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I. INTRODUCCION

Una vez que la estructura del DNA y del codigo genético fue revelada, comenzaron a
aclararse muchos de los profundos secretos bioldgicos sobre el DNA. Atn asi, la
identificacion de las secnencias de grandes regiones parecia inalcanzable y casi un suefio.
Posteriormente, en la década de los 70. una avalancha de descubrimientos de técnicas
cambi¢ drasticamente esta perspectiva v ha permitido grandes avances en la biologia
molecular de la célula en los ultimos afos basados en el andlisis y manipulacién de
macromoléculas, particularmente del DNA (Lodish, et al., 1995).

A partir de estos estudios v descubrimientos, surgié la quimica celul:, la cual se planteo
como objetivo la purificacion de una sustancia de interés en cantidad suficiente para poder
analizar su comportamiento quimico. Mediante la utilizacion de enzimas y posterior
seleccion de determinados fragmentos en base a su tamaiio, fue posible aislar, a partir de
una muestra relativamente simple, muestras puras de secuencias especificas de DNA
(Darnell. et al.. 1986 y Lodish, et al., 1995). Pero si el DNA de interés proviene de una
célula eucarionte superior, la complejidad total de la muestra de DNA es tan grande que la
concentracion de un segmento especifico. con una longitud entre 103 y 2 X 103 pares de
bases, puede considerarse inferior a 1 en 106. Después de una digestién con enzimas se
generan muchos fragmentos de DNA con el mismo tamafio aproximado que sera imposible
obtener genes puros directamente a partir de las células en que se encuentran. Este
obstaculo en la obtencion de muestras puras de DNA a partir de genomas complejos se ha
superado con las técnicas conocidas, en su conjunto, con el nombre de tecnologia de]l DNA
recombinante (Darnell, et al., 1986).

Para producir este DNA recombinante es necesario el uso de dos tipos de enzimas. El
primer tipo fue llamado. enzimas de restriccion, las cuales cortaban el DNA de algunos
organismos dentro de secuencias especificas de algunos cuantos nucledtidos, generando
sets reproducibles de fragmentos. Las enzimas del otro tipo fueron llamadas DNA ligazas,
las cuales insertaban fragmentos restringidos de DNA en moléculas de DNA replicativo

(Lodish et al., 1995).

Existen dos grandes sistemas de preparaciones de DNA recombinante que se producen o
crecen en células bacterianas: los clones gendmicos y los clones de ¢cDNA. Un clon
gendémico es el cultivo de una célula huésped que contiene un fragmento de DNA
genémico; un clon de ¢cDNA es un cultivo de una célula huésped que contiene una
molécula de DNA complementario, DNA que se copid a partir de un RNA en una reaccion
catalizada enzimaticamente. En ambos casos el DNA de interés se une a un vector. ya sea
un bacteriéfago que puede multiplicarse en un huésped determinado, o bien en un plasmido

(Darnell et al., 1986)

Los plasmidos son moléculas circulares de DNA de doble cadena (dsDNA) que son
independientes del DNA cromosomal. Este DNA extracromosomal se encuentra
normalmente en bacterias vy se detectaron originalmente por su capacidad de transferir
genes entre estos microorganismos, también pueden encontrarse en el nicleo de las



levaduras y en algunas células eucariéticas superiores, manteniendo una relacion parasitica
o simbidtica con su hospedero. El tamafio de los plasmidos va desde unos cuantos cientos
de pares de bases hasta mas de 100 kb. Al igual que el DNA cromosomal del hospedero, el
DNA plasmidico se duplica después de cada division celular. Durante la division celular al
menos una copia del DNA plasmidico es segregada a cada célula hija. asegurando la
continua propagacion del plasmido a través de las generaciones sucesivas de la célula
hospedera (Maloy et al, 1994)

Generalmente, los plasmidos contienen genes que le confieren alglin beneficio a la
célula huésped. lo que obliga a la célula a retenerlos. estableciendo de esta forma un tipo de
relacién simbiotica. Por ejemplo algunos plasmidos bacteriales tienen genes que codifican
para enzimas que inactivan antibioticos. Esto le permite a la bacteria que lo contiene resistir
a los antibidticos y replicarse en un ambiente que los contiene, mientras que a la que no
presenta dicha resistencia muere (Lodish et al., 1995).

Estcs plasmidos resistentes a antibidticos representan un gran problema en el tratamiento
de una gran variedad de bacterias patdgenas comunes. Por otro lado, debido a que se ha
utilizado una amplia variedad de antibiédticos, algunos pldsmidos contienen algunos genes
de resistencia que hacen a sus hospederos resistentes a una gran variedad simultanea de
antibioticos. Muchos de estos plasmidos ademas contienen "genes de transferencia”, los
cuales codifican para proteinas que intervienen en la transferencia de una copia de los
plasmidos a otras células hospederas de la misma o emparentada especie bacterial. La
trasferencia ocurre a través de un complejo macromolecular con forma tubular denominado
"Pili F". el cual es construido por proteinas codificadas por algunos de los genes de
transferencia. Tal transferencia trae como consecuencia el riapido esparcimiento de los
plasmidos y por tanto un incremento en el numero de bacterias resistentes a ciertos
antibidticos, este fendmeno es caracteristico de los hospitales (Lodish et al.. 1995).

Se ha demostrado que una region especifica del circulo asegura su replicacion en la
bacteria huésped. esta zona recibe el nombre de ORI. El DNA plasmidico o vector puede
ser cortado por un solo punto con un enzima de restriccion en un lugar denominado
polilinker, sitio en el cual se encuentran todos los sitios de corte posibles de las diferentes
enzimas capaces de cortarlo. El plasmido se corta de modo que no quede afectada su
capacidad de reproducirse en la bacteria huésped, entonces puede ser insertado el DNA de
interés en el sitio de corte mediante la enzima ligaza v el circulo se cierra, dando lugar a
DNA recombinante. Células de E. coli, especificamente tratadas denominadas células
competentes, interiorizan el plasmido mediante un tratamiento que se denomina
transformacion en el cual se hace permeable la membrana plasmatica permitiendo la
entrada del plasmido, entonces la molécula recombinante se multiplica durante el cultivo al
mismo tiempo que las células, de esta forma se obtienen grandes cantidades de plasmido
con el crecimiento y proliferacién celular en medios selectivos que contienen algun tipo de
antibidtico para el cual las bacterias transformadas gracias a su pldsmido son resistentes.
Posteriormente el plasmido puede ser extraido mediante técnicas convencionales.

(3% ]



1.1. ANTECEDENTES

Desde la década de los 70°s se han venido utilizando distintos plasmidos para diversos
fines y cada afo surgen plasmidos nuevos que se integran a la lista de herramientas que
pueden ser ocupadas en el transporte y manejo del DNA.

El primer plasmido en descubrirse, fue el plasmido F. el cual fue detectado mediante
experimentos de recombinacion con dos sepas de E. coli. las cuales presentaban el siguiente
fenotipo: Sepa (A) Met- Bio- Thr+ Leut+ vy Sepa (B) Met+ Bio+ Thr- Leu-. Mediante
mezclas y cultivo de estas dos sepas se descubrié que existia una factor que era donado de
la sepa B 4 la A, lo cual producia ~olonias que presentaban un fenotipo Met+ Bio+ Thr+
Leu+.

A partir de este descubrimiento se llevaron a cabo una gran cantidad de experimentos
que condujeron al descubrimiento de nuevos plasmidos, pero no solo eso, sino que también
a través del tiempo y a medida que se lograba un mayor avance en las técnicas moleculares,
comenzaron a desarrollarse v construirse plasmidos que atendian a necesidades especificas
o estaban disefiados para fines muy particulares y especificos.

A continuacion se muestra una pequena lista de antecedentes en donde se menciona de
forma muy breve la utilizacién de estas herramientas moleculares:

Lui y col. en 1997, llevaron a cabo la transfeccion y expresion de cDNA de
trombopoietina humana para el tratamiento de trombocitopenia en ratén. En dicho trabajo,
utilizaron el plasmido pClneo para transfectar células COS-7.

Trouet y col.. en 1997 utilizan un vector de expresion GFP bicistronico para caracterizar
canales de iones después de la transfeccion de células de mamiferos, dicho vector fue
construido con el plasmido pClneo.

Dai y col.. en 1998 reportaron un anélisis de la secuencia nucleotidica de una sonda
especie especifica mediante un fragmento insertado en el plasmido pCX7 de la Leptospira
interrogans.

Houghton y col., (1998). realizaron un estudio de inhibicion de la apoptosis en células de
carcinoma del colon. dicha inhibicién es conferida por un oncogén denominado K-Ros. En
este estudio utilizan el plasmido pClneo para transfectar las células con el oncogén.

Kakikawa y col., en enero del 2000, reportaron haber utilizado 3 plasmidos pKK232-8,
pKPL v pACYC177 para estudiar las vias de regulacion del switch genético de la proteina
Cpg de Lactobacillus plantarum (phi)gle.

Otro estudio donde utilizaron el plasmido pcDNA3 es en el de Cruz-Revilla et al., en
febrero del 2000. donde estudian el efecto protector y la respuesta inmune contra Taenia
crassiceps cysticercosis, generada por la inmunizacién con DNA.



