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OBJETIVO

Se podria decir que el objetivo de nuestro trabajo es de

dos tipos, uno inmediato y otro mediato.

Esta tesis alcanza a cumplir el primero de ellos, ésto es,
llegar a estabilizar material genético heterdlogo en un microorganismo -

que presenta ciertas ventajas como lo es Escherichia coli K-12. Como se

vera en el curso de este trabajo, se exponen una serie de problemas que
habian impedido el mantenimiento en forma estable de material genético -
de organismos de otra familia, en una bacteria ccmoE. coli, debido a me-
canismos de restriccidn y modificacidn que estadn presentes en la célula
y a la falta de homologia entre ADN. Sin embargo, en la actualidad ha -
sido posible estabilizar ADN heterdlogo en E. coli gracias al sistema --
Eco RI- Ligasa T4 la cual es una metodologia que nos permite manejar el
material genético de tal manera que es posible formar pldsmidos tompues-
tos" que al ser introducidos por transformacidn en E. coli, por sus carac

teristicas de replicdn, permanecen estables.

Claro es que el objetivo mediatc serd tratar que esta nue
va informacién que ha sido introducida se exprese y, no sdlo eso sino -
que esa informacidn sea especifica, es decir, se tratard de introducir

genes puros que codifiquen para moléculas de interés.

La aplicacién futura que podria ser a muchos niveles se -

presenta cono un nuevo método para el estudio de los mecanismos de regu



lacidn en los diferentes organismos tanto procariotes como eucariotes -
asi como una nueva forma de produccién industrial de ciertas enzimas, -

antibidticos, etc.

Otro punto importante seria la sustitucién de ciertos pro
ductos comerciales (fertilizantes) por la transformacién directa a plan
»

tas! por ejemplo, utilizando los genes para fijacidn de N2 de ciertos -

microorganismos como Klebsiella aerogenes (1).

De ahi la importancia de este trabajo en donde se reporta
la estabilizacidén de un material genético heterdlogo en E. coli K-12 --
como lo es un fragmento de ADN de N. crassa. Este microorganismo pre--
senta ciertas caracteristicas importantes como el ser un eucariote sen-
cillo cuyo mecanismo de regulacién de fijacidén de nitrdgeno ha sido ex-

tensamente estudiado (2).



ANTECEDENTES

Hasta ahora sdlo se hablia llegado a provocar modificacio-
nes sobre el ADN en un microorganismo preexistente, &sto es, mutageni--
zadndolo y seleccionando especificamente ciertos organismos sobreproduc-

tores (3).

Sin embargo, existe la posibilidad de modificar la infor-
macién genética de un organismo dado sin la necesidad de mutagenizar el
ADN existente, es decir, introduciendo material genético de organismos
de la misma o diferente especie. De hecho ésto ya se ha realizado por
Cohen et al, logrando la construccidén de nuevas cepas bacterianas por -
medio de la formacidén de pldsmidos compuesto de ADN. Estos plasmidos -
compuestos son generados por la accidn conjunta de la endonucleasa de -

restriccidén Eco Rl. y de una ligasa de ADN (4).

Es de interé@s hacer notar la importancia de este sistema
enzimidtico (Eco Rl - Ligasa), ya que abre el camino para el desarrollo
futuro de la Ingenieria Genética puesto que gracias a ella serd posible,
como se indicé antes, construir nuevos ogganismos, que no necesariamen-
te seridn "monstruos" ni creardn problemas, sino que ayudardn a la reso-

lucién de una serie de problemas de caracter mundial.



GENERALIDADES

Los tres fendmenos que hasta ahora han sido reportados en
Biologia como instrumentos para la modificacién de la cantidad y/o cali
dad de la informacidén genética preexistente en una célula son: Trans--
duccidn, Conjugacidén y Transformacidn, los cuales presentan las siguien

tes caracteristicas:*

Transduccidn

Es el proceso de transferencia del material genético ADN
en bacterias el cual estd mediado por particulas figicas. La transduc-
cién puede ser un método comiin para el intercambio de informacidn gené-

tica en la naturaleza.

Fué en 1952 cuando Zinder y Lederberg reportaron por vez
primera este fendmeno, al comprobar que el fago temperado PLT22 de ---

Salmonella typhimurium era capaz de transferir marcadores genéticos en-

tre diferentes cepas de este organismo (5).

Este fendmeno es una propiedad que poseen muchos fagos --
temperados de diferentes tipos de bacterias (6) y actinomicetos; a estos

bacteriofagos se les conoce como fagos transductantes.

* De estos tres mecanismos enfatizaremos sobre las caracteristicas -
respectivas al fendémeno de Transformacidn debido a las ventajas --
que presenta y, que seran enumeradas posteriormente.



El mecanismo de transduccidn se lleva a cabo de la siguien

te manera (Fig. 1):

Infeccidn de una bacteria por un fago transductante. E1

ADN del fago da lugar al rompimiento del cromosoma bacteriano en fraccio
nes de tamafio diferente de las cuales algunas serdn semejantes en tamaifio
y peso al ADN figico y, se inicia también la sintesis de proteinas vira-
les. Se ensamblan los viriones y puesto que existen fragmentos de ADN -
bacteriano del mismo peso que el viral, se ensamblan éstas como si fue--
ran ADN figico. Se lisa la bacteria huésped y ocurre la liberacidn de --
las particulas virales entre las cuales algunas, las transductantes, sd-
lo llevan ADN bacteriano. Posteriormente si ocurre la infeccidn de una
célula receptora por un fago @e lleva el ADN bacteriano, el ADN bacteria
ano portado por la particula transductante se incorpora al del huésped
por medio de un proceso de recombinacién (7) con la subsecuente forma--

cién de células con diferentes caracteres genotipicos.

Como hemos visto, el material genético transferido por el
fago transductante es un fragmento del genoma bacteriano; ahora bien, -
cuando dos o mids genes se encuentran separados por una distancia de ADN
menor que el tamafio maximo que puede ser transferido por un determinado
fago transductante, estos genes pueden ser cotransducidos. En;re mayor

sea la distancia menor serd la frecuencia de cotransduccidn.
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FIGURA 1 . MECANISMO DE TRANSDUCCION.

( E1 mecanismo se detalla en el texto )



Se conocen dos tipos de transduccidn, a saber:

a) Transduccidn generalizada y,
b) Transduccidén especializada
Cada una de las cuales se restringe a dos tipos de fagos respectivamen-

te.
a) En el caso de la transduccidn generalizada un virus -

en particular puede transferir una fraccién de ADN bacteriano provenien
te de cualquier parte del cromosoma. Por lo tanto, la transduccidn de

cualquier gene o genes cromosomales o citoplismicos puede ser mediada -
por virus de este tipo (virus generalizados) como seria el caso de Mu-1
el cual se integra en cualquier sitio del cromosoma bacteriano o, P1 el
cual nunca se integra sino que en la fase tardia de la infeccidn produ-
ce nucleasas las cuales degradan el cromosoma bacteriano en una variedad

muy grande de fragmentos. Las caracteristicas de este tipo de transduc

cién fueron descritas por Ikeda y Tomizawa (8).

b) En la transduccidn especializada sdlo ciertos genes --
cromosomales, aquellos que estdn cercados a la localizacién del profago

en el cromosoma bacteriano, pueden ser transferidos.

Este es el caso del fago ‘. de E. coli el cual sdlo puede
transferir aquellos genes bacterianos que se encuentran cerca del locus
de integracidn del profago. Este fago se integra de manera lineal entre
los marcadores gal y bio (gal: operdn que otorga a la célula la habili--
dad de fermentar la galactosa} bio: operdn que codifica para la produc--

cidn de biotina) minuto 17.4 del cromosoma de E. coli K-12 (9). (Fig. 2).



