanto el plésmido como e producto de amplificacién fueron cortados con A4,

Después se ligaron, para de esta manera obtener la constuccion pAR33.15.
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&L sitio de corte de Miul
5. thGCGT. .3

3‘...TGCGC%..5’

Figura 5. Secuencia de reconocimiento para la enzima A4,

Il PREPARACION DEL VECTOR

Mediante una maxi-preparacién se purificd el plésmido pSP189 y, con objeto de
verificar su identidad, se le cortd con las enzimas de resticcion Aindlll y FedRl.
Posteriomente se corieron las muestras en una electroforesis. La muestra sin cortar (Figura 6,
caril ) mostr6 tres bandas, esto es debido a la presencia de moléculas de plésmido circular
superenollado (forma D), circular relsjado (forma II) v lineal (forma lll; Sembrook et of,
1989). En el caril 3 de la Figura 6 se observan tres bandas después del corte con
Hindlll, dichas bandas coinciden con los tamafios esperados pues AHimdlfl corta a pSP189
en tres sitios comespondientes a las bases 1,869, 2,395 v 3,564 de la secuenca de
pSP189 (GenBank nimero de acceso: U14594), lberando asi tres fragmentos de
3,957 pb, 1,169 pby 526 pb. Por su partte, £coRl sélo corta a pSP189 en un sitio y
lo lineariza, por lo que se observé une banda del tamafio esperado, de aproximadamente

4,952 pb (Figura 6, caril 4). De esta manera se verifict el material de trabajo.
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364

Figura 6. Electrioforesis del pSP189 cortado con
Hirdill y £coRl. 1: DNA A/ Hirdlil, 2: pSP189, 3:
pSP189/Hirdlll, 4: pSP189/£coRl.

Posteriomente, una porcién del plésmido purificado se linearizé con la enzima A4
y se le eliminaron los fosfstos libres en sus extremos 5 (para detlles ver Materiales y
métodos). De esta manera o vector quedd listo para recibir el fragmento conteniendo la

secuencia minisatélite (VINTR) 33.15.
i. AMPLIFICACION DE LA SECUENCIA 33.15
A. Disefio de los iniciadores.
En virtud de que la enzima 7ag DNA polimecasa extiende una cadena de DNA

en direccion 5° a 3’, los iniciadores (en inglés “primers”) deben ser complementarios a

ambos extremos 3’ de la secuencia blanco. Estos iniciadores deben ser espedificos pars la
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secuencia deseada. En el caso de la secuencia 33.15, los iniciadores no podian disefiarse
sobre la secuencia del minisatélite debido a que estd formada de secuencias niicleo que se
repiten unda tras otra y asf, un iniciador disefiado sobre un repetido aparearia en diferentes
sitios de la misma secuencia. Por ello, primero se buscsron las regiones que Hanquean a este
VNTR. A ambos lados de la secuencia 33.15 existen secuencias no repetitivas (Figura 7;
Jeffreys et af, 1985a). Sobre estas secuencias Aancueantes se aplicé el disefio de los
iniciadores mediante el programs de cémputo OLIGO 4.1 (National Biosciences Inc.).
Para ello se tomé en consideracién que aln en las secuencias flanqueantes a la secuencia
33.15 hay fragmentos muy parecidos entre sf que favorecen la inespedificidad, ademés de
que las temperaturas de alineamiento de ambos inidadores tenian que ser semejantes y

menores a la temperatura de extensidn de la polimerasa.

A fin de incrementar la sefial especffica de amplificacién de la secuencia 33.15
con respecto al fondo de otras secuencias no deseadas, los iniciadores debfan ser, por un
lado, lo suficientemente grandes para permitir un reconodmiento preciso de la secuendia
blanco y, por otra parte, lo suficientemente pequefios para garantizar un répido alineamiento
(hibridizacién) con el DNA molde. Observaciones empificas han demostrado que

iniciadores de aproximadamente 27 nuclestidos cumplen esos requerimientos.
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§GGTGGTTTTC
¥ GGCAGGTGGA
CAGGTGGAGA
GGTGGAGAGG
TGGAGAGGTG
AQGTGGGCAG
GTGGGCAGGT
GGGCAGGTGG
GCAGGTGGAG
TGGAGAGGTG
GAAATACCTA

AAGAAAGCGT
GARGTGGGCA
GGTGGGCAGG
TGGGCAGGTG
GGCAGGTGGA
GTGGRGAGGT
GGAGAGGTGG
AGAGGTRGGC
AGGTGGGCAG
GGCAGGTGGA
CAGATGAGGT

TTCATGCAAT TTGCTTTAAA
GGTGGAGAHIG TGGGCAGGTG
TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA
GA £Ge CAGGTGGAGA
GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG
AGGCAGGTGG AGAGGTGGGC
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG
AGGTGGAGAR] GTGGGCAGGT
GTGGAGAEGG CAGGTGGAGA
GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG
GTGTGCTTAT TCTCTGTGCA

TGTTAGGAAA
GAGAGGTRGG
GAGGTGGGCA
BGTGGGCAGE
GCAGGTGGAG
AGGTGGAGAG
GTGGAGAGGT
GGAGAGGTGG
GGTGGGCAGG
TGGGCAGGTR
AGATTTCAGA

GT 3r

Figura 7. Secuencia 33.15 con regiones flanqueantes (Jeffreys et. o/, 1985a).
Con letras cursivas se indican las regiones Hanqueantes, las secuencias niicleo se alternan en
letras claras y oscuras, las diferencias respecto a la secuencia nicleo estén sefisladas en letras

blancas y las eliminaciones con un triéngulo negro.

Después de haber disefiado los oligonucledtidos iniciadores siguiendo esos criterios,
se les agregd la secuencia de reconocimiento de la enzime MU, asi como tres nucledtidos
adicionales en el extremo S' para hacer més eficiente la restriccién una vez obterido e
producto. Después de esto, los iniciadores se volvieron a analizar empleando el programa
OLGO 4.0. Se cuidd que sus temperaturas de alineamiento (Tm) fueran lo més similares
posible y que no formaran apareamientos estables entre si ni consigo mismos. Posteriommente
se realizé un escrutinio de los bancos de secuencias de humane o'isponib|es en GenBank
para tratar de asegurar que los iniciadores no aparearian con otras secuencias no deseadas.
Cabe sefialar que al momento de hacer este andlisis, todavia no habia sido dada a conocer

la totalidad de la secuencia del genoma humano, por lo que este andlisis fue incompleto. Por
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dltimo, y una vez que se hubo cumplido con todos los requisitos, los iniciadores se
mandaron sintetizar a la empresa Life-Technologies (Rockville, Maryland, EUA). La sintesis
fue satisfactoria pues la empresa asegurd ol 99% de lidelidad. La secuencia de los
iniciadores “directo” y “reverso” se muestra a continuacion. En cursivas se muestran los sitios

de corte de Adld y los tres nucledtidos adicionaes se encuentran subrayados.

Directo:
5’ -ATTACGCGTAAAGCGTTTCATGCAATT-3'

Reverso:

3’ ~-TACTCCACACACGAATATGCGCAATA-5'

De acuerdo a la secuencia del minisatélite 33.15 reportada (Figurs 7)),

empleando estos iniciadores se obtendra la amplificacién de un producte de 534 pb.

B. Ensayo de amplificacién.

Empleando los iniciadores anteriores, se realizé un ensayo de PCR. Como fuente
de DNA molde se emples DINA total de humano de sexo femenino (CLONTECH #
6550-1) y una DNA polimerasa de alta fidelidad que no introdujera mutaciones durante
la amplificacién (PLATINUM® Jag DNA pol High Fidelity, Gibeo-BRL # 11304-
029). A fin de obtener la mayor cantidad del producto especffico, se variaron los
pardmetros de amplificacién (ver Tablas 7 y 8). En la Figura 8 se muestra el producto
amplificado por PCR (caril 2) en donde se observa una banda mds abundante ligeramente
mayor @ 500 pb, pero también se observan otras bandas mayores y menores, aunque no

muy bien diferenciadas. Esto es algo hasta derto punto esperado debido & que el genoma
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humano es tan grande (dlrededor de 3X10% pb), que existe la posibilided de
apareamientos de los iniciadores en otros sitios del genoma. A pesar def cuidado que se
tuvo &l disefiar los iniciadores y a las variaciones en los pardmetros de amplificacién, no fue
posible eliminar completamente el fondo de inespedificided. En los carriles 3 y 4 de
Figura 8 se muestran los controles positivo y negativo, respectivamente. El control positivo
contenfa la misma mezcla utilizada para la muestra, pero con otros iniciadores disefiados para
la B-globina de los cuales se tenfa la centeza de que amplificaban sobre el DNA molde

empleado.

Tabla 7. Ensayo de amplificacién bésico para e VINTR 33.15.

