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RESUMEN 

Lds secuencids VNTR (repetidos en tándem de número vdridble), tdmbién 

conocidds como "miniSdtélites"¡ son secuencids que generdlmente no cod¡f¡O:In Pdfd un 

producto dprecidble y en Ids que uno secuencid núcleo de entre 15 y 50 pb se repite uno 

y otrd vez. Diversos VNTR Nn sido utilizddos como "fingerprints" (huellds digitales del 

DNA) debido a su alta vdridbiliddd. Tdmbién se les N empleddo en pruebas criminolístiCds 

y de paterniddd disputada. Se SOSpeCN que, en parte, estas secuencids deben su gran 

vdridbiliddd d uno elevddd frecuencid mutacionol. 

Existen muchos reportes acerCd de Id especificidad mutagéniCd sobre secuencias 

codifiCdntes, sobre todo en genes marCddores o "reporteros", pero existen muy pocos 

experimentos de este tipo sobre secuencids no codifiCdntes, como los VNTR. Esto se debe 

d que, en generdl, Ids frecuencias de mutdci6n son bajdS y a que no es sencillo identifiCdr d 

los orgdnismos mutdntes en und secuencid que no codifiCd para un producto apreciable. 

En el presente trabajo se propone un modelo para encontrar mutaciones con mdyor 

faciliddd en und secuencia VNTR que no codifiCd para un .producto dpreciable. 

Primerdmente fue posible el aislamiento, d partir de DNA genómico humano, de una 

secuencid minisatélite con las cardctenstiCds del VNTR 33. 1 5 reportddo previamente 

(Genbank NT _00741) por medio de la reacción en Cddena de la polimerasa empleando 

iniciadores dirigidos d las regiones flanqueantes del minsatélite. La secuencid 33.15 

obtenida consta de 17 unidades núcleo repetidas en tándem. Difiere de dquella reportada 

en su longitud y en algunos Cdmbios puntuales en la secuencia nucleotrdiCd. Esto confirma la 

alta variabilidad de este tipo de secuencias entre individuos de la misma especie. 
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T dmbién se construy6 el pI~smido pAR33. 1 5 medidnte Id inserci6n de Id 

seruencid VNTR 33.15 en el "shuttle vector" pSP189. Debido di procedimiento 

metodol6gico empleddo, Id secuencid 33.15 entr6 dcompdñddd de otro frdgmento 

gen6mico no codifiCdnte (Genbdnk NT _ 023519) pero con CdrdctenstiCds distintds d Ids 

de un miniSdtélite. Al pdrecer éste segmento de DNA proviene del crOmoSOffid 7. 

L. construcci6n pAR33. 1 5 fue empleddd en un ensdyo pdrd probdr el efecto de 

Id radidci6n no ionizdnte UV-C sobre Id seruencid no codiHCdnte tipo VNTR. El 67% de 

Ids donds mutdntes en su¡:f (un gen reportero contenido en el pl~smido pAR33.15) 

obtenidds, tdmbién mostrdron dlgún tipo de dlterdci6n en el VNTR 33. 1 5, pero ninguno 

mutaci6n pudo ser detectdda en Id secuencid NT _ 023519, lo cudl sugiere que por su 

ndturdlezd, IdS secuencids VNTR tienden d dCUmuldr ffidyor número de mutdciones, o que en 

ellds Ids lesiones se repdrdn con und menor eficiencid. 

A diferencid de lo reportado por otros dutores en sistemas simildres, Id totdliddd de 

Ids mutdciones observddds en el presente trdbdjo sobre el VNTR 33.1 5 fueron 

trdnsversiones. Esto podrid expliCdrse si los dímeros de pirimidinds que OCdsionon las 

trdnsiciones fueron repdrddas eficientemente, yd que d Ids bdcterids no se les priv6 de Id luz y 

estd es necesorid pdrd dctivdr los mecanismos de repdrdci6n de estos dductos. 

En conseruencid, el modelo propuesto en el presente trdbdjo pdrece dderuado 

pdra estudiar el efecto de algunos mut~genos sobre secuencias pdra Ids que no existe un 

método de selecci6n de las danos mutantes, como lo es una secuencid miniSdtélite no 

codifiCdnte del genoma humdno. 

9 



ABSTRACT 

VNTR sequences (Variable Number of Tandem Repeats), also known as 

"miniSdtellites", usually do not codify for any noticeable product. These sequences contain 

resions in which a small number of bases (15-50), known as the core, are tandemly 

repeated. Because of its extreme varidbility dmeng individudls, severdl VNTRs have been 

used far fingerprint dnalysis to cldrify paternity disputes dnd in forensic tests. It is thought 

that the high vdridbility of VNTRs is due to its high mutation frequency. 

There dre 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 VNTRs. 

This is due to the low mutation frequency rate dnd to the diffioulty to identify mutant 

organisms in a sequence that does not codify far a noticeable producto 

In this vvork, d model is proposed for an easier finding of mutations on a VNTR 

that does not codify for a noticedble producto First, it was possible the isoldtion from human 

genomic DNA, of a miniSdtellite with the characteristics of the VNTR 33.15 dlready 

reported (GenBdnk NT _ 0077 41). It WdS made by the polymerase chain redction using 

primers directed to the Rdnking resions of the miniSdtellite. The dmplified sequence consists of 

17 tandemly repedted core units. Compared to with that reported, it differs in its length 

dnd in some punctual nucleotide changes. These results support the idea that these kinds of 

sequences dre highly vdridble between orgdnisms of the Sdme species. 

By doning the VNTR 33.1 5 into the shuttle vector pSP189, it WdS possible 

the construction of the pldsmid pAR33. 1 5. Because of the methods employed, the 

sequence 33.1 5 WdS inserted with dnother non-coding genomic frdgment 
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(GenBdnk NT _023519). This frdgment hdS different ch.,rdcteristics to those of d 

minisdtellite, dnd seems to drise from chromosome 7. 

pAR3 3.1 5 construction WdS employed to test the effects of the non-ionising 

UV -C rddidtion over d non-coding VNTR. Sixty seven percent of the mutdnts Obtdined in 

surf (d reporter gene contdined in pAR33.15) dlso showed some chdnge in the VNTR 

33. 1 5, !out no mutdtion could be detected in the sequence NT _02351 9. These resuhs 

suggest thdt VNTR sequences tend to dccumuldte d higher number of mutdtions, or thdt the 

ddmdges dre more efficiently repdired. 

Differing from thrlt reported in simildr systems, the totdl mutdtions over the VNTR 

33.1 5 observed in this work were trdnsversions. One expldndtion could be the efficient 

repdir of the pyrimidine dimers thrlt Cduse trdnsitions. This could be ¡ikely sinee the bdcterid 

were not tdken dWdy from light, which is necesSdry for dctivdting the mechdnisms of ddduct 

repdir. 

In summdry, the model proposed in the present worlc seems ddeoudte far studying 

the effects of some mutdgens over sequenees for which does not exist d mutdnt selection 

method dS it is d non-codifying miniSdtellite of the huffidn genome. 

11 



ABREVIATURAS 

ANOVA 

Ap' 

BLAST 

CIAP 

CME 

DO 

DMSO 

DMSR 

DNA 

EDTA 

EtOH 

9 

HPRT 

IPTG 

Kb 

LB 

mRNA 

NCBI 

on" 

Análisis de Vdridnzd. 

R",istencid d dmpicilind. 

Herrdmientd computdciondl básiCd pord busCdr dlinedmientos IOCdI", en 

secuencidS nucleotrdiCds. 

Cdlf int"'ti",,1 dlkdline phosph..tdse 1 U/l 00 pmol de fosfdtOS. 

CUddrddo Medio del Error. 

Densiddd ÓptiCd. 

Dimetil sulfóxido. 

Diferencid Mínimo Signi~Cdtivd Red!. 

Ácido d",oxirribonucléico. 

Ácido etilendidminotetrd-dcético. 

Alcohol etnico. 

Acelerdción debidd d Id grdveddd. 

Gen de Id Hipoxdntind-gudnind fosforribosil trdnsferdSd. 

Isopropil Jl-D-tiogdldctopirdnósido. 

Joul",. 

Kilo bos",. 

Lurid Bertdni. 

Ácido ribonucléico meflSdjero. 

Centro Ndciondl de Informoción BiotecnolósiCd de EUA. 

Orígen de repliCdción. 

12 



ONPG 

pb 

PCR 

PEG 

rpm 

SDS 

TaqDNA poi 

Tm 

Tris 

tRNA 

U 

UFC 
UV 

V 

VNTR 

wvvw 

o - nitrofenil - {J - D - gdldctósido 

Pdres de b.Jses. 

Redcción en Cdderld de Id polimerdSd. 

Polietilénglicol. 

Revoluciones por minuto. 

Dodecil sulfdto de sodio. 

DNA polimerdsd de Thermus aquatiQJs. 

T emperdturd de dlinedmiento. 

Tris (hidroximetil) aminometano. 

Ácido ribonudéico de transferencia. 

Unidades formddords de colonia. 
Ultravioleta. 

Volts. 

Repetidos en t.lndem de número variable. 

Red Mundial. 

5 -bromo-4-doro-3 -indolil-Il-D-galactopirarlÓsido. 

Xeroderrna plgmentosum. 

13 



INTRODUCCiÓN 

Aunque Id dupliCdci6n del DNA es muy preciSd, no es perfectd. En dlguflds 

OCdsiones ocurren cdmbios en el DNA debido d errores de Id polimerdSd, rddidciones o 

dgentes químicos y Id nuevd piezd de DNA contiene uno o rndS nucle6tidos Cdmbiddos. Ese 

Cdmbio, Ildl11ddo mutdci6n, puede lIevdrse d Cdbo en cudlquier pdrte del DNA. Si la 

mutaci6n ocurre en Id secuencid de nucle6tidos que codifiCd pdra un polipéptido pdrticuldr, 

podríd Cdmbiar un aminodcido en la Cddefld polipeptídiCd (Ndgdo et al., 1978). Este 

Cdmbio podríd alterar las propiedddes de la proternd resultdnte. Estds secuencias 

nucleotídiCds codifiCdntes, sin embargo, están protegidds de sufrir mutdciones por diferentes 

mecanismos que corrigen los Cdmbios y evitan que se expdnddn. Las secuencids no 

codifiCdntes del DNA d menudo están formadas por grupos de nucle6tidos que se repiten 

uno tras otro. Ddda su dlta variabilidad de individuo a individuo, se sospecha que en Ids 

secuencias no codifiCdntes la frecuencia mutdciofldl es mdyOr respecto d Ids secuencias 

codifiCdntes. Se aee que ello en pdrte se debe d los errores en los dlinedmientos que OCUrren 

durdnte el apdreamiento de los aornosol11dS (Jeffreys et al., 1988). A pesar de que Ufld 

lesi6n en este tipo de secuencids en general no es tan grdve, no quiere decir que estdS 

secuencias no sedn importantes. Actualmente las secuencids de repetidos son utilizadds como 

marCddores genéticos informdtivos y herramientds de utiliddd en Id ciencid forense y el mapeo 

genético. 

Las secuencias VNTR (repetidos en tándem de número vdriable, por sus inicidles 

en inglés), tdmbién conocidds como "miniSdtélites", pertenecen d este grupo de secuencias 

no codifiCdntes en Ids que una secuencia núcleo de entre 15 y 50 pb se repite Ufld y otrd 
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vez (Levinson y Gutman, 1987, Henderson y Petes, 1992, Weber y Wong, 1993). 

Diversos VNTR han sido utilizados como "fingerprints" (huellas digitales del DNA) debido 

a su alta variabilidad (Jeffreys el al, 1985b). Analizando simultaneamente varias 

secuencias VNTR, la probabilidad de que dos personas tengan la misma combinación es tan 

baja que por ello se les ha empleado en pruebas criminalísticas y de paternidad disputada. 

Algunas de estas secuencias VNTR han mostrado una alta frecuencia de mutaciones 

(Ogheri el al, 1997, Deka el al, 1994, Budowleelal, 1991). 

Existen muchos reportes acerca de la especiHcidad mutagénica sobre secuencias 

codificantes, sobre todo en genes marcadores o genes "reporteros" (ver por ejemplo 

Moshinsky y Wagan, 2000, Englander y Howard, 1997, Okaichi el al, 1992, Protic­

Sabljic y Kraemer, 1986, Protic-Sabljic el al, 1986), pero existen muy pocos 

experimentos de este tipo sobre secuencias no codificantes (Englander y Howard, 1997). 

Esto se debe en parte d Ids bajas frecuencias de mutdci6n y d que no es sencillo encontrdr 

organismos mutantes en una secuencia que no codiHca para un producto apreciable. Por ello 

las técnicas para hacerlo son más costosas. 

En el presente trabajo se propone un modelo para encontrar. mutaciones con mayor 

facilidad en una secuencia VNTR que no codifica para un producto apreciable. El modelo 

consiste en la inserción de Id una secuencia VNTR en el pl~smido pSP189, que es 

dasificado como un "shuttle vector" dado que es capaz de replicarse tanto en bacterias 

como en células de mam~ero. Este pl~smido además contiene el gen reportero supF y un gen 

de resistencia a ampicilina. Después de haber realizado esta construcción, se probó su 

eficiencia mediante la exposición del mismo a luz ultravioleta y la detección de mutaciones 

sobre la secuencia VNTR. 
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1. MUTACIONES 

Und lesión genétiCd puede iOdctivdr el producto de un gen o modifiCdr su dctividdd 

pdrd efectudr UOd tdred ligerdmente diferente; Id credción de Und propieddd completdmente 

diferente es un evento muy rdrO. !.." pérdidd de Id función ocurre con mdyor frecuencid, yd 

que puede oourrir por und gran vdrieddd de lesiones diferentes (en uno o vdrios genes). Por 

otra pdrte, el Cdmbio de función requiere und dlterdción genétiCd que modifique und 

propieddd especr1iCd sin que se dé und iOdctivdción simultdned del gen. !.."s lesiones que 

iOdctivdn funciones celuldres esencidles (el dpdrato de repliCdción, o los procesos 

involucrddos en la expresión de genes importdntes) por lo generdl son letdles (Starlinger, 

1977) 

El rruteridl biológico básico de los genetistds es und cepd o dOIid que consiste en 

UOd pobldción de célulds genétiCdmente idéntiCds. UOd clond es un cultivo puro, y técniCds 

como Ids empleddas para disldr oultivos puros se dpliCdn directdmente pdrd dislar cloOds pdrd 

su dMlisis genético. Una mutdción se observd como un Cdmbio súbito hereddble en el 

fenotipo de un orgdnismo. Es frecuente referirse d und cepd disladd de la Odturalezd como 

tipo ndtural o silvestre y a Ids cepds dislddds del tipo silvestre d trdvés de mutaciones como 

mutantes. !.."s mutaciones pueden clasi~Cdrse de douerdo d diferentes criterios. !.." tdbla 1 

muestra una clasifiCdción de las mutdciones. 
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Tabla 1. Mutaciones y otras alteraciones del DNA y los aomoSOrTldS'. 

Mutaciones puntuales: 

• Substituciones de bdses (transiciones y transversiones). 

• Adiciones y elimindciones que prOVOúln corrimientos en el marco abierto de lectura 
("frameshift") . 

Eliminaciones que abarCdn segmentos grandes de DNA. 

TranslOúlciones. 

Inversiones. 

Elementos insersionales: 

• Transposones. 
• Retrotransposones. 

Recombinación: 

• Conversión géniCd. 

• InterCdmbio no simétrico de crolThltidas herrTldnds. 

• Entrecruzamiento solThltico desigual. 
RepliCdción desproporciondda del DNA (ampli~Cdción). 

11. P¡J.-SMIDOS TIPO ·SHUITLE VECTOR" 

A principios de los años 80 la atracción de la tecnología del DNA recombindnte 

comenzaba a presentarse en Cdmpos donde anteriormente no se habían hecho aMlisis 

moleoulares. Uno de ellos fue la mutagénesis de células de mamífero. La tecnologra de la 

manipulación géniCd ofreció la oportunidad de recuperar genes mutantes rara los que había 

protocolos de selección efectivos (como el HPRT; Maher y McCormid, 1996). Se 

pensó que asr podría conocerse la función del gen completo. A pesar de la viabilidad de 

esos protocolos, el tiempo y esfuerzo requerido desalentó a la rTldyoría de los investigadores 

(SeidrTldn, 1996). Un protocolo alternativo, bdSddo en "shuttle vedors", resultó m~s 
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atractivo. Un shuttle-vector consiste en secuencias blanco de DNA pdra monitorear 

actividad mutagénica y secuencias adicionales que permiten la replicación y selección tanto 

en bdcterias como en células de mamrfero (Krdemer y Seidman, 1989). El extenso af1<llisis 

de virus del DNA causantes de tumores, como el SV 40, definió la informdción genética 

necesdria pdra su replicación viral en mono y en células de hUmdno. La Biologfa y la Biologra 

molecular de los plásmidos bdcterianos también Mbran sido desdrrolladas 

independientemente. Asf, ha sido posible demostrar que IdS construcciones moleculares con 

IdS funciones de replicación del virus SV 40 (el gen del antfgeno-T y el origen de 

replicación) unidos con los componentes de los plásmidos bdcterianos (el origen de 

replicación del plásmido y el mdrcador de resistencia a algún antibiótico) pueden replicarse 

en células de mono y pueden ser recuperados e introducidos en bdcteridS. (Peden et al, 

1980; Lusky y Botchan, 1981). Primeramente, estos experimentos fueron demostraciones 

del principio¡ Id tecnologíd de los shuttle vectors no tenfd ningurld dpliCddón. Como dlgunos 

investigadores estabdn interesddos en estudiar la mutagénesis en células de mamrfero, 

agregaron un gen marcador bdcteriano. El vector resultante, después de ser tratado con un 

agente que dañdra el DNA, serfa introducido en células de mdmrfero, podóa replicarse, ser 

recuperado e introducido en la bdcteria pdra su af1<llisis, pues IdS colonias bdcteriands con 

mutaciones en el gen mdrcador podrran ser reconocidas por la selección microbiológica 

estándar y la ndtUfaleza de IdS mutaciones podria ser identificada por secuenciación. 

Los primeros autores en publicar acerca de estos sisterndS reportaron Und 

observación que no se Mbra considerado en la estrategia origindl. Ellos encontraron que 

durante la transfección (la introducción del "shuttle vector" a células de mdmrfero) y 

replicación intracelular, ocurrian mutaciones con alta frecuencia en el gen marcador 
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(Rdzzdque el al, 1983; Cdlos el al, 1983). lo frecuencid erd muy dltd como pord 

permitir experimentos limpios con dgentes que ddñdn el DNA. Los dn.llisis de los plásmidos 

mutdntes indicaron que Id rndyoríd de Ids mutdc¡ones erdn elimifldciones, y tdmbién se 

encontrdron ddiciones de DNA celuldr, dSr como mutdciones puntudles. Estds obsefVdciones 

(confirmadds por Sdrker el al, 1984) desacreditdron Id estrdtegid completd. 

Los investigddores tomo ron cdminos diferentes pord soluciondr el problemo. Cdlos y 

sus coldborddores encontrdron und Irned celuldr (Ad293) con una frecuencid bajd de 

mutdción espontáned (Lebkowski el al, 1984). Ellos fueron CdpoCes de generdr un 

espectro mutdciondl sobre /ae / con el vector ongindl en estdS célulds uSdndo diferentes 

mutágenos (Lebkowski el al, 1985). El vdlor de este experimento erd que los ddtos 

obtenidos con el sistemd /ae / en Escherichia coh· pudieron ser comporddos con los obtenidos 

con el mismo morCddor en célulds de humo no (Hsid el al, 1989). 