En febrero del 2000, Dautzenberg y col., reportaron que para estudiar la funcion del
receptor endogeno del factor liberador de corticotropina tipo 1, expresado en células
embrionicas humanas de rifion 293, utilizaron el plasmido pcDNA3.

Moser y col., en febrero del 2000, reportaron la utilizacion de los plasmidos pcDEF3 v
pcDNAS3, para clonar y llevar a cabo la expresion funcional del receptor hNPY Y5 en
células humanas de cancer endometrial

En febrero del 2000, Yevenes y Cardemil reportaron la utilizacion del plasmido
pTbp60B para obtener. mediante PCR, el gen que codifica para la fosfoenolpiruvato (PEP)
carboxicinasa en Trypanosoma brucei, y después lo clonaron en el plasmido pYES2 de
Saccharomyces cerevisiae..

Kopko v col.. en Marzo del 2000, reportaron la utilizacién del plasmido pCDN3 para
evaluar la respuesta de los pollos a un antigeno recombinante de Eimeria tenella,
administrado utilizanuo varias estrategias de inmunizacion.

En abril del 2000, Chen y Roberts, reportaron la sobre expresion, purificacion y analisis
del comportamiento complementario de la proteina Suh B de E. coli; para clonar los genes
de esta proteina utilizan el plasmido pET23a.

Ribas y col., en abril del 2000, reportaron altos niveles de expresion en E. coli de un
fragmento carboxilo terminal de la proteina de fusion Thioredoxina del tétanos. En este
proyecto utilizan el plasmido pET32a donde insertan la secuencia para dicho fragmento.

Wang y col.. en abril del 2000, reportaron haber clonado y sobre expresado un gen de
tirosina a partir de Pseudomonas malthophila. En este estudio utilizaron el plasmido
pWS18 donde insertaron un fragmento del gen sal 1 para transfectar células HB101.

Zhao y col.. en abril del 2000, reportaron la expresion de proteinas homeobox Cardiaco-
especificas humanas en E. coli, en dicho estudio el cDNA del homoebox fue insertado en el
plasmido pET32a.

Kohno y col.. en mayo de este mismo afio, reportaron la utilizacion del plasmido pUC
Del(2). en un estudio de reduccion de la trascripcion y produccion de progenie viral del
virus de la Hepatitis B.

Osmanagaoglu y col., (2000), clonaron y expresaron un determinante de la pediocina del
Pediococcus acidilactici F. insertandolo en el plasmido pQE322.

1.2. JUSTIFICACION

Bien sabemos que las técnicas han sido disefiadas mediante ejercicios y pruebas, y son
difundidas cuando con su aplicacién se han logrado obtener los resultados requeridos.
Ahora bien, esta claro que estas técnicas son la base de la cual se parte para poder repetir



estos resultados lo mds semejantes posibles las veces que se emplee la técnica. pero no
podemos descartar que en algin momento dichos procedimientos no nos conduzcan a
cumplir nuestros objetivos debido a que los resultados del empleo de la técnica no sean los
esperados. Este acontecimiento es debido principalmente a que las condiciones
ambientales, fisicas, infraestructurales, entre otras, donde se desarrollan las técnicas no
siempre son las mismas, ya que varian de un laboratorio a otro, ademas de que cada
investigador tiene su estilo de realizar el procedimiento debido a su educacién. por que
aunque sigan al pie de la letra la técnica nunca la desarrollaran igual. Por tal motivo es
indispensable que en cada laboratorio se lleve a cabo la estandarizacion de las técnicas que
en el se ocupan; en este caso llevé a cabo la estandarizacion de las técnicas utilizadas para
la produccién y extraccion de DNA plasmidico.

1.3. OBJETIVO

Estandarizacion de las técnicas utilizadas para la produccion y purificacién de plasmidos
recombinantes.

II. MARCO TEORICO

2.1. Escherichia coli

Escherichia coli es una célula bacteriana de forma de varilla con un cromosoma circular
de cerca de 3 millones de pares de bases. Esta bacteria puede crecer en medio minimo que
contenga glucosa como fuente de carbon y de energia. y sales como suplemento de
nitrégeno, fosforo y trazas de metales. E. coli crece rapidamente en medio rico, el cual
provee a la célula de aminoacidos, nucledtidos y vitaminas, asi como de otros metabolitos
que de no contenerlos. la célula tendria que sintetizarlos. Cuando E. coli crece en medio
liquido, atraviesa una serie de fases o periodos. Inmediatamente después de ser inoculada
en el medio liquido. E coli entra en una fase de crecimiento llamada periodo lag,
posteriormente a esta fase comienza a dividirse. En medio rico, un cultivo de sepa tipica
dobla su nimero cada 20 a 30 min. Esta fase de crecimiento exponencial se conoce con el
nombre de fase log (en ocasiones esta fase se subdivide en log-temprana, log-media, v log-
tardia). Cuando en el cultivo, la densidad celular alcanza un punto en el que los nutrientes y
el oxigeno se vuelven escasos., y los desechos celulares (en su mayoria acidos), se
incrementan, las células detienen rapidamente su divisién. A esta nueva fase se le conoce
con el nombre de saturacion. en la cual bajo condiciones normales de laboratorio. se
obtiene una densidad celular de 1 a 2 x 10° células/ml. Aprox. (Neidhardt, et al., 1987).

A pesar de pertenecer a un grupo bastante interesante, asi como uno de los mas
importantes médicamente, no existe nada obvio acerca de E. coli, que explique su gran
popularidad como modelo experimental en una amplia variedad de proyectos de
investigacion. E. coli no se diferencia (como Caulobacter), esporula (como Bacillus).



fotosintetiza (como Rhodospirillum), quimiosintetiza (como Nirrosemas), excreta grandes
cantidades de proteinas (como Bacillus). o crece en condiciones extremas (como Thermus o
Thiobacilus). sin embargo, la popularidad de E. coli deriva de una mezcla de propiedades
convenientes y accidentes historicos.

A principios de este siglo, los bacteridlogos, interesados en la estructura, funcién y
crecimiento. eligieron organismos que fuesen facilmente accesibles. que no presentaran una
alta virulencia, y que crecieran rapidamente en medios quimicos definidos. Dos bacterias
reunieron estas caracteristicas, £. coli y Salmonella. Por otro lado. los primeros trabajos
realizados sobre virus que se multiplicaban rapidamente en estos organismos, aumentaron
su popularidad y su estudio intensivo. En 1940, el virdlogo André Lwoff influenci6 a
Jacques Monod a elegir a £. coli come modelo en el cual realizo los estudios clasicos de la
fisiologia del crecimiento bacteriano. Finalmente, la popularidad de E. coli fue determinada
de una vez por todas por el descubrimiento del proceso de intercambio genético
denominado conjugacién. El andlisis genético de las funciones celulares se hizo posible por
primera ves en organismos que poseian ademas otras caracteristicas deseables. como el
rapido crecimiento, a razon de una nueva generacién cada 20 min.. produciendo extractos
celulares enzimaticamente activos con relativa facilidad, asi como, la capacidad de obtener
tanto metabolitos como moléculas marcadas con isétopos radioactivos en diferentes vias.
Esta combinacion de propiedades colocé a E. coli como uno de los mas importantes
sistemas bioldgicos para los estudios celulares de todos los tiempos (Neidhardt et al.,

1996).
2.2. Antibioticos

Los antibiéticos son importantes herramientas para las técnicas de ingenieria genética,
debido a que con ellos es posible identificar y seleccionar células en funcion de su
resistencia a estos. La resistencia de las células a los antibioticos la confieren genes
llamados genes de resistencia los cuales se encuentran principalmente en los plasmidos que
portan las células bacterianas. Actualmente se conocen cientos de antibidticos, los cuales
poseen la capacidad de inhibir la expresion génica (Neidhardt, et al., 1987).

Algunos antibioticos inhiben de forma especifica el proceso de transcripcion en
bacterias, tal es el caso de la Rifampicina, la cual se une a una de las subunidades
principales de la enzima RNA polimerasa evitando de esta forma la iniciacion de la sintesis
de RNA, sin embargo, este antibiético carece de accion sobre la RNA polimerasa una vez
que se ha iniciado el proceso de la transcripcion. Otras clases de antibioticos, con accion
similar a la Rifampicina han sido bastante utilizados, tal es el caso de la Estreptolidigina. la
cual se une a la RNA pol e inhibe el proceso de elongacion.

La mayoria de los antibiéticos conocidos inhiben la sintesis de proteinas, como es el
caso de la Estreptomicina y de la Kanamicina, los cuales se unen a la subunidad 30s
ribosomal e inhiben la union del RNAm con el ribosoma. La Tetraciclina, inhibe la unién
del RNAt con la subunidad ribosomal 30s, el Cloramfenicol por su lado, inhibe a la peptidil
transferasa. y la Puromicina, ocasiona terminacion prematura de la cadena peptidica. En la
genética microbiana, los alelos sensibles y resistentes a estos antibidticos son utilizados
comunmente como marcadores génicos. Los antibidticos tales como la penicilina. no



afectan los procesos de transcripeion y/o traduccion, sino que mas bien. intervienen en la
sintesis de la pared celular bacteriana.