FIGURA 2 .

MAPA DEL CROMOSOMA DE E. coli.

El cromosoma de E. coli mide 90‘,que es el
tiempo que tardaria en pasar todo un genoma

en una conjugacién.

La simbologia estad de acuerdo a A. Taylor (28).



Los genes que pueden ser transferidos en transducciones -
especializadas difieren de acuerdo al sitio de insercidn del virus ---

transductante de que se trate.
Conjugacidn

Fué Joshua Lederberg quien en 1946 descubrid el proceso -
seX¥ual en bacterias que ahora conocemos como conjugacidn y, en el cual

el ADN es transmitido como resultado del contacto celular (10).

Es necesario para que la conjugacidén ocurra que uno de --
los organismos posea ciertas prolongaciones llamadas fimbria o pili ---
(11) . Estos pelos sdlo son producidos por aquellos organismos que po--
seen una molécula de ADN llamada factor sexual o factor de fertilidad.
El primer factor sexual reportado fué el factor F, en E. coli, que es -
un ADN de 45 x 106d, que puede existir como factor extracromosomal, cir
cular y capaz de replicarse en forma auténoma pero sincronizadamente al
ADN cromosomal (12), o bien puede integrarse y formar parte del cromo--

soma (13).

Los factores que pueden existir en forma alternativa como
parte del cromosoma o libres en el citoplasma y que no son indispensa--

bles para la célula son llamados episomas (14).

+
Los organismos que portan el factor F son F y son capa--
ces de donar material genético, en tanto que aquéllos que carecen de &1

son F y sdlo funcionan con receptores.



El factor F ademds de intervenir en su propia transferen-
cia es capaz de provocar la transferencia de los genes cromosomales- --
Esto sucede cuando el episoma pasa a formar parte del cromosoma. A es-
ta célula con el factor F integrado se le conoce como Hfr (high frequen
cy of recombination = alta frecuencia de recombinacién) (15) y, la dife
rencia con respecto a la célula que presenta el factor F como episoma,
es que la primera es capaz de transmitir genes cromosomales a la recep-

tora a altas frecuencias mientras que la segunda no.

El factor F se puede insertar en cualquier parte del cro-
mosoma, de ahi que exista una gran variedad de cepas Hfr de acuerdo a -

la localizacidén de integracidén de &ste (16) (Fig. 3).

El mecanismo por el cual marcadores cromosomales son --

transferidos por el fendmeno de conjugacidn es como sigue:

Insercidén del factor F en el cromosoma donador. Unién de
la bacteria donadora (F+) a la receptora (F_) por medio de un puente --
citoplidsmico o pili sexual. Transferencia del ADN cromosomal con el --
factor F insertado al final del macho (F+) a la célula hembra (F_) por
medio del puente de conjugacidn (11). Generalmente esta transferencia
es incompleta ya que sdlo entra parte del cromosoma del macho antes de
que las células se separen. Recombinacidn entre el ADN de la hembra y
el del macho con el subsecuente proceso de segregacidn que da lugar a -

una progenie haploide. (Fig. 4).



HfrA

FIGURA 3 .

FORMACION DE DIFERENTES TIPOS DE CEPAS Hfr.

La formacidén de una gran variedad de cepas Hfr es posible
debido a la capacidad del factor F de insertarse en cual-
quier parte del cromosoma. El sitio de recombinacién se -
sefiala con una flecha a la mitad del episoma.
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SEXUALIDAD EN £ coli

TRANSFERENCIA CROMOSOMAL DEL MACHO Hfr A LA
HEMBRA F~.

(A)

FIGURA 4 (4 SEXUALIDAD EN E, coli .- Mecanismo del fenomeno de conjugacidn.

MOUDELO PARA EL MECANISMO DE TRANSFERENCIA DE ADN DURANTE LA CONJUGACION.
La unidén del extremo de un pelo (pili) a una célula F de alguna manera
activa una maquinaria (F rep),unida a la membrana celular en la base del
pelo,la cual inicia la replicacién asimétrica del ADN en el sitio de i--
niciacién de un factor F.

(B)



En organismos pertenecientes a diferentes niveles en la -
escala bioldgica se ha llegado a detectar este fendmeno de conjugacién
a saber en: bacterias, actinomicetos, hongos superiores y algunos pro-
tozoarios, sin embargo esta transferencia de material genético no es --
indiscriminada ya qﬁe el ADN no puede ser transferido de organismo a or
ganismo de diferentes familias, puesto que generalmente ocurre la des--
truccidn del ADN heterBlogo al ser reconocido por enzimas de restriccién
de la célula receptora. Los simbolos de reconocimiento son grupos qui-
micos, tales como grupos metilo, los cuales son adicionados a las bases
del ADN por enzimas modificantes para formar un patrdn que es especifi-
co para un organismo o cepa determinadas. Cuando el ADN entra a una bac
teria puede ser destruido por una enzima de restriccidn, una nucleasa,
que destruye el ADN cuyo patrdn de grupos modificantes es diferente al
de la bacteria misma (17). Tal restriccidn presenta pues, ciertos obs-
tidculos para la transferencia de ADN de organismo a organismo o, de una
especie a otra y, por lo tanto limita la calidad de informacidn genéti

ca que pudiera ser transferida.

Transformacidn

El descubrimiento de transformacidn bacteriana por Grif-
fith (18) en 1928 y, posteriormente la demostracidn por Avery, Macleod
y McCarty (19) en 1944, de que el factor transformante es ADN, ha lle-
vado a pensar en un gran nimero de posibilidades de transformacién ge--
nética en bacterias. Hasta la fecha se ha demostrado que E. coli es --

capaz de recibir informacidn genética de muchos microorganismos (20) --



(Ver Tabla I) y probablemente sea capaz de recibirla de cualquiera, te-
niendo en cuenta, por supuesto, que son necesarios una serie de requisi
tos en funcidn del tipo ’ de material genético que recibe, para que éste
pueda estabilizarse y replicarse. En la actualidad se sabe el ADN trans
formante puede ser lineal o circular y, que debe ser ADN nativo es decir,

no desnaturalizado (de una sdla hélice).

Hoy en dia es alin poca la informacidén que se tiene a cer-
ca del mecanismo de transformacidén, sin embargo los siguientes tres pa-
sos parecen estar involucrados en este mecanismo: E1 ADN debe ser libe
rado de la c€lula donadora. Debe adsorPerse y luego absorberse en el --
organismo receptor. El ADN absorbido por la célula receptora debe recom

binar con el cromosoma del receptor o quedar como un ADN extracromosomal
Pequefios fragmentos . -
- e e ADN receptor
. ¢ de ADN donador /
circular. (Fig. 5).

|- ADN donador mezclado con /

células receptoras competentes.

FIGURA 5.
MECANISMO DE 2.- Absorcidn del ADN donador. o — o~ —
TRANSFORMACION. Degrodacion del ADN donad.

de doble helice a una sdla

helice.

2'-Apareamiento del ADN donador

. - L ad Ed L ad
con regiones homologaos de!
cromosoma receptor.
3-Iinsercion de ADN donador en
S ‘} -ro Eaad
el cromosoma receptor.