Componente Cantidad Concentracién final
Buffer de PCR 10X, sin Mg 5 ul 1X
Mezcls de dNTPs 10 mM (v 0.2 mM cada uno
MgCl, 50 mM 1.5l 1.5 mM
Mezda de iniciadores (10 pM cada| 1 pl 0.2 uM
uno)
DINA molde (10 ng/ul) 10 100 ng
Platinum H.F. 7ag DNA Pol 054 2.5 unidades
Agua de ampoyeta a 50l
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Tabla 8.Pardmetros de amplificacién para la secuencia 33.15.

No. de diclos Temperatura Tiempo
1 94°C 5 min
94°C 1 min
30 48°C 1 min
79°C 1 min
1 79°C 10 min
1 4°C Hold
12 23 4
2,072 ; M sl
1,500 amgw
1000 \
)
00 wge
—— -
-
=
100

Figura 8. Electroforesis del producto amplificado por PCR. 1: Marcador de 100

pb. 2: productos de amplificacién por PCR. 3: control positivo, amplificacién con

iniciadores para B-globina. 4: control negativo, amplificacién sin DNA molde.
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A pesar de que se obtuvieron varias bandas se decidié trabajar con esa

amplificacién porque la banda mayoritaria correspondia at tamafio esperado.
p po y po pe

IV. INSERCION DFEL VNTR 33.15 EN EL pSP189.

En vista de que en la amplificacién del VINTR 33.15 no generd un producto
lnico, se siguieron dos estrategias para su clonacion en el pSP189. En la primera de ellas,
la banda de DNA > 500 pb se extrajo de un gel preparativo de agarosa y se purificé por
GeneClean (ver Materiales y métodos), se corté con A como ya se habla hecho con el
plésmido, se ligaron ambos fragmentos de DINA y con el producto de esta ligacién se
transfrormaron células £, coff DH50L competentes. El andlisis de la secuenca del inserto de

uno de los transformantes arrojé el siguiente resultado:

CTTCACCACC
ATGTTGTCTC
TCATGGCTTA
GTACGCTATC
GCTTCTGGTA
GCTCAAAGTG
TAGTGTCTAT
CRGAGAGCAC
TAGTTCAGGA
ATATGGCTGT
AGCATCTCAT

CITGTTATGC
ATGCCTAGTC
TGATAGTCAA
AGGARATTATA
TGTAGCCTTC
TATGCGCTAT
GTACCGACGT
ATTCGATGCT
CTGGCTTGGA
GTGCTGTTIGC
CCAAGGGCGT

TTGTGCTCTA
ATCCATGCCT
GGCACGTTCC
TACTTGCCTT
CATGCCTGCA
GCCTCCAGGG
AGTCGGACTG
GAAATATACC
CTCTTAAGAA
TGAAACATCR
AAGTATAAGG

TATAGTTATG
TATTCGACAT
CAGCGGCATT
GTTTGAGACA
TGCTAGTGGG
GGCTTACGAT
TGGCCGATCC
TATGCGAAGA
CGGAAGCCCT
TTACAGACGG
TGTGTGCITA

TCGTGCTGAA
ATTATGGCCA
CCTGTACGTC
TTCTTGATGT
TTGTCAACAA
ATACTTTGGC
GGAAGGCCTG
GCCATGTGAC
TCTATTGTGA
TACTAATTGA
TC

Figura 9. Scuencia parcial del inseto > 500 pb purificado por GeneClean e
introducido en pSP189. La secuencis estd en direccién 5" a 3’ y fue obtenida a partir del

electroferograma A (ver apéndice II).
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A pesar de que se obtuvieron varias bandas se decidié trabgjar con esa

amplificacion porque la banda mayoritaria correspondia al tamafio esperado.

IV INSERCION DEL WNTR 33,15 EN EL pSP189.

En vists de que en la amplificacién del VINTR 33.15 no generé un producto
(nico, se siguieron dos estrategias para su cdlonacién en el pSP189. En la primera de ellas,
la banda de DNA > 500 pb se extrajo de un gel preparativo de agarosa y se purificd por
GeneClean (ver Materiales y métodos), se corté con A como ya se habla hecho con el
plésmido, se ligaron ambos fragmentos de DNA v con el producto de esta figacion se
trarshrormaron células £ coff DH5aL competentes. El andlisis de la secuencia del inserto de

uno de los transformantes arojé el siguiente resuftado:

CTTCACCACC
ATGTTGTCTC
TCATGGCTTA
GTACGCTATC
GCTTCTGGTA
GCTCAAAGTG
TAGTGTCTAT
CAGAGAGCAC
TAGTTCAGGA
ATATGGCTGT
AGCATCTCAT

CTTGTTATGC
ATGCCTAGTC
TGATAGTCAA
AGGAATTATA
TGTAGCCTTC
TATGCGCTAT
GTACCGACGT
ATTCGATGCT
CTGGCTTGGA
GIGCTGTTGC
CCAAGGGCGT

TTGTGCTCTA
ATCCATGCCT
GGCACGTTCC
TACTTGCCTT
CATGCCTGCA
GCCTCCAGGG
AGTCGGACTG
GAAATATACC
CTCTTAAGAA
TGAAACATCA
AAGTATAAGG

TATAGTTATG
TATTCGACAT
CAGCGGCATT
GTTTGAGACA
TGCTAGTGGG
GGCTTACGAT
TGGCCGATCC
TATGCGAAGA
CGGAAGCCCT
TTACAGACGG
TGTGTGCTTA

TCGTGCTGAA
ATTATGGCCA
CCTGTACGTC
TTCTTGATGT
TTGTCAACAA
ATACTTTGGC
GGAAGGCCTG
GCCATGTGAC
TCTATTGTGA
TACTAATTGA
TC

Figutra 9. Scuencia parcial def inseto > 500 pb puiificade por GeneClean e
introducido en pSP189. La secuencia estd en direccién 5 a 3" y fue obtenida a partir del

electroferograma A {ver apéndice II).

63



A pesar de que se obtuvieron varas bandas se decidié trabajar con esa

amplificacién porque la bands mayoritaria correspondia al tamafio esperado.

V. INSERCION DEL VNTR 33.15 EN EL pSP189.

En vista de que en la amplificacién del VINTR 33.15 no generd un producto
tnico, se siguieron dos estratesias para su clonacién en el pSP189. En la primera de ellas,
la banda de DNA > 500 pb se extrajo de un gel preparativo de agarosa y se purificd por
GeneClean (ver Materiales y métodos), se cortd con Al como ya se habla hecho con el
plésmido, se ligaron ambos fragmentos de DNA v con el producto de esta ligacién se
transhrormaron células £ coff DHSaL competentes. El andlisis de la secuencia del inserto de

unc de los transformantes arrojé el siguiente resultado:

CITTCACCACC CTTGTTATGC TTGTGCTCTA TATAGTTATG TCGTGCTGAA
ATGTTGTCTC ATGCCTAGTC ATCCATGCCT TATTCGACAT ATTATGGCCA
TCATGGCTTA TGATAGTCAA GGCACGTTCC CAGCGGCATT CCTGTACGTC
GTACGCTATC AGGAATTATA TACTTGCCTT GTTTGAGACA TTCTTGATGT
GCTTCTGGTA TGTAGCCTTC CATGCCTGCA TGCTAGTGGG TTGTCAACAA
GCTCAAAGTG TATGCGCTAT GCCTCCAGGG GGCTTACGAT ATACTTTGGC
TAGTGTCTAT GTACCGACGT AGTCGGACTG TGGCCGATCC GGAAGGCCTG
CAGAGAGCAC ATTCGATGCT GAAATATACC TATGCGAAGA GCCATGTGAC
TAGTTCAGGA CTGGCTTGGA CTCTTAAGAA CGGAAGCCCT TCTATTGTGA
ATATGGCTGT GTGCTGITGC TGAAACATCA TTACAGACGG TACTAATTGA
AGCATCTCAT CCAAGGGCGT AAGTATAAGG TGTGTGCTTA TC

Figura 9. Scuencia parcial del inseto > 500 pb puificado por GeneClean «
introdudido en pSP189. La secuencia estd en direccién 5 & 3’ y fue obtenida a partir del

electroferograma A (ver apéndice II).
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Esta secuencia no coincide con la reportada para ef VINTR 33.15 y sin embargo
tiene un tamafio similar. Posiblemente se trate de una amplificacién espiria de los iniciadores
empleados. Con esta secuencis se realizé un andlisis tipo BLAST sobre el GenBank (RID:
987264842.7434-6240). Se encontté que sélo pequerias porciones (alrededor de
90 nuclestidos) de esta secuencia, tienen homologla con diversas secuencias del genoma
humano reportadas, pero en todos los casos se trata de secuencias no codificantes ubicadas

en |os intrones o en regiones intercistrénicas de otos genes.