Mientras que algunas bacterias poseen una resistencia natural a ciertos antibidticos,
alguna pueden adquirir esa resistencia, a través de una mutacion. Existen dos vias
principales mediante las cuales las bacterias desarrollan resistencia a los antibioticos:

e adquiriendo cierta actividad enzimatica que inactiva directamente al antibidtico.
e adquiriendo una mutacion que modifique el sitio de accién del antibiético,

Por ejemplo. la resistencia a la penicilina se debe frecuentemente a una actividad
enzimadtica, mientras que la resistencia a la estreptomicina es debida a la modificacion del
sitio de accidn del antibidtico. La resistencia natural a la penicilina es conferida por un gen
que sintetiza a la P-lactamasa, la cual es una enzima que corta el anillo lactdmico en
penicilina, ampicilina y cefalosporina, dicho gen es acarreado en muchos plasmidos. Para
el caso de la estreptomicina, la cual actiia uniéndose a una de las subunidades ribosomales,
las mutaciones que confieren la resistencia ocurren en la proteina de la subunidad que es
ocupada como blanco para este antibiotico, lo cual imposibilita su unioén y por tanto su
accion.

2.3. El operén LAC

Muchas de las técnicas de ingenieria genética surgieron gracias a los primeros estudios
del operén LAC de E. coli. El operon LAC consiste de tres genes: lacZ, lacY y lacA.
Cuando la célula crece en medio rico o medio minimo con glucosa, el represor /ac bloquea
la trascripcion, uniéndose a un sitio denominado operador, el cual precede al gen lac Z y
evita que pueda unirse la RNA polimerasa al promotor. Cuando la célula crece en medio
que contiene lactosa o componentes relacionados, el represor lac libera al operador,
permitiendo de esta forma que la RNA polimerasa sintetice una hebra sencilla de mRNA la
cual codifica para los genes lacZ, lacY y lacA. lacY codifica para una permeasa la cual es
necesaria para la utilizacion de la lactosa y de ciertas azucares relacionadas. lacZ codifica
para la P-galactosidasa. la cual divide la lactosa en glucosa y galactosa. las cuales son
posteriormente utilizadas por la célula. Por ultimo. /ac4 codifica para una enzima llamada
tiogalactosido transacetilasa. Aunque esta enzima no es requerida para el metabolismo de la
lactosa, su funcién durante el crecimiento en medio rico en lactosa no es atn clara (Miller.
1978)

2.4. El Factor F

Este factor, es una unidad genética encontrada en algunas sepas de £. coli. Las sepas que
contienen el factor F son comunmente utilizadas para muchas de las técnicas de ingenieria
genética, principalmente por dos razones. Primero, la posesion del factor F permite a la
célula ser infectada por vectores basados en fagos filamentosos, mediante estructuras
denominadas pili, las cuales son elaboradas por las células que contienen el factor F.
Segundo, los genes lacZ defectuosos que codifican para el fragmento o de la B-



galactosidasa, son cominmente acarreados en el factor F. El factor F posee tres formas
caracteristicas: la primera es en forma de DNA de doble cadena, DNA de cadena sencilla, o
plasmidico extracromosomal circular (F'); la segunda es como plasmido F~ incluyendo a
varios genes bacteriales (F'). v la tercera es como DNA linear y compacto integrado en
varios sitios del cromosoma bacteriano (Hfr). El poseer el factor F, le confiere a E coli. la
habilidad de donar DNA en cruzas bacterianas. Por esta razon. las células que portan el
factor F se denominan machos. Los plasmidos F o F* pueden transferirse por si mismos a
otras células y en ocasiones propiciar la transferencia de otros plasmidos, proceso
denominado movilizacién. Las mutaciones denominadas Tra previenen que el factor F se
auto transfiera o movilice otros plasmidos. Los factores F Tra” pueden ocasionar la
transferencia de DNA cromosomal a otras células, pero el receptor usualmente no recibe la

secuencia del factor F (Bachmann. 1983).
2.5. Restriccién, modificacion y metilacion de DNA

E. coli, posee al menos cuatro sisiemas de restriccion, los cuales identifican DNA
extrafio y lo destruyen. Estos sistemas codificados por hsdRMS, mcrA, merB, v mir,
pueden ser evadidos mediante fragmentos genéticos en los cuales eslos sistemas estdn
deshabilitados por mutacién. Para seleccionar los fragmentos adecuados, es necesario
conocer la cantidad de bases metiladas en el DNA que sera clonado. El sistema de
restriccion EcoK. codifica para genes hsdRMS siendo los mecanismos de restriccion de
estos genes los mas conocidos. Estos atacan hebras de DNA que poseen secuencias
especificas ya conocidas, lo que resulta en el corte de la hebra a ciertas distancias desde el
sitio de reconocimiento. originando una serie de fragmentos de varios tamanos que
eventualmente se van degradando. Para que el DNA no sea atacado es necesario que
carezca de aquellas secuencias reconocidas por los sistemas de restriccion o que las
adeninas del sitio de reconocimiento se encuentren metiladas. La enzima EcoK es tanto
genética como enzimaticamente compleja. Para llevar a cabo la restriccion de un segmento
no metilado. se requieren las tres subunidades de dicha enzima. las cuales son: HsdR,
HsdM y HsdS. Cuando un sustrato esta metilado en solo una de sus hebras, este complejo
proteico de la EcoK, lleva a cabo la metilacién de la otra hebra. protegiendo del corte a
dicha hebra. El segmento HsdM y el HsdS juntos. pueden metilar tanto segmentos no
metilados. como hemimetilados. Si alguna de las tres subunidades presenta alguin defecto,
el complejo entero se inactiva en cuanto a restriccion, pero aun puede continuar metilando
si el defecto lo presenta la subunidad SDR. En contraste con EcoK, los otros 3 sistemas de
restriccion de E coli K-12-merA, merB y mirr, atacan especificamente a DNA que esta
metilado en secuencias particulares en vez de atacar a DNA no-metilado. El efecto conjunto
de mcrA y merB reduce el numero de clones que pueden recuperarse de las librerias hechas
con DNA gendmico de otros organismos. lo que permite seleccionar fragmentos especificos
de dichas librerias. En cuanto a merB, existe evidencia de que una nucleasa es responsable
de estos efectos. en cuanto a las demas aun no se ha encontrado evidencias sélidas de su
accion. Un fragmento génico, debe ser usado cuando carece de un apropiado sistema de
restriccion metil-especifico, al clonar DNA gendmico que contenga bases metiladas. Todos
los mamiferos y las plantas superiores. asi como muchos procariontes, contienen
metilcitosina, por tanto el sistema McrA'B’ es el mas correcto para usarse en librerias de
DNA para estos organismos. Las bacterias y los eucariontes inferiores pueden contener
metiladenina. por lo que debe ser considerada su sensibilidad al sistema Mrr. Sin embargo.,
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los principales organismos experimentales como Drosophila melanogaster y
Saccharomyces cerevisiae contienen bases metiladas no detectables.

En suma. es necesario que cuando el DNA es metilado durante su manipulacion in vitro,
se seleccione el hospedero deficiente-restrictor adecuado para ser usado como receptor del
DNA. Las metilasas son utilizadas para generar nuevas especificidades para las enzimas de
restriccion o para proteger el cDNA de subsecuentes digestiones.

Una ves que el DNA es introducido en E. coli, comienza su replicacion, entonces el
patron de metilacién extrafio se pierde y los clones adquieren el patrén de E coli, a menos
que acarreen actividad de metilasas. Una ves introducido exitosamente el patron nuevo, las
clonas pueden ser transferidas libremente a través de sepas E. coli Mcr™ Mrr', va que el
patron actual va no podra ser extrafio. Es importante que las clonas sean introducidas en
una sepa HsdM™ antes de intentar introducirlas en una HsdR ™,

El patrén normal de metilacion del DNA de E. coli, es el producto de tres metilasas. La
metilasa EcoK modifica secuencias especificas y conocidas. Los productos de los genes
dam y dem también son metilasas. Las modificaciones llevadas a cabo por dichas metilasas,
confieren resistencia total o parcial al DNA contra alguias endonucleasas de restriccion
usadas para trabajos in vitro. Las metilasas Dam y Dem no estan asociadas con ninguna
funcion de restriccion en E. coli; la perdida de metilacion por Dam y/o Dem no provoca
que el DNA séa sensible a restriccion por EcoK aunque la perdida de modificaciones en K

si lo hace. Sin embargo, modificaciones en Dam y Dem confieren sensibilidad a analogos £

de Mrr y Mecr en especies de Srreptomyces (MacNeil, 1988),
2.6. Recombinacion y sus efectos en clonas insertas de DNA

Durante su propagacion en E. coli, el DNA insertado en vectores es frecuentemente
rearreglado por las proteinas involucradas en la recombinacion del DNA. Afortunadamente,™
aunque la genética y la enzimologia de la recombinacion en E. coli no estan aun del todo
entendidas, existen sepas mutantes disponibles que pueden proveer soluciones a dos
problemas comunes.

El primer problema es el siguiente: el DNA contiene secuencias repetidas dispersas. La
recombinacion ocurre entre estas secuencias repetidas, provocando perdidas de partes del
DNA. Para librerias de plasmidos, este problema puede ser resuelto mediante la
propagacion del DNA en un hospedero recA’, donde la recombinacion de homdélogos no
ocurre. Para librerias hechas utilizando vectores-i derivados, los vectores deben ser
recombinantes defectuosos. Sin embargo, solo del 30 al 50% de las células son viables
como tales, y las librerias, particularmente las librerias de fagos, resultan ser dificiles de
propagar. Los vectores A-Fagos que son recombinantes defectivos, no originan altos titulos
de lisado en sepas recA. v los fagos gam recombinantes defectivos no crecen en ninguna
sepa, a menos que la enzima recBCD sea inactivada. Muchos vectores A son recombinantes
defectuosos gam y no pueden llevar a cabo seleccion Spi- o hacer espacio para grandes
insertos.