4.-"Reparacion" de las rupturas
para dar una molecula de

ADN hibrido

5.~ Replicacidn para dar una

molecula homocigoto e




Tabla I

Sistemas en los cuales se ha reportado paso de material genético entre
dos organismos de diferente especie

Tipos de genes trans-

Mecanismo Organismos Involucrados ol
mitidos
Donador DNA Receptor DNA
Conjugacidn Salmonella E. coli (40) Todos los cromosomales
typhimurium y episomales
Klebsiella E. coli (41) Operdn nif, genes que
pneumoniae codifican para enzimas
para fijacidn de nitrd
geno atmosférico
Pseudomonas E. coli Resistencia a penicili
aeruginosa na episomal en Pseudo-
monas a cromosomal en
E. coli
Transduccidn Fibroblasts E. coli gal Genes del operdn de ga
humanos gal (42) lactosa de E. coli que
permiten utilizar la -
galactosa como fuente
de carbono
células de E. coli gal Genes del operdn de ga
plantas su- gal (44) lactosa de E. coli que
periores permiten utilizar la -
(tomate) galactosa como fuente
de carbono.
Transformacidén DNA de B. subtilis Genes que codifican pa
Streptomyces (43) ra enzimas biosintéti--
coelicolor cas; curacidén de auxo--
trofia
DNA de E. coli (37) Genes que codifican pa-
Salmonella ra enzimas biosintéti--
typhi cas; curacidén de auxo--
trofia
DNA episomal E. coli ( 4) R§§istencia episomal a

Hibrido
Salmonella

Panama +
E. coli

DNA episomal
Hibrido

Staghzlococcus

aureus +
E. coli

DNA episomal
compuesto

Xenopus

laevis +

E. coli (38)

E. coli (39)

antibidticos

Resistencia episomal a
antibiéticos

Transcripcién, y repli--
cacidén DNA 28S y 18S de
X. laevis



Transformacidén en E. coli K-12

Se habian llevado a cabo una serie de intentos antes de -
Oishi para transformar E. coli (21, 22) y se necesitaron salvar dos obs

ticulos para lograrlo.

El primer obstdculo era que el ADN no lograba penetrar al

citoplasma bacteriano. Sin embargo, esta barrera se sobrepuso, tratan-
P . * .

do las células con altas concentraciones de Ca 2 (30 mM) a 0°C, permi--

tiendo &sto la transformacidn con ADN circulares tipos pldsmido, mds no

con ADN lineales (23).

La razdn de esto dltimo, es que aparentemente si el ADN
que entra es lineal, es degrado por una exonucleasa dependiente de ATP,
codificada por los genes recB y recC, que se localizan en el minuto 54
del cromosoma de E. ggli_x—lz (22, 24, 25). De acuerdo con lo anterior
se intentd transformar una mutante de estos genes con ADN lineal. El1 -
intento fue infructuoso, ya que al perder la célula esta actividad, ailn
cuando no degrada el ADN exdgeno, tampoco puede recombinar, ya que esta
exonucleasa es una de las actividades enzimiticas que se requieren para

ello.

Sin embargo, para entonces se tenian ya una serie de mu--
tantes supresoras fenotipicas de esta actividad de recB recC, a saber:
las mutantes sbcB y sbcA que son células en donde aparecen nuevas vias
que permiten que la cé&lula recombine sin la actividad exonucleolitica

codificada por recBC. Oishi et al, logran transformar E. coli K-12



recBC sbcB & sbcA (7, 25) usando ADN lineal extraido de E. coli K-12 --

“N26) .

Sin embargo, no logra transformar células de E. coli K-12

usando ADN de otras fuentes, como E. coli B, o B. subtilis.

Ventajas de la transformacién sobre la conjugacidn y la -

transduccidén como sistema para introducir ADN hEterélogo

en una élula.

Como habrd podido notarse, existe una ventaja fundamental

del sistema de transformacién sobre los de conjugacién y transduccidn -

en cuanto a la posibilidad de que el donador de ADN sea de otra especie.

En el caso de la conjugacién, el paso de material genético
de un organismo a otro, estd limitado a organismos de la misma familia o
de familias muy cercanas filogenéticamente, ya que no se han reportado -
conjugaciones entre familias no relacionadas. Lo mismo aplica para la -
transduccidn, ya que este fendmeno implica la obtencidn de particulas --
transductantes a partir de una cé&lula infectada y para que estas parti--
culas infecten a una cé&lula se requieren de los receptores de pared y es
por ello que es poco probable que células poco relacionadas dentro de

la escala bioldgica compartan estos receptores fagicos (27, 28).

Es asi que la transformacidn se convierte en el sistema --
iddneo para introducir material genético heterdlogo en una célula, inde-

pendientemente de lo que a este material le ocurra, ya que siendo heteré



logo, es probable que asi lo reconozca la célula y lo degrade (17).

Importancia deE. coli como posible receptor y estabiliza-

dor de un material genético heterdlogo.

Aun cuando es poco probable, como se dijo arriba, que una
célula logre estabilizar e incorporar como suyo un ADN heterdlogo, se -
tratard a continuacidn, de explicar un modelo basado en el conocimiento
actual, que se tiene de organismos como E. coli, para superar las difi-
cultades intrinsecas de esta célula y lograr modificarla para hacerla -

aceptora y estabilizadora de material genético no homdlogo.

Es indudable la importancia que esto podria tener para el
hombre, ya que significaria una verdadera ingenieria genética en el sen
tido de poder introducir y estabilizar genes que codifican para la sin-
tesis de enzimas involucradas en vias biosintéticas importantes presentes
en un organismo y llevarlos a otro que por sus caracteristicas permitan

una mejor produccidén de alguna sustancia deseada.

Ahora bien, existen varias razones por las cuales E. coli
podria ser considerado como organismo aceptor de material genético hete

rélogo:

1) Este organismo es el mejor conocido tanto genética como

biogquimicamente (28).

2) Su velocidad de multiplicacidn es superior a la de la
gran mayoria de otros organismos y requiere de medios

sencillos y baratos para crecer.



a)

3) Existe en E. coli la posibilidad de multiplicar la ==

dosis de gene y para ello hay varios caminos:

. : : 1
a) obtencidén de merodiploides gracias a episomas F --
que son aquellos episomas que se generan de esci--
siones aberrantes, llevdndose durante éstas, seg--

mentos de ADN cromosomal (29, 13, 30) (Fig. 6).

FIGURA 6 .

b) c)

F- B F'lac

El factor sexual F* que es un episoma o elemento genético extracromosomal, no estd
presente en celulas hembras F~ a) los machos, F* b), lo portan ya sea como
episomac libre o como integrado Hfr

En olgunos casos, cuando el spisomo integrado se inde del cr . lo hace
llevandose una porte del cromosoma y asi se generan los factores F' el




b)

FIGURA 7 .

Integracidn de Fl por el fendmeno de supresién
por integracidén. Este fendmeno, reportado por --
Caro et al permite, mediante el uso de un tipo -

de mutantes de E. coli incapaz de replicar su ADN
a 42°C, la integracidn de varios tipos de plasmi-

dos en el cromosoma bacteriano (31, 32) (Fig. 7).

E. Coli mutante termosensible

para locus dna A crece a
32°C no crece a 42°C

o

¥

F lac
Crece a 32°C

o
Calentando a/
42°C o lac
lac

SUPRESION INTEGRATIVA.

Mutantes termosensibles para la replicacion del DNA cromosomal, no crecen a 42°C,
pero si a 32° C. Cuando lo cepa es F* y se crece a 42°C, algunas celulas logran
crecer. Entre estas células, algunas son revertantes, pero otras no lo son. Estas
segundas, crecen debido o la insercion del episoma F en el cromosoma y gracias

a esto, lo célulo replica todo su DNA con el sistema del episoma infegrado.

c)

Formacidén de particulas transductantes especiali-

zadas.