En vista de que mediante esta estrategia no fue posible la insercién del minisatélite
33.15, se optd por una segunda alternativa de donacién: la mezda de amplificacién
conteniendo el producto de > 500 pb y otros de diferente peso molecular, se purificd
mediante QIAGEN v se cortd con M como se describe en Materiales vy métodos. En la
Figura 10 (caril 9) se muesta al vector (pSP189 cortado con AMid v desfosfortado). Se
observa und (nica banda muy saturada debido a que la concentracién de plésmido que se
extrajo fue muy elevada, alrededor de 300 ng/ul, (cuantificads por espectrofotometria) al
contraiio de la concentracion del producto de amplificacién (caril 3) que fue de 0.18
na/ul. A pesar de que era muy poco DNA fue suficiente para la ligacion con el pSP189

ya que se tenian 27 pl (5 ng).



Figura 10. Electroforesis de la restriccién
con Mid de pSP189 vy del producto amplificado.
1. DNA MHiIll. 2. pSP189/MIA/CIAP. 3:
producto amplificado/ A4,

Primeramente se habfa realizado un ensayo para probar la calidsd de la enzima T4-
DNA ligasa: la Figura 11 muestra ol DINA del fago A cortado con Hindlll v re-ligado con
la T4-DNA ligasa. Se puede observar que funciona bastante bien porque los fragmentos de
bajo peso molecular desaparecieron para dar lugar @ uno de alto peso molecular,
Posteriormente se lig la mezcla de amplificacién con el vector y con esta mezcla de ligacion

se transformaron bacterias competentes £. coff DH5a (ver Materiales y métodos).
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Figura 11. Electroforesis de DNA A/ Hirdll|
+ T4 DNA ligasa. 1: DNA a/Hindlll. 2: DNA
MHiIL + T4 DNA ligasa.

Las cajas donde se sembraron las bacterias transformadas contenfan ampiciling, asf es
que las bacterias transformadas con el plésmido serfan resistentes a este antibiético. La tabla
Q muestia los resultados de la transformacién. Se obtuvieron 70 coloniss en total. De
acuerdo @ lo esperado, el control negativo que contenfe solamente al vector (pSP189
cortado y desfosforilado) y a la enzima T4 DNA ligasa, que en teorfa no debfa religarse,
no produjo ninguna transformante. En otro control negativo, pSP189 cortado con Mid y
sin ligasa, tampoco se esperaba crecimiento debido a la baja eficiencia de transformacién
bacteriana con plésmido linearizado. Aquf sélo se encontré una colonia, esto pudo deberse

a que no todas las moléculas de pldsmido fueron cortadas con Mid. De cualquier manera,
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se consderd que este fondo de transformacién (70 vs 1) no era significativo. Un tercer

control de la ligacién que se utilizé fue el plésmido cortado, no desfosforilado v religado. En

este caso se concluyé que la defoslorilacién habla sido eficiente ya que se cbtuvieron 100

colonias. Por dltimo, para estimar la eficiencia de tranformacion, se utilizé 1 ng del plésmido

superenollado. En este caso se observaron més de 100 colonias, lo que implica una

eficiencia de transformacién > 1 X 10° UFC/mg de DNA.

Tabla 9. Resultados de la transformacién de bacterias DH5at  competentes con la ligacién

del fragmento v el plésmido pSP189 y sus controles.

Cajas No. de Colonias
pSP18Y/MIUCIAP + fragmento + T4 DNA ligasa 70
pSP18O/AU/CIAP + T4 DNA ligass 0
pSP189/Mik 1
pSP189/Mid + T4 DNA figasa 100
pSP189 superenrollado >100

V. SELECCION DE CANDIDATOS

Mediante “minipreps. se puificé d DNA plasmidico de 20 de los 70

candidatos obtenidos. Estas muestras se cortaron con Al Como ya se habfa

demostrado (ver Figura 6), el pSP189 cortado con Aindlll libera tres fragmentos: de
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3,957 pb, 1,169 pb y 526 pb. La clona que hubiers recibido el inserto de 534 pb
debera liberar también tres fragmentos, pero shora de 3,791 pb, 1,169 pb y 526 pb.

En fas Figuras 12 y 13 se muestra @ DNA plasmidico de dlgunos candidatos

cotados con Hindlll. Los candidatos que aparentan tener un fragmento del tamafio

esperado son 1, 2, 4 y 9 (Figura 12, cariles 5, 6, 8 y 13 respectivamente). Los demés

candidatos parecen tener fragmentos mucho més grandes como el candidato 3 (Figure 12,

caril 7) o incluso parecen haber perdido un fragmento como el candidato 6 (Figura 19,

caril 10). El candidato 38 (Figura 13, caril 7)) muestra una cuarta banda como si hubiera

ganado un sitio Al
b 1 9 3 456 7 8 910111213
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Figura 12. Patién de restiiccién con AHindlll de los candidatos 1-14. Canil 1:

DNA A/ BstEll; caril 2: pSP189; caril 3: pSP189/Airdill; caril 4: candidato # 3 sin

restriccion; cariles 5 al 18: candidatos 1 a 14 respectivamente, cortados con AHirdlll,
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Figura 13. Patrén de restriccién con Hindlll de los candidatos 35-41. Caril 1:
DNA M/ Bsttll; caril 2: candidato # 35 sin restriccién; caril 3: pSP189/Himdlll; cariiles

4 a 10: candidatos 35 a 41 respectivamente, cortados con Aindlll.

Para observar el tamaiio de los fragmentos se realizé un PCR a cada uno de los
candidatos seleccionados (1, 2, 4, 9 y 38). Con las condiciones de amplificacién
empleadas, ninguns de las clonas parecfa tener un fragmento de 534 pb (Figura 14). Se
amplificaron fragmentos de diferente tamafio. Esto podifa indicar una de tres posibilidades:
1) que ninguno de los candidatos tuviera la secuencia deseada, 2) que se hubiera insertado
la secuencia 33.15 junto con otra secuencia, @ 3), que en el DINA gendmico que se
utilizd, la secuencia 33.15 tuviera una variacién de tamafic. Esto Gltimo no seda raro dado

el polimodismo entre individuos (Shiiver et 4, 1993).
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Figura 14. Electroforesis de los PCR de los candidatos seleccionados. Caril 1:
marcador de 100 pb; carriles 2 a 6, productos de amplificacién de los candidatos 1, 2,

4, 9 y 38, respectivamente.

Se procedié a secuenciar las clonas 1y € conteniendo fragmentos de alrededor de
350 y 1,000 pb respectivamente. La secuenciacién del @ se muestra en el
electroferograma B del Apéndice 1. El aparato de secuenciacién empleado tiene un
detector que, dependiendo del croméforo asociado &l dideoxinucledtido incorporada,
escribe la inicial del nudedtido secuenciado. Este detector suele producir lecturas eréneas
asl es que cada secuenciacién tiene que andlizarse para asesurar que cada pico del
electrolerograma tenga la letra correspondiente correctamente asignada. Los electroferogramas
mostiados en el Apéndice |l tienen algunos errores, de manera que cada secuencia se analizé
y se reescribié en esta seccién. En el electroferograma B (ver apéndice 1) se alcanza a ver

claramente hasta la base 153 y la secuencia interpretada es la siguiente:
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FCCTTTAAAT GITGGAAAG CAGGTGGAGA TGTGGGCAGG TGGAGATGTG
GGCAGGTGGA GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG TGGGCAGGTG GAGAGGTGGG
CAGGTGGAGA GGTGGGCAGG TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA GAGGT

Figura 15. Secuencia parcial del inserto del candidato 2 obtenida empleando el
iniciador “directo”. La secuencia nucleotidica se muestra en direccién 5" — 3'. En cumivas
se muestra parte de la secuencia Flanqueante. Ls secuencia se interpretd a partir del

electroferograma B.

En ests, la secuencia nicleo del VINTR 33.15 se encuentra repetida 7 veces y
media. Habfa dos opciones no excluyentes: 1) que en electo se trate de la secuencia
33.15 reportada, pero que la secuencia obtenida esté incomplets; o 2) que la secuencia
que fue clonada sea més pequeiia de lo esperado. Como en el extremo 3’ no se detecta la
secuencia complementaria al inicisdor “reverso” y dado que el inserto que se amplificd sobre
esta clona es de apioximadamente 1,000 pb (Figura 14), es probable que se trate de la

primera alternativa. Esta clona (|a nimero 2) se continud anslizando.