El segundo problema es el siguiente: El DNA insertado contiene repetidas secuencias
invertidas cercanas. Esta cercania en el DNA no permite una propagacion estable en
algunos fagos o vectores plasmidos. Se considera que grandes palindromos, pueden en
ocasiones, formar una estructura alternativa que se asemeja a un intermediario encontrado
en recombinacion normal, llamado interseccidn especial, el cual es aceptado por el sistema
de recombinacion del hospedero.

U.NAM CAMPUT



Existen sepas bacterianas en las cuales el fago o las clonas de plasmidos que contienen
palindromos son recuperados a una alta frecuencia. El papel de ExoV en la estabilizacion
de los palindromes fue descrito por Leach and Stahl (1983). usando palindromes
construidos artificialmente en fagos %, y en hospederos mutantes para recB, recC, y sbeB.
Ya que las sepas recB, recC son mutantes, tienden a presentar mutaciones adicionales, una
en sbcB y otra en sbeC, cuya naturaleza bioquimica es aun desconocida. Juntas estas
mutaciones restauran la recombinacion e incrementan la viabilidad celular.

El papel de recD fue descrito por Wertman et al. (1986) y Wyman et al. (1986). recD
codifica para la actividad de nucleasa de ExoV, el cual es distinto de la actividad
recombinante de la enzima. Las sepas mutantes solo en recD, son Rec’ y comunmente no
acumulan mutaciones secundarias. Tales sepas son los mejores hospederos para estabilizar
palindromos usando fagos A-derivados.

2.7. Vectores derivados de plasmidos.

Los plasmidos ‘bacterianos, son moléculas autoreplicables de DNA circular,
extracromosomal. En la naturaleza existe una gran variedad de plasmidos. Los plasmidos
aislados naturales de E. coli contienen genes que les confieren a sus hospederos resistencia
contra los antibioticos, resistencia a los metales pesados, sensibilidad a mutdgenos.
sensibilidad o resistencia a bacteriofagos oscuros, produccion de enzimas de restriccion,
produccion de aminoacidos raros, o catabolismo de complejas moléculas orgénicas, etc. La
replicacion de estos plasmidos, puede o puede que no requiera de proteinas codificadas por
el plasmido y puede o puede que no se sincronice con el ciclo celular. Algunos de estos
plasmidos transmiten libremente su material genético a otras bacterias de distinta especie.
algunos solo a la misma especie, mientras que otros no transmiten a ninguna. Durante la
década de los 70’s, muchos plasmidos fueron producidos en laboratorio a partir de
fragmentos de plasmidos originales. Estos plasmidos artificiales v sus derivados son los
vectores mas comunmente usados en trabajos de DNA recombinante. Todos los plasmidos
usados como vectores de clonacion, contienen tras caracteristicas comunes: un replicador,
un marcador de seleccion y un sitio de clonacién. El replicador es un tramo de DNA que
contiene el sitio en el cual comienza la replicacion del DNA, usualmente llamado el origen
de la replicacion (ORI). ademas. este sitio contiene genes que codifican para los RNAs y
proteinas necesarias para la replicacion. El marcador de seleccién. es usualmente
dominante y es generalmente un o una serie de genes que codifican para proteinas que
confieren resistencia a antibidticos. El sitio de clonacion es el lugar donde intervienen las
endonucleasas de restriccion, las cuales realizan cortes que permiten la insercion del DNA
extrafio, sin intervenir ni afectar la habilidad del plasmido para replicarse o para desarrollar
el fenotipo de seleccion en el hospedero (Norrander et al., 1983: Sutcliffe.1978).

2.7.1. Replicadores de alto y bajo numero de copias.

Los distintos plasmidos replicadores han sido clasificados en base al nimero de copias
que producen. El nimero de copias, es definido usualmente como el numero de plasmidos
por célula bacterial cultivada bajo ciertas condiciones estandar, pero en ocasiones es usado
para describir el numero de copias de plasmido por cromosoma bacterial (Stoker et al.,
1982).



2.7.2. Control laxo y rigido del nimero de copias.

Los pldsmidos de alto nimero de copias tienden a caer en un control laxo. Estos
plasmidos en ocasiones llamados plasmidos laxos o relajados. inician su replicacion en un
proceso controlado por las funciones codificadas por el plasmido. el cual no depende de la
inestable replicacién iniciada por la sintesis de proteinas al comienzo del ciclo celular
bacteriano. Ya que su replicacién no depende de las proteinas del hospedero. los plasmidos
laxos pueden usualmente ser amplificados, esto es, que el numero de copias que estos
producen puede ser incrementado enormemente cuando las células que los portan son
tratadas con inhibidores de sintesis proteica, tales como cloranfenicol o espectinomicina.
Los plasmidos de alto nimero de copias usualmente no poseen mecanismos para asegurar
la correcta segregacion de sus copias a las células hijas. Los plasmidos de hajo numero de
copias usualmente tienden a caer en un control rigido. La iniciacién de la replicacion en
estos plasmidos depende de las proteinas sintetizadas al inicio de la replicacion del material
genético del hospedero en su ciclo celular y por tanto la aplicacion de estos plasmidos es
sincronizada con la replicacion del cromosoma bacteriano. Muchos de los plasmidos bajo
control rigido contienen sitios en su DNA llamados par (particion), loci que les confiere a
las copias ser segregadas correctamente en las células hijas con bastante eficiencia (Chang
and Cohen, 1978; Stoker et al., 1982).

2.7.3. Mecanismos de replicacién y control del numero de copias por los

o

derivados de los vectores de clonacion pMBI1 y ColEL.

La vasta mayoria de pldsmidos usados en trabajos rutinarios de DNA recombinante,
contienen replicadores derivados de plasmidos pMB1 o ColEl. Las células que contienen
muchas copias de estos plasmidos, aunque cada copia se replica una ves por ciclo celular en
promedio, algunas de estas copias se replican mas de una ves, mientras que otras ya no lo
vuelven a hacer. La replicacion de los plasmidos comienza con la sintesis de un primer de
RNA mediante la RNA polimerasa del hospedero. Como el primer trascrito es extendido a
partir de la regién ori, el dsDNA de dicha region se separa y en este mismo sitio se aparea
el transcrito mas reciente con una de las hebras. La RNasa H mella el primer, v la DNA
polimerasa [ del hospedero extiende a dicho primer apareado y mellado, comenzando de
esta forma la sintesis de la primera hebra. La iniciacién de la sintesis del DNA es
negativamente regulada por otro RNA codificado por el plasmido, llamado RNA 1. el cual
hibridiza con el primer de RNA. El apareo del primer de RNA con el RNA I es suficiente
para modificar la estructura secundaria del primer de RNA. lo que lo inhabilita para
aparearse con el DNA de la region ori. La formacién del hibrido RNA I-primer de RNA es
de alguna forma facilitada por la accion de la proteina Rop. Los plasmidos mas actuales
tales como los plasmidos pUC cuvos replicadores derivan de plasmidos pMBI, no
contienen el gene rop intacto, por los que se transforman en plasmido de alto numero de
copias a diferencia de aquellos que presentan replicon pMBI1 intacto (Melton, et al., 1978;
Weinstock et al., 1983).



2.8. Incompatibilidad plasmidica.

Las células normalmente no pueden contener dos pMBI o ColEl diferentes. Esto es
debido a un fendémeno denominado incompatibilidad plasmidica; pMBI1 y ColEl se
consideran incompatibles con cualquier otro plasmido con el mismo replicador y por tanto,
que pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad. La incompatibilidad de ColEl v
pMBI es consecuencia de dos hechos. El primero es que la replicacion de estos plasmidos
es controlada negativamente por RNA I. la cual actia en trans en otros plasmidos con el
mismo primer de RNA, y el segundo. es que ambos plasmidos carecen de mecanismos que
les aseguren replicarse una vez por ciclo celular. Debido a estas dos razones, si una célula
contiene un pMB]1 y es subsecuentemente transformada con otro pMBI1. perdera el primer
plasmido (Zinn et al., 1983; Kahn et al., 1979).

2.9. Marcadores de seleccion.

Los genes que codifican para proteinas que confieren resistencia a la ampicilina,
tetraciclina y cloranfenicol, son los marcadores de seleccion cominmente mas utilizados
para los vectores plasmidos. Estos genes de resistencia a los antibiéticos, debido a que son
dominantes, esto es, que el fenotipo antibidtico-resistente es dominante en comparacion con
el fenotipo antibiotico-sensible de aquellas células que no lo poseen. Otros marcadores de
seleccion que también son utilizados son la kanamicina, y la inmunidad a los fagos lambda.
En ocasiones, los marcadores recesivos son utilizados en la seleccion de plasmidos. por
ejemplo. en el caso de E. coli leuB’ la cual no puede crecer en ausencia de leucina, se puede
llevar a cabo una seleccion de aquellas colonias transformadas con un plasmido que
contenga algin gen que complemente a leuB. poniéndolas a crecer en un medio que carezca
de leucina (Bolivar et al.., 1977; Riither and Muller-Hill, 1983).