El fendémeno de transduccidn especializada implica
la formacidén de particulas fagicas que llevan ADN
hibrido en el sentido que es de origen bacteriano
y fagico. Estas particulas, son el resultado de

escisiones aberrantes del genoma viral. Por este



mecanismo se obtienen lisados ricos en particulas
que llevan parte del operdn de galactosa o de ---
otros operones dependiendo donde se haya inserta-
do el fago Aﬁ u otro fago. Posteriores infeccio-
nes con estas particulas aumentan en varios orde-
nes de magnitud, la sintesis de las enzimas codi-
ficadas por los genes que van unidos covalentemen

te al ADN viral (9).

d) Existencia del factor Col El que permite la ampli
ficacidn de genes debido a que en presencia de --
cloromicetina se replica en tanto que el ADN cro-

mosomal no (50).

4) oOtra de las ventajas de E. coli es que es posible ob-
tener facilmente mutantes constitutivas para las enzi
mas encargadas de la biosintesis de algiin metabolito,
asi como obtencidn de mutantes no retroinhibidas.

Sin embargo, aun cuando las ventajas, por si mismas, re--

sultan atractivas es necesario mencionar que este organismo presenta --
también una serie de desventajas en cuanto a considerarlo como organis-

mo aceptor de material genético heterdlogo, desventajas que necesaria--

mente habria que salvar para lograr el objetivo deseado.

Entre las desventajas garentes que presenta este sistema pc

drian mencionarse las siguientes:

a) E. coli parece ser un organismo muy eficiente en el -
sentido que no "le gusta" mantener ninguna informacidn

redundante Y en cuanto no la usa, la segrega.



b) E. coli tiene mecanismos para reconocer y degradar --
material genético heterdlogo: mecanismos de restric-
cidén (17).

c) E. coli no conjuga mas que con algunas otras entero--
bactereaceas y sdlo es infectable por algunos bacte--
riofagos.

d) E. coli requiere de homologia, es decir de regiones -
de ADN semejantes en cuanto a secuencia de nucledtidos,

para que pueda haber recombinacidn.

Como se dijo anteriormente, costd mucho trabajo el poder
llegar a transformar E. coli con ADN homdlogo, ya que como primer obs--
ticulo este ADN no penetraba a la célula. Una vez resuelto ésto, el --
problema de la degradacidn del ADN lineal, se resolvid, como se mencio-
nd, usando mutantes recB recC sbcA & B en las cuales la actividad de
exonucleasa ATP dependiente no existia y sin embargo, la célula recombi

naba por otra via, con otras enzimas.

En la misma forma en que fué resuelto este problema, se -
han resuelto ya los problemas mis importantes para convertir a E. coli

en un sistema transformable por ADN heterdlogo.

Transformabilidad de E. coli por ADN heterdlogo

Obviamente la forma para vencer algunos de estos obstdcu

los es obteniendo mutantes que no los presenten, como fué el caso de la



obtencidn de mutantes recB recC sbcB transformables a partir de célu--

las salvajes no transformables.

Uno de los impedimentos a vencer es el mecanismo de reco
nocimiento que tiene la célula hacia todo ADN extrafio, degradando este

material ‘heterdlogo.

En 1967 Herber Boyer caracterizd, previa purificacién, -
una enzima de E. coli B, presente también en K-12, cuya funcién es la
de reconocer el ADN extrafo y degradarlo. Esta enzima, una endonuclea-
sa, conocida con el nombre de endonucleasa de restriccidn, rompe las --
dos hélices de todo ADN que no sea propio, en sitios especificos del --

ADN de cuatro o seis nucledtidos (17, 33, 34, 35, 36).

La forma en que esta enzima distingue entre ADN propio y

extrafio, es que el ADN propio estd "modificado" (17, 35).

El concepto "modificado" significa que el ADN estd metila
do. Esta es una de las posibles razones por las que Oishi (26) no logrd

transformacidn en E. coli K-12 recB recC sbcB usando ADN de E. coli o -

de B. subtilis.

En nuestro laboratorio se ha construido una cepa de E. coli K-12 recB -
recC sbcB que es transformable y que ademds no restringe ADN heterdlogo,
ya que tiene una mutacidn en el gene que codifica para la enzima de ---

restriccidén caracterizada por Boyer (37).



En esta cepa se logrd transformacidn con ADN lineal de --

Salmonella thyphi lo cual habla que el ADN heterdlogo de este organismo

no fué degradado y pudo recombinar con el del huésped para transformar-

lo (37).

De acuerdo con &sto, se pensd que se habria salvado el obs

ticulo para transformar E. coli con ADN heterdlogo.

Sin embargo, al intentar transformar este organismo con

ADN extraido de otros microorganismos como B. subtilis, N. crassa & --

Streptomyces pheocromogenes, no se logrd y se pensd que podia haber dos

razones para ello:

Que estos organismos no tuvieron los genes que a E. coli
faltaban, aunque esto era poco probable por el gran nimero de seleccio-
nes diferentes que se hizo, o porque aunque entraran estos genes y no -
fueran degradados, no existia una regidn de homologia que les permitiese
recombinar con el cromosoma de E. coli y por ende se diluirian con la -
multiplicacidén celular., ya que por no ser replicones, no podrian repli
carse autdnomamente. Este modelo parece altamente probable, ya que se
tienen datos que hacen pensar en la necesidad de la homologia para esta
bilizar por recombinacién con el cromosoma del huésped, un segmento de

ADN lineal.

Transformabilidad de E. coli con ADN circular

Los datos anteriores pudieran hacer pensar que la trans-



formacidn heterdloga en E. coli quedaba restringida a usar ADN de célu-
las muy cercanas dentro de la escala biolégica. Sin embargo, esto no -
es asi. El problema de la falta de homologfa en E. coli puede ser sal-
vado mediante transformaciones con ADN que no requiere recombinar para
estabilizarse y esto es el caso de ADN circular de tipo plasmido que a
diferencia de segmentos de ADN lineal, es capaz de replicarse autdnoma
y sincrénicamente con el cromosoma bacteriano sin requerir integrarse -
para ello. En otras palabras, si bien es poco probable que usando seg-
mentos de ADN lineal heterdlogo se pueda lograr heterotransformacidén --
por falta de recombinacidn, por falta de homologia, es posible lograrlo
introduiendo ADN de tipo pldsmido, ya que éste no requiere integrarse -

para estabilizarse.

Los trabajos de Cohen (23, 4) demuestran la transformabi-
lidad de E. coli con pldsmidos. Ademds, la cepa no requiere ser recB
recC sbcB ya que ésta exonucleasa no afecta el plidsmido por no presentar
éste extremos libres y, por no requerir de la recombinacidn para estabili

zarse.

Surge entonces una pregunta: Si es que es posible la trans
formacidn con ADN de pldsmido de otros organismos sobre E. coli, el --
nimero de genes transformables quedara restringido a los genes presen--

tes en estos plasmidos?.



Transformabilidad de E. coli con Plasmidos Compuestos

Cohen et al (4), como se ha mencionado anteriormente, lo-
gran transformacidn en E. coli usando ADN pldsmido, especificamente de

un plasmido R.

Otra de las cosas interesantes hechas por Cohen EE.EL' es
el que logran transformar E. coli con plismidos generados a partir de la

accidn de la endonucleasa Eco R-1 sobre pliasmidos mayores en tamafo.