VI SECUENCIACION DEL VNTR 33.15

Los VNTR, como el 33.15, presentan dificultades para su secuenciacién debido
a que tienen una capacidad de renaturalizacién muy alta (Jeffreys, 1985b). En las
siguientes secuenciaciones se cambiaron las condiciones de amplificacién para obtener mejores
resultados; por ejemplo, se incrementaron los tiempos v la temperatura de desnaturalizacién

del DNA.
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En una posterior secuenciacién del candidato # 2 con el iniciador “directo” se
aumentd la temperatura de desnaturalizacién en 9°C. Esta secuencia salié muy mal
(Electroferograma C) y no fue posible analizarla. Por recomendacién del fabricante
(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), se agregd 1 mM MgCl, 5%
DMSQO y 5% de glicerol; ademés de que se incrementé el tiempo de desnaturalizacién a
10 minutos & 96°C (Tabla 10). Con estas condiciones se hizo otra secuenciacién con el
iniciador “directo”.

Tabla. 10. Padmetros utilizados para la secuenciacién de el candidsto 2.

No. de ciclos Temperatura Tiempo

1 96°C 10 min

95 Ciclos 98°C 10 seg
50°C 5 seg

63°C 4 min

Post PCR 60°C 4 min
4°C O

La secuencia deducida a partir del e|ectroferosrama D es la siguiente:

TGCTTTAATG TTAGGAAAGG CAGGTGGAGA TGTGGGCAGG TGGAGATGTG
GGCAGGTGGA GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG TGGGCAGGTG GAGAGGTGGG
CAGGTGGAGA GGTGGGCAGG TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA GAGGTAGGGC
AGGTEGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGEG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG
GTGGAGAGGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAA GTGGAGAGGT GGGCAGTGGA
GAGTGGGCAG TGGA

Figura 16. Secuencia parcial del inserto del candidato # 2 variando las condiciones
de amplificacion. En cursivas se indica la secuencia flanqueante del extremo 5. La secuencia
fue obtenida a paitir del electroferograma D y en ella se sefialan las unidades “nicleo”

alternando letras en negritas.



Aqui se encontrd la secuencia 33.15 més complets. Se localizé la secuencia
flanqueante del extremo 5' y 16 repetidos de la secuencia niicleo. Se hizo una dltima
secuenciacidén de esta clona con las mismas condiciones de reaccién que en la anterior pero

ahora se eliming la temperatura de alineamiento pera no dar tiempo @ una renaturalizacidn

(Tabla 11).

Tabla. 11. Cidos de PCR sin temperatura de alineamiento.

No. de ciclos Temperatura Tiempo
1 96°C 8 min

95 Ciclos 98°C 10 seg
55°C 4 min

Post PCR 55°C 4 min
4°C O

En e Apéndice Il se presenta el electroferograma £ v en la Figura 17
interpretacién de dicha secuencia. Ahora si se encontrd la secuencia 33.15 completa con
las dos secuencias flanqueantes donde se disefaron los iniciadores. Esta secuencia sélamente
tiene 17 repetidos en vez de los 99 reportados por Jefferyes et o/ (1985a). Como ya
se ha dicho, esto es nommal debido a que estas secuencias son altamente polimédicas y es
poco frecuente encontrar una secuencia VINTR exactamente igual en dos individuos. La
secuencia clonada difiere de la reportada no sélo en el nimero de repetidos, sino que hay
algunas bases diferentes resaltadas en la figura 17. Resumidamente, las diferencias entre la

secuencia reportada por Jeffereys y esta secuencia son:
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3 transiciones: 2 de A — Gy una de G — A
1 transversion: T —» E
, P

1 insercién de una b{‘j
TGCTTTAAAT GTTAGGAAAG GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT
GGGCAGGTGG hGAGGTQGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC
AGGTGGAGAT GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG
GTGGAGAGGG [*CAGGTGGAG A[JGTGGGCAR GTGGAGAGGT HGGCAGGTGG

AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT AGAAATACCT ACAGATGAGG
TG

Figura 17. Secuencia parcial del inserto del candidato 2 obtenida con el iniciador
“directo”. El VINTR 33.15 ests flanqueado por secuencias no repetitivas (serialadas en
cursivas). Con sombreado se indican las bases que son diferentes respecto a la secuencia
reportada (Jeftryes et af, 19854). Esta secuencia bue obtenida del electioferograma E.

Se realizé un andlisis tipo BLAST de esta secuencia para ver si apareabs con alguna
otra reportada en el GenBank. Se encontré que sparea del nucledtido 20 al 302 con los
nucle&tidos 299,711-299,429 del segmento de DNA gendmico humano etiquetado en
el GenBank como: NT 007741, que se localiza en el cromosoma 7. La secuencia
33.15 reportada por Jeffreys también aparea con este fragmento en sus bases 240 a
559. Es decir, la secuencia encontrada en este trabajo coresponde a una parte de la
secuencia reportada por Jeffreys.

La posibilidad de que solamente se hubiera secuenciado sélo une parte del
minisatélite 33.15 parecfa descatada, puesto que se obtuvo la secuencia de los

fragmentos flanqueantes que comesponden a las secuencias que fanquean la secuencia

obtenida por Jeffreys. Se concuyd que el VINTR 33.15 aislado a partic del DNA

74



empleado como molde es polimérfico respecto 4l reportado, no sdlo en el nimero de
repetidos, sino que presentd algunos cambios en la secuencia nucleotidica.

No obstante, quedabe por explicar la fongitud aparente del inserto (alrededor de
1,000 pb). Existle ls posibilidad de que junto al VINTR 33.15 se hubier insertado otra
secuencia. A fin de corrcborar este punto, se procedié a secuendar la otra cadena del
inseito empleando el iniciador “reverso”. El resultado de esta secuencia es muy claro
(electrolerograma F y Figura 18) pero de manera sorprendente no se encontié la secuendia
complementaria al VNTR 33.15 mostrada en fa Figura 17, sino una secuencia

completamente diferente:

ACATATTTTG
ATAATACTGT
CACAAATATT
ACATTCTGTA
ATAGGTGTGT
GATGTTTGCA
ACATGACTGA
ATATCCTCAT
ARACCCAAAG
AGGTTTNCAG

GTAATGATAT
ATTTTACTAT
TACCATTGTG
TAACTTTGTA
AGTTTGTTTT
CAACARACCARA
ATTTAATCTC
ATTACAGTGT
CCTTTTTGTA
GATGATATAT

CCTCATATAC
ACTTTTTCTA
TTACGGTTGC
ACCTAGGAGC
AGCATCTAGG
GTTGCCTAAA
TCAACCCCTC
ACABRAATATT
GTGCTTAATA
GCATGGTCTA

ATTGGGGATC
TATTTAGACA
CTACACCAAT
AATGGGTTAT
TTTGCGTAAG
TAAACCTGTC
TCTGTTTCAT
GTGCTATGCT
ATAAACTATT
TATAGTTAGC

CTATGAGATT
TGITTAGATA
CAGTATGGTA
ACCATCTAGC
TATACGTTAT
ATTRAAGTGAC
AGCACTTTCT
TTTCCATAAT
ATAAAGTGTG
ATATA

Figura 18. Secuencia parcidl inserto de la clona # 2 obtenida con el iniciador

“reverso’. Esta secuencia fue deducida a partir del electroferograma F.

La clona 2 tiene un inserto de 1,000 pb aproximadamente y 302 de ellos
corresponden al VINTR 33.15. La secuencia obtenida con el inciador “reverso” (Figura
18) es completamente diferente; por lo tanto, se buscéd esta dtima dentro def plésmido
para saber si durante la secuenciacion, el inidador habla apareado en otra parte. Esta
secuencia no se encontid dentro del plésmido, asf es que se hizo un andlisis tipo “BLAST"

contia e GenBank. Se encontré que 491 nudledtidos (de 495) de esta secuendia
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aparean con los nudebtidos 93,298 a 93,793 del fragmento etiquetado como
NT 023519, que dl igual que 33.15, pertenece al cromosoma 7 pero se encuentra un
poco més cercano af centrémero; mienties que la secuencia CCTGTC ATTAAGTGAC
ACATGACTGA ATTTAA, ubicads en las bases 985 a 316, aparea con 31
secuencias reportadas del genoma humano.

De tal manera que en la construccién pAR33.15 se tiene ol pSP189 con dos
secuencids insertadas: el VINTR 33.15 que contiene una secuencia nicleo que se repite
y la secuencia NT 023519 que no ls tiene. Se propuso estudiar la respuesta de ambas

secuencias despuds del ensayo de mutagénesis para comparar su comportamiento.

VIL  ENSAYO DE MUTAGENESIS

Una vez obtenida y caracterizada la construccién pAR33.15, se prosiguid con el
ensayo de mutagénesis. Dicho plésmido fue intioducido en células competentes
MBM7070 como se describe en Materigles y métodos. Primeramente se hizo un ensayo
de dosis-respuesta para seleccionar la intersidad a Ja que debia redlizarse el enssyo.