Por otro Iddo, el grupo de Seidmdn estdba interesado en poder hdcer experimentos 

en diferentes tipos de cultivos primorios y Irneds celuldres. Su estrdtegid requerrd Cdmbidr el 

diseño del vector. Su nuevd construcción contiene di pequeño gen supf, que codifiCd pdrd 

un tRNA supresor, insertddo entre el origen de repliCdción del plásmido y el gen pord Id 

resistencid d dmpicilind (Seidmon el al,· 1985). los elimindciones que inactivdrdn di 

plásmido podridn, en muchos cdSOS, haber inactivddo dlgund de estdS secuencids 

indispensdbles. El nuevo plásmido funcionó bien y Id frecuencid de mutdción espontdned 

disminuyó de 50 d 100 veces en Ids mismds célulds que hdbrd dddo tdn dltos niveles en los 

experimentos inicidles. Aporte de Id ventdjd de Id bajd frecuencid de mutdción espontáned, 

el dnálisis de Ids secuencids mutdntes se hizo mucho más rápido debido di pequeño tdmoi1o 

del gen morcddor. Este vector, IIdmodo pZ189, ha sido utilizddo por muchos grupos pord 
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Cdrdcterizdr und serie de mut~genos y cdrcin6genos (Krdemer y Seidmdn, 1989). Ld ddve 

del éxito de este vector es el pequeño tdlTldño del sitio bldnco de detecci6n de Ids 

mutdciones. El tdlTldño de este sitio fue reducido posteriormente con un pl~smido derivddo 

del pZ 189, el pSP189, el cUdl tiene uno frecuencid de mutdci6n espont~ned dún mAs bojd 

(Seidmdn, 1989). Desde dhf, vdrios grupos hon desdrrollddo otros sistemdS de tipo shuttle 

vectors (Menck et al, 1987; Koin, 1995; Chdlfie, 1994). 

111. PLÁSMIDO pSP189 

Pdrris y SeidlTldn (1992) desdrrolldron un shuttle vector pdrd estudidr Id 

mutdgénesis en célulds de mdmrfero probondo Id independencid de mutdciones idéntiCds. 

Como yd se dijo, Ids mutdciones se presentdn con lTldYor frecuencid en dlgunos sitios en un 

gen que en otros, y en Und colección de pl~smidos mutdntes de Und sold trdnsfecci6n de 

célulds de ITldmrfero, Id mislTld mutdción puede dpdrecer vdridS veces. Entonces, Ids 

mutdciones provenientes de eventos independientes no podridn ser distinguidds de Ids COpidS 

de un evento inicidl. En redliddd, el sistelTld del vector pSP189 es Und pobldci6n de 

pl~smidos, y Cddd uno contiene Und "secuencid RrlTld" de 8 pb. Estd secuencid le cOMere 

Und etiquetd de identifiCdci6n úniCd d Cddd pl~smido, y permite identifiCdr pl~smidos 

individudles por Und RrlTld distintivd. Este pl~smido (Figurd 1) se derivd del pMS189 

descrito por Seethordm y SeidlTldn, (1991). Contiene Id secuencid codifiCdnte del dntfgeno 

T y el origen de repliCdci6n SV 40, un gen de resistencid d dmpicilind (ApR) y el origen de 

repliCdci6n de pBR3 27. Tdmbién contiene el gen supf de E cah· como un ITldrCddor de 

mutdgénesis, que consiste en Und secuencid codiRCdnte del tRNA de 84 nude6tidos, un 
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termiOddor de la transcripción de 44 pb (Youo9, 1979) y un fragmento de 28 pb que 

contiene la secuencia firma de 8 pb. La secuencia firma proporciona un máximo de 2(4') 

= 131,072 posibles combinaciones dentro de la población de pl~smidos. (Parris y 

Seidmdn, 1992) 

Eedll supF 

pSP189 
5Kb 

MIJ 

An'ígencr T SV 40 

27 cm 

Figura 1. Representación esquemátiCd del pl~smido pSP 1 89. 

IV. EL GEN REPORTERO supFDE pSP189 

El gen del tRNA supresor de la mutación ~mb..r de tirosiOd de E cok; llamado 

supF(Figura 2), también identifiCddo como Su3+ o tyrT; M sido utilizado como un blanco 

mutagénico en los shuttle vedors pZ189 (Seidmdn et al, 1987; Seetharam et al, 

1987; Bredberg et al, 1987 y Ya09 et al, 1988), p3AC (Sarkar et al. 1984; 

Glazer et al, 1986; Ya09 et al, 1987) y pSP189 (BurcMm y Harbn, 1999; Jeong 

et al, 1999; Tobi et al, 1999; Tretyakova et al, 2000; Routledge, 2000; 
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Zhitkovich el di, 2001). Ld secuencid nucleotídiCd de Id Cddeno codifiCdnte del gen supF 

en pSP189 se muestrd d continudción: 

ArrrGATATGATGCGCCCCG- CAGGCCAGTAAAAGCATTACcrG _ CCATCA _ TCCG 
C-G T -A C-G 
T-A G -C T-A 
T-G G -C T-A 
C-G T -A T A 
C-G G=C CA 
C A G_C 
G A G-C 

AT G G -C TA 
CAG T crTCC A 

l ICICPT Id.J.hh ~ 
C GGGA C TT 
CAA G-CC T 
A C-G G T 

A-T T C 
G-C C A 
Al A G 
C A TC 
T A 
C A 

T 

Figurd 2. Estructurd secunddrid hipotétiCd de Id Cddeno de DNA que codifiCd pdrd el 

tRNA supF(modifiCddd de Krdemer y Seidmdn, 1989). 

Por definición, el mRNA de E cof¡ con uno mutdción Amb" tiene un codón de 

terminoción (sin sentido) UAG. El tRNA supF incorpord uno tirosino di codón de 

termindción UAG de Id Cddend (Smith, 1972 y 1976). De estd forffid supFfunciono 

como un tRNA supresor, permitiendo leer d trdvés del codón de pdro UAG, (Figurd 3). 

L.s cepds bdcteridnds que poseen mutdciones Ambdr pueden servir como indiCddords pdrd el 

_ funcionomiento de Id dctividdd de supf El erlSdyo mAs común utilizd uno cepd de E COh 

que contiene und mutdción Ambdr en el gen Id, el cudl codiHCd pdrd Id ll-gdldctosiddSd 

(Seidffidn, 1985). Estd mutdción Ambdr puede ser suprimidd in vivo por un gen supF 

dctivo, ddndo como resultddo Id síntesis de ll-gdldctosiddSd (Seidmdn, 1985). L.s 
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bdcterias se cultivan en asar con IPTG, un inductor no meta60lizable del gen /deZ, y X-sal, 

un sustrato cromosénico no inductor de ~-salactosidaSó. Así, las colonias resultantes de la 

transformación con un supf funcional serán azules, mientras que aquellas que contienen el 

Sen inactivo o pdrcialmente activo serán blancas o azul daro (Kraemer, 1989). 

tRNA"" en 1ft!. 

..... Jo E. eDIl 
con uno mutación 
mnb<r tRNA $UJ1F en lftI 

cepa de E. coll con 
una lI'\UtociÓl'l ómbar 

Fisura 3. Supresión de mutaciones ámbdr por medio de supf El tRNA supfintroduce una 

tirosina en el codón sin sentido UAG debido a la mutación que tiene en el anticodón. 

V. SECUENCIAS VNTR 

El DNA áltamente repetitivo se caracteriza por su rápida taSó de renaturalización. 

Consiste en secuencias cortas que están repetidas en copias idénticas o similares dentro del 

senoma (Kokoska, 1999). Debido a la pequeña unidad de los repetidos, a veces se le 

conoce como DNA mini satélite. Este tipo de componente se presenta en casi todos los 

senomas de eucariontes superiores, pero su composición es extremadamente variable. En 
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genomds de mamrfero se presentd dproximaddmente en un 10%, pero, por ejemplo en 

DrosopMa viri/is, se presentd alrededor del 50%. En E rolCLevinson y Gutman, 1987), 

en Saccharomyces cerevisiae (Henderson y Petes, 1992), y en mdmrferos (Weber y 

Wong, 1993) los fragmentos simples de DNA repetitivo son inestdbles, dlterdndo su 

tdmdño por adiciones o eliminaciones de pequeños números de unidddes repetidas. 

Los estudios sobre Id estdbiliddd de los miniSdtélites en bacterids y levddurds 

(reviSddo por Sid et al, 1997) y los dnálisis de mutdciones generddds durdnte Id 

repliCdción in vitro (revisado por Kunkel, 1992), muestrdn que los cambios en el número 

de repetidos son consecuencid del desprendimiento de Id polimerdSd. De acuerdo d este 

modelo, durdnte Id dupliCdción del frdgmento repetido se da una disocidción trdnsitorid entre 

Id Cddena del iniciddor y Id del molde, permitiendo und redsocidción mal dlineadd de las dos 

Cddends (Kokoskd, 1999). Debido a esto, los minisdtélites son dltdmente vdridbles. 

La repetición en t~ndem de una secuencid corta de DNA comúnmente oea und 

fracción con propiedddes ffsicas particulares, que algunos investigadores han utilizddo para 

aislana. En algunos casos, la secuencia repetitiva tiene und composición de bases distinta a la 

del genoma en general, lo que permite que se separe und ~acción debido a su densidad. 

Una fracción de este tipo es IIdmada DNA satélite (Levvin, 1997). 

Los loei de repetidos en tándem de número variable (VNTR) son marCddores 

genéticos de mucha utiliddd en los que sus alelos difieren en longitud debido a diferencias 

en el número de unidddes de una secuencid corta (secuencia núcleo) drregladas en tándem 

(de manera adYdcente und de otra). Por esta razón y debido a la presencia de cambios 

sutiles en la secuencid núcleo de un individuo d otro, los loei de VNTR comúnmente tienen 

altos niveles de heteroeigosis y un gran número de dlelos, estdS caracterfstiCds los hacen ser 

24 



mdrCddores genéticos informdtivos y herrdmientds de utiliddd en Id cienod forense (Shriver el 

al., 1993) yen el mdpeo genético (Ndkdmurd el al., 1987; Silver, 1992). A pesdr de 

Id utiliddd de los loei de VNTR, dún existen muchds preguntds sin respuestd dcerCd de sus 

meCdnismos mutdcionales y sus dinámiCds de pobldoón. Las distribuoones de Ids frecuencids 

dléliCds de los VNTR pueden estdr dfectddds por fuerzds pobldcionales y fuerzds de nivel 

moleculdr (Shriver el al., 1993). 

y d que Ids secuencids de repetidos están propensds d errores en los dlinedmientos 

durdnte el dpdredmiento de los cromosomas, Ids dgrupaciones de repetidos tienden d ser 

dltdmente polimórficas y con dmplids vdridoones de tdmaño entre los individuos. De hecho, 

dgrupaciones menores de estas secuencids pueden ser utilizddds pdrd G:Udcterizdr genoffids 

individudles por medio de Id técniCd de "DNA fingerprinting" (huelld digitdl del DNA). 

Las compardciones de Ids regiones correspondientes de secuencids simples del DNA entre 

orgdn'lsmos de Id misma especie y entre diferentes especies ddn informdci6n sobre los 

mecdnismos involucrddos en Id mdnipuldción de Ids secuencids de DNA d trdvés de Id 

evolución. (Levvin, 1997). 

Las secuencids de dlgunos VNTR tienen una frecuencid mutdoonal muy dltd, di 

contrdrio de Ids secuencids codificantes (Ogheri el al., 1997). Esto se deloe, por un Iddo, 

d Id composición de bases de los repetidos y por otrd parte, tdl vez d que Ids secuencids 

codificantes estén más protegidds por los ffieCdnismos de repardción que Ids secuencids de 

repetidos que comúnmente no codifiCdn, yd que estdS últimas no son indispensables pard Id 

sobrevivencid de los orgdnismos. 
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VI. VNTR 33.15 

Jeffreys y coldbarddores (1985d) describieron un minis.!télite corto que 

comprende cudtro repetidos en tdndem de und secuencid de 33 pb en un intrón del gen 

hUmdno de Id miogl06ind. Mostrdron que und sondd dirigidd contrd el repetido de 

mioglo6ind de 33 p6 es CdP.Z de detectdr otros miniSdtélites humdnos. Estds regiones 

comp.rten Und secuencid núdeo (core) común en Cddd uniddd repetidd, Id CUdl proporciond 

Und sondd poderoSd p.rd detectdr Ids regiones hiperVdrid61es (Jeffreys, 19856). Por medio 

de estd SOndd encontrdron und secuencid VNTR nom6rddd 33. 1 5 Id cUdl tiene 29 

repetidos de Id secuencid núdeo. L., secuencid reportddd por Jeffreys tiene dlgunos cdm6ios 

de b.ses y dos elimindciones, pero tiene Id secuencid núdeo Cdsi perfectd (Jeffreys el al., 

1985d). Estd secuencid puede vdridr en tdrTldño y composiciÓn nudeotrdiCd de individuo d 

individuo (Jeffreys' et al., 1985d, 19856 y 1988). 

VII. RADIACiÓN ULTRA VIOLETA 

El espectro luminoso db.rCd desde 100 d 800 nm. Entre los 100 y los 400 nm 

se encuentrd Id luz ultrdvioletd que se divide en tres zondS: UV-A, denominddd tdmbién 

ultrdvioletd de ondd Idrgd, de 320 d 400 nm. En condiciones de exposiciÓn norrTldl, estd 

rddidciÓn fdfdmente produce eritemd y, en Cdm6io, dctiVd Id meldnogénesis. L., zond UV-B, 
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también conocida como radiación ultravioleta de onda media, con una longitud de onda de 

290 a 320 nm, es la radiación característica propia de los efectos solares sobre la piel. La 

zona UV-C de 100 d 290 nm, también denominada de onda corta o radiación 

germicida, es totalmente fotoactiva. Es muy eritemógena y perjudicial sobre el tejido vivo, 

no representa un riesgo para la población ya que se filtra casi totalmente por la capa 

atmosférica de ozono, aunque la progresiva desaparición de dicha capa a inquietado a 

algunos investigadores por las graves lesiones outJneas que esta radiación puede producir 

(Mallo!, 1987; Garda-Patos, 1989; Wehner y Horneck, 1995). 

nm nm 
10' Efecto 

térmico I.R. luz 
800 visible 

Radioondas Efecto 
lumini-

l! 
400 

co 
lo-' U.VA 

Infrarrojo r----- 320 

y U.V.B 
lo-" Efecto ----- 280 

Sector óptico fol<>-

lO"" químico 

~ Rayos X 
U.V.C 

10-' 1\ Rayos Garnma 10-·· 

Rayos Cósmicos 100 

10-·' 

Figura 4. Localización de las radiaciones ultravioleta dentro del espectro luminoso. 
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VIII. MUTAGÉNESIS 

Se hdn hecho muchos trdb..jos sobre Id espeCificiddd mutdgéniCd de Id luz 

ultrdvioletd sobre diferentes secuencids de DNA, pdrd este tipo de trdb..jos Id longitud de 

ondd más utilizddd es de 254 nm debido d su dltd dctividdd mutdgéniCd (Moshinsky y 

Wogdn, 2000; Engldnder y Howdrd, 1997; Okdichi el al., 1992; Protic-5.bljic y 

Krdemer, 1986; Protic-Sdbljic el al., 1986d). 

Wehner y Horneck (1995) irrddidron di plásmido pUC 1 9 de E cok con 

lámpdrds de 160 y 254 nm. El plásmido pZ189 tdmbién h. sido utilizddo pdrd trdbdjos 

de mutdciones con luz UV-C d 254 nm (Seeth.rdm, el al., 1989; Moriwdki, el al., 

1994). Lebkowski el al. (1985) compdrdron Id especificiddd mutdgéniCd con luz UV-C 

en célul.s b..cterianas CE col/) y de humano. En los últimos años se h.n realizado un gran 

número de experimentos con luz UV. Podemos mencionar dlgunos, como por ejemplo: 

Sung-lim Yu el al. (2001) estudidron Id rTliInerd en que Id polimerdSd desvíd los dímeros 

cis-syn de timina Cdusddos por Id luz UV, encontrdndo principdlmente trdnsiciones C--+ T. 

Myrdnd el al. (1996) trdnsforrTlilron célulds de Xeroderma pigme:nlosum con un minigen 

CdpdZ de reestdblecer los meCdnismos de repdrdción del DNA ddñado con luz Uv. Gentil 

et al. (1996) encontrdron Ids frecuencids de mutdciones de fotoproductos Cdusddos por luz 

UV. Hdttori et al. (1996) encontrdron que el producto 8-Hidroxi-2'-deoxigudnosina se 

inaementd después de Id exposición a6niCd d Id luz UV. Muchos de estos experimentos 

hdn sido redlizddos con el fin de comprender Id rTliInerd en que Id luz UV induce los 

Cdmbios en Ids b..ses y Id rTliInerd en que estos son repdrddos. McGregor et al. (1999) 
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encontraron diferentes tipos de mutdciones inducidas con luz UV, entre célulds deficientes 

en repardción y célulds normales. Lehmann (2000) estudió la repliCdción del DNA dañado 

con luz UV encontrando una relación entre Ids DNA polimerdSds, Id mutagénesis y Id 

enfermeddd de Xeroderrna pigmenlosum. 

Con base en los dntecedentes dnteriores, surge Id necesiddd de contdr con un 

método que permitd identifiCdr fácil y rápiddmente Ids mutdciones producidas sobre und 

secuencid VNTR por diversos dgentes mediodmbientdles, yd que de esta forma se podrán 

hdcer estudios comparativos con Ids dlterdciones sobre diversas secuencias codifiCdntes. 
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OBJETIVO GENERAL 

El presente trabdjo tiene como objetivo central la generaci6n de un modelo que 

permita la detecci6n de mutaciones en una secuencia no codi~cante tipo VNTR del genoma 

humano. 

Para ello se pretenden alcanzar los siguientes objetivos particulares: 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Aislamiento del VNTR 33.15 del genoma humano. 

• Construcci6n de un modelo molecular mediante la inserci6n de la secuencia VNTR 

33.15 en el "shuttle vector" pSP189. 

• Demostraci6n de la e~ciencia del modelo mediante ensayos de mutagénesis por 

exposici6n a luz ultravioleta tipo C. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

A continudción se describen Ids técniCdS utilizddds en el presente trdb.jo. Algunds 

metodologrds están b.Sddds en el protocolo desaito por el fdbriCdnte, dqur se describen 

incluyendo Ids modifiCdciones hechdS en elldbordtorio. Cdbe resoltdr que los redctivos fueron 

en su mdyOríd de Sigmd o de Merck, los solventes fueron de Bdker y Ids enzimdS de 

restricción y de modifiCdción fueron de Gioco-BRL, d menos que se indique lo contrdrio. Ld 

prepdrdción de Ids soluciones se encuentrd en el dpéndice 1. 

l. PLÁSMIDO y CEPAS BACTERIANAS 

T dbld 2. CdrdcterístiCds relevdntes de Ids CepdS y el plásmido utilizddos. 

CEPAS DE E col; GENOllPO REFERENCIA 

DH5<I F-~80d/ad A M 1 5 A ('-"LY A-a#) U 169 Focus (1986) 8,2,9 otddo 

endA 1 red\ 1 h,dK17 (r,- m, +) der:R.th'l en, GENOME Product, 

phoA ~44 ),:gyrA96,..f\1 
Gtdlogue dnd Guide, 

1 999. ufe T ed.nolog;es, 

E.U.A 

MBM7070 F-I,cZ(Am)CA7020 la&' 1 , hsdl:, hscM+, Se;dman eta! (1985). 

ar.o139, A (araABC-leu)7679, galJ, gaK, 

""L, th;, De,;v, de MC 1 061 . 

PlASMIDO CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA 

pSP189 E~I, su,I' tRNA, secuend, f;rma, pBR327 ori, P,rri, Y Se;dman (1992). 

SV40 T.,n';9<O, SV 40 00, Ap'. Deriva de 

pMS189. 
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11. EXTRACCiÓN DE PlÁSMIDOS 

A. MAXIPREPARACIÓN POR OIAGEN 

1 . Pieór Ufld colonid freseó de Und eójd selectivd y con elld inoculdr un cultivo de 2 d 

5 mi de medio LB con el dntibiótico dpropiddo (Ampicilifld 100 !lo/mi). Incubar 

por -8 hrs. d 37°C en dgitdción vigorosd (-300rpm). 

2. Diluir el cultivo inicidl en 300 mi de medio LB selectivo pard pl~smidos con bajo 

número de copids (como pSP189). Cultivdr d 3rC por 12 d 16 hords con 

dgitdciÓn vigorOSd. El cultivo debe dbnzdr und densiddd dproximadd de 1 x 109 

célulds por mi (DOóQO=4). 