En otras palabras, cuando un pldsmido, por ejemplo el --
R-6 (4) que confiere resistencia a Sulfonamida (SU), Cloromicetina --
(Cm) , Kamamicina (Km), Neomicina(Nm), Tetraciclina (Tet) y Estreptomi-
cina (Sm) que tiene un peso molecular de 65 x 106 daltones y que reside
en E: coli K-12,es sometido a la accidén de esta enzima Eco R-1, se rom-
pe en 12 sitios reconocibles por la enzima de restriccién Eco R-1 en --
este ADN extraido de E. coli K-12, Ahora bien, si se trata el pldsmido
con esta enzima y posteriormente el producto de esta reaccidn se usa --
para transformar E. coli salvaje, se obtienen diferentes tipos de trans
formantes algunos de los cudles sd8lo son resistentes a Tetraciclina. --
Si se analiza con ayuda del microscopio electrdnico y en corrimiento en
geles de acrilamida, el ADN pldsmido presente en estos transformantes, en
comparacidén con el ADN presente en transformantes obtenidos del trata--
miento del plidsmido sin enzima y seleccionando para la misma resisten--
cia, se podrd observar que en aquellos primeros, la gran mayoria de las

células son portadoras de un pldsmido mis pequefio que el original, ---



5.6 x 106 daltones, y que sdlo porta la resistencia a tetraciclina, --
mientras que en aquellos donde no hubo tratamiento con la enzima el plé;
mido es el original R-6. Este pldsmido que sblo porta resistencia a --
Tet fué llamado pSCl0l. Fué posible también seleccionar para Kanamici-
na y asi obtener otro tipo de pldsmido que sélo lleva esta resistencia

6 -
y que pesa 17 x 10 daltones. Este pldsmido recibid el nombre de pSC102.

Es importante hacer notar que mediante pruebas de desnatu-
ralizacién del ADN de estos pldsmidos, producto del tratamiento con ---
Eco R-1, y de renaturalizacién en presencia de ADN hélice sencilla del -
plasmido original R-6, se logra demostrar que ambos plismidos se gene---
ran de este plidsmido R-6, ya que hay hibridizacidn entre estos ADN con -

el del R-6.

Estos datos significan que mediante la accidn de esta en--
zima es posible generar ADN mds pequefios a partir de un pldsmido mayor -
y que si estos ADNs son usados para transformar, se ciclizan y se con---

vierten en pladsmidos mas pequefios.

Sin embargo, no acaba aqui la potencialidad del sistema. -
Si ambos plasmidos pSCl0l y pSCl02 son mezclados y posteriormente trata-
dos con la enzima de restriccién Eco R-1 y una ligasa de ADN se genera -
una molécula circular formada por ADN de ambos pldsmidos originales que
posee resistencia a Tetraciclina y a Kanamicina y que pesa la suma de --
ambos pSC10l1 y pSC102. Este plasmido recibe el nombre de pSCl05. A este

ejemplo se afiade otro aun mds interesante.



Mezclando el pliasmido pSC1l01 'retR y un plidsmido extraido

de Salmonella panama RSF1010 que confiere resistencia a SM y trat@ndolos

con la enzima de restriccidn Eco R-1 y una ligasa de ADN y usando el pro

ducto de esta reaccidn para transformar E. coli y seleccionando para am-
R R ¢ - 3 s

bos Tet y SM , se logrd aislar una célula que tiene un plismido que es

el resultado de la unidn covalente de los pldsmidos originales, merced

al tratamiento con la enzima (38).

Estos ejemplos, por si solo, hablan de la potencialidad de
este sistema en donde la clave es la enzima endonucleasa de restriccidn
Eco R-1 que propicia la formacién de "ADN circulares compuestos" extrai-

dos de especies diferentes.

Ahora bien, lo expresado hasta aqui abre una posibilidad -

muy interesante e importante para la ingenieria genética.

Si como antes se menciond, es poco probable estabilizar un
segmento de ADN lineal heterdlogo en E. coli debido a que no recombina -
con el ADN cromosomal del huésped y por el hecho de ser un segmentco de un
genoma, es muy poco probable que se replique, este ADN se pierde. Sin -
embargo, si este segmento de ADN es incorporado en un ADN circular que -
posteriormente se use para transformar E. coli que no restrinja el mate-
rial genético heterdlogo, seria factible pensar que asi, sin la necesidad
de recombinar con el ADN cromosomal del huésped y pudiendo ser replicado

por la maquinaria del pldsmido, se podria estabilizar.



Sistema Enzimdtico: Eco Rl - Ligasa de ADN

El uso de las endonucleasas de restriccidén para romper --
ADN en fragmentos especificos que contienen uno o mis genes ha ido en -
aumento. Algunas de estas endonucleasas provocan rompimiento en las --
dos h€lices del ADN, generando pequefios extremos cohesivos de una sola -
hélice. Estos extremos cohesivos permiten la formacién de puentes de --
hidr8geno con extremos complementarios y este sistema es luego sustrato

para la ligasa formando de nuevo la unidn covalente fosfodiester (4, 34).

La mezcla de los fragmentos de ADN resultantes del trata--
miento con la endonucleasa de restriccidn Eco Rl y posteriormente unidos
con la ligasa ha sido usada para transformar a E. coli K-12. Los plasmi
dos recombinantes fueron seleccionados en base a las propiedades genéti-
cas asociadas a uno & mis de los fragmentos de ADN. Las moléculas de --
ADN de plidsmido son recuperadas a partir de las clonas de células trans-

formadas y caracterizadas.

Mecanismo de accidn

Son tres las endonucleasas de restriccidn mds utilizadas -
en este tipo de metodologia. En la Tabla II se muestran las secuencias

de nucledtidos.reconocidos por cada una.



Tabla II
R. Eco R1 -GAATTC-
—CTTAATG-
R. Eco RII -CCAGC-
-GGTC G-
R. Hind III -A&AGCTT-
-TTCG A_A-

25

Puesto que de estas enzimas es la Eco Rl la que nos inte

resa vale la pena aclarar un poco su mecanismo de accidn.

La enzima Eco Rl rompe el ADN heter8logo en regiones es-
pecificas en las dos hélices de un ADN, si' esqueel ADN no presenta modi
ficacidn.

Lo interesante de esta secuencia es que presenta un doble

eje de simetria como se muestra en la Fig. 8.



FIGURA 8 .

MODELO DE ROMPIMIENTO DE LA ENDONUCLEASA
DE RESTRICCION.

Las letras ABC significan bases

Las primas son las bases complementarias

Las flechas con nimeros |y2 son posibles sitios de
ruptura de la endonucleasa, generdndose extremos
de 406 nucleotidos.

La posicidén de las flechas indican dos sitios alternati-
vos de rompimiento de la enzima. Suponiendo el sitio de ruptura en 2,
se generan extremos de hélice sencilla de 4 nucledtidos y las hélices -

se separan en este punto tal como en la Fig. 9.

Posteriormente las hélices se separan como se puede ver -
en la misma figura y el circulo se abrird generando fragmentos con ex-
tremos de hélice sencilla de 4 nucledtidos. Estos extremos cohesivos
generados por la Eco Rl son suficientemente estables a bajas tempera-F

turas (4 - 15°C) de tal manera que las uniones fosfodiéster pueden ser



FIGURA 9 .
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Suponiendo sitio ruptwra (2)se Se abren las helices Si era un circulo, €ste se abre,
generordn extremos de halice Si era DNA,se habrd fragmentado en tantos
sencillo de 4 nucleotidos y ias punfos como secuencias existon

helices se separorion en este
punto

Modelo de rompimiento de lo

ENDONUCLEASA DE RESTRICCION.

regeneradas por accién de la ligasa de polinucledtidos (25).