El experimento se realizé directamente sobre el pSP189 en un crosslinker UV
mod. HL200O a 254 nm, vaiando la intensidad (/m®). Después se transformaron
bacteriss con el plésmido iradisdo y se cultivaron sobre cajas con agar de medio LB con
ampiciling, IPTG y X-gal. Las mutantes fueron seleccionadas de manera indirecta por el
cambio de coloracién debido & mutaciones en el gen supF Los resultados de ésta curva se

muestran en la Tabla 12 y en la Figura 19 se observan de una manera grdfica.
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aparean con los nucleStidos 93,298 a4 93,793 del fragmento etiquetado como
NT 093519, que 4l igual que 33.15, pertenece al cromosoma 7 pero se encuentrd un
poco mds cercano al centidmero; mientras que la secuencia CCTGTC ATTAAGTGAC
ACATGACTGA ATTTAA, ubicads en las bases 985 a 316, aparea con 31
secuencias reportadas del genoma humano.

De tal manera que en la comstruecién pAR33.15 se tiene ol pSP189 con dos
secuencias insertadas: el VINTR 33.15 que contiene una secuencia nicleo que se repite
y ta secuencia NT 0923519 que no la tiene. Se propuso estudiar la respuesta de ambas

secuencias después del ensayo de mutagénesis para comparar su comportamiento.

VI, ENSAYO DE MUTAGENESIS

LIna vez obtenida y caracterizada la construccién pAR33.15, se prosiguié con el
ersayo de mutagénesis. Dicho plésmido fue introducido en células competentes
MBM7070 como se descibe en Materidles y métodos. Primeramente se hizo un ensayo
de dosis-respuesta para seleccionar s intensidad a la que debia realizarse el ensayo.

El experimento se realizé directamente sobre el pSP189 en un cosslinker UV
mod. HL2OOO a 254 nm, variando la intensidad (/m*). Después se transformaron
bacterias con el plésmido inradiado y se cultivaron sobre cajas con agar de medio LB con
ampiciling, IPTG y X-gal. Las mutantes fueron seleccionadas de manera indirecta por el
cambio de coloracién debido ¢ mutaciones en el gen supF. Los resultados de ésta curva se

muestran en la Tabla 12 v enfa Figura 19 se observan de una manera grdfica.
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Table 12, Ndmero de transformantes MBM7070Q 4l

intensidades de luz UV-C (254 nm).

expones pSP189 a diferentes

Intensiclad No. de colonias
fm? Ensayo 1 Ensayo 9 Ensayo 3 Media Porcentaje

0 79,200 100,000 70,500 83,233 100
600 9,920 9,750 10,493 10,031 19.05
1,200 9,240 8,900 8,350 8,830 10.61
2,400 860 756 Q30 849 1.02
4,800 888 650 710 749 09
2,600 44 30 61 45 0.05
19,200 11 8 6 8 0.01

38,400 0 0O 0 0 0

Aquellas donas que no sobrevivieron pudieron haber mutado en el origen de
replicacién o en el gen de la resistencia a ampiciling contenidos en el plésmido.

De esta maners, después de realizar los ensayos de mutagénesis como se detalla en
la seccién de Materiales y métodos, se encontraron seis candidatos, cuatro color azul muy

claro y dos blancos. Estos candidatos fueron nombrados 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5y 2.6.
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Figura. 19. Porcentsje de sobrevivencia de transformantes MBM7070 de tres diferentes

ensayos al exponer pSP189 a diferentes intensidades de luz UV-C (254 nm),

Vil ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA.

Para cerciorarnos de que en realidad el cambio de color implicaba que el gen supf
habia mutado y que ya no podia revertir la accién de la mutacién dmbar, se hizo el ensayo
de PB-galactosidasa. Se midié la actividad de B-galactosidasa de las clonas 2.1- 2.6 junto
con la de un control negativo (sin IPTG) y uno positivo (pAR33.15). En la Figura 20 se
muestra la medicion de la actividad a tres diferentes tiempos. La férmula utilizada para estos

céleulos se muestra en la seccién de Materiales y métodos. La absorbandia se divide entre el
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Figura. 19. Porcentsje de sobrevivencia de transformantes MBM7070 de tres diferentes

ensayos al exponer pSP189 a diferentes intensidades de fuz UV-C (254 nm).

VIl ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA.

Para cerciorarnos de que en realidad el cambio de color implicaba que el gen supf
habfa mutado y que ya no podia revertir la accién de la mutacién dmbar, se hizo el ensayo
de B-galactosidasa. Se midié la actividad de B-galactosidasas de las clonas 2.1- 2.6 junto
con la de un control negativo (sin IPTG) v uno positivo (pAR33.15). En la Figura 20 se
muestra la medicion de la actividad a tres diferentes tiempos. La férmula utifizada para estos

cdleulos se muestra en la seccién de Materiales y métodos. La absorbancia se divide entre el
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tiempo, €s por eso que se ve la misma actividad en dliferentes tiempos a pesar de que

conforme avanza el tiempo se observa un color méds intenso.

ACTVIDAD DE -GALACTOSIDASA
45
a0 .»} Olh. |
s H M3 hs. |
30 H 15 hrs.

(=}
y—t

_.
o w oo
~—t

UNIDADES DE P-GALACTOSIDASA
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-

il Inaami sl |

33.15 21 22 23 24 25 246 33.154dn
MG

CLONAS (MBM7070)

Figura 20. Cinética de actividad de B-galactosidasa a diferentes horas en bacterias
MBM7070 con el pSP189 nomal y mutagenizado, conteniendo la secuencia 33.15
(33.15, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 y 2.6). También se utilizé un control negativo sin
inductor (IPTG).

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLICOTECA
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MEDIA DE LA ACT, DE B-GALACTOSIDASA A LAS 3HRS.
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Figurs 21. Actividad de B-gelactosidasa a las tres horas. Muestra la media y
desviacién estdndar de tres ensayos en bacterias £.cof MBM7070 con el plésmido
pSP189 normal y mutagenizado conteniendo la secuencia 33.15. También se incluye un

control negativo sin inductor (IPTG).

En la Figura 21 se muestran las desviaciones esténdar que fueron minimas. Para ver si hubo
diferencias significativas entre los candidatos se hizo un ANOVA (ver Materiles y
métodos) con un nivel de confianza del 95%, sonde se obtuvo una Fo<|(::?;) fo que
significa que al menos un par de medias son diferentes. Ast que se realiz& una prueba de
DMSR. Dicha prueba mostré que todas las clonas fueron diferentes a lo dona no
mutagenizada. La mayor diferencia entre las clonas mutadas fue de 6.22 mientras que la
menor diferencia entre el control positivo (clona no mutagenizada) y las demés donas fue

de 32.58. Esto quiere decir que realmente disminuyé la actividsd de B-galactosidasa en las
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clonas mutagenizadas ¢ incluso en algunas quedé totalmente anulada, como en las clonas

9.3 y 2.6 que son iguales &l control negativo.

IX.  ANALISIS DE MUTACIONES.

A los seis candidatos obtenidos se les extrsio el plismido v se realizé o

secuenciacién de su inserto empleando las condiciones descritas en la tabla 13 y

aumentando la concentracién de MgCl, TmM, 5% de glicerol y 5% de DMSO.

Tabla 13. Ciclos de PCR para secuenciacién de las subclonas # 2 sin

temperatura de alineamiento.

No. de cidos Temperatura Tiempo

] 06°C 8 min

25 Ciclos 98°C 10 seg

55°C 4 min

Post PCR 55°C 4 min
4°C oo

En cuatro de las seis clonas se encontraron cambios con respecto a la secuendia
VINTR 33.15 originalmente insertada. Ulnicamente las clonas 2.4 y 2.6 no tuviewon
mutaciones en el VINTR 33.15 insertado, mientras que las clonas 2.1, 2.2, 2.3 y 2.5
presentaron entre todas 10 cambios. La totalidad de estos 10 cambios observados fueron

algtin tipo de transversion. Las secuencias obtenidas con el iniciador directo y deducidas o
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clonas mutagenizadas e incuso en algunas quedd totalmente anulada, como en las clonas

2.3 y 2.6 que son iguales al control negativo.

IX.  ANALISIS DE MUTACIONES.

A los seis candidstos obtenidos se les extrgjo e plésmido y se redlizé la

secuendiacién de su inserto empleando las condiciones descritas en la tabla 13 y

aumentando la concentracién de MgCl, 1mM, 5% de glicerol y 59 de DMSO.

Tabla 13. Cidos de PCR paa secuenciacion de las subclonas # 2 sin

temperatura de alineamiento.