3. Empastilldr Ids célulds bacteridnds por centrifugdción d 6000 rpm en rotores SoNdl 

GSA o GS3 o Beckmdn JAlO por 15 mino d 4°C. Desechar todo el 

sobrefldddnte invirtiendo el tubo de centrifugd haStd que todo el medio haYd 

termiflddo de drendr. 

4. Resuspender Id pastilld en 1 2 mi de Buffer P 1 . 

5. Agregdr 1 2 mi de Buffer de lisis P2, mezddr SUdvemente por inversiÓn de 4-6 

veces, e incubar d temperdturd dmbiente por 5 minutos. No utilizdr vortex, yd que 

podrfdn romperse Ids eódeflds de DNA. Durdnte Id lisis, el Ifquido se vuelve 

viscoso. No permitir que Id redcción de lisis procedd por m~s de 5 mino 

6. Agregdr 12 mi de Buffer de neutrdlizdción P3 enfriddo previdmente, mezcldr 

inmedidtdmente por inversión de 4-6 veces, e incubar en hielo por 1 5 mino 
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Después de dgregdr el Buffer P3 se obseNd un precipitddo viscoso que contiene 

DNA gen6mico, proteínas, 5D5, y restos de célulds. 

7. Centrifugdr d 13,000 rpm en un rotor 50Ndll 55-34 o Beckmdn JA20 por 30 

min. d 4°C. Retirdr r~piddmente y conseNdr el sobrendddnte que contiene di 

DNA pldsmídico. L. centrifugdci6n debe hdce"e en tubos que no sedn de vidrio. 

Después de Id centrifugdci6n el sobrendddnte debe ser trdnspdrente. 

8. Volver d centrifugdr el sobrenaddnte d 13,000 rpm en un rotor 50Ndll 55-34 

por 1 5 min. d 4°C. Ouitdr r~piddmente y conseNdr el sobrenaddnte que contiene 

el DNA pldsmídíco. Alterndtivdmente, Id muestrd puede ser paSddd d través de un 

papel filtro plegddo y previamente humedecido. Estd Segundd centrifugdci6n debe 

realiza"e para evitdr que el DNA lleve partículas suspendidas que puedan tapar la 

columna de OIAGEN. 

9. Equilibrar la columnd OIAGEN-tip 100 con 4 mi de Buffer OBT, y dejdr que 

Auyd por Id columna por grdveddd. 

10. Agregdr 12 mi del sobrenad~nte del paso 8 d Id columnd y permitir que entre d Id 

resind por grdveddd. 

11 . Ldvdr Id columnd con 10 mi de Buffer OC dos veces. 

12. Eluir el DNA con 5 mi de Buffer OF. Colectdr Id eluci6n en un tubo de 

miaocentr1fugd. 

1 3 . Volver d Idvdr Id columnd con 1 O mi de OC y repetir desde el paso 9 dos veces 

m~s para paSdr todo el sobrenddante. 

14. Precipitdr el DNA dgregdndo 0.7 volúmenes de isopropanol d temperdturd 

dmbiente. Mezddr y centrifugdr inmediatdmente d 9,500 rpm en un rotor SoNdll 
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55-34 por 30 min a 4°C. DeCóntar el sobrenadante cuidadosamente. La pastilla 

tiene un dSpecto vidrioso y es posible que no se ved, dsí es que se tiene que 

marCór el tubo del lado donde quedara la pastilla, antes de centrifugar. 

1 5. Lavar la pastilla de DNA con 2 mi de etanol al 70%, y centrifugar a 11,000 

rpm en un rotor Sorvall 55-34 por 10 mino Deúlntar el sobrenadante con cuidado 

de no resuspender la pastilla. El etanol remueve las sales precipitadas y hace que el 

DNA sea rndS f~cil de disolver. Un segundo lavado con etanol di 70% puede 

mejorar los resultados para apliCóciones rndS sensibles como secuencidci6n o 

transfecci6n. 

16. Dejar Seúlr la postilla por 5-10 mino y redisolver el DNA en el volumen 

conveniente de buffer (TE, pH 8.0, o Tris-C!, pH 8.5) o agua de ampoyeta. 

B. MlNIPREP CON TS-ELT 

1 . Inocular una colonia de bacterias E cok' que contienen el pl~smido en 4 mi de 

medio LB con Ampicilina (100 Ilg/ml). Incubar a 3rC en agitaci6n toda la 

noche. 

2. Centrifugar el cultivo que est~ en fase estacionaria, en una microcentrffuga 

Eppendorf a 12,000 rpm por 5 mino 

3. Retirar el sobrenadante con una trampa de vado con cuidado de no absorber la 

pastilla. 

4. Resuspender la pastilla en 200 111 de Buffer T5 usando vorte><. 

5. Agregar 200 111 de soluci6n ELT y agitar suavemente. 
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6. Dejdr 5 mino d temperdturd dmbiente. 

7. Incubdr 15 mino d 70°C. 

8. Centrifugdr 30 mino d 12,000 rpm en und microcentrífugd Eppendorf, d 

temperdturd dmbiente. 

9. Desechdr Id pastilld, retirándold con un palillo estéril y dgregdr di sobrenaddnte un 

volumen de Id solución PEG/NdCI. 

10. Mezcldr SUdvemente por inversión e incubdr 20 mino d temperdturd dmbiente. 

11 . Centrifugdr no más de 3 mino d 12,000 rpm en microcentrífugd Eppenclorf d 

temperdturd dmbiente. 

12. Elimindr Id sobrenaddnte utilizdndo una trdmpa de vddo, teniendo cuidddo de no 

dbsorber Id pastilld de DNA. 

13. Volver d centrifugdr 10 segundos d 12,000 rpm y dspirdr haStd Id última gOtd del 

sobrendddnte, esta vez con una pipeta Pdsteur con Id puntd adelgdzadd. 

14. Resuspender Id pastilld en 50 ¡.¡I de H20 de dmpoyetd o TE, dgregdr 50 ¡.¡I de 

cloroformo y dgitdr vigorosdmente en vortex por 1 5 segundos. 

1 5. Centrifugdr 5 min d 12,000 rpm. 

16. Recuperdr Id fdse dCUOSd (superior) y gUdrddr d 4°C. 

111. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

1 . Prepardr dgdrosd en buffer T AE 1 X d Id concentrdción deseddd, dependiendo del 

tdmdño de los frdgmentos que se deseen resolver. En el presente trdbdjo se 

utilizdron geles di 1 %, di 1 .2% y di 1 .5% (R"v). 
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2. Agregar 1 O ~I de Bromuro de Etidio (10 ms/ml) por Cdda 100 mi de agarosa y 

mezclar. 

3. Disolver la agaroSd calentando en una parrilla o en un horno de microondas y 

agitando frecuentemente hasta que se solubilice y quede transparente. 

4. Vertir la agaroSd en un Cdrro para electroforesis que contenga el peine con el 

número de pozos requeridos. 

5. Al solidiNCdr la agarosa, retirar el peine y coloCdr el gel en la cdmara de 

electroforesis asegurando que los pozos queden del lado del ánodo. 

6. Una vez solidifiCdda la agaroSd, colOCdr Buffer T AE 1 X, de manera que cubra 

todo el gel. 

7. Mezclar las muestras con el Buffer de carga (2).11 por Cdda 10).11 de muestra). 

8. Colocar las muestras en los pozos y apliCdr de 70 a 100 V., dependiendo de la 

concentrdci6n del gel. 

IV. RESTRICCiÓN ENZIMATICA DE pSP189 

A. CORTE CON Hix:l11I 

1. CoIOCdr 1 ).1g de pSP189 dislddo por miniprep TS-ELT. 

2. Agregdr 1 ~I de 10X Buffer de reacci6n 2 de GIBCO-BRL. 

3. Agregdr 1 ~I de enzima Hn:J1I1 (1 O U/~I) de GIBCO-BRL. 

4. Ajustdr con H,O de ampoyetd a 1 O ~1. 

5. Incubar por dos horas d 37°C en un termoblock. 
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2. AsreSdr 10 ¡¡I de Bromuro de Etidio (1 O mglml) por úldd 1 00 mi de dSdrOSd y 

mezcldr. 

3. Disolver Id dSdroSd cdlentdndo en Und pdrrilld o en un horno de microondds y 

dsitdndo frecuentemente hdstd que se solubilice y quede trdnSpdrente. 

4. Vertir Id dSdrosd en un úlrro pdrd electroforesis que contenSd el peine con el 

número de pozos requeridos. 

5. Al solidiHúlr Id dSdroSd, retirdr el peine y colO0lr el seI en Id cJmdrd de 

electroforesis dsegurdndo que los pozos queden dellddo del ánodo. 

6. Und vez solidifiúldd Id dSdrOSd, coloúlr Buffer T AE 1 X, de mdnerd que cubrd 

todo el seL 

7. Mezcldr Ids muestrds con el Buffer de úlrSd (2 ¡¡I por úldd 10 ¡¡I de muestrd). 

8. ColO0lr Ids muestrds en los pozos y dpliúlr de 70 d 100 V., dependiendo de Id 

concentrdci6n del seL 

IV. RESTRICCIÓN ENZIMATICA DE pSP189 

A. CORTE CON Hix::llll 

1 . Coloúlr 1 ¡¡S de pSP189 dislddo por miniprep TS-EL T. 

2. Asregdr 1 ¡¡I de 10X Buffer de redcei6n 2 de GIBCO-BRL. 

3. Asregdr 1 ¡¡I de enziffid HIXlIII (10 lJ/¡¡1) de GIBCO-BRL. 

4. Ajustdr con H,O de dmpoyetd d 10 ¡¡L 

5. Incub." por dos hords d 3rC en un termoblock. 
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6. ObseNdr medídnte electroforesís en gel de dgdroSd o gUdrddr d 4°C. 

B. CORTE CON EcoRl 

1 . CoIoCdr 1 Ilg de DNA díslddo por míníprep TS-EL T. 

2. Agregdr 1 111 de 10X Buffer de redcci6n 3 de GIBCO-BRL. 

3. Agregdr 1 111 de enzímd EcoRl (10 UlIlI) de GIBCO-BRL. 

4. Ajustdr con H,O de dmpoyetd d 10 111. 

5. Incub.r por dos hords d 3rC en un termoblock. 

6. ObseNdr medídnte electroforesís en gel de dgdrOSd o gUdrddr d 4°C. 

C. CORTE CON M/J 

1. CoIoCdr 5 Ilg de pSP189 díslddo por Mdxíprep QIAGEN. 

2. Agregdr 1 111 de 10X Buffer de redcci6n 3 de GIBCO-BRL. 

3. Agregdr 1 111 de enzímd M/J (10 U/Ill) de GIBCO-BRL.. 

4. Ajustdr con H,O de dmpoyetd d 20 111. 

5. Incub.r por dos hords d 3rC en un termoblock. 

6. ObseNdr medídnte electroforesís en gel de dgdrOSd o gUdrddr d 4°C. 
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v. DESFOSFORILAClÓN 

Pdrd evitdr que el pldsmido pSP189 cortddo con MIJ se VUelVd d religdr, se 

tienen que elimiOdr los fosfdtos de los extremos 5'. 

1. Digerir el DNA (10-20 Jlg) con MIJ como se indicó dnteriormente. 

2. CUdndo Id digestión esté completd, extrder Id muestrd con fenal-cloroformo: 

;) Agregdr un volumen de und solución de 1 : 1 fenal-cloroformo. 

i;) Centrifugdr 5 min d 12,000 rpm y recuperdr el sobrendddnte 

cuidddosdmente. 

ii;) Precipitdr el DNA con 0.6 volúmenes de isopropdnol. 

3. Precipitdr el DNA con tres valúmenes de EtOH (95-100%) por 15 min. d 

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

en uOd microfuga convencional. Lavar dos veces la pastilla con EtOH al 70% y 

redisolver en 90 JlI de Tris 10mM, pH 8.3. Sepdrdr une allcuotd de DNA 

(200 ns) y guardar a _20°C 

4. Al resto de DNA adicioOdr el Buffer 10X CIAP, dgUd y 1 JlI de FosfatdSd 

AICdliOd (Calf IntestiOdI Alkaline Phosphdtdse 1 U/1 00 pmal de fosfatos). Incubar 

por 30 min d 3rC 

5. Al termiOdr el periodo de incubación ddiciondr 300 JlI de ClAP Stop Buffer y 

mezcldr bien. 

6. Indctivar la CIAP por Cdlentamiento d 65°C por una hora (o 10 min a 75°C) 

en presencia de 5 mM EDT A, pH 8. 
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7. Purificdr el DNA desfosforilddo por extrdcción con Fenol-Cloroformo (ver drillo.). 

8. Adiciondr 0.1 volúmenes de 3 M de Acetdto de Sodio, pH 5.2 y 2.5 

volúmenes de EtOH dbsoluto y mezcldr bien. GUdrddr O°C por 1 5 minutos y 

recuperdr el DNA por centrifugdción d 12.000 rpm por 10 minutos d 4°C en 

Urld m¡crofugd convenciondl. 

9. L"vdr Id pdstilld con EtOH di 70% d 4°C. 

10. Redisolver el DNA precipitddo en TE, pH 7.6 d und concentrdción de 100 

¡.tVml. Guarddr dlícuotdS d _20°C. 

Notd: Lds Cdntidddes de ClAP requeridds y Ids condiciones de inculo.ción vdrídn 

dependiendo del tipo de extremos dejddos por Id enzimd de restricción. Pdrd Id terminación 

protuberdnte se requiere 30 minutos d 37°C pdrd su incubdción. Pdrd Id termindción lisd se 

requiere 1 LV2pM y se inculo. 15 minutos d 37°C, posteriormente se ddiciond otrd 

dlícuotd de CIP y se vuelve d inculo.r por 45 minutos d 55°C. 

VI. CORTE DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACiÓN CON MIJ 

Se siguió el mismo protocolo que di cortdr pSP189, pero en este CdSO se dejó Id 

muestrd cortdndo con 1 ¡.tI de MIJ durdnte 16 hrs. d 3rc. A Ids 16 hrs. se dgregó 1 

¡tI más de MIJ y la muestrd se quedó d 3 rc haStd cumplir Ids 24 hrs., pues dún cudndo 

a ·105 iniciadores se les agregdron 3 lo.ses más en los extremos, el corte con MIJ es poco 

eficiente (alrededor de un 50% de acuerdo con el frabriCdnte). 
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7. Purificdr el DNA desfosforilddo por extrdcci6n con Fenal-Cloroformo (ver drriba). 

8. Adiciondr O 1 volúmenes de 3 M de Acetdto de Sodio, pH 5.2 y 2.5 

volúmenes de EtOH dbsoluto y mezcldr bien. GUdrddr O°C por 1 5 minutos y 

recuperdr el DNA por centrifugdci6n d 1 2.000 rpm por 1 O minutos d 4 oC en 

und microfugd convenciondl. 

9. Lavdr Id pdstilld con EtOH di 70% d 4°e. 

10. Redisolver el DNA precipitddo en TE, pH 7.6 d Ufld concentrdci6n de 100 

",Vml. GUdrddr dlícuotdS d _20°e. 

Notd: Las Crlntidddes de CIAP requeridds y Ids condiciones de Incubaci6n vdrídn 

dependiendo del tipo de extremos dejddos por Id enzima de restricci6n. Pdrd Id termifldci6n 

protuberdnte se requiere 30 minutos d 3rC pdrd su incubaci6n. Pdrd Id termifldci6n liSd se 

requiere 1 U!2pM y se incuba 15 minutos d 37°C, posteriormente se ddiciond otrd 

dlícuotd de CIP y le vuelve d incubar por 45 minutos d 55°e. 

VI. CORTE DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACiÓN CON MIJ. 

Se sigui6 el mismo protocolo que di cortdr pSP189, pero en este CrlSO se dej6 Id 

muestrd cortdndo con 1 ",1 de MIJ durdnte 16 h". d 3re. A Ids 16 h". se dgreg6 1 

",1 más de MIJ y Id muestrd se qued6 d 3rC hdStd cumplir Ids 24 h"., pues dún cudndo 

a'los iniciadores se les dgregaron 3 bases más en los extremos, el corte con MIJ es poco 

eficiente (dlrededor de un 50% de dcuerdo con el frdbriCrlnte). 
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VII. PURIFICACiÓN DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACiÓN 

Se empleó el kit de purifiCdción OIAquick (OIAGEN). Este kit sirve Pdrd 

frdgmentos de Cddend sencilld o doble. Todos los Pdsos de centrifugdción fueron d 13,000 

rpm en una microcentrffugd convenciondl. 

1 . Agregdr 5 volúmenes de Buffer PB por un volumen de redcción de PCR y meZcldf. 

2. CoIOCdr Und columnd de spin de OIAquick en un tubo Pdrd colectdr de 2 mI. 

3. Pdrd unir el DNA, dpliCdr Id muestrd d Id columnd OIAquick y centrifugdr por 30-

60seg. 

4. Desechdr el líquido que Pdsó d trdvés de Id columnd y volver d colOCdr Id columnd 

en el mismo tubo. 

5. Pdrd Idvdr, dgregdr 0.75 mI. de Buffer PE sobre Id columnd OIAquick y centrifugdr 

por 30-60 seg. 

6. Desechdr el líquido que sdlió y volver d coloCdr Id columnd en el mismo tubo. Pdrd 

desechdr el completdmente el EtOH del Buffer PE, centrifugdr Id columnd por un 

minuto ddiciondl d maxim. veleciddd. 

7. ColoCdr Id columnd dentro de un tubo Pdrd centrrfugd de 1 .5 mI. 

8. Pdrd eluir el DNA, dgregdr 50 /11 de Buffer EB di centro de Id membrdnd 

OIAquick y centrifugdr Id columnd por 1 min. Alterndtivdmente, Pdrd incrementdr 

Id concentrdción de DNA dgregdr 30 /11 del Buffer EB di centro de Id membrdnd 

de OIAquick, dejdr reposdr Id columnd por 1 min. y después centrifugdr 1 min. 
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Notd: Ld eficiencid de Id elución depende del pH. Ld mdximd diciencid de elución 

se dd entre pH 7. O y 8.5. El DNA purifiCddo tdmbién puede eluírse con dgUd, pero hdY 

que dsegurdrse de que el pH esté en este rdngo; o con TE pero el EDT A puede inhibir 

redcciones enzimdtiCds subsecuentes. El DNA debe dlmdcendrse d _20°C yd que se 

degrddd en dusencid de buffer. 

VIII. LIGACIÓN 

Pdrd Id ligdción se tienen que tomdr en cuentd los siguientes controles: 

... Vector sin inserto, cortddo y desfosforilddo. 

J.. Vector sin inserto, cortado y desfosforilddo, rnlIs I¡gdsa. 

... Vector superenrollddo (sin cortdr). 

y el problemd: 

Vector cortddo y desfosforilddo, mds inserto, mds ligdsd. 

Fue necesdrio diluir el pldsmido d 100 ng/",I y pord Id ligdción se tomó 1 ",1. Del 

frdgmento se obtuvieron 27 ",/ de Id purifiCdción, dproximdddmente 5 ng. Como erd muy 

poco se utilizdron los 27 ",1. 
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Notd: L.. eficiencid de Id elución depende del pH. Ld mdximd eficiencid de elución 

se dd entre pH 7.0 y 8.5. El DNA purifiCddo tdmbién puede elufrse con dgUd, pero hdY 

que dsegurdrse de que el pH esté en este rdngo; o con TE pero el EDT A puede inhibir 

redcciones enzim.ltiCds subsecuentes. El DNA debe dlmdcendrse d -20°C yd que se 

degrddd en dusencid de buffer. 

VIII. LIGACiÓN 

Pdrd Id ligdción se tienen que tomdr en cuentd los siguientes controles: 

J.. Vector sin inserto, cortddo y desfosforilddo. 

J.. Vector sin inserto, cortddo y desfosforilddo, m.ls ligdsd. 

J.. Vector superenrollddo (sin cortdr). 

y el problerlld: 

Vector cortddo y desfosforilddo, m.ls inserto, mds ligdSd. 