Lo interesante es que como el sitio de accidn de la enzi-

ma es Gnico, sdlo puede generar estos fragmentos y,si una molécula de -

ADN lineal o circular presenta estas secuencias de 6 nucledtidos, la --

enzima la romperd en tantas fracciones como secuencias tenga, siendo --

esta la razdn por la cual el plasmide R-6 se rompe en doce fragmentos.

Por otro lado, y este aparentemente es el caso para la -

formacién de "plismidos compuestos", cuando dos ADN, ya sean lineales

o circulares, son mezclados y puestos en contacto con la enzima, &sta

generard sdlo este tipo de fragmentos con los extremos de 4 bases li--

bres.

estas

Probabilisticamente es factible que haya asociacidn a través de

hélices gencillas, ya que son dos a dos complementarias, entre -



ADN diferentes y que permanezcan unidos asi mediante los puentes de --
hidrdgeno. Si esta asociacién, es ligada y luego se usa para transfor-

mar a E. coli, se pueden obtener toda una gama de plasmidos compuestos.

La ligasa de polinuclétidos de ADN, que ha sido estudiada
ampliamente hasta la fecha y cuya actividad parece estar presente en la
sintesis y mecanismos de reparacidn de ADN (26) ha sido aislada y purifi
cada tanto de E. coli (48) como de E. coli infectada con el bacteriofago
T4 (46), &sta ltima que fué la que nosotros usamos, ha sido identifica-
da como parte de un sistema enzimitico y actlla catalizando la unién de -
los extremos 5'-fosforil y 3'-hidroxil correspondientes a cada una de --
las hélices de un ADN de doble hélice, s8lo si las bases de cada uno de
los extremos se encuentran separadas por una ruptura en la unidn fosfo--
diéster y no por la, ausencia de una o mis bases. (Ver Fig. 10) (45), --

ademids requiere de ATP (Trifosfato de adenosina) para su actividad.

Ahora bien, tanto el principio mencionado anteriormente --
como su modo de accidén fueron aprovechados por Cohen et al para generar
pliasmidos compuestos, entre un factor R de E. coli, el plasmido psScl01,

y un ADN circular, de otro organismo como Staphylococcus aureus (38) y

entre un plasmido R, pSCl0l de E. coli, y un ADN lineal de un eucariote,

el sapo, Xenopus leavis (39) (Ver Fig. 11).

Este sistema enzimidtico ha sido la base del procedimiento -
’

conocido como clonamiento de ADN en bacterias, descrito recientemente --

(49), en donde este tipo de recombinacidn "in vitro" presente una serie



FIGURA 10 a .
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de ventajas para el aislamiento de genes especificos. Ahora bien, por
clonamiento de ADN debemos entender el procedimiento por el cual un frag
mento de ADN, aislado en unidn covalente con un replicén independiente,

se obtiene como una poblacidn homogénea de moléculas derivadas de una --



FIGURA 10 b .
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FIGURA 11 .

CONSTRUCCION DE PLASMIDES COMPUESTOS.
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molécula padre. Este procedimiento ha sido ampliamente usado en la ac-
tualidad por Boyer et al (49) con el objeto de estudiar varios genomas
eucaridticos junto con sus genomas mitocondriales, por ejemplo: célu--

las HelLa, LA9 y Drosophila melanogaster.

Vehiculos moleculares de ADN

Los plasmidos bacterianos con los cuales se van a recombi
nar los fragmentos de ADN formados por la Eco R-1 deben poseer ciertos
requisitos de tal manera que este pldsmido replique cualquier molécula-

que esté unida a €l; a este ADN lo llamamos "vehiculo molecular".

Ademds de que este plidsmido se replique en forma auténoma
debe poseer un gene el cual pueda ser usado con propdsitos de seleccidn.
También debe tener un sdlo sitio para la endonucleasa de restriccidén —--
Eco R-1 y este sitio no debe estar en un gene que pueda interrumpir la
replicacidn del vehiculo, ni tampoco debe ser el gene usado para la se-

leccidén de las transformantes.

Hasta ahora, dos han sido los plidsmidos que han sido utili

zados como vehiculos moleculares (4, 38, 39, 50).

Uno de ellos es un plasmido bacteriano pequefio (5.8 x 106

d.), pSCl0l, el cual posee un sitio de accidn para la Eco R-1l y un gene
cuyo producto no permite la accidn del antibidtico Tetraciclina (Tc). -
Los fragmentos de ADN generados por la Eco R-1 pueden recombinar con esta

molécula y ser recuperados en transformantes resistentes a tetraciclina.



El segundo plasmido, Col El, presenta una serie de nuevas
caracteristicas en relacidén al pldsmido anterior. Esta molécula de ADN
(4.2 x 106 d.) también se rompe en un sdlo sitio por la accidn de la --
endonucleasa de restriccidén Eco R-1. La insercidn de los fragmentos de
ADN resultantes del tratamiento con la Eco R-1 en esta molécula no alte
ran su habilidad de autorreplicarse, pero tales pldsmidos compuestos no
producen colicina El1 (50). Sin embargo, los plasmidos recombinantes de
Col El presentan inmunidad a la actividad bactericida de la colicina -
El. Por lo tanto, cuando usamos el pladsmido Col El como vehiculo se --
puede seleccionar para inmunidad a colicina y por la inhabilidad de pro
ducir colicina. Ademds la caracteristica mis atractiva de este plasmi-
do es el hecho de poder obtener un gran nimero de copias incubando las
células que lo llevan en presencia de cloranfenicol (Cm) (51). Ordina-
riamente se obtienen 35 copias del plasmido por célula, sin embargo, --
cuando se inhibe la sintesis de proteinas con Cm se acumulan aproximada
mente, 3000 copias del plasmido por célula (50). Ademis, el ADN del --
plasmido Col El estd libre del complejo proteico de relajacidén el cual

interfiere con la purificacidén del ADN del pldsmido superenrollado.

Es posible obtener 2 - 3 miligramos de ADN de Col El puri
ficado por un litro de cé€lulas después de 12 horas de amplificacidén en
cloromicetina y se ha demostrado que los plasmidos compuestos de Col El

se amplifican de la misma forma que el pldsmido Col El.



MATERIALES Y METODOS

Cepas Microbianas

MATERIALES

Cepa
E. coli JM291
E. coli JM295
B. pumilus
S. coelicolor
N. crassa
E. coli JM259

W Factor i 2
i
Genotipo e — DerivacioOn
cromosomal
thyj arg: Col E1 JC411
hisj leu,
met: lac:
malj xle
Smr, ga17
thr leu pscigl €600
(Tc™)
protétrofa plasmido ATCC7065
criptico
phe” ScP1 IF12
protdtrofa 74A
recBT recCT JM250
schj hsr_,

& =
hsm leu,

arg? h157
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Dr.

Dr.

Dr.

Dr.

Dr.

32

Fuente

Boyer

Boyer

Hopwood
Mora

Bolivar

+ Nomenclatura de acuerdo a A. L. Taylor (28)



1)

2)

3)

4)

5)

6)

Medio Vogel: Na_,C_H_O_.2H_O 117.5 g, KH2P04 250 g, NH4NO

Medios

Medio Completo (Medio Luria): Triptona (Difco) 10 g, extracto de -
levadura (Difco) 5g, NaCl 10g, Agua 1 lt. pH: 7 (ajustar con NaOH) .