No. de cidos Temperatura Tiempo

1 96°C 8 min

95 Ciclos 98°C 10 seg

55°C 4 min

Post PCR 55°C 4 min
4°C oo

En cuatro de las seis clonas se encontraron cambios con respecto a la secuencia
VNTR 33.15 originalmente insertada. Unicamente las clonss 9.4 y 2.6 no tuvieron
mutaciones en el VINTR 33.15 insertado, mientras que las conas 2.1, 2.2, 2.3 v 2.5
presentaron entre todas 10 cambios. La totslidad de estos 10 cambios observados fueron

algun tipo de transversion. Las secuencias obtenidas con el iniciador directo y deducidas a
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partir de los electroferogramas se muestran a continuacién. Las mutaciones estdn resaltadas

con diferentes tonos: l_(;—;)’f E_—;a

TGCTTTAAAT GTTAGGAAAS GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC
ATGTGTAGAT GTGGTCAGGT GGAGAGGT

Figura 22. Secuencia del VINTR 33.15 de la clona 2.1 obtenida con el

iniciador directo, deducida a partir del efectro[erograma (. En cursivas se indica la secuencia

fanqueante y los cambios respecto a la secuencia original se encuentran marcados con un

recuadro.

TCCTTTAAAT GTTACCAAL GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC
APGTGGAGAT GTGGGCHGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAD

GTGGAGAGGG GCAXGT

Figura 23. Secuencia del VINTR 33.15 de la clona 2.2 obtenida con el
iniciador directo, deducida a partir del electroferograma H. En cursivas se indica la secuencia

Fianqueante y los cambios respecto a la secuencia origindl se encuentran marcados con un

recuadro.
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TGCTTTAAAT GTTAGGAAA GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC
AGGTGGAGAT GTGGGCAGGT GGAGAGGTHG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG
GTGTAGAGGG GCAGGTGGAG AGGT

Figua 24. Secuencis ded VINTR 33.15 de la dona 2.3 obtenida con e

iniciador directo, deducida a partic del electroferograma 1. En cursivas se indica la secuencia

flanqueante y los cambios respecto a la secuencia original se encuentran marcados con un

recuadro.

FGCTTTAAAT GTTAGGAAAS GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC
AGGTGGAGAT GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG
GTGGAGAGGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAA GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG
AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT AGAAATACCT ACAGATGAGG
TG
Figura 25. Secuencia del VINTR 33.15 de ls clona 2.4 obtenida con el

iniciador directo, deducida a partir del electroferograma J. £n cumsivas se indica la secuencia

flanqueante.

TGCTTTAAAT GTTAGGAAAS GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT

GGGCAGGTGE AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG

GCAGGTGGTC GAGGC

Figura 96. Secuencia del VNTR 33.15 de ls clona 2.5 obtenida con el iniciador
directo, deducida a pertir del electrolerograma K. En cursivas se indica la secuencia

flanqueante y los cambios respecto a la secuencia original se encuentran marcados con un

recuadro.
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TGCTTTAAAT CTTAGGAAL GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC
AGGTGGAGAT GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG
GTGGAGAGGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAA GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG
AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT AGAAATACCT ACAGATGAGG
TG

Figura 27. Secuencia del VINTR 33.15 de la dona 2.6 obtenida con el iniciador
directo, deducids s partir del e|ectroferograma L. En cursivas se indica la secuencia

Hanqueante.

Con el objeto de comparar estas mutaciones sobre la secuencia 33.15 con
aquellas que se pudieron haber generado sobre aquella que no e un VINIR
(NT_023519), también se obtuvieron las secuencias empleando el iniciador “reverso”. La
secuencia de las donas 2.1, 2.9 v 2.3 (ver electroferogramas M, N y O en el Apéndice
1} se muestra en las Figura 28. En ninguna de estas secuencias se encontraron mutaciones.
Dado el bajo nimero de muestras analizadas, no se puede concluir categricamente, pero los
datos sugieren y apoyan la hipStesis de que las secuenicas de repetidos son més propensas a

ser mutddds.
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ACATATTTTG
ATAATACTGT
CACAAATATT
ACATTCTGTA
ATAGGTGTGT
GATGTTTGCA
ACATGACTGA
ATATCCTCAT
ARACCCAARARG
AGGTTTNCAG

GTAATGATAT
ATTTTACTAT
TACCATTGTG
TAACTTTGTA
AGTTTGTTTT
CAACAACCARA
ATTTAATCTC
ATTACAGTGT
CCTTTTTGTA
GATGATATAT

CCTCATATAC
ACTTTTTCTA
TTACGGTTGC
ACCTAGGAGC
AGCATCTAGG
GTTGCCTAAA
TCAACCCCTC
ACAAAATATT
GTGCTTAATA
GCATGGTCTA

ATTGGGGATC
TATTTAGACA
CTACACCAAT
AATGGGTTAT
TTTGCGTAAG
TARACCTGTC
TCTGTTTCAT
GTGCTATGCT
ATAAACTATT
TATAGTTAGC

CTATGAGATT
TGTTTAGATA
CAGTATGGTA
ACCATCTAGC
TATACGTTAT
ATTAAGTGAC
AGCACTTTCT
TTTCCATAAT
ATARAGTGTG
ATATA

Figura 28. Secuencia de del inserto de las clonas 2.1, 2.2 y 2.3 obtenida con el

iniciador “reverso”, interpretada a partir de los electroferogramas M, Ny O.

La radiacidn ultravioleta a 254 nm, longitud de onda absorbida por las bases
plricas y piimidicas del DNA, es la mds conveniente para la induccién de lesiones
genéticas. Los dimeros de pirimidina son el principal fotoproducto de la luz UV, sobre
todo los di-aductos de timinas, sin embargo al irradiar con luz ultravioleta se han encontrado
todo tipo de mutaciones: transiciones, transversiones y corrimiento del marco de lectura, La
mayorfa de los autores reportan un mayor némero de transiciones. Por ejemplo, Yu et of
(2001), indujeron mutaciones con luz LUV en levadura y células de humano favoreciendo
la formacién de dimeros de ciclobutano y fotoproductos (6-4), vy encontraron
principalmente transiciones de C — T, Por su parte, You et of (200Q), mencionan que
la principal lesién inducida por luz UV en el DNA son los dimeros de ciclobutano-
pirimidinas que se forman en las posiciones donde hay pirimidings cercanas. Myrand et o/
(1996), irradiaron a pSP189 con luz UV y encontraron que la mayoria de las mutaciones

en e gen sudh fueron mutaciones puntuales y que éstas fueron predominantemente
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tionsiciones  G:C — AT. Por su parte, Kanjilal et af (1995), encontraron que las
mutaciones del gen p5.37 en células de cabezs y cuello con céncer de piel eran e 30%
transiciones C — T, el 47% transiciones T — C y el 19% transversiones de G = Ty
sugieren que otros factores desconocidos puedan estar interviniendo. Doyle y Stiike
(1995), encontreron que la mayoda de las mutaciones producidas por la luz UV eran
transiciones A:T ~ G:C. De Maiini et o/ (1995), probaron los efectos de la luz solar,
la luz Huorescente y la luz de las ldmparas para broncear en bacterias del género Salmonefls,
encontraron la misma proporcién de transiciones y de transversiones en los tres tipos de fuz:
aproximadamente 80% de transiciones y 90% de tiansversiones. Yuan et of (1995),
reportaion también que la mayorda de las mutaciones inducidas por luz UV fueron
transiciones. |

Okaichi et o/ (1992), trataron al "Shuttle vector" pZ 189 con luz UV-B. Al
secuenciar el gen supf encontraron el 69% de transiciones G:C — AT y el 319% fueron
transversiones de diferente tipo. Yagi et of (1992), también encontraron una frecuencia
menor de transversiones que de transiciones al imadiar al mismo plésmido con luz UV.
Olaichi et of (1992), recopilaron datos de cinco ensayos diferentes encontrando el

siguiente patrén mutacional:
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Tabla. 14. Porcentsje de mutaciones sobre suck ol irradiar pZ189 con luz UV-B y

trarsfectarlo en diferentes tipos celulares. XP significa Xeroderma pigmentosum. Modificado

de Olichi er of (1999).

Porcentaje de mutaciones

310 nm | 254 nm 254 nm 9254 nm 313 nm
£ col | Mono | Humano XP | Humano nomal Mono
Transiciones
GC—-»AT 69 61 Q3 73 62
AT - GC 0 7 1 2 3
Transversiones
GCoTA 8 13 0 10 17
GC-oCG 10 5 1 6 11
AT—-TA 13 9 4 8 6
AT—>CG 0 4 0 1 1

Wehner y Homeck (1995) encontraron un patién mutacional muy parecido en el

gen e Z al irradliar &l vaclo el plésmido pUC19:
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Tabla. 15. Poicentaje de mutaciones sobre fic Z encontrado al imadiar pUC19 con luz

UV al vacio. Modificado de Wehner y Homeck, 1995,

Porcentaie de mutaciones
160 nm 254 nm

Transiciones
GC o AT 61.2 47 .3
AT -»GC 10.4 12.7
Transversiones
GC-TA 4.5 1.8
GC—-CG 1.5 5.5
AT->TA 14.9 9.1
AT CG 0 0

Parris y Kramer (1999) también reportaron un pattdn muy similar: alrededor del
70% son transiciones y cerca del 309 son tiansversiones. Las transversiones G:C — T:A
se encuentran entre ¢l 4 y el 18% en la mayorla de los casos, las de G:C — C.G
dlrededor del 8% y las de A:T — T:A tienen un rango muy variado desde 0% hasta
13%.