Fue necesdrio diluir el pldsmido d 100 ng/"I y pard Id ligdción se tomó 1 J.l1. Del 

frdgmento se obtuvieron 27 J.l1 de Id purifiCdción, dproximdddmente 5 ng. Como erd muy 

poco se utilizdron los 27 J.l1. 
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pSP189/MIJ/CIAP (100 ngI~l) 

Inserto de DNNMIJ 

Buffer de ligdción 5X 

T 4 DNA ligdsd (25U/~1 de DNA) 

Agud d 

1 ~I 

27 ~I 

7 ~I 

1 ~I 

36 ~I 

La ligdción se dejd todd Id noche, dproximdddmente 16 hrs. d 4°C. 

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

1 . Sembrdr Id dond bacteridna que se desed conservdr en 2 mi de medio LB con 100 

~g/ml de ampicilina y dejar crecer toda la noche en agitaciÓn a 37°C. 

2. ColOCdr 200 ~I de glicerol estéril di 30% en medio LB con dmpicilina (100 

~g/ml) y 800 ~I del cultivo bacteridno. 

3. Mezcldr en vortex. 

4. ColOCdr rápiddmente en nitrógeno líquido o en hielo seco con dlcohol. 

5. Almdcenar d _70°C, en un ultrdcongelddor; o en nitrógeno líquido. 

Notd: pord recuperdr Ids cepas conservddds en glicerol, simplemente se introduce el 

dSd de siembrd di rojo vivo en el vidl toddvíd congelddo y lo que se extrdigd se estríd sobre 

una Cdjd de LB con el dntibiótico dpropiddo. El vidl puede regresdrse inmedidtdmente d Id 

ultrdcongeldción después de uSddo. 
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pSP189/MlJ/CIAP (100 ngI~l) 

Inserto de DNN MIJ. 

Buffer de ligación 5 X 

T 4 DNA ligasa (25U/~1 de DNA) 

Agua a 

1 ~I 

27 ~I 

7 ~I 

1 ~I 

36 ~I 

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

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

1 . Sembrar la dona bacteriana que se desea conservar en 2 mi de medio LB con 100 

~g/ml de ampicilina y dejar crecer toda la noche en agitación a 3rc. 
2. Colocar 200 ~I de glicerol estéril al 30% en medio LB con ampicilina (100 

~g/ml) y 800 ~I del cultivo bacteriano. 

3. Mezclar en vortex. 

4. Colocar rápidamente en nitr6geno Ifquido o en hielo seco con alcohol. 

5. Almacenar a _70°C, en un ultracongelador; o en nitr6geno líquido. 

Nota: para recuperar las cepas conservadas en glicerol, simplemente se introduce el 

aSd de siembra al rojo vivo en el vial todavfa congelado y lo que se extraiga se estrfa sobre 

una caja de LB con el antibiótico apropiado. El vial puede regresarse inmediatamente a la 

ultracongelación después de usado. 
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X. PREPARACiÓN DE BACTERIAS COMPETENTES 

1 . Cultivdr por todd Id noche Id cepa d trdnsforrTldr en medio SOB compementado 

con MgSO, 10 mM. 

2. Inoculdr 500 ¡tI de este precultivo en 50 mi de medio SOB complementddo con 

MgSO, 10 mM. 

3. Incubdr d 3rC en dgitdción moderddd hdstd dlcanzdr und DOsso = 0.3. 

4. Trdnsferir el cultivo d tubos estériles Fdlcon (frfos) y dejdr 10 min. en hielo. 

5. Centrifugdr d 2,500 rpm en rotor SoNdl $$-34 por 12 min d 4°e. 

6. Eliminar OJidddOSdmente el sobrenaddnte voltedndo el tubo sobre un papel hdstd 

que drene bien. 

7. Resuspender cuidddosdmente Id pastilld en 1 6 mi de buffer RF 1 e inrubar en hielo 

15 min. 

8. Centrifugdr d 2,500rpm en rotor$oNdl $$-34 por 12 min d 4°e. 

9. Elimindr el sobrendddnte y resuspender Id pdstilld en 4 mi de buffer RF2. 

10. Distribuir en volúmenes de 200 ¡tI - 1 mi en tubos estériles pre-enfriddos. 

11 . Utilizdr dntes de 24 hords conseNdncle d 4°C o congeldr d _80°e. 
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XI. TRANSFORMACiÓN DE BACTERIAS 

1 . ColOCdr 200 ¡tI de bdcterids competentes con 1 ¡tI de plásmido diluído (de 1· 

10ng de DNA) en un tubo Eppendorf estéril. Esto se hoce en hielo y se enfríd 

por 20 min. 

2. Incubor d 42°C por un minuto y medio. 

3. Incubor en hielo por 5 min. 

4. Agresdr 800 ¡ti de medio SOC e incubor en dg·,tdción d 3 rc durdnte 45 min. 

s. Espotuldr 50 ¡tI en und Cdjd de LB con dntibiótico (Ampicilino 100 .us/ml). 

6. Centrifugdr d 12,000 rpm, durdnte 10 ses. DeCdntdr el sobrenoddnte y 

resuspender Id postilld en el poco medio que quedd en el tubo (50. 1 00 ¡tI). 

Espotuldr como se indicó. 

7. ColoCdr Ids CdjdS en und incubddord d 3rC por todd Id noche (dproximdddmente 

16 h".) y después ponerlds d 4°C pord evitdr que Ids clonds oezCdn demasiddo. 

XII. EXTRACCiÓN DE DNA DE UN GEL DE AGAROSA 

El kit de GENECLEAN (Bi0101) sirve pord purifiCdr DNA de uno bondd 

espec~iCd de un gel de dgdrOSd con buffer T AE. 

1 . Cortdr Id bondd del gel de dgdrosd con uno novdjd. Esto tiene que hdcerse sobre 

un trdnsluminodor de luz UV. Deben uSdrse lentes especidles pord proteser los ojos 
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y debe hdcerse lo mJs rápido posible pord evitdr ddñas por Id luz UV y de 

preferencid utilizdr luz UV de ondd Idrgd. 

2. Agregdr 3 volúmenes de solución Ndl e incubor d 55°C hdstd derretir el gel. 

3. Agregdr 1 5 1'1 de suspensión de perldS de vidrio Gldssmilk. 

4. Incubor d 4°C por 20 mino 

5. Empostilldr el complejo DNA-Gldssmilk (10,000 rpm, 5 ses). 

6. Desechdr el sobrendddnte. 

7. Agregdr 1 mi de buffer de Idvddo Nevv W dsh. 

8. Centrifugdr como dntes y desechdr el sobrenoddnte. 

9. Repetir posos 7 y 8. 

10. Resuspender en 20 1'1 de H,O de dmpolletd o TE pord elufr el DNA. 

11 . Centrifugdr 5 seg y resCdtdr el sobrendddnte con mucho cuidddo de no trder 

consigo Ids perlds. Se pueden repetir los posos 10 y 11 pord recuperdr uno mdyor 

Cdntiddd del frdgmento purifiCddo. 

NOtd: L.s perldS Gldssmilk tienen Id CdpdCiddd de unir 1. mg de DNNml de 

Gldssmilk. El Buffer Nevv Wdsh pH 7.0-8.0 remueve Ids sdles de Id postilld de DNA y 

Gldssmilk sin desprender di DNA. Se pierde menos del 1 % del DNA en los posos de 

Idvddo. 

XIII. MUTAGÉNESIS CON LUZ ULTRA VIOLETA 
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y debe hdcerse lo más rápido posible Pdrd evitdr ddños por Id luz UV y de 

preferencid utilizdr luz UV de ondd Idrgd. 

2. Agregdr 3 volúmenes de solución Ndl e incubor d 55°C hdstd derretir el gel. 

3. Agregdr 15 J.II de suspensión de perlds de vidrio Gldssmilk. 

4. Incubor d 4°C por 20 mino 

5. EmPdstilldr el complejO DNA-Gldssmilk (10,000 rpm, 5 seg). 

6. Desechdr el sobreOdddnte. 

7. Agregdr 1 mi de buffer de Idvddo Nevv W dsh. 

8. Centrifugdr como dntes y desechdr el sobrendddnte. 

9. Repetir Pdsos 7 y 8. 

10. Resuspender en 20 J.II de H,O de dmpolletd o TE Pdrd eluír el DNA. 

11. Centrifugdr 5 seg Y resCdtdr el sobreOdddnte con mucho cuidddo de no trder 

consigo Ids peddS. Se pueden repetir los posos 10 y 11 pard recuperdr una mdyor 

Cdntiddd del frdgmento purifiCddo. 

NOtd: L..s perldS Gldssmilk tienen Id Cdpdciddd de unir 1. mg de DNNml de 

Gldssmilk. El Buffer Nevv Wdsh pH 7.0-8.0 remueve Ids Sdles de Id Pdstilld de DNA y 

Gldssmilk sin desprender di DNA. Se pierde menos del 1 % del DNA en los Pdsos de 

Idvddo. 

XIII. MUTAGÉNESIS CON LUZ ULTRA VIOLETA 
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Antes de llevar a úlbo esta técniúl se tiene que hacer una curva patrón irradiando 

a diferentes intensidades para encontrar la más adecuada. 

1. ColOCclr en un pequeño plato de plástico 50 ~I del DNA (-O. 3 ~o/~I) que 

será mutagenizado. El plato debe estar sobre una úlma de hielo. 

2. ColOCclr el DNA dentro del Crosslinker, que es una cámara con luz UV regulable. 

3. Irradiar a la intensidad elegida, durante el tiempo predeterminado. 

4. Después de irradiar el DNA, transformar bacterias competentes MBM7070. 

5. Espatular en las úljas de LB/AplOo/IPTG/X-Gal. Incubar toda la noche a 37°C. 

6. Al dra siguiente, analizar las úljas en busúl de transformantes. 

XlV. SECUENCIACIÓN 

Para la secuenciaci6n se utiliz6 el kit ABI Prism BigDye Terminator (Applied 

Bisystems). Para la purifiúlción del DNA que se va a secuenciar se utilizaron columnas 

CENTRI-SEP (Princeton Separations). 

A. REACCIÓN CON "BIG-DYE TERMINATOR" 

El Kit de Big Dye contiene la enzima para secuenciar DNA polimeraSd AmpliTaq 

FS. Esta enzima es una variante de la DNA polimeraSd de Thermus aquati= que contiene 

una mutación puntudl en el sitio dctivo. Estd mutdción permite una menor discrimindción 

contra los dideoxinucleótidos, lo que conduce a una mejor intensidad de los picos. Esta 

enzima también tiene otra mutación que elimina la actividad de nueleasa de 5' ~ 3'. La 
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Antes de llevar a cabo esta técnica se tiene que hacer una curva patrón irradiando 

a diferentes intensidades para encontrar la rWs adecuada. 

1. Colocar en un pequeño plato de plást"lco 50 1'1 del DNA (-0.3 1'0/1'1) que 

será mutagenizado. El plato debe estar sobre una cama de hielo. 

2. Colocar el DNA dentro del Crosslinker, que es una cámara con luz UV regulable. 

3. Irradiar a la intehsidad elegida, durante el tiempo predeterminado. 

4. Después de irradiar el DNA, transformar bacterias competentes MBM7070. 

5. Espatular en las cajas de LB/Ap'°°/IPTGIX-Gal Incubar toda la noche a 3rc. 
6. Al dra siguiente, analizar las cajas en busca de transformantes. 

XIV. SECUENCIACIÓN 

Para la secuencidci6n se utilizó el kit ABI Prism BigDye Terminator (Applied 

Bisystems). Para la purificación del DNA que se va a secuenciar se utilizaron columnas 

CENTRI-SEP (Princeton Separations). 

A. REACCiÓN CON "BIG-DYE TERMINATOR" 

El Kit de Big Dye contiene la enzima para secuenciar DNA polimeraSd AmpliT aq 

FS. Esta enzima es una variante de la DNA polimeraSd de Thennus aquaticus que contiene 

und mutdci6n puntudl en el sitio dctivo. Estd mutaci6n permite una menor discriminaci6n 

contra los dideoxinudeótidos, lo que conduce a una mejor intensidad de los picos. Esta 

enzima también tiene otra mutación que elimina la actividad de nudeasa de 5' ~ 3'. La 
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técniCd consiste en una reacción de PCR con nudeótidos marCddos con Rodaminas que al 

ser leídos por el instrumento de secuenciación ASI Prism 310 Genetic Analyzer se exitan 

con un laser de iones de argón y después son interpretados como picos de diferentes 

colores dependiendo el nucleótido. 

Se recomiendan las siguientes Cdntidades y los siguientes ciclos pero estos pueden 

variar dependiendo del tipo de seouencia. Se colOCdn 50 . 100 ng de DNA, 1 ~I de 

primer (100 ng/~I), 8 ~I de Bis Dye Terminator Reaction (que contiene todos los 

componentes necesarios, incluyendo a la enzima) y se ajusta con agua a 20 ~I. Después se 

lleva a cabo la siguiente reacción de PCR: 

1 Ciclo 

250;';" { 

1 Ciclo 

2 min. 

1 O seg. 

5 seg. 

4 min. 

4 min. 

S. PURIFICACiÓN POR COLUMNAS DE "CENTRI·SEP" 

1 . Dar pequeños golpes a la columna para asegurar que el gel seco se deposite en la 

parte de abajo. 

47 



2. Quitdr Id tdpa de drriba y dgregdr 800 JlI de H.Q inyectdble y dejdr repoSdr d Id 

columna colOCddd verticalmente por lo menos 2 hords dntes de procesar Id muestrd. 

3. Quitdr Ids burbujds del gel de Id columnd invirtiéndold o dándole pequeños golpes. 

Dejdr Id columna repoSdr hdstd que se dsiente el gel. 

4. Después de que el gel esté dsentddo y libre de burbujds hay que quitdr Id tdpa de 

dbajO. 

5. Dejdr que drene el exceso de fluido por grdveddd (dproxirTklddmente 200-250 

Jll). Si el líquido no fluye hdY que dplicar un poco de presión con un bulbo de 

Idtex pard pipetd pdSteur. CUdndo termine de fluir se desecha el líquido. 

6. Centrifugdr Id columna ddentro de un tubo de 2 mi d 750 X g (Microcentrffugd 

SONdll a 2,700 rpm) por 2 mino Es muy importdnte marcar Id orientdción para 

posteriomnente volver a centrifugdr la columna con la misrTkl orientación. 

7. Aproximdddmente se recuperdrán 300 JlI, éstos deben desecharse di igUdl que el 

tubo. El gel no debe secarse, asr es que Id muestrd se tiene que procesar en los 

siguientes minutos. 

8. Sujetdr la columna d contrd luz. Trdnsferir los 20 JlI de Id reacción de PCR con el 

Big Dye T erminator a Id parte de arriba del gel. Con mucho cuidado la muestrd 

tiene que colocarse exactamente en el centro de la columna y sin tocar la superHeie 

del gel. 

9. ColOCdr la columna en un tubo eppendorf para colectar la muestra y colocarlos en 

la microcentrfluga. Mantener la misma orientación que en la centrifugación dnterior. 

El punto mdS elevado del gel tiene que colOCdrse hacia afuera. Centrifugar 2 mino a 

la misma velocidad. Desechar la columna. 
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10. L.. muestra colectada en el eppend~rf se seca en una centrífuga con vddo (speed­

vac). 

11 . Procesar Id muestrd en el dpardto de ABI Prism pard secuencidr. 

xv. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE p-GALACTOSIDASA 

A continudciÓn se muestrd Id técnica con Ids modifiCdciones hech..s d Ids técniCds 

descritds por Miller (1972) y Sdmbrook et al. (1989) con Ids cUdles se obtuvieron 

resultddos positivos. 

1. Cultivar las bacterias en medio LB/Ap'oo e IPTG 2 mM. Cultivar un control con 

dntibiÓtico sin IPTG. Dejdr en incubadord d 3rC toda Id noche. 

2. Diluir el cultivo 1 :50 en el mismo medio con dntibiÓtico e IPTG. El control se 

diluye en medio sin IPTG. Incubar dproximdddmente 3 hrs. (ODooo 0.3--0.7) 

pard que las célulds estén en fdse exponencial. 

3. Colocar en hielo. Mezcldr 0.5 mi del cultivo celuldr con 0.5 mi de buffer Z. 

Agregdr 2 gOtdS de cloroformo y und gota de SDS di 0.1 %. Agitar en vortex por 

10 seg. e incubar d 28°C por 5 min. 

4. Agregdr 0.2 mi de ONPG en medio A (4 mg/ml) di cultivo prepdrado en el 

paso dnterior. Agitar y dejdr repoSdr. T Offidr el tiempo de redcciÓn desde que se 
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10. Ld muestrd colectddd en el eppend~rf se seCd en Und centrífugd con Vdcío (speed. 

VdC). 

11 . Procesdr Id muestrd en el dpdrdto de ABI Prism pdrd secuencidr. 

xv. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE ~·GALACTOSIDASA 

A continudción se muestrd Id técniCd con Ids modifiCdciones hech..s d Ids técniCds 

descritds por Miller (1972) y 5dmbrook et al (1989) con Ids cUdles se obtuvieron 

resultddos positivos. 

1. Cultivdr Ids bacterids en medio LB!Ap")() e IPTG 2 mM. Cultivdr un control con 

dntibiótico sin IPTG. Dejdr en incubadord d 37"C todd Id noche. 

2. Diluir el cultivo 1 :50 en el mismo medio con dntibiótico e IPTG. El control se 

diluye en medio sin IPTG. Incubar dproximaddmente 3 hrs. (OD600 0.3-0.7) 

pdrd que Ids célulds estén en fdse exponencidl. 

3. ColOCdr en hielo. Mezcldr 0.5 mi del OJltivo celuldr con 0.5 mi de buffer Z. 

Agregdr 2 gotdS de cloroformo y und gOtd de SDS di O. 1 %. Agitdr en vortex por 

10 seg. e incubar d 28°C por 5 mino 

4. Agregdr 0.2 mi de ONPG en medio A (4 mg/ml) di cultivo prepdrddo en el 

pdso dnterior. Agitdr y dejdr repoSdr. T omdr el tiempo de redccíón desde que se 
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dgregd el ONPG hdstd que dparezCd un color dmdrillo. Detener Id redcción 

dgregdndo 0.5 mi de Nd,CO, 1 M. 

5. Después de pardr Id redcción, determinar Id dbsorbancid de los cultivos d 600 nm. 

Posteriormente leer Id densiddd óptiCd d 420 nm y d 550 nm. La lecturd d 550 

nm es pard corregir el ruido OCdsionado por Ids partfculds de Ids célulds que fueron 

lisddds. 

6. Posteriormente se Cdlculdn Ids unidddes de jl-gdldctosiddsd emplenado Id siguiente 

fórmuld: 

Unidades de jl-gdldctosiddSd = 1000 X 

OD .20 Y ODsso, se miden en Id mezdd de redcción. 

OD60,y densiddd del cultivo dntes del ensdyo. 

t, tiempo de redcci6n en minutos 

OD.,o - (1.75 X ODsso) 

t X v X OD600 

v, volumen del cultivo utilizddo en el enSdyo (0.5 mi en este CdSO). 

1.75, fdctor de corrección. 

XVI ANÁLISIS ESTADíSTICOS DE LA ACTIVIDAD DE ~-GALACTOSIDASA 

A) ANÁLISIS DE VARIANZA 
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dgregd el ONPG MStd que dpdrezca un color dffidrillo. Detener Id redcción 

dgregdndo 0.5 mi de Nd2CO, 1 M. 

5. Después de pdrdr Id redcción, determindr Id dbsorb.ncid de los cultivos d 600 nm. 

Posteriormente leer Id densiddd óptica d 420 nm y d 550 nm. Ld lecturd d 550 

nm es pdrd corregir el ruido ocasionddo por Ids pdrtículds de Ids célulds que fueron 

liSddds. 

6. Posteriormente se calculdn Ids unidddes de j3-gdldctosiddsd emplenddo Id siguiente 

fórmuld: 

U nidades de j3-gdldctosiddSd = 1000 X 

OD 420 Y ODsso, se miden en Id mezdd de redcción. 