Medio de Crecimiento para Micelio en forma de esferoplastos de e

Streptomyces coelicolor (Medio Sacarosa-Casaminodcidos-glicina):

Sacarosa 34 %, Casaminodcidos (Difco) 2.4 %, MgCl_ 1 %, Glucosa --

2
0.5 %, Glicina 0.5 %, Fenilalanina 50 mg.

Medio Completo para S. coelicolor: KzHPO4 5 g, NaCl 0.5 g, MgSO4.

7H20 1.5 g, Casaminodcidos (Difco) 1.5 g., Hidrolizado de acidos -

nucleicos 5 ml., Solucidén de vitaminas (Riboflavina 0.1 %, Nicotina
mida 0.1 %, Aminobenzoico 0.01 %, Piridoxina-HCl 0.05 %, Tiamina-HCl
0.05 %, Biotina 0.02 %) 1 ml, Glucosa 25 g, Peptona 2 g, Extracto -

de levadura 1 g, pH: 7.2 (ajustar con NaOH), Agua 1 1t, Agar 15 g.

Medio Minimo M 9: NH4C1 1 g, KH2P04 3 g5 NaZHPO46 g, NaCl 0.5 g, Agua

1 1t. Esterilizar y agregar 1 ml. por lt. de una solucidn de MgSOA.

7H20 al 25 % esterilizada aparte.

Medio Minimo M P: KH_PO, 2.722 g, (NH4)ZSO

2 74 4 4
0.246 g, FesO, 0.001 g, Glucosa 2 g, Agua 1 1lt. pH: 7 (ajustar con
KOH)

1.98 g, MgSO,.7H,0

4

376 sy 100 g5 -

-7H,0 10 g, CaCl,.2H

3

MgSo O 5 g, Reactivo trazas 5 ml., Biotina

4 2
250 ug, Agua 1 1lt. Anadir 5 ml. de cloroformo como preservativo.
Reactivo Trazas: H3C6HSO7.H20 5 g, ZnSO,.7H_ 0 5 g, Fe(NH4)2(SO4)2.

4 2
6H20 1 g, CuSO4.5H20 0.25 g, MnSsSO .H20 005 g; 53803 anhidro 0.05 g,
(NH,) Mo_O .4H_ O 0.035 g.

4°6 7 24 2

4

Diluir antes de usar en proporcidn 1:50 con agua y agregar Sacarosa

1.5 %, Agar 1.5 %.
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Amortiguadores

TES: NaCl 0.05 M, EDTA (4cido etilendiminotetracético) 0.005 M, --

Tris (hidroximetil aminometano) 0.05 M. Ajustar pH: 8.
TE: Tris 0.01 M, EDTA 0.001 M. Ajustar pH: 8.1

Boratos + Tris - EDTA(Geles de agarosa): Tris 10.8 g, H3803 anhidro

5.5 g, EDTA 9.3 g. Ajustar pH: 8.3

TM 10X (Reaccidén de Eco R-1): Tris 1 M, MgCl2 0.05 M. Ajustar ---
pH: 7.5«

SSC 0.1X: NaCl 0.015 M, Na3C6H507.2H20 0.0015 M. Ajustar pH: 7.0

Enzimas

Endonucleasa de Restriccién Eco R-1: Fué un regalo del laboratorio

del Dr. H. Boyer del Centro Médico de la Universidad de California.
La actividad de la enzima es la siguiente: lA~ digiere 50 % de ---
5 pg de ADN (4cido desoxirribonucleico) de Col El, el cual sdlo tie

ne un sitio de rompimiento para esta enzima.

Ligasa T 4: Es un producto comercial preparado por Miles Co., =---
Kankakee, Ill. (serie No. 39-625-2) de acuerdo al método de B. Weiss
(46) y, purificada por cromatografia en DEAE-Celulosa. Es estable
6 meses a -20°C. Su actividad es la siguiente: 5 *,de Ligasa T4 -
convierten 1 nm de P32-monoésteres en fosfatasa resistenetes a 37°C

por 20 min.



Reactivos

Metil- H3Timidina 1 mCi/ml fue obtenida de New England Nuclear.

Lisozima, Deoxirribonucleasa y Ribonucleasa de Worthington Biochemical

Corporation
Bromuro de etidio y Pronasa grado B de Calbiochem
Cloruro de cesio de Schwarz/Mann
Agarosa y sacarosa (libre de RNAasa) de Sigma Chemical Co.
Todos los aminodcidos son de Sigma Chemical Co.

Todos los demds reactivos son de J. T. Baker.



METODOS

1)

Obtencién de ADN de Neurospora crassa’

Se crece la cepa de N. crassa 74 A en medio Vogel, para la obtencidn
de micelio, ificubando a 28°- 30°C' se enfria a 4°C y es cosechada ---
en fase logaritmica tardia por medio de centrifugacidn a 3000 rpm --
durante 10 min. a 4°C. Se hacen polvos de acetona del micelio obte-
nido y posteriormente un macerado usando Nitrdgeno liquido o hielo -
seco. Se resuspende en 1/20 de su volumen original en una solucidn

de NaCl (0.1 M) - EDTA (0.1 M) pH: 8.5 y, se homogeniza para romper

el micelio; en seguida se adiciona Pronasa 10 mg/ml, en SSC 0.1X, --
previamente digerida por 4 horas a 37°C (con el objeto de eliminar -
posibles nucleasas contaminantes) para dar una concentracién final -
de 500 microgramos/ml y se incuba durante toda la noche. Se anade -
RN2sa, también inactivada, a una concentracidén final de 50 pg/ml du--
rante 30 a 37°C. Se afiade Dodecil Sulfato de sodic (10 % en amortigua
dor Tris-HCl 1M.pH: 9) para dar una concentracién final de 1 %. --
Después de incubar a 37°C por 30 min., se adiciona igual volumen de
una mezcla 1l:1 de fenol (recientemente bidestilado)- Cloroformo prepa
rada inmediatamente antes de usarse. Se agita vigorosamente por --

5 min. hasta volver homogénea la mezcla, después se continla la ---
agitacidén muy suave durante 20 min. a temperatura ambiente. Se centri
fuga la emulsidn en una centrifuga Sorvall RC2-B con un rotor de --

columpio por 10 min. a 10 000 rpm. Se separa la fase acuosa (supe-



rior)_la cual vuelve a ser extraida dos veces mds, sblo que en es--
tas dos {iltimas se adiciona igual volumen de una mezcla Cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1) y, se agita suavemente por 20 min. La --
fase acuosa fué precipitada con etanol absoluto (2 volumenes) frio
(-20°C) dejando escurrir el etanol suavemente por las paredes del -
vaso de precipitados. Se pasa a tubos Corex y, se deja precipitar
el ADN a -20°C durante 12 horas aproximadamente. El1 ADN crudo obte
nido se separa centrifugando a 10 000 rpm durante 10 min. a -20°C.

Posteriormente se seca por medio de una corriente de N, liquido para

2

eliminar el etanol remanente.