A pesar de que este es el patrén més comin, también hay autores que reportan un
nimero similar de transiciones que de transvesiones, o incluso un nimero mayor de

transversiones. Las mutaciones encontradas en el gen 053 de células basales de pacientes
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con céncer de piel fueron bésicamente transiciones G:C — A:T en las dress de mayor
exposicién al sol v en las dreas de menor exposicion solar la mayorda (75%) fueron
transversiones. Matsumura et of (1996), lo atiibuyen a que debe haber otros factores
aparte de a irradiacion UV en las &reas de menor exposicién sofar.

A diferencia de los trabajos citados ariba, en el presente estudio se encontraron
(nicamente transversiones sobre la secuencia 33.15 &l inadiar con luz UV.C el plésmido
donde se encuentra insertada y posteriormente transformar células de £, cof. Es posible que
estas mutaciones hayan sido las Unicas que se generaion ¢ partir de los aductos producidos
por la radiacién no ionizante aplicada. De ser asi, no sélo es sorprendente el tipo de
mutacién (100%% transversiones), sino también su frecuencia (67% de las donas analizadlas
tuvieron dl menos alguna alteracién y se detectaron diez mutaciones en total en las cuatro
clonas con alteraciones en 33.15); mientras que en la secuencia NT_023519 donada
junto al minisatélite, no se presentd ningdn tipo de cambio. Es posible que la diferente
composicién nudeotidica de una y otra secuencias {639 de G:C en el VNTR 33.15 vs
32% en la secuencia NT_023519) haya afectado la frecuencia mutacional. Sin embargo,
también es posible que otros eventos posteriores se hayan conjugado para dar lugar 4 las
mutaciones que fueron detectadas. Estos eventos pueden ser, por ejemplo, diferencias en la
reparacién de dafios sobre una y otra secuencia una vez que fue insertada la construccién en
fas células MBM7070. A pesar de que se tiene el control negativo que no se irradiéd con
uz UV y que también fue transformado antes de secuenciar, pudo haber mutaciones
espontaneas ¢l momento de transformar a las bacterias. Para descartar esta posibilidad,

podifan hacerse secuenciaciones antes y después de transformar.
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Xeroderma  pigmentosum (XP) es una enfermedad genética caracterizada por
cambios en la pigmentacién inducidos por la luz solar. En los individuos que la padecen,
hay un incremento de 2,000 veces aproximadamente de la incidencia de cdncer de piel. La
mayorfa de las personas que la padecen tienen alteraciones en los genes involucrados en la
reparacién de fotoproductos de UV por excisién de nuclestidos. La mayorda de las
mutaciones encontradas en estos pacientes son transiciones C:G — T:A vy la mayorfa de las
mutaciones encontradas en células provenientes de X2 que son deficientes en la reparacién
post-replicativa, son transversiones C — Ay G = T (Lehmann, 2000) como la mayorfa
de las mutaciones encontradas en las secuencias de las clonas 2.1, 2.2 v 2.3, Nowicka et
af (1994) observaron que en células de XP con genes deficientes en la reparacién del
DNA disminuyé la cantidad de transiciones, mientras la. cantidad de transversiones no se vio
afectada, Waters et of (1993) también encontraron una mayor cantidad de transversiones
en célulss de XP. Analizando 38 epitelios de partes del cuerpo expuestas al sol con céncer
de piel, Moles et a/ (1993) encontraron tres transiciones C —> T y cuatro transversiones
C = G. Keohavong (1991) imadié con UV a 254 nm al gen HPRT y encontré 3
transiciones y @ transversiones A:T — C:G. Yang et of (19992) mencionan que la
iradiacién UV induce todo tipo de sustituciones de bases y que entre ellas encontraron el
57% de transversiones. Otros fotoproductos encontiados son los dimeros de timina cis-syn
y los dimeros de timina-timina (6-4) pirimidina-pirimidona. Con estos Gltimos se ha
encontrado una gran variedad de mutaciones, la mayorfa transversiones G — T (Gentil et
o, 1996) como las que encontramos en la secuencia 33.15. Negishi y Hao (19992)
andlizaron la mutagénesis potencial de la luz solar en la regién fac £ alfs del DNA de

cadena sencilla del fago M13mp? y también encontraron que fa mayora de las mutaciones
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fueron transversiones de Guaning, G — C y G — T. Ellos sugieren que estas
transversiones pueden ser causadas por dafios en los sitios de pirimidinas distales a las
guanings. En la secuencia 33.15 encontiamos mutdciones de guaninas en los sitios
TGGGC, TGGAGAT, CAGGT y TGGAGGC. Todos estos sitios tienen pisimidinas
distales.

Nishigori et o/ (1994) encontiron mutaciones en células de tumores de piel de
ratén inducidos con luz UV Utilizaron 29 lineas de ratén, de las cusles 15 contenfan
secuencias de repetidos. Una de estas mutaciones fue GGC — GTC, esta mutacién
también la encontramos en la secuencia de la clona ©.1. Ellos mismos reportan que los
dimeros de pirimidinas v los fotoproductos de piimidina (6-4) piimidona son la causa
principal de los cdnceres de piel y que el cambio de bases ocurre principalmente en los pares
de bases G:C, predominando las transversiones. McGregor et of (1999) utilizaron
células de XP que pueden reparar erores de manera normal pero que tienen una replicacién
lenta de DNA con fotoproductos de UV, El 45% de las sustituciones involucraron & una
timina y la mayorfa fueron transversiones. En la secuencia 33.15 se obtuvieron Gnicamente
transversiones y ¢l 80% de éstas involucraron a una timina.

La luz UV ocasiona la dimerizacién de las timinas apiladas en el DNA de doble
hélice. La replicacién del DNA no se puede flevar a cabo correctamente en presencia de
dimeros de timina, probablemente debido a que los dimeros causan una distorsion de la
cadena. Por consiguiente, es indispensable la remocién de los dimeros de timinas. Los
dimeros de timing son reparados en todos los oganismos procariontes y eucdriontes por und
variedad de procesos similares. El proceso més sencillo de reparacion es la fotorreactivacion,

en la cual una enzima que se conoce como la enzima de fotoreactivacién se fija a la doble
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hélice distorsionada en el sitio del dimero de timina. A medida que el complejo de DNA-
enzima absorbe la duz visible, se inviete la reaccion de dimenizacién. La enzima de
fotoreactivacién se disocia entonces del DNA reparado y se vuelven a formar pares de
bases normales A:T (Stanslield, 1999). En este proyecto, las células se mantuvieron bajo
condiciones normales, es decir, no se les pivé de la luz. Como las transiciones son la
principdl consecuencia de los dimeros de timina (Lebkowski et o/, 1985) en el ensayo de
mutagénesis tuvieron oportunidad de repararse, tal vez esa sea la causa de no haber
encontrado dichas mutaciones. Si asi fuera, esto indicaria un punto més a favor del modelo,
ya que alin con la reparacién de algunes mutaciones fue posible encontrar cambios en la
secuencia. Drobetsky et o/ {1987) indujeron mutaciones con luz UV en células de
mamifero. Encontraron que las  mutaciones de transicion G:C - AT y AT —» G:C
fueron reparadas, sin embargo las transversiones G:C — T:A (que fueron la mayorfa de las
mutaciones encontradas en nuestras clonas) no pudieron ser reparedas. En base 4 bestos
resultados podemos sugerir que si hubo reparacion de las donas v que las transversiones
encontradas no pudieron repararse.

En este trabajo no se puede establecer un patrén mutacional debido al limitado
nimero de las muestras analizadas. No se secuenciaron mds colonias en parte porque el
objetivo de este trabajo no era encontrar un patrén de mutaciones sino probar el modelo

pdra encontrarlas y €n parte porque las secuencias son muy costosas.
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CONCLUSIONES

1.

En el presente trabsio fue posible el aislamiento, a partic de DNA genémico humano,
de una secuencia minisatélite con las caracterfsticas del VINTR 33.15 reportado
previamente (GenBank NT_007741). Ls obtencién de este secuencia fue por medio
de la reaccién en cadena de la polimerasa empleando iniciadores dirigidos a las regiones
flanqueantes del minsatélite. Cabe sefalar que la reaccidn no fue del todo especffica

pues junto con el minisatélite se amplificaron otras secuencias no deseadas.