OD600, densiddd del cultivo dntes del ensdyO. 

t, tiempo de redcciÓn en minutos 

OD420 - (1.75 X ODsso) 

t X v X OD600 

v, volumen del cultivo utilizddo en el ensayo (0.5 mi en este caso). 

1 .75, fdctor de corrección. 

XVI. ANÁLISIS E5T ADíSTICOS DE LA ACTIVIDAD DE J3-GALACTOSIDA5A 

A) ANÁLISIS DE VARIANZA 
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Pdrd comprobdr si hubo diferencids signifiCdtivds en los ensdyos de dctividdd de 13-

gdldctosiddsd se redlizó UOd pruebd de hipótesis IIdmddd Análisis de V dridnzd (ANOV A) 

con un nivel de signifiCdncid de 0.05 (Neter. el. al, 1996). Las pruebds de hipótesis 

requieren de urld hipótesis nuld (Ho) y und hipótesis dlterOd (H 1 ). Estds pruebds tdmbién 

requieren un estddístico de pruebd, en bdse di cUdl se podr~ decidir si se rechdzd Id hipótesis 

nuld (se dceptd Id hipótesis dlternd) o si no se tiene su~ciente evidencid pard rechazdrld. 

Hipótesis: 

Ho: No existen diferencids en cudnto d Id dctividdd de l3-gdldctosiddsd entre Ids 8 

muestrds experimentdles. 

H 1: Existen diferencids en cudnto d Id dctividdd de l3-gdldctosiddsd entre Ids 8 

muestrds experimentdles. 

H 1 : Al menos un par de medids son diferentes. 

T dbld 3. Ddtos utilizddos en el dn~lisis de vdridnzd. 

33.15 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 Sin IPTG ~ 

T.j 117.3 
10.82 15.09 7.7 2.6 10.94 21.3 4.21 190.05 

9 
n.; 3 3 3 3 3 3 3 3 24 
- 39.69 3.61 5.03 2.57 0.89 3.64 7.11 106 x.¡ 

Donde: n.j= tdmdño de Id muestrd en el estrdto j. 

T.j= totdl en el estrdto j. 

x.j = medid muestrdl en el estrdto j. 

(¡= 33.15, 2.1, 2.2, ., sin IPTG). 
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El estddístico de prueb. que se utilizó fue Id F de Fisher. 

T dbld 4 T dbld de Análisis de V dridnzd (ANOV A) 
Fuente de Grddos de 5urTld de CUddrddo Fo 
Vdridción libertdd CUddrados medio 

Tratdmientos K-1 CM.Trdts 
(entre) 1:nj (Xj -X)' s.e trdt'¡K-1 CM. Error 

j 

Error N-K s.e Totdl- S e Error/N-K 
(dentro) s.e Trdts. 

Totdl N-1 --
1:nXij-X)' 
; j 

Con un nivel de sign',fiCdncid de O. O 5. L. T dbld de ANOV A que se obtuvo 

uSdndo ddtos y fórmulds fue Id siguiente: 

Tdbld 5. ANOVA redlizddo pdrd encontrdr diferencids en Id dctividdd de l3-gdldctosiddsd. 

FV Grddos de SUrTld de CUddrddo Fo F 0.05 

libertdd CUddrddos Medio 7,17 

Trdtdmiento 7 3422.48 4889269 1596.39 2.62 

Error 17 5.206 0.30627 

Totdl 23 3427.69 

V dlor cótico y regid de decisión: 
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Con und confidnzd dd 95% y Und F con (K-1) (N-K) grddos de libertdd, se 

obtiene: 

F005 = 2.62. Se rechdzd Ho si Fo > F ex 
(7,17) K.l, N.K 

Decisión: 

Como Fo< F 0.05 ~ Al menos un pdr de medids son diferentes. 
(7,17) 

B) DIFERENCIA MíNIMA SIGNIFICATIVA REAL 

Así que se redl·,zó Id prueb. de Diferencid Míniffid SignifiCdtivd Redl (DMSR) 

propuestd por Tukey (Neter. el. dI., 1996): 

a .~ 
DMSR=q ~-

K,N-K n común 

Donde q son los vdlores de distribución de q 

A = nivel de signi~Cdncid 

K = # de medids d compdrdr 

N-K = grddos de libertdd del error 

n común = # de unidddes experimentdles comunes d Cddd trdtdmiento. 

A continudción se muestrd una semimdtriz de menor d mayor con Ids diferencids en 

vdlor dbsoluto: 
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Tabla 6. Semimatriz que muestra las diferencias reales de la actividad de J3-galactosidasa 

entre los candidatos. 

Muestras 

(-) 2.4 -IPTG 2.3 2.1 2.5 2.2 2.6 33.15 

0.89 106 2.57 3.61 3.64 5.03 7.11 39.69 

2.4 
0.17 1.68' 2.72' 2.75' 4.14' 6.22 38.8' 

0.89 

Sin 

IPTG 1 .51 2.55' 2.58' 3.97* 6.05' 38.63' 

106 

2.3 
- - - 1.04 1.07 2.46' 4.54' 37.12' 

2.57 

2.1 
- - - - 0.03 1.42 3.5 ' 36.8' 

3.61 

2.5 
- - - 1.39 3.47' 36.05' 

3.64 

22 
- - 2.08' 34.66' 

5.03 

2.6 
- - - - 32.58' 

7.11 

33.15 
- - - -

39.69 

, Son diferentes significativamente porque rebasan la DMSR. 
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--------------- - -- ---

RESULTADOS y DISCUSiÓN 

1. CONSTRUCCiÓN DEL PLÁSMIDO pAR331 5. 

De mdnerd generdl, Id construcción del plásmido se llevó d cdbo siguiendo Id 

siguiente estrdtegid: se purificó el pl.smido pSP189, en el cUdl se insertdríd Id secuencid 

33.1 5. Después se hizo un dnálisis de restricción en busCd de und enzimd que cortdrd en un 

sólo sitio del plásmido pard poder insertdr dhf Id secuencid. Este corte no debfd dfectdr d 

ninguno de los genes del plásmido. Además estd enzima no deberíd cortdr dentro de Id 

secuencid 33. 1 5. Ld enzima que cumplió con estdS CdrdcterfstiCds fue M/J. 

Por otrd parte, se buscó Id secuencid 33.15 en el GenBdnk. Debido d que en Ids 

bases de ddtos no se encuentrd Id secuencid completd, se tuvieron que bUSCdr en Id 

bibliogrdffd Ids regiones fldnquedntes, sobre Ids que se diseñarídn los iniciddores que serfdn 

empleddos en Id redcción de PCR. Los iniciddores se diseñaron con un sitio de corte de 

M/J (Figurd 5) pard que después de hdcer una dmplifiCdción por PCR, Id secuencid 

queddrd fldnqueddd por sitios de corte de M/J.. 

T dnto el pl.smido como el producto de dmplifiCdción fueron cortddos con M/J.. 

Después se ligdron, pard de estd mdnerd obtener Id construcción pAR33. 1 5. 
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~ Sitio de corte de M/ul 

5' . .'3kGCGT ... 3' 

3' ... TGCGdf. .. 5' 

Figura 5. Secuencia de reconocimiento para la enzima M/J. 

11. PREPARACiÓN DEL VECTOR 

Mediante una maxi-preparación se puri~có el plásmido pSP189 y, con objeto de 

verificar su identidad, se le cortó con las enzimas de restricción Hmlll y EcvRl. 

Posteriormente se corrieron las muestras en una electroforesis. la muestra sin cortar (Figura 6, 

carril 2) mostró tres bandas, esto es debido a la presencia de moléculds de plásmido circuldr 

superenrollddo (forma 1), circuldr reldjado (forma 11) y linedl (formd 111; Sdmbrook el al., 

1989). En el carril 3 de Id Figurd 6 se observdn tres bandds después del corte con 

Hnjlll, dichos bdndds coinciden con los tdmaños esperddos pues Himlll corta d pSP189 

en tres sitios correspondientes d Ids bases 1,869, 2,395 y 3,564 de Id secuencia de 

pSP189 (GenBdnk número de dCCesO: U14594), liberdndo dsí tres frdgmentos de 

3,257 pb, 1,169 pb y 526 pb. Porsu parte, EcvRl sólo cortd d pSP189 en un sitio y 

lo linedriza, por lo que se observó una bdnda del tdmaño esperddo, de dproximaddmente 

4,952 pb (Figurd 6, carril 4). De estd manerd se verificó el mdteridl de trdbajo. 
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23,130 
9,416 
6,557 
4,361 

564 

Figurd 6. Electroforesi5 del pSP189 cortddo con 

Hn:J111 y EcoRI 1: DNA AlHn:JIII, 2: pSP189, 3: 

pSP189/Hn:JIII,4 pSP189/EcoRI 

Posteriormente, und porción del pl~smido purifiCddo se linedrizó con Id enzimd MIel 

y se le elimindron 105 fosfdtoS libres en sus extremos 5' (pdrd detdlles ver Mdteridles y 

métodos). De estd mdnerd el vector quedó listo pdrd recibir el frdgmento conteniendo Id 

secuencid minisdtélite (VNTR) 33. 1 5. 

III AMPLIFICACiÓN DE LA SECUENCIA 33.15 

A. Diseño de los iniciddores. 

En virtud de que Id enzimd Taq DNA polimerdsd extiende und Cddend de DNA 

en dirección 5' d 3', los iniciddores (en inglés "primers") deben ser complementdnos d 

dmbos extremos 3' de Id secuencid bldnco. Estos iniciddores deben ser espedficos pdrd Id 
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secuencid deseddd. En el eósc de Id secuencid 33. 1 5, los iniciddores no podídn diseñdrse 

sobre Id secuencid del minisdtélite debido d que está formddd de secuendds núcleo que se 

repiten una trds otra y dsí, un iniciddor diseñado sobre un repetido dpc:nedríd en diferentes 

sitios de Id mismd secuendd. Por ello, primero se buscaron Ids regiones que fldnquedn d este 

VNTR. A dmbos Iddos de Id secuendd 33.15 existen secuencids no repetitivds (Figurd 7; 

Jeffreys et al., 1985d). Sobre estdS secuencids Adnquedntes se dpliCó el diseño de los 

iniciddores medidnte el progrdmd de cómputo OLlGO 4.1 (Ndtiondl Biosciences Inc.). 

Pdrd ello se tomó en considerdción que dún en Ids secuendds fldnquedntes d Id secuencid 

33. 1 5 hay frdgmentos muy pareddos entre sí que fdvorecen Id inespecifidddd, ddemás de 

que Ids temperdturdS de dlinedmiento de dmbos inidadores tenídn que ser semejdntes y 

menores d Id temperdturd de extensión de Id polimerdSd. 

A fin de incrementdr Id señdl espea1ieó de dmplifieóción de Id secuendd 33.15 

con respecto di fondo de otrds secuendds no deseddds, los inidddores debídn ser, por un 

lado, lo suficientemente grdndes pard permitir un reconodmiento precisc de Id secuencid 

bldnco y, por otrd parte, lo suficientemente pequeños pard gdrdntizdr un rápido dlinedmiento 

(hibridizdción) con el DNA molde. Observdciones empírieós han demostrado que 

iniciddores de dproximaddmente 27 nucle6tidos cumplen esos requerimientos. 
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5'GGTGGTTTTC AAGAAAGCGT TTCATGCAAT TTGCTTTAAA TGTTAGGAAA 
~GGCAGGTGGA GAiGTGGGCA GGTGGAGASG TGGGCAGGTG GAGAGG~G 

CAGGTGGAGA GGTGGGCAGG TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA GAGGTGGGCA 
GGTGGAGAGG TGGGCAGGTG GA~ CAGGTGGAGA EPTGGGCAGG 
TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG GCAGGTGGAG 
AiGTGGGCAG GTG~T AGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG 
GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT 
GGGCAGGTGG AGAGG~ AGGTGGAGAS GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG 
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGA~ CAGGTGGAGA GGTGGGCAGG 
TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG TGGGCAGG~ 
GAAATACCTA CAGATGAGGT GTGTGCTTAT TCTCTGTGCA AGATTTCAGA 
GT 3' 

Figura 7. Secuencia 33.1 5 con regiones flanqueantes (Jeffreys et. al, 198 5a). 

Con letras cursivas se indicon las regiones flanqueantes, las secuencias núdeo se alternan en 

letras daras y oscuras, las diferencias respecto a la secuencia núdeo están señaladas en letras 

blancos y las eliminaciones con un triángulo negro. 

Después de haber diseñado los oIigonude6tidos iniciadores Siguiendo esos criterios, 

se les agreg6 la secuencia de reconocimiento de la enzima MIJ, así como tres nucleótidos 

adicionales en el extremo 5' para hacer más eficiente la restricción· una vez obtenido el 

producto. Después de esto, los iniciadores se volvieron a analizar empleando el programa 

OLlGO 4.0. Se cuidó que sus temperaturas de alineamiento (T m) fueran lo más similares 

posible y que no formaran apareamientos estables entre sí ni consigo mismos. Posteriormente 

se realiz6 un escrutinio de los bancos de secuencias de humano disponibles en GenBank 

pdrd tratar de dsegurar que los iniciddores no dparedrídn con otrds secuencids no deseddds. 

Cabe señalar que al momento de hacer este análisis, todavía no había sido dada a conocer 

la totalidad de la secuencia del genoma humano, por lo que este análisis fue incompleto. Por 
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último, y una vez que se hubo OJmplido con todos los requisitos, los iniciadores se 

mandaron sintetizar a la empresa Ufe-T echnologies (Rockville, Maryland, EUA). La srntesis 

fue satisfactoria pues la empresa aseguró el 99% de fidelidad. La secuencia de los 

iniciddores "directo" y "reverso" se muestrd d continudción. En cursivds se muestrdn los sitios 

de corte de M/J. y los tres nuJeótidos adicionaes se enOJentran subrayados. 

Directo: 

5'-ATTACGCG~GCGTTTCATGCAATT-3' 

Reverso: 

3'-TACTCCACACACGAATATGCGCAATA-5' 

De acuerdo a la secuencia del miniSdtélite 33.15 reportada (Figura 7), 

empleando estos iniciadores se obtendrfa la ampliHcación de un producto de 534 pb. 

B. Ensayo de amplificación. 

Empleando los iniciadores anteriores, se realizó un ensayo de PCR. Como fuente 

de DNA molde se empleó DNA total de humano de sexo femenino (CLONTECH # 

6550- 1) y una DNA polimerasa de alta fidelidad que no introdujera mutaciones durante 

la amplificación (PLA TINUM® Taq DNA poi High Fidelity, Gibco-BRL # 11 304-

029). A fin de obtener la mayor cantidad del producto espec~ico, se variaron los 

parámetros de amplificación (ver Tablas 7 y 8). En la Figura 8 se muestra el producto 

amplificado por PCR (carril 2) en donde se observa una banda más abundante ligeramente 

mayor a 500 pb, pero también se observan otras bandas mayores y menores, aunque no 

muy bien diferenciadas. Esto es algo hastd cierto punto esperado debido d que el genoma 
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humdno es tdn srdnde (di rededor de 3X 109 pb), que existe Id posibiliddd de 

dpdredmientos de los iniciddores en otros sitios del senomd. A pesdr del cuidddo que se 

tuvo di diseñdr los iniciddores y d Ids vdridciones en los pdrdmetros de dmplifiCdci6n, no fue 

posible elimindr completdmente el fondo de inespecificiddd. En los Cdrriles 3 y 4 de Id 

Fisurd 8 se muestrdn los controles positivo y negdtivo, respectivdmente. El control positivo 

cOntenrd Id mismd mezcld utilizddd pdrd Id muestrd, pero con otros iniciddores diseñddos pdrd 

Id Jl-slobind de los cudles se tenrd Id certezd de que dmplificdb.n sobre el DNA molde 

empleddo. 

T dbld 7. Ensdyo de dmplifiCdci6n bdsico pdrd el VNTR 33.1 5. 

Componente Cdntiddd Concentrdci6n ~ndl 

Buffer de PC R 10X, sin Ms 5 ~I lX 

Mezcld de dNTPs 10 mM 1 ~I 0.2 mM Cddd uno 

MsCI, 50 mM 1.5 ~I 1.5 mM 

Mezcld de iniciddores (10 ~ Cddd 1 ~I 0.2 11M 

uno) 

DNA molde (1 O nsl ~I) 10111 100 ns 

Pldtinum H.F. Tdq DNA Poi 0.5 111 2.5 unidddes 

ASUd de dmpoyetd d 50 111 
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Tabla 8.Parámetros de amplificación para la secuencia 33.15. 

No. de ciclos Temperatura 

1 

30 

1 

1 

94°C 

94°C 

48°C 

72°C 

72°C 

4°C 

1 2 3 4 

.. 07.:._ 
1.500: ~ 

'000 

-600:'''_ ---
'00 

-

Tiempo 

5 min 

1 min 

1 min 

1 min 

10 min 

Hold 

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

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

iniciadores para ¡3-globina. 4: control negativo, amplificación sin DNA molde. 
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A pesdr de que se obtuvieron vdridS Nndds se decidió trdNjdr con esd 

dmplifiCdción porque Id Nndd mdyoritdrid correspondrd di tdmdño esperddo. 

IV. INSERCiÓN DEL VNTR 33.15 EN EL pSP189. 

En viStd de que en Id dmplifiCdción del VNTR 33. 1 5 no generó un producto 

único, se siguieron dos estrdtegids Pdrd su clondClón en el pSP189. En Id primerd de ellds, 

Id Nndd de DNA > 500 pb se extrdjo de un gel prePdrdtivo de dgdroSd y se purifiCó por 

GeneCledn (ver Mdteridles y métodos), se cortó con M/J. como yd se hdbrd hecho con el 

plásmido, se ligdron dmbos frdgmentos de DNA y con el producto de estd ligdción se 

trdns~ormdron célulds E coh· DH5u competentes. El dnálisis de Id seéuencid del inserto de 

uno de los trdnsformmtes drrojó el siguiente resultddo: 

CTTCACCACC 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 GTGCTGTTGC TGAAACATCA TTACAGACGG TACTAATTGA 
AGCATCTCAT CCAAGGGCGT AAGTATAAGG TGTGTGCTTA TC 

Figurd 9. Souencid Pdrcidl del inserto > 500 pb purifiCddo por GeneCledn e 

introducido en pSP189. Ld secuencid está en dirección 5' d 3' y fue obtenidd d Pdrtir del 

electroferogrdffid A (ver dpéndice 11). 
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A pesdr de que se obtuvieron vdrids Nndds se decidió trdNldr con esd 

dmplifiCdción porque la Nnda mdyoritdrid correspondrd al tamaño esperddo. 

IV. INSERCiÓN DEL VNTR 33.15 EN EL pSP189. 

En vista de que en la dmplifiCdción del VNTR 33. 1 5 no generó un producto 

único, se siguieron dos estrdtegids para su dOrldción en el pSP189. En Id primerd de ellds, 

Id Nnda de DNA > 500 pb se extrajo de un gel preparativo de agdrosa y se purificó por 

GeneClean (ver Mdteriales y métodos), se cortó con M/J. como yd se habra hecho con el 

plásmido, se ligaron dmbos fragmentos de DNA y con el producto de estd ligación se 

trdns~ormdron células E ca»· DH5a competentes. El análisis de Id secuencia del inserto de 

uno de los trdnsformmtes c;:Hrojó el siguiente resultddo: 

CTTCACCACC 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 GTGCTGTTGC TGAAACATCA TTACAGACGG TACTAATTGA 
AGCATCTCAT CCAAGGGCGT AAGTATAAGG TGTGTGCTTA TC 

Figurd 9. Scuencia parcial del inserto > 500 pb purifiCddo por GeneCledn e 

introducido en pSP189. La secuencia está en dirección 5' d 3' y fue obtenida a partir del 

electroferogrdmd A (ver dpéndice 11). 

63 



A pesdr de que se obtuvieron vdrids b-ndds se decidió trdb-jdr con esd 

dmplifiCdción porque Id b-ndd mdyoritdrid correspondíd di tdmdño esperddo. 