2.10. Fagos Lambda

La biologia de los vectores derivados de fagos lambda es bien conocida. Lambda es un
fago temperado, lo cual significa que puede crecer tanto litica como lisogénicamente.
Cuando % infecta a una célula, este inyecta su DNA dentro de la bacteria hospedero.
Cuando crece de forma litica. este realiza multiples copias de su genoma, las cuales son
posteriormente empacadas hasta formar nuevas particulas . finalmente, se lleva a cabo la
lisis de la bacteria hospedero, lo cual libera a la progenie. Cuando % crece lisogénicamente.
este inserta su DNA en el cromosoma del hospedero. EI DNA insertado del fago es
replicado simultaneamente con el cromosoma del hospedero. En algunas ocasiones, cuando
el DNA de la célula es dafado. el DNA del fago se libera del cromosoma hospedero y
comienza a crecer de forma litica. Las células lisdgenas, son inmunes a la superinfeccion
por fagos % adicionales, debido a que portan una region de inmunidad homologa. De esta
forma, el plaqueo de fagos temperados es turbio, debido a la presencia tanto de células
lisadas por fagos liticos, como de células exentas de infecciones posteriores, debido a que
han sido transformadas en células liségenas



El genoma  ha sido agrupado en un bloque discreto de genes relacionados. Este hecho
es bastante conveniente para los bidlogos moleculares, debido a que esto ha permitido la
construccion de muchos vectores de clonacién derivados de fagos, los cuales poseen a su
ves una seric de deleciones en grandes tramos del DNA que no son esenciales para el
crecimiento litico. En suma con estas extensas dreas, gran parte de la region de inmunidad,
incluyendo a los genes ¢ll, cro, ¢l y rex, son esenciales para el crecimiento litico (Banuett
et al., 1986).

2.11. Crecimiento litico.
2.11.1. Expresién génica temprana.

El crecimiento litico conlleva a la produccion de nuevas particulas virales v a la
subsecuente lisis de la célula hospedero. El crecimiento litico comienza desde la infeccion o
posteriormente a la desactivacion del represor ¢/ existente en la célula lisdgena. La
trascripcion comienza por los promotores tempranos Pr y Py. El trascripto del promotor Py
termina en fg; y codifica para el gen cro, mientras que el trascripto del promotor P
continua hasta #; y codifica para el gen N. El producto del gen N es un factor de
antiterminacion: esto es. que permite a los transcriptos que se inician en Py o Py proceder
mas alla de 1) y i) respectivamente. El trascripto N-antiterminador de Pg, el cual termina
en fra. codifica para los genes O. P, y O. Las proteinas O y P son requeridas para la
replicaciéon del DNA del fago. La proteina O es otra proteina de antiterminacion. pero es
especifica para los trascriptos iniciados en un promotor localizado a la derecha de O
llamado Pr’. La continuacion de la trascripeion que ocasiona Q en P’ procede a través de
otro terminador llamado fges v de la region tardia, luego. a través de genes los cuales han
sido asociados con la misma unidad de trascripcion, cuando el DNA del fago entrante fue
circularizado, y finalmente termina su camino al llegar a b. El trascripto Py’ codifica para
las proteinas necesarias para el ensamble cabeza-cola. empaquetamiento del DNA, vy lisis
de la célula hospedero. Esta expresion secuencial de las funciones del fago. permite la
replicacion del genoma %, su subsecuente empaquetamiento, y la lisis del hospedero en el
orden temporal correcto (Frischauf et al., 1983).

2.11.2. Replicacion del DNA.

La replicacién durante el crecimiento litico, requiere tanto a las proteinas del hospedero,
como a las proteinas codificadas por el genoma del fago. La replicacion del DNA litico se
divide en dos fases, la temprana y la tardia. La fase temprana comienza con la inyeccion del
DNA linear del] fago dentro de la célula bacteriana, Este DNA posee en ambos extremos,
terminaciones complementarias y cohesivas de cadena sencilla, generadas por el corte del
sitio cos. Estas terminales cohesivas contienen bases que pueden aparearse, las cuales son
ligadas por las enzimas del hospedero produciendo una molécula circular cerrada. Después
del stper enrollamiento efectuado por las topoisomerasas del hospedero, la molécula esta
lista para llevar a cabo el proceso de replicacién. La replicacion comienza en el sitio
denominado ori y procede bidireccionalmente. En este tipo de replicacion se forma primero
un intermediario tipo teta y posteriormente se forman dos DNAs circulares hijos.



Aproximadamente 15 min. Después de la infeccién por el fago. la replicacion cambia a
la fase tardia. Esta se caracteriza por la replicacion tipo circulo rodante. la cual produce
largos polimetros llamados concatemeros. El producto del gen gam, protege a los
concatemeros de la degradacion por una exonucleasa codificada por los genes recB v recC,
Los concatemeros, sirven como substrato para el empaquetamiento (Blatiner et al., 1984),

2.11.3. Empaquetamiento v lisis

En las etapas finales de la infeccion, la replicacion del DNA y el empaquetamiento de .,
ocurren simultineamente. Una ves que se han formada las estructuras concatemericas. estas
son condensadas en procapside de i. Los sitios Cos son reconocidos por las proteinas de L y
el DNA que se encuentra entre los dos sitios cos es cortado a partir del concat=mero
coincidente con su empaquetamiento en la procapside. Las proteinas restantes que formaran
la capside son ensambladas y posteriormente la cola cuyo ensamble es independiente, se
fusiona con la cépside para formar el fago completo. El DNA localizado entre ambos sitios
cos serd linicamente empacado en la forma en la que puede ser inyectado, esto es entre 38 y
53 kb de longitud. El ultimo evento en el crecimiento litico, es precisamente la lisis de la
célula hospedero. Las proteinas codificadas por el fago destruyen la membrana interna v
degradan la pared celular de la célula hospedera (Banuett et al., 1986).

2.12. Crecimiento lisogénico.
2.12.1. Expresion génica.

Posterior a la inyeccion. los fagos X silvestres. en ocasiones apagan la mavoria de su
genoma y se integran al cromosoma bacteriano: entonces el fago es llamado profago v la
célula que lo contiene es llamada liségena. El producto del gen c/. el cual es un represor de
., es esencial para el crecimiento lisogénico. Esta proteina se une con los operadores O, vy
Og. bloqueando la trascripcion de los genes tempranos, previniendo de esta forma el
crecimiento litico. Por otro lado. la unién con Oy ademas estimula la trascripcion de Prug-.
el cual es un promotor que transcribe al gen c/. El represor lambda es el que mantiene el
estado lisogénico, reprimiendo la trascripcion de los genes necesarios para el crecimiento
litico. asi como para estimular la auto trascripcion. Existen mutantes de E. coli llamadas Afl"
. las cuales son utilizadas para la construccion de librerias 2gt10, en las cuales, los fagos
silvestres siempre se vuelven lisdgenos. La secuencia necesaria para que se lleve a cabo la
integracién comienza con la asociacién de las terminales cohersivas v la circularizacion del
genoma. La proteina c// se une posteriormente con el promotor Pi, y activa su trascripcion.
La proteina /nr cataliza un evento de recombinacion entre la secuencia artP del fago y un
sitio en el cromosoma bacteriano denominado atB, dando como resultado la integracion
del fago (Gibson et al., 1982).

2.12.2. Regiones de inmunidad.

Ciertos bacteridfagos, incluidos el 434, el 21. el 82 y el 80, estdn relacionados con los
fagos %, mediante significativos tramos de DNA homologo. Unicos para cada fago,



contienen la region de inmunidad. Esta region incluye un gran numero de sitios regulatorios
y genes tales como PLy Pg . ¢l v cro. asi como también Og v O, v Pry Una célula
bacteriana establemente lisogenizada con un fago lambdoide en particular. es inmune a la
infeccion de un segundo fago. el cual porta la misma region imm que el liségeno, debido a
que es reprimida la trascripcion de P| v Py del fago entrante (Dunn and Blatiner et al.,
1984).

2.12.3. Induccion.

El proceso de induccion ocurre cuando el fago lisbgeno se separa del cromosoma y
comienza un crecimiento litico. Este proceso de escisién requiere los productos de los
genes int y xis del fago. Estos son sintetizados por el trascrito antiterminador-N de P;. La
trascripcion dé P se inicia cuando el producto de ¢/ es inactivado. La induccién ocurre
espontaneamente a baja frecuencia en fagos % lisdgenos, pero esta puede elevarse durante la
respuesta SOS debido al corte del represor 7. o mediante la desestabilizacién de un represor
mutante termo sensitivo cuando la temperatura alcanza los linderos permitidos.

En el laboratorio, la respuesta SOS bacteriana, es inducida por el dafio al DNA causado
por la exposicion de la célula a agentes tales como la luz UV o la mitomicina C. Durante
esta respuesta, LexA. una proteina bacterial represora, es inactivada. lo que provoca la
induccion de varios genes bacterianos. Debido a que las proteinas represoras de 7 v de
bacteriofagos relacionados se asemejan a LexA, por lo que son también inactivadas.
Algunos vectores de clonacién, contienen una mutacién en el gen ¢/, la cual le confiere
sensibilidad a la temperatura (¢/*). Como resultado, el represor se mantiene estable a 30° C
como el de tipo silvestre, pero a 42° C se vuelve inestable. La mutacion ¢/ permite que el
crecimiento litico sea inducido simplemente elevando la temperatura en la cual esta
creciendo el lisdgeno (deWet et al., 1971).