La secuencia 33.15 obtenida consta de 17 unidades nicleo repetidas en téndem.
Difiere en longitud de la reportada, que estd formada por 29 repetidos, y en algunos
cambios puntuales en la secuencia nudeotidica. Esto concbora la alta variabilidad de

este tipo de secuencias entre individuos de la misma especie.

Se construyé el plésmido pAR33.15 mediante la insercion de la secuencia VINTR
33.15 en e "shuttle vector" pSP189. Debido al procedimiento metodolésico
empleado, la secuencis 33.15 enttd acompafiads de otro fragmento gendmico no
codificante pero con caracterfsticas distintas a las de un minisatélite, al parecer

proveniente del cromosoma 7.

La construccién pAR33.15 fue empleada en un ensayo para probar el efecto de la
radiacion no ionizante UV-C sobre una secuencia no codificante tipo VINTR. La

construccidn pAR33.15 también podia ser empleada en ensayos de mutagénesis 7n
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Vitfo PRI CON OLIoS COMPUEStos; O en ensdyos in vivo, ya sea empleando para ello

bacterias £ coli o lineas celulares de humano.

El 67% de las clonas mutantes en supf obtenidas (medidas como deficientes en
actividad de B-galactosidasa) también mostiaron algin tipo de alteracién en el VINTR
33.15, pero ninguna mutacién pudo ser detectada en la secuencia no minisatélite que
lo acompafa. Lo cual sugiere que por su naturaleza, las secuencias VINTR tienden a
acumular mayor nimero de mutaciones, o que en ellas las lesiones se reparan con unas
menor eficiencia; sin embargo es necesaio andlizar un ndmero mayor de datos al

respecto.

A diferencia de lo reportado por otros autores en sistemas simitares, en el presente
tiabajo la totalidad de las mutaciones observadas sobre el VINTR 33.15 fueron
transversiones. Esto podia explicarse si los dimeros de pirimidinas que ocasionan las
transiciones fueron reparadas eficientemente, ya que 4 las bacterias no se les privé de la

Juz y esta es necesaria para activar los mecanismos de reparacién de estos aductos.

El modelo propuesto en el presente trabgjo parece adecuado para estudiar el efecto de
algunos mutdgenos sobre secuendias para las que no existe un método de seleccidn de
las cdlonas mutantes, como lo es una secuencia minisatélite no codificante del genoma

hu méno.
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APENDICE |, PREPARACION DE SOLUCIONES
EXTRACCION DE PLASMIDOS

A, MAXIPREPARACION POR QIAGEN

Medio Luria Bertani (LB)
10 g/t Bacto-triptona
5 o/l Bacto-extracte de levadura
10 ¢/l NaCl
ajustar el pH a 7.0 con NaOH

aforar y esteiilizar en autoclave

Bufer de suspencién P1
50 mM Tiis-HCI, pH 8.0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNasa A

almacenar a 4°C

Buffer de lisis P2
209 mM NaOH
19 SDS

almacenar a temperatura ambiente
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Bulter de neutralizacién P3
3.0 M acetato de potasio
ajustar pH ¢ 5.5

almacenar a temperatura ambiente o a 4°C

Buffer OBT para equilibrar
750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7.0
15% Etanol
0.15% Tiitén X-100

almacenar ¢ temperatura ambiente

Buffer de lavado QC
1.0 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7.0
159 Etanol

almacenar a temperatura ambiente

Buffer de elucién QF
1.25 M NaCl
50 mM Tris-HCI, pH 8.5
159 Etanol

almacenar a temperatura ambiente
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Buffer TE, pH 8.0
10 mM Tiis-HCl, pH 8.0

1 mM EDTA

almacenar a temperatura ambiente
B. MINIPREP CON TS-ELT
Medio Luria Bertani (LB, ver inciso | A)

Buffer Tris-Sacarosa (TS)
50 mM Tris-HCH, pH 7.5
959 Sacarosa

Esterilizar por filtracién y almacenar a -20°C

Solucién ELT
100 mM EDTA, pH 8.0

9 mg/ml de lisozima
.19 Tritéon X-100

Esterilizar por filtracion y almacenar a -20°C
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PEG/N&Cl
90% PEG 6000
1M NaCl
1 mM EDTA, pH 8.0
10 mM Tris-HCI, pH 8.0

Buffer TE, pH 8.0
10 mM Tris-HCI, pH 8.0
1 oM EDTA

almacenar & temperatura ambiente

il. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Buffer TAE 50X
94 .9 g Tiis Base
5.71 ml Acido acético
10 m EDTA 0.5 M, pH 8.0
Alorar a 100 ml con HyO destilada

Colorante
0.25% Xylen-Cianol
0.25% Azul de Bromofencl
30% Glicercl
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DESFOSFORILACION

Buffer CIAP 10X (GIBCO)
500 mM Tris, pH 8.5
1T mM EDTA

CIAP Stop Buffer
100 mM Tds, pH 7.5
1T mM EDTA
200 mM NaCl
0.5% SDS

Buffer TE, pH 8.0 (ver inciso |.B)

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Buffer PB
(Buffer comercial de QIAGEN)

Buffer PE
{(Bulfer comercial de QIAGEN)
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Vi

Buffer EB
(Buffer comercial de QIAGEN)

Buffer TE, pt 8.0 (ver ariba)

CONSERVACION DE CEPAS EN GLICEROL A .70°C

Medio Luria Bertani (LB, ver inciso 1.A)

Glicerol estéiil al 3096 (v/v) en LB

BACTERIAS COMPETENTES

Medio SOB (con MgSO,)
20 g/l Bactotriptona
5 ¢/l Extiacto de levadura
0.5 ¢/t NaCl
10 ml/l de una solucién 250 mM KCi
Ajustar ¢ pH 7.0 con NaOH
Alorar a un litro con HgO destilada
Esterilizar en autoclave
Adicionar 5 ml de solucién estéril @ M MgCl,
Almacenar a 4°C
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VI

Buffer EB
(Buffer comercial de QIAGEN)

Buffer TE, pH 8.0 (ver arniba)

CONSERVACION DE CEPAS EN GUCEROL A -70°C

Medio Luria Bertani (LB, ver inciso |.A)

Glicerol estéiil al 30%9% (v/v) en LB

BACTERIAS COMPETENTES

Medio SOB (con Mg5QO,)
20 g/l Bactotiiptona
5 ¢/l Extracto de levadura
0.5 ¢/l NaCl
10 mi/l de una solucién 250 mM KCl
Ajustar a pH 7.0 con NaOH
Alorar a un litro con HyO destilada
Esterilizar en autoclave
Adicionar 5 ml de solucién estérl 2 M MgCl,
Almacenar a 4°C
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Buffer RF1
30 mM Acetsto de potasio
100 mM RbCl
10 mM CaCl,
50 mM MnCl,
15% Glicerol
Ajustar pH a 5.8 con 4cido  acético 0.2 M

Bulfer RF2
10 mM MOPS
10 mM RbCl
54 mM CaCl,
15% glicercl
Ajustar pH a 6.5 con KOH 5M

VI TRANSFORMACION DE BACTERIAS
Medio SOC
5 ml medio SOB (ver inciso V1)

50 wl glucosa al 40%
50 ul MgSQO,
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Caijas Petii con medio LB
10 ¢/l Bactotriptona
5 ofi Bacto-extracto de levadura
10 g/t NaCl
Bactoagar 29 (20g/1)
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH
Alorar y esterilizar en autoclave
Si se requiere, agregar el antibidtico cuando la temperatura sea de 65°C
aproximadamente

Vaciar en cajas peti

VI EXTRACCION DE DNA DE UN GEL DE AGAROSA

Buffer TE, pH 8.0 (ver inciso V1)

6MNal, pH7.0-7.4
Buffer comercial de Bio101

Glassmilk
Preparacion comercial (Bio101) de peilas de vidrio

Buffer New Wash
Bufer comercial de Bio101
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MUTAGENESIS CON LUZ ULTRA VIOLETA

Cajas con LB, IPTG y X-gdl
Preparar cajas con medio LB (ver ariba)
Espatularles 8 ul de IPTG (100 mg/ml)
Espatulades 8 ul de X-Gal (10 mg/ml)

Almacenaras 4 dfas a 4°C antes de utilizaras

ENSAYC DE ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA

Medio Luria Bertani {LB ver inciso [.A)

Buffer Z
60 mM Na HPO,
40 mM NaH,PO,
10 mM KCl
1 mM MgSQO,
50 mM B-Mercaptoetancl

Ajustar pH a 7.0, no esteiilizar en autodave
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Medio A
10.5 g KLHPO,
4.5 g KH,PO,
1.0 g (NH 250,
0.5 g dtrato de sodio

Alorar a un litro con agua destilada.

ONPG comercial (SIGMA)
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