IV. INSERCiÓN DEL VNTR 33.15 EN ELpSP189 

En vistd de que en Id dmplifiCdción del VNTR 33. 1 5 no generó un producto 

único, se siguieron dos estrdtegids pdrd su clondción en el pSP189. En la primera de ellds, 

Id b-ndd de DNA > 500 pb se extrajo de un gel prepardtivo de dgaroso y se purifiCó por 

GeneClean (ver Mdteriales y métodos), se cortó con MIJ. como ya se habíd hecho con el 

plásmido, se ligaron dmbos frdgmentos de DNA y con el producto de estd ligación se 

transfrormaron células E coli DH5a competentes. El análisis de la secuencid del inserto de 

uno de los trdnsformdntes drrojó el siguiente resultddo: 

CTTCACCACC 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 GTGCTGTTGC TGAAACATCA TTACAGACGG TACTAATTGA 
AGCATCTCAT CCAAGGGCGT AAGTATAAGG TGTGTGCTTA TC 

Figurd 9. Scuencid pdrcidl del inserto> 500 pb purifiCddo por GeneCledn e 

introducido en pSP 1 89. La secuencia está en dirección 5' d 3' y fue obtenidd a pdrtir del 

electroferogrdma A (ver apéndice 11). 
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Estd secuencid no coincide con Id reportddd pord el VNTR 33.15 y sin emborgo 

tiene un tdrTldño simildr. Posiblemente se trdte de Und dmplifiCdción espúrid de los iniciddores 

empleddos. Con estd secuencid se redlizó un dnálisis tipo BLAST sobre el GenBank (RID: 

987264842-7434-6240) Se encontró que sólo pequeñas porciones (alrededor de 

20 nude6tidos) de estd secuencia, tienen homologfa con diversds secuencias del genoma 

hUrTldno reportadas, pero en todos los CdSOS se trata de secuencias no codificdntes ubiCddas 

en los intrones o en regiones intercistr6niCdS de otros genes. 

En vista de que mediante estd estrategid no fue posible la inserción del minisatélite 

33. 1 5, se optó por una segunda alterndtiva de clonación: la mezcld de amplifiCdción 

conteniendo el producto de > 500 pb y otros de diferente peso moleculdf¡ se purif¡c6 

mediante OIAG EN y se cortó con MIJ como se describe en Materiales y métodos. En la 

Figura 10 (Cdrril 2) se muestra al vector (pSP189 cortado con MIJ y desfosforilado). Se 

observa Und úniCd bonda muy saturada debido a que la concentración de plásmido que se 

extrajo fue muy elevada, alrededor de 300 nsl¡¡l, (cuantifiCdda por espectrofotometrfa) al 

contrario de la concentración del producto de dmplifiCdción (Cdrril 3) que fue de 0.18 

ns/¡¡I. A pesar de que erd muy poco DNA fue su~ciente pord Id ligación con el pSP189 

yd que se tenfan 27 ¡¡I (5 ns). 
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FiSUfd 10. Electroforesis de Id restricción 

con MIJ. de pSP189 y del producto dmplifiCddo. 

1: DNA N'Hin::lIIL 2: pSP189/MIJ./CIAP. 3: 

producto dmplifiCddo/ MIJ.. 

Primerdmente se hdbrd redlizddo un enSdyo pdrd probdr Id Cdliddd de Id enzimd T 4-

DNA liSdsd: Id Fisurd 11 muestrd di DNA del fdSO A. cortddo con Hn::llll y re-liSddo con 

Id T 4-DNA liSdSd. Se puede observdr que funciond bdstdnte bien porque los frdsmentos de 

bdjo peso maleculdr desdpdrecieron pdrd ddr IUSdr d uno de dlto peso maleeuldr. 

Posteriormente se ligó Id mezcld de dmplifiCdción con el veetor y con estd mezcld de liSdción 

se trdnsformdron bdcterids competentes E cvh"DHSa (ver Mdteridles y métodos). 
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Figurd 11. Electroforesis de DNA Al Hidlll 

+ T4 DNA ligdSd. 1 DNA AlHidlll. 2 DNA 

Al Hindlll + T 4 DNA ligdSd 

us CdjdS donde se sembrdron Ids bocterids trdnsformddas contenrdn ampicilind, asr es 

que Ids bocterids transformadds con el pldsmido serran resistentes d este dntibiótico. U tdbla 

9 muestrd los resultddos de Id trdnsformación. Se obtuvieron 70 colonias en tOtdl. De 

acuerdo a lo esperdda, el control negdtivo que cantenrd soldmente di vector (pSP189 

cortddo y desfosforilado) y a la enzimd T 4 DNA ligdsa, que en teoría no debíd religarse, 

no produjo ninguna trdnsformante. En otro control negativo, pSP189 cortado con M/J y 

sin ligdSd, tampoco se esperabo crecimiento debido d la bojd eficiencia de trdnsformdción 

bocteriand con pldsmido linearizddo. Aqur sólo se encontró und colonia, esto pudo deberse 

a que no todds las moléculas de pldsmido fueron cortddds con M/J. De cualquier manerd, 
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se consideró que este fondo de trdnsformdción (70 vs 1) no erd significativo. Un tercer 

control de Id ligdción que se utilizó fue el plásmido cortddo, no desfosforilddo y religddo. En 

este caso se concluyó que Id defasforildción hdbld sido eficiente yd que se obtuvieron 100 

cofanids. Por último, pdrd estimdr Id eficiencid de trdnformdción, se utilizó 1 ng del plásmido 

superenrollddo. En este caso se observdron más de 100 cofanids, fa que impliCd uno 

eficiendd de trdnsformoción > 1 X 10' UFC/mg de DNA. 

Tdbld 9. Resultddos de Id trdnsformdción de bdcterids DH5a competentes con Id ligdción 

del frdgmento y el plásmido pSP189 y sus controles. 

CdjdS No. de ColonidS 

pSP189/MIJ/ClAP + frdgmento + T 4 DNA ligdsd 70 

pSP189/MIJ/CIAP + T 4 DNA ligdSd O 

pSP189/MIJ 1 

pSP 1 89/ MIJ + T 4 DNA ligdSd 100 

pSP 189 superenrollddo >100 

v. SELECCiÓN DE CANDIDATOS 

Medidnte "minipreps" se purificó el DNA pldsmldico de 20 de los 70 

candiddtos obtenidos. Estds muestrds se ocrtdron ocn Hidlll. Como yd se hobld 

demostrddo (ver Figurd 6), el pSP189 cortddo con Hicdlll liberd tres frdgmentos: de 
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3,257 pb, 1,169 pb y 526 pb. La clona que hubiera recibido el inserto de 534 pb 

debena liberar también tres fragmentos, pero ahora de 3,791 pb, 1,169 pb y 526 pb. 

En las Figuras 1 2 y 1 3 se muestra el DNA plasmrdico de algunos cond'datos 

cortados con Hin:JllI. Los condidatos que aparentan tener un fragmento del tamaño 

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

condidatos parecen tener fragmentos mucho mJs grandes como el condidato 3 (Figura 12, 

carril 7) o incluso parecen haber perdido un fragmento como el condidato 6 (Figura 12, 

corril 10). El condidato 38 (Figura 1 3, corril 7) muestra una cuarta banda como si hubiera 

ganddo un sitio Hin:J111. 

'" 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 

tI 
_1 

'- -_, 
.. > - -¡. - .... -o --~ -~:~~~ .4 "'" HU ""1/ '"'~ "'''',)fl!t:..)1:'"-?~"O'''Q ..... ..... ' ~ "'IIi ." ,-

70. 
-' Q.o<', ... """ '::~"t <> ... ~ ". <C!: ~.' .. -~ . 

Figura 12. Patrón de restricción con Hndlll de los condidatos 1-14. Carril 1: 

DNA IJBstEll, carril 2: pSP189, corril 3: pSP189/Hndlll, corril 4: condidato # 3 sin 

restricción, corriles 5 di 18: condiddtos 1 a 14 respectivdmente, cortddos con Hndlll. 
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Figurd 13. Pdtrón de restricción con Hin:J1I1 de los Cdndiddtos 35-41. Cdrril 1: 

DNA AlBstElI; Cdrril 2: Cdndiddto # 35 sin restricción; Cdrol 3: pSP189/Hin:JIII; cdrriles 

4 d 10: Cdndiddtos 35 d 41 respectivdmente, cortddos con Hin:J1I1. 

Para observdr el tdrT1dño de los frdgmentos se redlizó un PCR d Cddd uno de los 

Cdndidatos seleccionddos (1, 2, 4, 9 y 38). Con Ids condiciones de dmplifiCdción 

empleadas, ninguna de Ids donas parecra tener un fragmento de 534 pb (Figura 1 4). Se 

amplifiCdron frdgmentos de diferente tamaño. Esto podrra indiCdr una de tres posibilidddes: 

1) que ninguno de los Cdndiddtos tuvierd Id secuencid deseddd, 2) que se hubierd insertddo 

Id secuencid 33. 1 5 junto con otrd secuencid, o 3), que en el DNA gen6mico que se 

utilizó, Id secuencid 33.15 tuvierd und vdridción de tdmdño. Esto último no serld rdro dddo 

el polimorfismo entre individuos (Shriver el al., 1993). 
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Figurd 14. Electroforesis de los PCR de los candiddtos seleccionddos. Cdrril 1: 

mdrcador de 100 pb; cdrriles 2 a 6, productos de amplificación de los candidatos 1, 2, 

4,9 y 38, respectivamente. 

Se procedió a secuenciar las clonas 1 y 2 conteniendo fragmentos de alrededor de 

350 y 1,000 pb respectivamente. La secuenciación del 2 se muestra en el 

e1ectroferograma B del Apéndice 11. El dparato de secuenciación empleado tiene un 

detector que, dependiendo del cromóforo dsociddo al dideoxinucle6tido incorporado, 

escribe la inicidl del nucle6tido secuenciddo. Este detector suele producir lecturas erróneas 

asr es que cadd secuenciación tiene que dndlizdrse para dsegurar que cadd pico del 

electroferograma tenga Id letrd correspondiente correctamente dsignddd. Los electroferogrdmds 

mostrados en el Apéndice 11 tienen dlgunos errores, de mdnerd que cadd secuencid se dnalizó 

y se reescribió en estd sección. En el electroferogrdmd B (ver dpéndice 11) se dlcanza d ver 

c1drdmente hdstd Id base 1 53 y Id secuencid interpretddd es Id siguiente: 
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r~rrrAAAr Grr~G CAGGTGGAGA TGTGGGCAGG TGGAGATGTG 
GGCAGGTGGA GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG TGGGCAGGTG GAGAGGTGGG 
CAGGTGGAGA GGTGGGCAGG TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA GAGGT 

Figurd 1 S. Secuencid pdrcial del inserto del cdndiddto 2 obtenidd empledndo el 

iniciddor "directo". Ld secuencid nucleotrdiCd se muestrd en dirección S' ~ 3'. En cursivds 

se muestrd parte de Id secuencid fldnquednte. La secuencid se interpretó d partir del 

electroferogrdmd B. 

En estd, la secuencia núcleo del VNTR 33. 1 S se encuentra repetida 7 veces y 

media. Habra dos opciones no excluyentes: 1) que en efecto se trate de la secuencia 

33.1 S reportada, pero que la secuencia obtenida esté incompleta; o 2) que la secuencia 

que fue clonada sea más pequeña de lo esperado. Como en el extremo 3' no se detecta la 

secuencia complementaria al iniciador "reverso" y dado que el inserto que se amplificó sobre 

estd dona es de aproximadamente 1,000 pb (Figura 14), es probable que se trate de la 

primera alternativa. Estd clona (la número 2) se continuó analizando. 

VI. SECUENClACI6N DEL VNTR 33.1 S 

Los VNTR, como el 33.1 S, presentan dificultades para su secuenciación debido 

a que tienen una Cdpacidad de renaturalización muy alta (Jeffreys, 1985b). En las 

siguientes secuenciaciones se Cdmbiaron las condiciones de amplificaCión para obtener mejores 

resultados; por ejemplo, se incrementaron los tiempos y la temperatura de desndturdlización 

del DNA. 
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En una posterior secuenciación del candidato # 2 con el iniciador "directo" se 

aumentó la temperatura de desnaturalización en 2°C. Esta secuencia salió muy mal 

(Electroferograma C) y no fue posible analizarla. Por recomendación del fabricante 

(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), Se agregó 1 mM MgCl" 5% 

DMSO y 5% de glicerol; además de que se incrementó el tiempo de desnaturalización a 

10 minutos a 96°C (Tabla 10). Con estas condiciones se hizo otra secuenciación con el 

iniciador "directo". 

Tabla. 10. Parámetros utilizados para la secuenciación de el candidato 2. 

No. de ciclos Temperatura Tiempo 
1 96°C 10 min 

25 Ciclos 98°C 10 seg 
50°C 5seg 
63QC 4 min 

Post PCR 60°C 4 min 
4°C 00 

L" secuencia deducida a partir del electroferograma D es la siguiente: 

TGCTTTAATG TTAGGAAAGG CAGGTGGAGA TGTGGGCAGG TGGAGArGTG 
GGCAGGTGGA GAGGTGGGCA GGTGGAGAGG TGGGCAGGTG GAGAGGTGGG 
CAGGTGGAGA GGTGGGCAGG TGGAGAGGTG GGCAGGTGGA GAGGTAGGGC 
AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG 
GTGGAGAGGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAA GTGGAGAGGT GGGCAGTGGA 
GAGTGGGCAG TGGA 

Figura 16. Secuencia parcial del inserto del candidato # 2 variando las condiciones 

de amplificación. En cursivas se indica la secuencia flanqueante del extremo 5'. L" secuencia 

fue obtenida a partir del electroferograma D y en ella se señalan las unidades "núcleo" 

alternando letras en negritas. 
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Aquí se encontró Id secuencid 33.1 5 más completd. Se 10Cdlizó Id secuencia 

fldnqueante del extremo 5' y 1 6 repetidos de la secuencia núcleo. Se hizo una última 

secuenciac'I6n de esta clona con las mismds condiciones de reacción que en la anterior pero 

dhora se eliminó Id temperdtura de alineamiento para no ddr tiempo d und renaturdlización 

(Tabld 11) 

Tdbla. 11. Ciclos de PCR sin temperatura de alineamiento. 

No. de ciclos Temperatura Tiempo 

1 96°C 8 min 

25 Ciclos 98°C 10 seg 

55QC 4 min 

Post PCR 55°C 4 min 
4°C O:::> 

En el Apéndice 11 se presenta el electroferograma E y en Id Figurd 1 7 Id 

interpretdción de dicha secuencid. Ahord sí se encontró la secuencia 33.15 completa con 

las dos secuencias flanqueantes donde se diseñaron los iniciadores. Esta secuencia sóldmente 

tiene 17 repetidos en vez de los 29 reportados por Jefferyes et al (1985a). Como ya 

se ha dicho, esto es normdl debido a que estas secuencias son altamente polimórfiCds y es 

poco frecuente encontrar una secuencia VNTR exactamente igual en dos individuos. La 

secuencid clonadd difiere de Id reportddd no sólo en el número de repetidos, sino que hay 

algunas bases diferentes resaltddds en la figura 1 7. Resumidamente, las diferencias entre la 

secuencid reportada por Jeffereys y esta secuencia son: 
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3 transiciones: 2 de A ~ t y una de G ~ 6. 
trdnsversión: T -+:8 
inserción de una ~. 

TGCTTTAAAT GTTAGGAAAG GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT 
GGGCAGGTGG AGAGGT~GC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG 
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC 
AGGTGGAGAT GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG 
GTGGAGAGGG ~TGGAG ASGTGGGCAA GTGGAGAGGT ~TGG 
AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT AGAAATACCT ACAGATGAGG 
TG 

Figura 17. Secuencia parcial del inserto del candidato 2 obtenida con el iniciador 

"directo". El VNTR 33.15 está fldnqueddo por secuencias no repetitivds (señalddds en 

cursivds). Con sombreddo se indican las bases que son diferentes respecto d Id secuencia 

reportdda (Jeffryes el al, 1985d). Estd secuencid fue obtenida del electroferogrdmd E. 

Se redliz6 un dndlisis tipo BLAST de esta secuencia pena ver si dpareabd con dlgund 

otrd reportddd en el GenBdnk. Se encontró que dpared del nucle6tido 20 di 302 con los 

nucleótidos 229,711-229,429 del segmento de DNA genómico humdno etiquetddo en 

el GenBank como: NT _ 007741, que se localiza en el cromosoma 7. La secuencid 

33.1 5 reportddd por Jeffreys tdmbién dpared con este frdgmento en sus bdses 240 d 

552. Es decir, Id secuencid encontrdda en este trabajo corresponde d und parte de Id 

secuencia reportddd por Jeffreys. 

La posibiliddd de que soldmente se hubierd secuenciddo sólo una parte del 

minisatélite 33.15 parecía descartadd, puesto que se obtuvo la secuencid de los 

fragmentos fldnquedntes que corresponden d las secuencids que flanquedn la secuencia 

obtenidd por Jeffreys. Se concluyó que el VNTR 33.15 dislado a partir del DNA 
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empeddo como molde es polimórfico respecto di reportddo, no sólo en el número de 

repetidos, sino que presentó dlgunos Cdmbios en Id secuencid nudeotídiCd. 

No obstdnte, queddb. por expliCdr Id longitud dpdrente del inserto (dlrededor de 

1,000 pb). Existíd Id posibiliddd de que junto di VNTR 33.15 se hubiera insertddo otrd 

secuencid. A fin de corrobordr este punto, se procedió d secuenOdr Id otrd Cddena del 

inserto empledndo el iniciddor "reverso". El resultddo de estd secuencid es muy cidro 

(electroferogrdma F y Figurd 18) pero de mdnerd sorprendente no se encontró Id secuencid 

complementdrid di VNTR 33.1 5 mostrddd en Id Figurd 17, sino und secuencid 

completdmente diferente: 

ACATATTTTG GTAATGATAT CCTCATATAC ATTGGGGATC CTATGAGATT 
ATAATACTGT ATTTTACTAT ACTTTTTCTA TATTTAGACA TGTTTAGATA 
CACAAATATT TACCATTGTG TTACGGTTGC CTACACCAAT CAGTATGGTA 
ACATTCTGTA TAACTTTGTA ACCTAGGAGC AATGGGTTAT ACCATCTAGC 
ATAGGTGTGT AGTTTGTTTT AGCATCTAGG TTTGCGTAAG TATACGTTAT 
GATGTTTGCA CAACAACCAA GTTGCCTAAA TAAACCTGTC ATTAAGTGAC 
ACATGACTGA ATTTAATCTC TCAACCCCTC TCTGTTTCAT AGCACTTTCT 
ATATCCTCAT ATTACAGTGT ACAAAATATT GTGCTATGCT TTTCCATAAT 
AAACCCAAAG CCTTTTTGTA GTGCTTAATA ATAAACTATT ATAAAGTGTG 
AGGTTTNCAG GATGATATAT GCATGGTCTA TATAGTTAGC ATATA 

Figura 1 8. Secuencid pdrcidl inserto de Id clona # 2 obtenidd con el iniciddor 

"reverso". Estd secuencid fue deducidd d pdrtir del electroferogrdma F. 

l." clona 2 tiene un inserto de 1 ,000 pb dproximaddmente y 302 de ellos 

corresponden di VNTR 33.1 5. Ld secuencid obtenidd con el inciddor "reverso" (Figurd 

18) es completdmente diferente; por lo tdnto, se buscó estd última dentro del pldsmido 

pdrd Sdber si durdnte Id secuenOdción, el iniciddor hdbíd dpdreddo en otrd pdrte. Estd 

secuencia no se encontró dentro del pldsmido, dsí es que se hizo un dndlisis tipo "BLAST" 

contrd el GenBdnk. Se encontró que 491 nucleótidos (de 495) de estd secuencid 
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dpdredn con los nudeÓtidos 93,298 d 93,793 del frdgmento et'lquetddo como 

NT _02351 9, que di igUdl que 33. 1 5, pertenece di cromosomd 7 pero se encuentrd un 

poco más cerCdno di centrÓmero; mientrds que Id secuencid CCTGTC A TI AAGTGAC 

ACATGACTGA Am AA, ubiCddd en Ids bases 285 d 31 Ó, dpdred con 31 

secuencids reportddds del genomd humdno. 