2.13. El césmido, un vector plasmido derivado de lambda.

Los cosmidos fueron creados para permitir la clonacion de grandes piezas de DNA. Los
césmidos contienen un marcador de seleccion. un sitio ori plasmidico. un sitio en el cual el
DNA puede ser insertado. y un sitio cos heredado del fago L. El vector es cortado con
enzimas de restriccién y mezclado con los fragmentos de DNA que van a ser clonados. Las
DNA ligazas unen al vector que fue cortado y a los fragmentos de DNA que van a ser
insertados para formar moléculas concatemericas. El conjugado es mezclado
posteriormente con un extracto de empaquetamiento, que contiene las proteinas necesarias
para empaquetar el DNA desnudo del fago en su cépside. En cualquier caso. ambos sitios
cos se presentan y estan separados por 40.000 a 50,000 nucleétidos, los cuales pueden ser
cortados y empaquetados en capsides. Los fagos que contienen cosmidos son infecciosos,
estos invectan su DNA a las células, aunque el DNA inyectado es plasmidico, esto es. que
cuando es invectado el DNA a la célula hospedera. se circulariza debido a las terminaciones
cohesivas. y a las ligazas del hospedero. adquiriendo una estructura circula que se replica
como plasmido (Frischauf et al., 1983).



2.14. Preparacion y analisis del DNA.

2.14.1. Generalidades.

Para poder aplicar las técnicas de biologia molecular en el analisis de genomas
complejos, es necesario disponer de DNA puro, de alto peso molecular. Virtualmente, todos
los protocolos en biologia molecular requieren, en algin punto, el fraccionamiento de los
acidos nucleicos. Las técnicas cromatograficas resultan ser una il herramienta para
algunos casos, como la separacion de dcidos nucleicos de cadena doble o sencilla, etc.. asi
como para la separacion de plasmidos del DNA genémico o para la separacion del DNA
gendmico de los restos en un lisado celular. La electroforesis en gel. sin embargo. presenta
mucha mas resolucion v es generalmente el método de fraccionamiento mas usado. La
separacion electroforética en gel permite un uso tanto analitico como preparativo y dada su
resolucién, permite el fraccionamiento de fragmentos con pesos moleculares menores a
1000 Daltones y de mas de 10 Daltones, existe una gran variedad de sistemas
electroforéticos los cuales pueden ser ajustados al tamano de la molécula a fraccionar.

En general, su uso para separar acidos nucleicos es mas sencillo que su aplicacion en el
analisis de proteinas, esto debido a que los dcidos nucleicos presentan una carga negativa
uniforme y a que en el caso del DNA de cadena doble, rara vez se presentan
complicaciones estructurales que afecten su movilidad. Para entender esto hay que tomar en
cuenta. una serie de variables que afectan la migracion del DNA en el gel. Algunas de ellas
incluyen la conformacion del acido nucleico, el tamafio del poro de las particulas que
conforman el gel, el gradiente de voltaje aplicado, y la concentracion de sales del buffer. La
mas basica de estas variables es. el tamano del poro del gel, el cual determina el tamafio de
los fragmentos de acidos nucleicos a ser fraccionados. En la practica, esto significa que
para fragmentos grandes de 500 a mas de 1000 pb, se utiliza el gel de agarosa, mientras
que para fragmentos mas pequefios que 1000 pb se utiliza el gel de acrilamida o de agarosa
fina. Con frecuencia, cuando se desea identificar un fragmento en una mezcla compleja,
aunada a la electroforesis en gel, se utiliza una técnica denominada Southern blotting, en la
cual, los fragmentos pueden ser transferidos de un gel a una membrana de nylon o
nitrocelulosa, donde el fragmento de interés es identificado por hibridacion con una sonda
de DNA. Otras aplicaciones de la electroforesis en gel incluyen el fraccionamiento de RNA
o DNA de cadena sencilla. Los geles de poliacrilamida que contienen una alta
concentracion de urea como desnaturalizante ofrecen un sistema bastante confiable para el
fraccionamiento de RNA o DNA de cadena sencilla. Los geles de poliacrilamida pueden
fraccionar fragmentos que difieren entre si por un solo nucledtido de longitud, lo que los
hace basicos para cualguier protocolo de secuenciacion del DNA. Por otro lado. estos geles
también son comunmente utilizados en técnicas de analisis de la estructura de RNA's
mensajeros mediante el analisis de S1, en proteccion contra ribonucleasas, o en extension
de primers. Por ultimo. los geles desnaturalizantes de poliacrilamida son ademds muy
usados para aplicaciones preparativas. tales como la purificacion a baja escala de sondas
radioactivas de cadena sencilla, asi como para la purificacién a larga escala de
oligonucledtidos sintéticos (Vogelstein and Gillespie, 1979).



2.14.2. Geles y circuitos eléctricos.

La electroforesis en gel sea cual sea su aplicacion es considerada solo un circuito
eléctrico, el cual puede ser comprendido usando dos simples ecuaciones. La ley de Ohm,
V=IR, la cual considera que el campo eléctrico, V (representado en volts). es proporcional a
la corriente, | (representada en mili amperes), por la resistencia, R (representada en Ohms.
Cuando una cierta cantidad de voltaje es aplicada a un circuito sencillo, una cantidad
constante de corriente fluye a través de todos los elementos, entonces cuando se registra un
decremento del voltaje total aplicado en algin elemento se considera como consecuencia
directa de la resistencia de dicho elemento. En el caso de un aparato de electroforesis en
gel, la resistencia es inversamente proporcional tanto al espacio entre dnodo y catodo como
a la fuerza ifnica del buffer. Comunmente. el gel por si mismo, proporciona casi el total de
la resistencia del circuito. de tal forma que el voltaje aplicado al gel serd. esencialmente
igual al voltaje total aplicado al circuito. Para una corriente dada, el decremento en la
densidad del gel o en la fuerza idnica del buffer, incrementara la resistencia, por ende,
incrementara el gradiente de voltaje a lo largo del gel, asi como. la movilidad
electroforética de la muestra.

La habilidad del aparato de disipar el calor determina el limite maximo voltaje que
puede ser utilizado. De aqui se parte hacia una segunda ecuacion, P=I’R, la cual considera
que la potencia (P, representada en watts), producida por el sistema. es proporcional a la
resistencia por el cuadrado de la corriente. La potencia producida se manifiesta en forma de
calor, y cualquier aparato de electroforesis puede disipar cierta cantidad de potencia, sin
incrementar la temperatura del gel. De acuerdo con lo anterior, un pequefio incremento en
el voltaje podria causar un incremento de temperatura significativo y potencialmente
desastroso en el gel. Por tal motivo, es importante conocer que tanta potencia puede un
determinado aparato de electroforesis disipar y al saber esto, es de igual forma importante
monitorear la temperatura del gel cuando se ha sobrepasado dicho limite (Eickbush and

Moudrianakis, 1978).
2.14.3. Minigeles y midigeles.

Los geles pequefios. ya sean minigeles o midigeles. generalmente permiten un corrimiento
mas rapido que los geles grandes v se emplean frecuentemente en aplicaciones analiticas.
Debido a que en los geles pequefios se utilizan pozos angostos v el gel es delgado. se
requieren cantidades pequefias de DNA para poder visualizar la separacion de fragmentos.
A pesar de sus caracteristicas estructurales, en los geles pequefios se utilizan protocolos
bastante similares a los utilizados en los geles grandes, ademas, los factores que afectan la
movilidad de los fragmentos de DNA son los mismos para ambos.

Para seleccionar un aparato de mini o midigel. es importante considerar la capacidad
volumétrica del tanque para el buffer. considerando que los buffers electroforéticos se
desgastan rapidamente debido a los altos voltajes (>10V/em). que los geles pequefios
utilizan para realizar su corrimiento. Por tanto, utilizar aparatos con tanques relativamente
grandes, ofrecen una gran ventaja. Por otro lado, estas herramientas son relativamente
faciles de construir, la caja del minigel puede construirse con materiales simples (acrilico),
mientras que para el caso del tanque puede utilizarse una caja pldstica de 15 cm de largo,



por 8 cm de ancho. por 4 cm de altura. Dicha caja tiene que ser equipada con dos
conectores machos y dos electrodos delgados de platino unidos a los conectores que deben
ser colocados en ambos extremos de la caja.

Aungue las cajas para fundir geles pequefios son comercialmente comunes, los geles
pueden aplicarse a superficies de cristal liso o a otros soportes que carezcan de paredes.
Estos geles se mantienen en el soporte simplemente por la tension superficial. Después de
haber sido aplicada la capa de gel sobre el soporte. se coloca inmediatamente el peine para
marcar los pozos; el peine se sostiene mediante pinzas metalicas para papel, las cuales se
colocan en los extremos del peine. Para separar el peine del gel, debe llevarse acabo con
mucho cuidado debido a que en el fondo de los pozos cominmente no queda agarosa que
pueda asirse al soporte, por lo que el gel puede separarse o romperse (Maniatis et al.,

1989).
2.14.4. Fologfaﬁa del DNA en geles de agarosa.