De tdl mdnerd que en Id construcción pAR33.15 se tiene di pSP189 con dos 

secuencids insertdddS: el VNTR 33. 1 5 que contiene und secuencid núcleo que se repite 

y Id secuencid NT _023519 que no Id tiene. Se propuso estudidr Id respuestd de dmbds 

secuencids después del ensdyo de mutdgénesis pdrd compdrdr su comportdmiento. 

VII. ENSAYO DE MUTAGÉNESIS 

Una vez obtenidd y C¿Hdcterizadd Id construcci6n pAR3 3.1 5/ se prosiguió con el 

enSdyo de mutdgénesis. Dicho plásmido fue introducido en célulds competentes 

MBM7070 como se describe en Materidles y métodos. Primerdmente se hizo un enSdyo 

de dosis-respuestd pdrd seleccionar Id intensiddd d Id que debíd redlizdrse el ensdyO. 

El experimento se redlizó directdmente sobre el pSP189 en un crosslinker UV 

mod. HL2000 d 254 nm, vdridndo Id intensiddd CVm2). Después se trdnsformdron 

bacterids con el plásmido irrddiddo y se cultivdron sobre CdjdS con dgdr de medio LB con 

dmpicilind, IPTG y X-gdl. Las mutdntes fueron seleccionadds de mdnerd indirectd por el 

cdmbio de colordción debido d mutdciones en el gen supf Los resultddos de éstd CUrvd se 

muestrdn en Id T dbld 12 y en Id Figurd 19 se observdn de und manerd gráfiCd. 
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dpdredn con los nucle6tidos 93,298 d 93,793 del frdgmento etiquetddo como 

NT _0235 1 9, que di igudl que 33. 1 5, pertenece di cromosomd 7 pero se encuentrd un 

poco rndS cerCdno di centr6mero; mientrds que Id secuencid CCTGTC A TI MGTGAC 

ACATGACTGA AmM, ubiCddd en Ids bases 285 d 316, dpdred con 31 

secuencids reportddds del genomd humano. 

De tdl manerd que en Id construcci6n pAR33.15 se tiene di pSP189 con dos 

secuencias insertdddS: el VNTR 33.1 5 que contiene una secuencid núcleo que se repite 

y Id secuencid NT_023519 que no Id tiene. Se propuso estudidr Id respuestd de dmbds 

secuencids después del ensayo de mutagénesis pdrd compdrdr su comportdmiento. 

VII. ENSAYO DE MUTAGÉNESIS 

Una vez obtenidd y Cdrdcterizddd Id construcci6n pAR33.15, se prosigui6 con el 

ensdyo de mutdgénesis. Dicho pl~smido fue introducido en célulds competentes 

MBM7070 como se describe en Materidles y métodos. Primerdmente se hizo un ensdyo 

de dosis-respuestd pdrd seleccionar Id intensiddd d Id que debíd redlizdrse el ensdyO. 

El experimento se redliz6 directdmente sobre el pSP 1 89 en un aosslinker UV 

mod. HL2000 d 254 nm, vdridndo Id intensiddd eVm'). Después se trdnsformaron 

bacteridS con el pl~smido irrddiddo y se cultivdron sobre CdídS con dgdr de medio LB con 

dmpicilind, IPTG y X-gdl. Las mutdntes fueron seleccionadds de manerd indirectd por el 

Cdmbio de colordci6n debido d mutdciones en el gen supF Los resultddos de éstd curvd se 

muestrdn en Id T dbld 12 y en Id Figurd 19 se observdn de Und manerd gr~ficd. 
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Tdbld 12. Número de trdnsformantes MBM7070 di exponer pSP189 d diferentes 

intensidddes de luz UV-C (254 nm). 

Intensiddd No. de colonids 

Vm' EnsdYo 1 ErlSdYo 2 EnsdYo 3 Medid Porcentdje 
O 79,200 100,000 70,500 83,233 100 

600 9920 9750 10,423 10,031 12.05 
1,200 9,240 8,900 8,350 8,830 10.61 
2,400 860 756 930 849 1.02 
4,800 888 650 710 749 09 
9,600 44 30 61 45 0.05 
19,200 11 8 6 8 0.01 
38400 O O O O O 

Aquellds clonas que no sobrevivieron pudieron h.ber mutddo en el origen de 

repliCdción o en el gen de Id resistencid d dmpicilina contenidos en el pl~smido. 

De esta mdnerd, después de redlizdr los ensdyos de mutdgénesis como se detdlld en 

Id secci6n de Mdteriales y métodos, se encontrClron seis ccmd¡dcltos, cUdtro color dzul muy 

cidro y dos bldncos. Estos Cdndiddtos fueron nombrddos 2.1, 2.2,2.3, 2.4, 2.5 y 2.6. 
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Figura. 19. Porcentaje de sobrevivencia de transformantes MBM7070 de tres diferentes 

enSdyos di exponer pSP189 a diferentes intensidades de luz UV·C (254 nm). 

VIII. ACTIVIDAD DE I3-GALACTOSIDASA. 

Para cerciorarnos de que en realidad el cambio de color implicaba que el gen supf 

había mutado y que ya no podía revertir la acci6n de la mutaci6n ámbar, se hizo el ensayo 

de (3-galactosidasa. Se midi6 la actividad de (3-galactosidaSd de las clonas 2.1· 2.6 junto 

con la de un control negativo (sin IPTG) y uno positivo (pAR33.1 5). En la Figura 20 se 

muestra la medici6n de la actividad a tres diferentes tiempos. La f6rmula utilizada para estos 

cálculos se muestra en la secci6n de Materiales y métodos. La absorbancia se divide entre el 
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Figurd. 19. Porcentdje de sobrevivencid de trdnsformdntes MBM7070 de tres diferentes 

enSdyos di exponer pSP189 d diferentes intensidddes de luz UV-C (254 nm). 

VIII. ACTIVIDAD DE I3-GALACTOSIDASA 

Pdrd cerciordrnos de que en redliddd el cdmbio de color implicabd que el gen supF 

hdbíd mutddo y que yd no podíd revertir Id dcción de Id mutdción ámbar, se hizo el ensdyo 

de P-gdldctosiddsd. Se midió Id dctividdd de P-gdldctosiddSd de Ids clonds 2. 1 - 2.6 junto 

con Id de un control negativo (sin IPTG) y uno positivo (pAR3 3.1 5). En Id Figurd 20 se 

muestrd Id medición de Id dctividdd d tres diferentes tiempos. La fórmuld utilizddd pard estos 

cálculos se muestrd en Id sección de Mdteridles y métodos. La dbsorbdncid se divide entre el 
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tiempo, es por eso que se ve la misma actividad en diferentes tiempos a pesar de que 

conforme avanza el tiempo se observa un color mds intenso. 
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lPrG 

CLONAS (MBM7070) 

Figura 20. Cinética de actividad de l3-galactosidasa a diferentes horas en bacterias 

MBM7070 con el pSP189 normal y mutagenizado, conteniendo la secuencia 33.15 

(33.15, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 y 2.6). También se utilizó un control negativo sin 

inductor (lPTG). 
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MEDIA DE LA ACT. DE p-GAlACTOSIOASA A lAS 3HRS. 
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Figura 21. Actividad de ll-galactosidaSd a las tres horas. Muestra la media y 

desviación estándar de tres ensayos en bacterias Ecok" MBM7070 con el plásmido 

pSP189 normal y mutagenizado conteniendo la secuencia 33.15. También se incluye un 

control negativo sin inductor ClPTG). 

En la Figura 21 se muestran las desviaciones estándar que fueron mínimas. Para ver si hubo 

diferencias significativas entre los candidatos se hizo un ANOV A (ver Materiales y 

métodos) con un nivel de confianza del 95%, sonde se obtuvo una Fo<fO'oS /o que 
(7.17) 

significa que al menos un par de medias son diferentes. Así que se realizó una prueba de 

DMSR. Dicha prueba mostrÓ que todas las clonas fueron diferentes a la clona no 

mutagenizada. L., mdyor diferencid entre Ids clonas mutad.s fue de 6.22 mientr.s que la 

menor diferencia entre el control positivo (clona no mutageniz.da) y las demás clonas fue 

de 32.58. Esto quiere decir que realmente disminuyó l. actividad de p-galactosidasa en las 

80 



clonds mutdgenizddds e incluso en dlgunds qued6 totdlmente dnulddd, como en Ids clonas 

2.3 y 2.6 que son igUdles di control negdtivo. 

IX. ANÁLISIS DE MUTACIONES. 

A los seis Cdndiddtos obtenidos se les extrdjo el pldsmido y se redliz6 Id 

secuencidci6n de su inserto empledndo Ids condiciones descritds en Id tdbld 1 3 y 

dumentdndo Id concentrdci6n de MgCl. 1 mM, 5 % de glicerol y 5 % de DMSO. 

Tdbld 13. Ciclos de PCR pard secuencidci6n de Ids subclonds # 2 sin 

temperdturd de dlinedmiento. 

No. de cidos T emperdturd Tiempo 

1 96°C 8 min 

25 Ciclos 98°C 10 seg 

55°C 4 min 

Post PCR 55°C 4 min 
4°C 00 

En cUdtro de Ids seis donds se encontrdron Cdmbios con respecto d Id secuencid 

VNTR 33.15 origindlmente insertddd. ÚniCdmente Ids clonds 2.4 y 2.6 no tuvieron 

mutdciones en el VNTR 33.15 insertddo, mientrds que Ids clonds 2.1,2.2,2.3 y 2.5 

presentdron entre todds 10 cdmbios. La totdliddd de estos 10 Cdmbios observddos fueron 

dlgún tipo de trdnsversi6n. Lds secuencids obtenidds con el iniciddor directo y deducidds d 
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clonds mutdgenizddds e incluso en dlgunos quedó totdlmente dnulddd, como en Ids clonds 

2.3 y 2.6 que son igUdles di control negdtivo. 

IX. ANÁLISIS DE MUTACIONES. 

A los seis Cdndiddtos obtenidos se les extrdjo el pldsmido y se redlizó Id 

secuencidción de su inserto empledndo Ids condiciones descritds en Id tdbld 1 3 y 

dumentdndo Id concentrdciÓn de MgCl2 1 mM, 5% de glicerol y 5% de DMSO. 

T dbld 1 3. Ciclos de PCR pord secuencidciÓn de Ids subclonos # 2 sin 

temperdturd de dlinedmiento. 

No. de ciclos T emperdturd Tiempo 

1 96°C 8 min 

25 Ciclos 98°C 10 seg 
55°C 4 min 

Post PCR 55°C 4 min 
4°C ce 

En cUdtro de Ids seis clonds se encontrdron Cdmbos con respecto d Id secuencid 

VNTR 33.15 originolmente insertddd. ÚniCdmente Ids clonds 2.4 y 2.6 no tuvieron 

mutdciones en el VNTR 33.15 insertddo, mientrds que Ids clonos 2.1, 2.2, 2.3 y 2.5 

presentdron entre todds 10 cdmbos. Lo totdliddd de estos 10 cdmbios observddos fueron 

dlgún tipo de trdnsversiÓn. Lds secuencids obtenidds con el iniciddor directo y deducidds d 
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partir de los electroferogramas se muestran a continuación. L"s mutaciones están resaltadas 

con diferentes tonos: ~I • ~º 

TXTTT.AAA.T CTTAGaAAA3 GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT 
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG 
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC 
A~GTGti'AGAT GTGG~CAGGT GGAGAGGT 

Figura 22. Secuencia del VNTR 33 1 5 de la clona 2.1 obtenida con el 

iniciador directo, deducida a partir del electroferograma G. En cursivas se indica la secuencia 

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

recuadro. 

TXTTT.AAA.T CTTAGaAAA3 GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT 
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG 
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC 
A~GTGGAGAT GTGGGcÜGGT GGAGAGGTGG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAd 
GTGGAGAGGG G~GT 

Figura 23. Secuencia del VNTR 33. 1 5 de la clona 2.2 obtenida con el 

iniciador directo, deducida a partir del electroferograma H. 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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--------

rGCrrrAAAr GrrA~ GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT 
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT GGAGAGGTGG 
GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG GTGGAGAGGT GGGCAGGTGG AGAGGTAGGC 
AGGTGGAGAT GTGGGCAGGT GGAGAGGTmG GCAGGTGGAG AGGTGGGCAG 
GTG~AGAGGG GCAGGTGGAG AGGT . 

Figura 24. Secuencia del VNTR 33.15 de la clona 2.3 obtenida con el 

iniciador directo, deducida a partir del electroferograma l. En cu"ivas se indica la secuencia 

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

recuadro. 

rGCrrrAAAr GrrA~ 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 VNTR 33. 1 5 de la clona 2.4 obtenida con el 

iniciador directo, deducida a partir del electroferograma J. En cu"ivas se indica la secuencia 

flanqueante. 

rGCrrrAAAr GrrA~ GCAGGTGGAG ATGTGGGCAG GTGGAGATGT 
GGGCAGGTGG AGAGGTGGGC AGGTGGAGAG GTGGGCAGGT·GGAGAGGTGG 
GCAGGTGGTº GAGGC 

Figura 26. Secuencia del VNTR 33.15 de la clona 2.5 obtenida con el iniciador 

directo, deducida a partir del electroferograma K. En cu"ivas se indica la secuencia 

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

recuadro. 
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rccrrrA.AAr CrrACG.UA; 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 VNTR 33.15 de la dona 2.6 obtenida con el iniciador 

directo, deducida a partir del electroferograma L. En cursivas se indica la secuencia 

flanqueante. 

Con el objeto de comparar estas mutaciones sobre la secuencia 33. 1 5 con 

aquellas que se pudieron haber generado sobre aquella que no es un VNTR 

(NT _023519), también se obtuvieron las secuencias empleando el iniciador "reverso". La 

secuencia de las clonas 2.1, 2.2 y 2.3 (ver electroferogramas M, N y O en el Apéndice 

11) se muestra en las Figura 28. En ninguna de estas secuencias se encontraron mutaciones. 

Dado el bajo número de muestras analizadas, no se puede concluir categ6ricamente, pero los 

datos sugieren y apoyan la hip6tesis de que las secuenicas de repetidos son más propensas a 

ser mutadas. 
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ACATATTTTG GTAATGATAT CCTCATATAC ATTGGGGATC CTATGAGATT 
ATAATACTGT ATTTTACTAT ACTTTTTCTA TATTTAGACA TGTTTAGATA 
CACAAATATT TACCATTGTG TTACGGTTGC CTACACCAAT CAGTATGGTA 
ACATTCTGTA TAACTTTGTA ACCTAGGAGC AATGGGTTAT ACCATCTAGC 
ATAGGTGTGT AGTTTGTTTT AGCATCTAGG TTTGCGTAAG TATACGTTAT 
GATGTTTGCA CAACAACCAA GTTGCCTAAA TAAACCTGTC ATTAAGTGAC 
ACATGACTGA ATTTAATCTC TCAACCCCTC TCTGTTTCAT AGCACTTTCT 
ATATCCTCAT ATTACAGTGT ACAAAATATT GTGCTATGCT TTTCCATAAT 
AAACCCAAAG CCTTTTTGTA GTGCTTAATA ATAAACTATT ATAAAGTGTG 
AGGTTTNCAG GATGATATAT GCATGGTCTA TATAGTTAGC ATATA 

Figurd 28. Secuencid de del ifl5erto de Ids clonds 2.1, 2.2 y 2.3 obtenidd con el 

iniciador" reverso", interpretadd d pdrtir de los electroferogrdmds M, N y O. 

La rddidción ultrdvioletd d 254 nm, longitud de Ondd dbsorbidd por Ids bases 

púriCds y pirimídiCds del DNA, es Id más conveniente pard Id inducción de lesiones 

genétiCds. Los dímeros de pirimidind son el principal fotoproducto de Id luz UV, sobre 

todo los di-dductos de timinds, sin embdrgo di irrddidr con luz ultrdvioletd se hdn encontrddo 

todo tipo de mutdciones: trdnsiciones, trdnsversiones y corrimiento del marco de lecturd. La 

mayond de los dutores reportdn un mayor número de trdfl5iciones. Por ejemplo, Yu et al 

(2001), indujeron mutdciones con luz UV en levddurd y célulds de humano fdvoreciendo 

Id formación de dímeros de ciclobutdno y fotoproductos (6-4), y encontrdron 

principalmente trdnsiciones de e ~ T. Por su parte, You et al (2000), menciondn que 

Id principal lesión inducidd por luz UV en el DNA son los dfmeros de ciclobutdno-

pirimidinas que se forman en Ids posiciones donde hay pirimidinas cerCdnas. Myrdnd et al 

(1996), irrddidron d pSP189 con luz UV y encontrdron que Id mdyoríd de Ids mutdciones 

en el gen surf fueron mutdciones puntudles y que éstds fueron predomindntemente 
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trdnsiciones G:C ~ AT Por su pdrte, Kdnjildl el al (1995), encontrdron que Ids 

mutdciones del gen p53 en célulds de CdbeZd y cuello con GÍncer de piel erdn el 30% 

trdnsiciones C ~ T, el 47% trdnsiciones T ~ C y el 12% trdnsversiones de G ~ T y 

sugieren que otros fdctores desconocidos pueddn estdr inteNiniendo. Doyle y Strike 

(1 995), encontrdron que Id mdyorfd de Ids mutdciones producidds por Id luz UV erdn 

trdnsiciones A:T ~ G:c. De Marini el al (1995), probaron los efectos de Id luz soldr, 

Id luz fluorescente y Id luz de Ids Idmpdrds pdrd broncedr en bdcterids del género Sa/monel/a, 

encontrdron Id misma proporción de trdnsiciones y de trdnsversíones en los tres tipos de luz: 

dproximaddmente 80% de trdnsiciones y 20% de trdnsversiones. YUdn el al (1995), 

reportdron tdmbién que Id mdyond de Ids mutdciones inducidds por luz UV fueron 

trdnsiciones. 

Okdichi el al (1992), trdtdron di "Shuttle vector" pZ189 con luz UV-B. Al 

secuencidr el gen supF encontrdron el 69% de trdnsiciones G:C ~ A:T y el 31 % fueron 

trdnsversiones de diferente tipo. Ydgi el al (1992), tdmbién encontrdron una frecuencid 

menor de trdnsversiones que de trdnsiciones di irrddidr di mismo pldsmido con luz UV. 

Okdichi el al (1992), recopildron ddtos de cinco ensdyos diferentes encontrdndo el 

siguiente pdtrón mutdciondl: 
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Tdbld. 14. Porcentdje de mutdciones sobre surf di irrddidr pZ189 con luz UV-B y 

trdnsfectdrlo en diferentes tipos celuldres. XP signifiCd XeroderfTld pigmenlosum. Mooificddo 

de Okdichi el di (1992) 

Porcentdje de mutdciones 

310 nm 254 nm 254 nm 254 nm 313 nm 

E ca/; Mono Humdno XP Humano normal Mono 

Transiciones 

GC~AT 69 61 93 73 62 

AT~GC O 7 1 2 3 

T rdnsversiones 

G:C~TA 8 13 O 10 17 

G:C ~ c,G 10 5 1 6 11 

AT~T:A 13 9 4 8 6 

A:T ~c,G O 4 O 1 1 

Wehner y Horneck (1995) encontrdron un patr6n mutacional muy parecido en el 

gen lae Z al irradiar di vado el pl~smido pUC 19: 
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T dbld. 15. Porcentdje de mutdciones sobre lae Z encontrddo di irrddidr pUC 19 con luz 

UV di vddo. ModifiCddo de Wehner y Horneck, 1995. 

Porcentdje de mutdciones 

160 nm 254 nm 

Transiciones 

G:C~A:T 61.2 47.3 

A:T ~GC 104 12.7 

T fdnsversiones 

G:C~ T:A 4.5 1.8 

G:C~C:G 1.5 5.5 

A:T ~ T:A 14.9 9.1 

A:T ~C:G O O 

Pdrris y Krdmer (1992) tdmbién reportdron un patrón muy simildr: di rededor del 

70% son trdnsiciones y cerCd del 30% son trdnsversiones. l."s trdnsversiones G:C ~ T:A 

se encuentrdn entre el 4 y el 18% en Id mayorfd de los cdSOS, Ids de G:C ~ C:G 

dlrededor del 8% y Ids de A:T ~ T:A tienen un rdngo muy vdriddo desde 0% haStd 

13%. 

A pesdr de que este es el patrón más común, tdmbién hdY dutores que reportdn un 

número similar de transiciones que de trdnsversione5, o incluso un número flldyor de 

trdnsversiones. l."s mutdciones encontrddds en el gen p53 de célulds bdsdles de pacientes 
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con cJncer de piel fueron bdSICdmente transiciones G:C ~ A:T en las áreas de mayor 

exposición al sol y en las áreas de menor exposición solar la mayorla (75%) fueron 

transversiones. Matsumura el al. (1996), lo atribuyen a que debe haber otros factores 

aparte de la irradiación UV en las áreas de menor exposición solar. 

A diferencia de los trabajos citados arribd, en el presente estudio se encontraron 

úniCdmente transversiones sobre Id secuencid 33.1 5 al irrddidr con luz UV·C el plásmido 

donde se encuentra insertddd y posteriormente transformar célulds de E coh: Es posible que 

estdS mutdciones hayan sido Ids úniCds que se generaron d partir de los aductos producidos 

por la rddidción no ionizante apliCddd. De ser dsí, no sólo es sorprendente el tipo de 

mutación (100% trdnsversiones), sino tdmbién su frecuencid (67% de las donas analizddas 

tuvieron di menos dlguna dlterdción y se detectdron diez mutdciones en totdl en las cUdtro 

clonds con dlterdciones en 33.1 5) i mientrds que en Id secuencia NT _023519 clonddd 

junto di minisdtélite, no se presentó ningún tipo de Cdmbio. Es posible que Id diferente 

composición nucleotídiCd de una y otrd secuencids (63% de G:C en el VNTR 33.15 V5 

32% en Id secuencia NT _ 0235 1 9) haya dfectddo Id frecuencid mutdcional. Sin embargo, 

tdmbién es posible que otros eventos posteriores se haYdn conjugddo para dar lugdr d Ids 

mutaciones que fueron detectadas. Estos eventos pueden ser, por ejemplo, diferencids en Id 

reparación de ddños sobre und y otrd secuencid und vez que fue insertddd Id construcci6n en 

las células MBM7070. A pesar de que se tiene el control negativo que no se irradió con 

luz UV y que tdmbién fue trdnsformado dntes de secuenciar, pudo haber mutdciones 

espontaneds di momento de trdnsformdr d las bacterids. Para desCdrtdr estd posibilidad, 

podrían hacerse secuencidciones dntes y después de transformdr. 
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-----------------------------.----

Xeroderma pigmentosum (XP¡ es Uflé enfermeddd genétiCd Cdrdcterizddd por 

cdmbios en Id pigmentdci6n inducidos por Id luz soldr. En los individuos que Id pddecen, 

h.y un incremento de 2,000 veces dproximdddmente de Id incidencid de c.íncer de piel. L, 

mdyorfd de Ids personds que Id pddecen tienen dlterdciones en los genes involucrddos en Id 

repdrdci6n de fotoproductos de UV por excisi6n de nude6tidos. L, mdyoríd de Ids 

mutdciones encontrdddS en estos pdcientes son trdnsiciones C:G ~ T:A y Id mdYOrfd de Ids 

mutdciones encontrddds en célulds provenientes de Xp, que son deficientes en Id repdrdci6n 

post-replicdtiVd, son trdnsversiones e ~ A y G ~ T (Lehmdnn, 2000) como Id mdyoríd 

de Ids mutdciones encontrddds en Ids secuencids de Ids donds 2.1, 2.2 y 2.3. Nowickd et 

al (1994) observdron que en célulds de XP con genes deficientes en Id repdrdci6n del 

DNA disminuy6 Id Cdntiddd de trdnsiciones, mientrds Id· cdntiddd de trdnsversiones no se vio 

dfectddd. Wdters et al (1993) tdmbién encontrdron und mdyor Cdntiddd de trdnsversiones 

en célulds de XP Analizando 38 epitelios de partes del cuerpo expuestas di sol con <:dncer 

de piel, Moles et al (1993) encontrdron tres trdnsiciones e ~ T y cudtro trdnsversiones 

e ~ G. Keohdvong (1991) irrddi6 con UV d 254 nm di gen HPRT y encontr6 3 

trdnsiciones y 2 trdnsversiones A:T ~ C:G. Ydng et al (1992) mencioflén que Id 

irrddidci6n UV induce todo tipo de sustituciones de bases y que entre ellds encontrdron el 

57% de trdnsversiones. Otros fotoproductos encontrddos son los dímeros de timiflé cis-syn 

y los dímeros de timind-timind (6-4) pirimidind-pirimidond. Con estos últimos se hd 

encontrddo und grdn vdrieddd de mutdciones, Id mdyorfd trdnsversiones G ~ T (Gentil et 

al, 1996) como Ids que encontrdmos en Id secuencid 33.1 5. Negishi y Hdo (1992) 

dndlizdron Id mutdgénesis potencidl de Id luz soldr en Id regi6n /ae Z dlfd del DNA de 

Cddend sencilld del fdgo M 1 3mp2 y tdmbién encontrdron que Id mdyoríd de Ids mutdciones 
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fueron trdnsversiones de GUdnind, G ~ C y G ~ T. Ellos sugieren que estdS 

trdnsversiones pueden ser Cdusddds por ddños en los sitios de pirimidinds distdles d Ids 

guaninds. En Id secuencid 33. 1 5 encontrdmos mutdciones de gUdninds en los sitios 

TGGGC, TGGAGAT, CAGGT y TGGAGGC. Todos estos sitios tienen pirimidinds 

distdles. 

Nishigori et al. (1994) encontrdron mutdciones en célulds de tumores de piel de 

rdtón inducidos con luz UV. Utilizdron 22 líneds de rdtón, de Ids cudles 15 contenídn 

secuencids de repetidos. Und de estdS mutdciones fue GGC ~ GTC, estd mutdción 

tdmbién Id encontrdmos en Id secuencid de Id clond 2.1. Ellos mismos reportdn que los 

dímeros de pirimidinds y los fotoproductos de pirimidind (6.4) pirimidona son Id CdUSó 

principal de los cJnceres de piel y que el cambio de bases ocurre principalmente en los pares 

de bases G;C, predomindndo Ids trdnsversiones. McGregor et al. (1999) utilizdron 

célulds de XP que pueden repardr errores de mdnera normdl pero que tienen und replicdción 

lentd de DNA con fotoproductos de UV. El 45% de Ids sustituciones involucrdron d una 

timind y Id mayorfd fueron trdnsversiones. En Id secuencid 33 15 se obtuvieron únicamente 

trdnsversiones y el 80% de éstds involucrdron d una timind. 

La luz UV ocasiona Id dimerizdción de Ids timinds dpilddds en el DNA de doble 

hélice. Ld replicación del DNA no se puede lIevdr d cabo correctdmente en presencid de 

dímeros de timina, probablemente debido d que los dímeros cauSón una distorsión de Id 

cadend. Por consiguiente, es indispensdble Id remoción de los dímeros de timinds. Los 

dímeros de timind son reparddos en todos los orgdnismos prOCdriontes y eucariontes por und 

vdrieddd de procesos simildres. El proceso rndS sencillo de repdrdción es Id fotorredctivdción, 

en Id CUdl und enzimd que se conoce como Id enzima de fotoredctivdción se fijd d Id doble 
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hélice distorsionddd en el sitio del dímero de timina. A medidd que el complejo de DNA­

enzima dbsorbe Id luz visible, se invierte Id redcción de dimerizdción. Ld enzima de 

fotoredctivdción se disocid entonces del DNA reparddo y se vuelven d formdr pares de 

bases normdles A:T (Stdnsfield, 1992) En este proyecto, Ids célulds se mantuvieron bajo 

condiciones normdles, es decir, no se les privÓ de Id luz. Como Ids trdnsiciones son Id 

principal consecuencid de los dímeros de timind (Lebkowski et al, 1985) en el ensdyo de 

mutdgénesis tuvieron oportuniddd de repardrse, tdl vez esd sed Id CdUSd de no haber 

encontrddo dichas mutdciones. Si dSr fuerd, esto indiCdríd un punto rndS d fdvor del modelo, 

yd que dún con Id repardción de dlgunas mutdciones fue posible encontrar Cdmbios en Id 

secuencia. Drobetsky et al (1987) indujeron mutdciones con luz UV en célulds de 

mam~ero. Encontraron que Ids mutdciones de trdnsición G:C ~ AT y A:T ~ G:C 

fueron reparddds, sin embargo Ids trdnsversiones G:C ~ T:A (que fueron la mdyoríd de Ids 

mutdciones encontrddds en nuestrdS donds) no pudieron ser reparddds. En base d estos 

resultados podemos sugerir que sí hubo reparación de Ids donas y que las transversiones 

encontrddds no pudieron repardrse. 

En este trdbajo no se puede establecer un patrón mutacional debido al limitado 

número de Ids muestras analizadas. No se secuenciaron rndS colonias en parte porque el 

objetivo de este trabajo no erd encontrdr un patrón de mutaciones sino probar el modelo 

pard encontrarlds y en parte porque las secuencias son muy costosas. 
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CONCLUSIONES 

1. En el presente trdbdjo fue posible el disldmiento, d pdrtir de DNA genómico humdno, 

de und secuencid minisdtélite con Ids CdrdcterfstiCds del VNTR 33.15 reportddo 

previdmente (GenBdnk NT _007741). Ld obtención de estd secuencid fue por medio 

de Id redcción en cddend de Id polimerdsd empledndo iniciddores dirigidos d Ids regiones 

fldnquedntes del minsdtélite. Cdbe señdldr que Id redcción no fue del todo espedicd 

pues junto con el minisdtélite se dmplifiCdron otrds secuencidS no deseddds. 

2. L. secuencid 33. 1 5 obtenidd constd de 17 unidddes núcleo repetidds en tdndem. 

Difiere en longitud de Id reportddd, que estd formddd por 29 repetidos, y en dlgunos 

Cdmbios puntudles en Id secuencid nucleotfdiCd. Esto corro60rd Id dltd vdridbiliddd de 

este tipo de secuencids entre individuos de Id misma especie. 

3. Se construyó el pldsmido pAR33.1 5 medidnte Id inserción de Id secuencid VNTR 

33.15 en el "shuttle vector" pSP189. Debido di procedimiento metodológico 

empleddo, Id secuencid 33.1 5 entró dcompdñddd de otro fragmento genómico no 

codifiCdnte pero con CdrdcterfstiCds distintds d Ids de un minisdtélite, di pdrecer 

proveniente del cromosomd 7. 

4. L. construcción pAR33. 1 5 fue empleddd en un ensdyo pdrd probdr el efecto de Id 

rddidción no ionizdnte UV-C sobre un. secuencid no codifiCdnte tipo VNTR. Ld 

construcción pAR33.1 5 tdmbién podríd ser empleddd en ensdyos de mutdgénesis in 
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vitro pero con otros compuestos¡ o en enSdyOS in vivo, yd sed empledndo pard ello 

b..cterids E cok o Irneds celuldres de hUmdno. 

5. El 67% de Ids clonds mutdntes en supF obtenidds (medidds como deficientes en 

dctividdd de !3-gdldctosiddSd) tdmbién mostrdron dlgún tipo de dlterdción en el VNTR 

33.1 5, pero ningund mutdción pudo ser detectddd en Id secuencid no miniSdtélite que 

lo dcompdñd. Lo cUdl sugiere que por su ndturdlezd, Ids secuencidS VNTR tienden d 

dcumuldr lTldyor número de mutdciones, o que en ellds Ids lesiones se repcHdn con und 

menor eficiencid¡ sin embdrgo es necesdrio df1dlizdr un número mdyor de ddtos di 

respecto. 

6. A diferencid de lo reportddo por otros dutores en sistemdS simildres, en el presente 

trdb..jo Id totdliddd de Ids mutdciones observddds sobre el VNTR 33.1 5 fueron 

trdn5versiones. Esto podrfd expliG:3rSe si los drmeros de pir¡m¡dinds que OCdS¡Olldn Ids 

trdnsiciones fueron repdrddds eficientemente, yd que d Ids b..cterids no se les privó de Id 

luz yestd es nece5drid pdrd dctivdr los mecdnismos de repdrdción de estos dductos. 

7. El modelo propuesto en el presente trdb..jo pdrece ddecuddo pdrd estudidr el efecto de 

dlgunos mut~genos sobre secuencids pdrd Ids que no existe un método de selección de 

Ids donds mutdntes, como lo es Und secuencid minisdtélite no codifiCdnte del genomd 

humdno. 
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APÉNDICE 1. PREPARACiÓN DE SOLUCIONES 

1. EXTRACCiÓN DE PLÁSMIDOS 

A. MAXIPREPARACIÓN POR OIAGEN 

Medio Lurid Bertdni (LB) 

10 gil Bdcto-triptond 

5 gil Bdcto-extrdcto de levddurd 

10 gil NdCI 

djustdr el pH d 7.0 con NdOH 

dfordr y esterilizdr en dutocldve 

Buffer de suspenci6n P1 

50 mM Tris-HCI, pH 8.0 

10mM EDTA 

1 00 "gI mi RNdsd A 

dlmdcendr d 4°C 

Buffer de lisis P2 

200 mM NdOH 

1%SDS 

dlllldcendr d temperaturd dmbiente 
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Buffer de neutrdlizdci6n P3 

3. O M dcetdto de potdsio 

djustdr pH d 5.5 

dlmdcendr d temperdturd dmbiente o d 4°C 

Buffer OBT pdrd equilibrdr 

750 mM NdCl 

50 mM MOPS, pH 70 

15% Etdnol 

0.15% Trit6n X-1 00 

almdcenar d temperdturd ambiente 

Buffer de Idvddo OC 

1.0 M NdCl 

50 mM MOPS, pH 7.0 

15% Etdnol 

dlmacenar d temperdturd dmbiente 

Buffer de eluci6n OF 

1.25 M NdCl 

50 mM Tris-HCI, pH 8.5 

15% Etdnol 

dlmacendr d temperdturd dmbiente 
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Buffer TE, pH 8.0 

10 mM Tris-HCI, pH 8.0 

1 mM EDTA 

dlmdcendr d temperdturd dmbiente 

B. MINIPREP CON TS-ELT 

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

Buffer Tris-Sacarosa (TS) 

50 mM Tris-He!, pH 7.5 

25% Saedro,", 

Esterilizar por filtración y almacenar a _20°C 

Solución EL T 

100 mM EDTA, pH 8.0 

2 mg/ml de lisozima 

0.1 % Tritón X-lOO 

Esterilizar por filtrdción y dlmacenar d _20°C 
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PEG/NaCl 

20% 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 mM EDTA 

dlmdcendr d temperdturd dmbiente 

11. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

Buffer T AE 50X 

24.2 9 Tris Base 

5.71 mi Ácido acético 

10 mi EDTA 0.5 M, pH 8.0 

Aforar a 100 mi con H,O destilada 

Colordnte 

0.25% Xylen-Cidnol 

0.25% Azul de Bromofenol 

30% Glicerol 
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111. DESFOSFORILACIÓN 

Buffer CIAP 10X (GIBCO) 

500 mM Tris, pH 8.5 

1 mM EDTA 

CIAP Stop Buffer 

100 mM Tris, pH 7.5 

1 mM EDTA 

200 mM NaCl 

0.5% SDS 

Buffer TE, pH 8. O (ver inciso 1. B) 

IV. PURIFICACiÓN DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACiÓN 

Buffer PB 

(Buffer comercial de OIAGEN) 

Buffer PE 

(Buffer comercial de OIAG EN) 

99 



Buffer EB 

(Buffer comercidl de OIAGEN) 

Buffer TE, pH 8. O (ver drribd) 

V CONSERVACiÓN DE CEPAS EN GLICEROL A _70°C 

Medio Lurid Bertdni (LB, ver inciso I.A) 

Glicerol estéril di 30% (v/v) en LB 

VI. BACTERIAS COMPETENTES 

Medio SOB (con MgSO.) 

20 si Bdctotriptona 

5 si Extrdcto de levddurd 

0.5 sil NdCl 

10 mVl de und solución 250 mM KCI 

Ajustdr d pH 7. O con NdOH 

Afordr d un litro con H20 destilddd 

Esterilizdr en dutocldve 

Adiciondr 5 mi de solución estéril 2 M MgCI 2 

Almacendr d 4°C 
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Buffer EB 

(Buffer comercidl de OIAG EN) 

Buffer TE, pH 8.0 (ver drrib,,) 

V. CONSERVACIÓN DE CEPAS EN GLICEROL A _70°C 

Medio Lurid Bertdn', (LB, ver inciso I.A) 

Glicerol estéril di 30% (v/v) en LB 

VI. BACTERIAS COMPETENTES 

Medio SOB (con MgSO,) 

20 sil Bdctotriptond 

5 sil Extrdcto de levddurd 

0.5 sil NdCl 

10 mVl de und solución 250 mM KCI 

Ajustdr d pH 7 O con NdOH 

Afordr d un litro con H,O destilddd 

Esterilizdr en dutoddve 

Adiciondr 5 mi de solución estéril 2 M MgCI, 

AlrTldcendr d 4°C 
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Buffer RF 1 

30 mM Acetdto de potdsio 

100 mM RbCl 

10 mM CdCI, 

50 mM MnCI, 

15% Glicerol 

Ajustdr pH d 5.8 con ~cido dcético 0.2 M 

Buffer RF2 

10 mM MOPS 

10 mM RbCl 

54 mM CdCI, 

1 5 % glicerol 

Ajustdr pH d 6.5 con KOH 5M 

VIL TRANSFORMACiÓN DE BACTERIAS 

MedioSOC 

5 mi medio SOB (ver inciso VI) 

50 J.II glucosd di 40% 

50 J.II MgSO, 
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CdjdS Petri con medio LB 

10 sil Bdctotnptond 

5 sil Bdcto-extrdcto de levddurd 

10 sil NdCl 

Bdctoagdr 2% (20g/l) 

Ajustdr el pH d 7. O con NdOH 

Afordr y esterilizdr en dutocldve 

Si se requiere, dgregdr el dntibiótico CUdndO Id temperdturd sed de 65°C 

dproximaddmente 

V dcidr en Cdjds petri 

VIII. EXTRACCIÓN DE DNA DE UN GEL DE AGAROSA 

Buffer TE, pH 8.0 (ver inciso VI) 

6 M Ndl, pH 7.0 - 7.4 

Buffer comercidl de Bio 1 01 

Gldssmilk 

Prepordción comercidl (Bio 10 1) de perlds de vidrio 

Buffer Nevv W dsh 

Buffer comercidl de Bio 1 01 
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IX. MUTAGtNESIS CON LUZ ULTRA VIOLETA 

Cdids con LB, IPTG y X-gdl 

Prepdrdr cdids con medio LB (ver drribd) 

ESpdtuldrles 8 1'1 de IPTG (100 mg/ml) 

ESpdtuldrles 8 1'1 de X-Gdl (10 mg/ml) 

Almdcendrlds 4 drds d 4°C dntes de utilizdrlds 

X ENSAYO DE ACTIVIDAD DE ¡3-GALACTOSIDASA 

Medio LUlrd Bertdni (LB ver inciso lA) 

Buffer Z 

60 mM Nd.HPO, 

40 mM NdH.PO, 

10 mM KCI 

1 mM MgSO, 

50 mM fl-Mercdptoetdnol 

Aiustdr pH d 7.0, no esterilizdr en dutoddve 

\03 



Medio A 

10.5 S K,HPO, 

4.5 S KH,PO, 

10 S (NH,)2S0, 

0.5 S citrdto de sodio 

Afordr d un litro con dSUd destilddd. 

ONPG comercidl (SIGMA) 
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APENDICE 11 

Electroferogrdmd A 
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Electroferogrdmd B 
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Electroferograma e 
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Electroferograma D 
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Electroferogrdmd E 
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Electroferogrdmd F 
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Electroferogrdmd G 
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Electroferogrdmd H 
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Electroferograma I 
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Electroferograma J 
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Electroferograrnd K 
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ElectroferogrdlTld M 
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