El DNA tefiido con bromuro de etidio, puede ser fotografiado en geles de agarosa mediante
iluminacién con luz UV (32500 uW/cm?). Para este propésito se utiliza comunmente un
transiluminador de luz UV, los cuales dependiendo el tipo de visualizacion y fotografia
estan disponibles comercialmente. El sistema de fotografia debe contener un filtro naranja
para conseguir una imagen adecuada de la luz transmitida por la fluorescencia del DNA.
También se requiere un filtro claro para bloquear la luz UV (Thorne, 1967).

2.15. Manipulacion enzimatica del DNA y RNA.

Muchos de los cambios revolucionarios que han ocurrido en las ciencias biologicas desde
hace algunos afios se han atribuido directamente con la habilidad de manipular el DNA.
Una de las principales herramientas en la ingenieria genética son las enzimas las cuales son
capaces de catalizar reacciones especificas en los acidos nucleicos. Desde una perspectiva
histérica. el descubrimiento de las enzimas de restriccion, las cuales son capaces de cortar
el DNA reconociendo ciertas secuencias de nucledtidos, ha sido el avance mas significativo
de la biologia molecular asi como de otras ciencias; esto tomando en cuenta lo sig: Primero,
los sitios de corte en el DNA han permitido identificar sitios de marcaje especificos los
cuales a su ves han permitido obtener mapas fisicos del DNA. Segundo, la habilidad de
producir fragmentos especificos de DNA mediante el corte en ciertas secuencias de
nucleétidos con enzimas de restriccion ha hecho posible la purificacion de estos fragmentos
mediante la clonacion. Y tercero, los fragmentos de DNA generados por endonucleasas de
restriccion se consideran sustratos basicos para la gran variedad de técnicas de
manipulacién enzimaética del DNA conocida hasta la fecha.

III. METODOLOGIA

Se utilizaron células E. coli DH5a, las cuales fueron hechas competentes para recibir el
plasmido mediante el protocolo modificado de Cohen et al., (1972). (Anexo 1).



El plasmido que se utilizo fue el pClneo, del cual se tomo 1 pl de muestra, para
transformar una alicuota de 100 pl de E. coli DH5a competentes.

La transformacion se Ilevo a cabo de acuerdo al protocolo modificado de Cohen et al.,
(1972), (Anexo 2).

Para la extraccion del DNA plasmidico, se llevo a cabo la técnica de Mini prep
siguiendo el protocolo modificado de Birnboim. et al. (1981), (Anexo 3).

A cada una de las alicuotas que se obtuvieron de DNA plasmidico se les midio la
concentracion en un Fluorometro DyNA Quant 200 Hoefer.

Posteriormente se realizo un ensayo de restriccion de una muestra representativa, con las
enzimas BamH 1, Cla 1, Hind III, Kpn 1 y Pst 1 para corroborar la presencia de pClneo en
las muestras,

El DNA de cada digestion fue fraccionado por electroforesis en gel de Agarosa (1%),
conducido en soluciéon amortiguadora TAE 1x. a 70 volts, por una h. aprox., se incluyé un
marcador de peso molecular de 1 kb. Finalizada la electroforesis el gel fue colocado en un /¢
transiluminador UV para su observacion y toma de fotografias.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

IZT.

Para el protocolo de células competentes, se llevaron a cabo dos modificaciones. Entre el
paso 4 v 5 que corresponden a desechar el sobrenadante y a resuspender la pastilla
respectivamente, se introdujo un paso donde se lavo la pastilla con PBS 1M pH 7.0 y se
volvi6 a centrifugar a 4000 rpm., desechando el sobrenadante y recuperando la pastilla, para
después seguir con el paso 5. La otra modificacion se llevo a cabo en el paso 5 donde el
tiempo de reposo en el hielo, se alargd de 60 min. a 3 hrs. (ver anexo 1).

Para el protocolo de transformacion, se llevaron a cabo 4 modificaciones. La primera fue
en el paso 2, donde el tiempo de shock térmico se alargd de 90 seg. a 2 min. La segunda
modificacion se llevo a cabo en el paso 3. donde el tiempo de reposo en el bafio de hielo se
incremento de 2 min. a 5 min. La tercera modificacion se realizo en el paso 4, el cual dice
textualmente que se deben agregar 800 pl de medio SOC al tubo, dicha cantidad se redujo a
200 pl de medio LB y el tiempo de incubacion se incremento de 45 min. a 1 hora, la cual
fue la cuarta modificacion (ver anexo 2).

Segun Maniatis (1989). después de una transformacién exitosa, las colonias de células
transformadas deberian aparecer después de 12 a 16 h. de incubacién. Aplicando los
protocolos originales de preparacion de células competentes v transformacion, no ocurre lo
anterior, sino que mas bien el tiempo de aparicién de las colonias se ubica entre las 14 a 18




horas de incubacion. Esto se considera debido a probablemente la temperatura y humedad
del lugar de trabajo o a que se trataba de una sepa bastante sensible al manejo.

En cambio. con la aplicacion de los protocolos de preparacion de células competentes vy
transformacion, modificados en los pasos que han sido descritos con anterioridad, se logrd
mejorar tanto el tiempo como el nimero y tamafio de las colonias, esto es. el nimero de
colonias se elevo a poco mas del doble, de 14 colonias en promedio con los protocolos
originales a 31 colonias en promedio con los protocolos modificados. En cuanto al tamafio
de las colonias, la observacion se llevo a cabo de forma meramente cualitativa,
apreciandose un incremento significativo en las colonias obtenidas bajo los protocolos
modificados. Mientras que el tiempo de aparicion de las colonias, se logré reducir
considerablemente, de 10 a 14 horas de incubacion. (Grafica 1.)

B0a12hrs
W12224 hrs

Nimero de colonias

Caja1 Caja 2 Cajal Caja1 Caja 2 Caja 3

P. Originales P. modificados

Fig. 2. Gréfico que muestra el nimero de colonias y su lapso de tiempo de aparicion para cada repeticion
tanto de los protocolos originales como de los modificados

Dado que la temperatura de incubacion se mantuvo constante y los experimentos junto
con sus repeticiones se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones de esterilidad y bajo
condiciones semejantes de temperatura ambiental, se atribuye la diferencia en los resultados
a las modificaciones realizadas a los protocolos. Dichas modificaciones se considera
empiricamente que contribuyeron a reducir el maltrato y la mortandad celular. Para el caso
del protocolo de preparacion de células competentes se considera que la primera
modificacién contribuyé a estabilizar la presion osmotica de las células al incrementar los



lavados de la pastilla, retirando de esta forma una mayor cantidad de desechos celulares. los
cuales a ciertos niveles resultan ser potencialmente dafiinos para las células (Maloy, et al.
1994), por otro lado, se logra lavar de una forma mas eficiente el exceso de medio liquido
de incubacion. el cual se va acidificando a medida que va aumentando la poblacion celular
en el cultivo (Maloy. et al. 1994). En el caso de la segunda modificacion. se considera que
incrementando el tiempo de reposo de las células en el hielo se les permite a estas
estabilizarse y repararse del posible dano sufrido por la centrifugacion v manipulacion
anterior.

Para el caso de las modificaciones realizadas en el segundo protocolo se considera que al
incrementar el tiempo de bafio en el paso 2, permitio alargar el tiempo en el cual las
moléculas de DNA pueden entrar a las células cuando su pared se ha distendido v vuelto
porosa debido al incremento de temperatura del medio (Maloy, et al. 1994), v de esta
manera asegurar una mavor eficiencia de transfeccion. La segunda modificacion se llevo a
cabo con la intencion empirica de permitir a las células estabilizarse y recuperarse del
posible maltrato o dafio sufrido por el shock iérmico. La tercera modificacién surgié debido
a la baja disponibilidad del medio SOC, el cual no fue posible adquirir de forma inmediata
por lo cual se consideré utilizar medio LB como sustituto, teniendo en cuenta que ambos
reactivos podrian cumplir con la misma funcion de estabilizar a las células v prepararlas
para su cultivo en medio rico con antibidtico, pero ademads por la consideracion de que en
medio de cultivo, las células podrian comenzar a reproducirse incrementando de esta forma
la cantidad de células a sembrar, elevando sutilmente la posibilidad de adaptacion y
crecimiento en el nuevo medio con antibiotico.

En cuanto al protocolo de extraccion se llevaron a cabo 4 modificaciones. La primera se
realizé entre el paso 4 y 5. donde se anexo un paso que consistia en adicionar 50 pl de
lisozima (10 mg/ml), a cada tubo e incubar a temperatura ambiente por 15 min., esto con la
intencion de acelerar y facilitar el proceso de lisis celular. La segunda modificacion
consistio en centrifugar por 30 min. la muestra y no por 5 min. como pide el paso 7. esto
con el fin de precipitar la mayor cantidad posible de restos de pared celular y membrana,
posteriormente se agregaron 100 pl de isopropanol a cada tubo con el fin de precipitar el
DNA vy al centrifugar a 12000 por 15 min. poder empastillarlo. La tercera modificacion
consistié en agregar otro paso entre el paso 7 y 8, el cual consistia en realizar una digestion
con RNAsas, para lo cual se le agrego a cada tubo 10 ul de RNAsa y se incubo por 1 hora a
37 °C., esto para garantizar la limpieza del DNA y asegurar una extraccion libre de posibles
contaminantes. La ultima modificacion se llevé a cabo en el paso 9 donde ademas de
agregar etanol a cada tubo, también se agregd un décimo de Acetato de potasio, con la
intencion de lavar el DNA lo mas posible de restos de fenol:cloroformo y garantizar su
precipitacion.

Al llevar a cabo estas ultimas modificaciones se logré incrementar la concentracion de
DNA que se obtenia al finalizar la extraccién, lo cual pudo deberse a que con estas
modificaciones se reducia la perdida de DNA en cada paso al manejarlo y al trasladarlo de
un tubo a otro durante el desarrollo de la técnica.



De la primera extraccion sin modificaciones se obtuvieron 5 alicuotas con las siguientes

concentraciones de DNA:

1.- 0.13 pg/pl
2.- 0.21 pg/pl
3.-0.11 pg/pl

4.- 0.08 pg/pl
5.-0.33 pg/ul

De la extraccién final con las meodificaciones se obtuvieron 10 alicuotas con las
siguientes concentraciones de DNA:

1.- 1.56 pg/ul
2.- 0.95 pg/ul
3.- 1.41 pg/pl
4.-0.33 pg/ul
5.-0.93 pg/ul

6.- 0.55 pg/ul
7.-0.12 pg/pl
8.- 1.47 png/ul
9.- 0.85 pg/pl
10.- 0.40 pg/pl

En el ensayo de restriccion se obtuvo el siguiente esquema (Fig 1):

Carril 1.- Marcador de peso
molecular de 1 kb.

Carril 2.- Un fragmento de 5474 pb
aprox. = plasmido linearizado. Corte con
la enzima BamH 1

Carril 3.- Un fragmento de 5474 pb
aprox. = plasmido linearizado. Corte con
laenzima Cla 1

Carril 4.- Dos fragmentos de 1659
pb v 3815 pb aprox. Corte con la enzima
Hind I11.

Carril 5.- Dos fragmentos de 941 pb
v 4533 pb aprox. Corte con la enzima Kpn
1.

Carril 6.- Dos fragmentos de 1808
pb v 3666 pb aprox. Corte con la enzima
Pst 1.



Estos resultados concuerdan con lo reportado en bibliografia para ensayos de restriccion
con este plasmido. por lo que se corrobora que el DNA de las muestras es pClneo.

IV. CONCLUSIONES

Las modificaciones realizadas a los protocolos de produccion v extraccion de DNA
plasmidico contribuyeron a clevar la concentracion final de DNA de las muestras.

Por otro lado, contribuyeron también a acortar al tiempo requerido para desarrollar dichos
protocolos, asi como a simplificar el tiempo de aparicion de colon.as y a aumentar la
cantidad y tamarfio de las mismas.
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VI. APENDICE
Nota: Las modificaciones se muestran en negritas.

5.1. Técnica de células competentes

1.- Tomar 1 sola colonia de DH5a (2 a 3 mm de diametro), de una placa de cultivo
fresca crecida por 16 a 20 hrs. a 37 °C y transferirla a un recipiente estéril con medio LB o
SOB. Crecer las células por 2.5 a 3 h. a 37 °C con oscilacion vigorosa (300 ciclos/min. en
un oscilador). Para llevar a cabo una eficiente transformacion. es esencial que el nimero de
células viables no exceda las 10° células/ml. Se recomienda monitoriar el crecimiento del
cultivo cada 20 a 30 min. a una densidad dptica de 600.

2.- Transferir asépticamente las células a tubos estériles de 50 ml. (Falcon 2070). Enfriar
los tubos en hielo por 10 min.

3.- Recuperar las células por centrifugacion a 4000 rpm. por 10 min. a 4 °C en un rotor
Sorvall GS3 (o su equivalente).

4.- Decantar el sobrenadante conservando la pastilla. Colocar los tubos en posicion
invertida por 1 min. para permitir que drenen las Ultimas trazas de medio.

4".- Lavar suavemente sin resuspender la pastilla con una soluciéon de PBS 1M pH

7.0 ¥ volver a centrifugacion a 4000 rpm. por 10 min. a 4 °C en un rotor Sorvall GS3
(o su equivalente).
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5.- Resuspender cada pastilla en 10 ml de CaCl, 0.1 M frio y colocar en hielo por (60
min.) 3 hrs.

6.- Recuperar las células por centrifugacion a 4000 rpm. por 10 min. a 4 °C en un rotor
Sorvall GS3 (o su equivalente).

7.- Decantar el sobrenadante y conservar el pastilla, y colocar los tubos en posicion
invertida por 1 min. para permitir que drenen las ultimas trazas de sobrenadante.

8.- Resuspender cada pastilla en 2 ml de CaCl; 0.1 M. con glicerol 10 % frio por cada 50
ml del cultivo original.

9.-Transferir 200 pl de cada una de las suspensiones anteriores de células competentes a
tubos estériles de microcentrifuga para preparar alicuotas v congelar y guardar a -70 °C.

5.2. Técnica de transformacion

1.- Adicionar a una alicuota de células competentes 1 pl de DNA (a una concentracion
de 4 ng aprox. para 6ptimos resultados), y agitar suavemente el tubo varias veces para
mezclar el contenido. Colocar los tubos en hielo por 30 min.

2.- Transferir el tubo a un rack y colocarlo en un bafio de agua circulante precalentado a
42 °C. Dejar el tubo en el bafo por (90 seg.) 2 min. exactamente. No batir o sacudir los

tubos.

3.- Cumplido el tiempo, transferir rapidamente el tubo a un bafio de hielo v dejarlo
reposar por (1 a 2 min.) 5 min.

4.- Adicionar (800 ul de medio SOC) 200 pl de medio LB al tubo. Entibiar el tubo a 37
°C en un bafio de agua y después transferirlo a un incubador oscilatorio a 37 °C. Incubar el
cultivo por (45 min) 1 hr. para permitir que la bacteria se recobre v exprese la resistencia
al antibidtico conferida por el plasmido. Para maximizar la eficiencia de la transformacion
se recomienda mantener una agitacion suave (225 ciclos/min. o menos), durante el tiempo
de recuperacion.

5.- Transferir el volumen apropiado (aprox. 200 pl por placa de 90 mm), de células
competentes transformadas a placas con SOB agar MgSO4 20 mM y con el antibidtico

apropiado. Usar una aza triangular de vidrio para dispersar las células transformadas en
toda la superficie del agar de la placa.

6.- Colocar las placas a temperatura ambiente hasta que el liquido sea absorbido.
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7.- Invertir las placas e incubarlas a 37 °C. Las colonias deberan aparecer después de 12
a 16 horas aprox.
5.3. Técnica Mini prep.

1.- Transferir 1 sola colonia bacteriana a 2 m] de medio LB con el antibidtico apropiado,
en un tubo de 15 ml tapado. Incubar toda la noche a 37 °C con agitacion vigorosa.

2.- Vaciar 1.5 ml de cultivo en un tubo de microcentrifuga. Centrifugar a 12000 g por 30
sega4°C.

3.- Remover el sobrenadante por decantacion o aspiracion. dejando que el pastilla se
seque lo mas posible.

4.- Resuspender el pastilla en 100 pl de Solucion I (Glucosa-Tris-EDTA) fria, usando
vortex.

4*.- Adicionar 50 pl de lisozima (10 mg/ml), a cada tubo e incubar a temperatura
ambiente por 15 min.

5.-Adicionar 200 pl Solucion II (NaOH-SDS 1%) recién preparada. Cerrar
perfectamente ‘el tubo y mezclar el contenido invirtiendo el tubo rapidamente 5 veces.
Asegurarse de que la superficie entera del tubo entre en contacto con la Solucion II. No
usar vortex. Mantener el tubo en hielo.

6.- Adicionar 150 pl de Solucion Il (Acetato de potasio-acido acético) fria. Cerrar el
tubo y dar vortex suavemente en posicion invertida por 10 seg. para dispersar la Solucién
11l obteniendo un lisado viscoso. Poner el tubo en hielo por 3 a 5 min.

7.- Centrifugar a 12000 g por (5 min.) 30 min. a 4 °C en una microcentrifuga. Transferir
el sobrenadante a tubos limpios.

7".- Agregar a cada tubo 10 pl de RNAsa e incubar por 1 hora a 37 °C.

8.- Opcional: Adicionar un volumen igual a la muestra, de fenol:cloroformo. Mezclar
con vortex. Después centrifugar a 12000 g por 2 min. a 4 °C y transferir el sobrenadante a
un tubo limpio.

9.- Precipitar el DNA con 2 volumenes de etanol a temperatura ambiente y agregar un
décimo de Acetato de potasio con respecto a la muestra. Mezclar con vortex. No mover
la muestra por 2 min. a temperatura ambiente.

10.- Centrifugar a 12000 g por 5 min. 4 °C.

11.- Remover el sobrenadante y mantener el tubo invertido sobre un papel absorbente
para permitir que todo el liquido sea drenado. Secar perfectamente el tubo.



12.- Enjuagar la pastilla con 1 ml de etanol al 70 % a 4 °C. De nuevo remover el
sobrenadante y permitir que la pastilla se seque bien, por aprox. 10 min.

13.- Resuspender la pastilla en 50 pl de TE (pH 8.0) con RNAsa (20 pg/ml). Aplicar
vortex. Guardar a =20 °C.
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