Obtencidn del Lisado Claro de Bacillus pumilus

Se crecen las células a 37°C en 1 1lt. de medio minimo M 9
hasta el final de la fase logarfitmica (80-90 unidades Klett-Sommer-
son. UK). Se lavan 2 veces con amortiguador TES y se resuspenden en
5 ml. de Sacarosa 25 % en TE y se procede a lisarlas de acuerdo con
el método de Guerry et al, 1973 (52). Se agrega 1 ml. de EDTA 0.2 M
PH = 8 manteniéndose la mezcla durante 5 min. en hielo, agitando cui
dadosamente de vez en cuando; al finalizar el tiempo se anaden 0.33
ml. de Lisozima (75 mg/ml en Tris 0.01 M pH = 8) y se incuba durante 5
min. a 30°C con poca agitacién; después de transcurrido este tiempo -
se enfrfia rapidamente en hielo y, se adiciona 1 ml. de EDTA 0.25 M
pH = 8, se deja en hielo por 5 min. Posteriormente se agrega Tritdn
a una concentracidén final de 1 % y, se mantiene en hielo por otros -

5 min. En seguida se trata con Ribonucleasa a una concentracién --



final de SOAFg/ml. y se deja reposar durante 10 min. en frio. Se -
afiade NaCl 5 M a una concentracién final de 1 M y se deja en reposo
durante 4 horas a 4°C. Al cabo de este tiempo se centrifuga a ---
20 000 rpm durante 30 min. a 4°C en una centrifuga Sorvall RC2-B y
un rotor de angulo fijo 8 x 40. El sobrenadante (llamado lisado --
claro) se recoge y se diluye con agua hasta una concentracién final
de Sacarosa de 12 %. Inmediatamente despues se extrae con fenol --
bidestilado (88 % - 12 % agua) y, se centrifuga a 10 000 rpm a 4°C para
separar las fases, se recupera la fase acuosa y se trata con éter ——
etilico para eliminar excesos de fenol hasta que esta fase se obser
ve transparente. Se separa la fase acuosa correspondiente al lisado
claro y, por cada 8 ml de éste se agregan 1 ml. de NaCl 5 M, 18 ml.
de etanol absoluto y se deja en reposo a -20°C durante 12 horas. Se
centrifuga a 10 000 rpm durante 20 min. a -20°C en tubos Corex. Al

precipitado obtenido se le hace pasar una corriente de N_ para elimi-

2
nar el alcohol remanente, se resuspende en SSC 0.1 X y se guarda a -

-70°C.

Nota: Para el caso de la obtencidn del lisado claro de Streptomyces
coelicolor se llevaron a cabo las sigquientes modificaciones, de acuer
do al método reportado por Schrempf, et al (53). Se crecen las célu
las a 28°- 30°C en medio Sacarosa-Casaminodcidos-Glicina durante 4-5
dias. Las células se lavan con amortiguador TES-Sacarosa 34 %. Se
resuspenden en 5 ml. de Sacarosa 34 % en TE. E1l tiempo de incubacidn

a 30°C es de 10 min. con poca agitacidn.



Para el caso de Escherichia coli: La Lisozima se prepara

en Tris 0.25 M, pH: 8. No se incuba a 30°C sino que se deja en hielo -

durante 10 min. No se afiade EDTA 0.2 M, pH = 8.

3) Gradiente Isopicnico a Equilibrio de Cloruro de Cesio en Presencia

de Bromuro de Etidio.

2.3 ml. del lisado claro obtenido se adicionan a una mezcla consti--
tuida por 7.36 g de CsCl, 2.28 ml. de Bromuro de etidio (700 pg/ml.

en agua estéril) y 3.42 ml de agua; se homogenizan cuidadosamente y
un volumen de 9 ml. se pasa a tubos de nitrocelulosa, llenando el -
tubo hasta el nivel del tapdn con aceite mineral (Nujol). Se cen--
trifuga a 44 000 rpm durante 40 horas a 15°C en una centrifuga MSE-50

superspeed, rotor 10 x 10 de angulo fijo.

La banda mids densa correspondiente al plidsmido deseado se recogid -
con jeringa y, esta fraccidén se trata con alcohol isoamilico para -
extraer el bromuro de etidio y se dializa contra SSC 0.1X durante -
12 horas a 4°C. En aquellos casos en que no se llegé a observar la
banda del plasmido se picaron los tubos y se recogieron fracciones

de 6 gotas que se colectaron en tubos pequeinos.

4) Conteo de Radioisdtopos

Una alicuota de 20 A.de cada fraccidén se colocd en circulos de pa--
pel filtro Whatman No. 3 y, se lavaron con TCA (dcido tricloroacé-
tico) 10 % (10 min.), TCA S % (5 min.), etanol 70 % (5 min.) y -—-

eter etilico, se dejaron secar. Ya secos, los papeles filtros se



5)

6)

colocaron en viales que contenian 10 ml de liquido de centelleo ( 3 g
de POPOP (1,4-bis (2-(5-feniloxazolil))benceno); 6 g de POP (2,5~
difeniloxazol) para 1 1lt. de tolueno. Se contaron en un contador de

centelleo Nuclear Chicago.

Gradiente de Sacarosa 5 - 20 % en TE

Una alicuota de 0.2 ml del ADN de plasmido ya aislado, se coloca en -
la superficie de un gradiente neutro de Sacarosa 5 - 20 % en amorti--
guador TE. Se centrifuga a 40 000 rpm durante 3.5 horas a 15°C en --
una centrifuga MSE-50 superspeed, rotor 3 x 5 de columpio. Se reco--
lectaron fracciones de 10 gotas en discos de papel filtro Whatman No.
3 y, se siguid el tratamiento ya mencionado para conteo de radioisd-

topos.

Electroforesis en Geles de Agarosa

Este método, reportado por Helling, et al, 1974 (54), consiste en lo
siguiente: Se toman alicuotas de SO)ult. con S-SO‘pg. de ADN; se

mezclan con 18)11. de la mezcla ST (glicercl 75 %, SDS 0.1 %, azul de
bromafenol 0.1 %) y se aplican a placas (10 x 10 x 0.3 cm) o tubos --
7.5 x 0.4 cm) con agarosa disuelta en amortiguador Boratos-Tris. En

nuestro caso la concentracién de agarosa utilizada es de 0.8 %.

La electroforesis se corre aplicando 40 voltios por placa © 5 voltios

por tubo durante un tiempo aproximado de 3 - 4 horas para las placas



7)

8)

1 - 2 horas para los tubos. Al final del corrimiento, los geles se
tratan con una solucidén de bromuro etidio (2 pg/ml) en amortiguador
de Boratos-Tris durante aproximadamente 20 min. Son fotografiadas
en luz ultravioleta, 3500 nm usando un filtro naranja # 9, Kodak --
Wratten, con pelicula Recording 2475 1000 ASA, con un tiempo de expo

sicién de 15 a 20 seg.

Digestidn con la Endonucleasa de Restriccidn de E. coli, Eco R-1

La mezcla de reaccidn (volumen total de SOAP 1t.) contiene: Tris-

HCl pH = 7.4 (90 mM); MgCl_ (10 mM); ADN de N. crassa o plasmido --

2
(5—20‘Pg/ml) y Eco R-1 (5 a 1t.). La mezcla se incuba a 37°C duran-
te 1 hora y, la reaccidén se termina agregando 18 Plt' de la mezcla -
ST cuando se va a correr una electroforesis en geles de agarosa, o -
bien, calentando a 65°C durante 5 min. cuando el producto de la reac

cidén se va a utilizar como sustrato para el tratamiento con la enzima

Ligasa T4.

Tratamiento con la Enzima Ligasa T4

Esta reaccidn se lleva a cabo en un volumen final de 100/ult. La -
muestra obtenida por digestidn con la enzima Eco R-1 se mantiene en

hielo y se le adiciona lo siguiente: MgCl_, 50 mM (lo;plt.); ditrio

2
eritritol 0.1 M (10 Plt.); TFA (trifosfato de adenosina) 0.5 mM --

(10 Plt'); agua (20 plt.) y Ligasa T4 (100 manomolar U/ml; llplt.).



9)

La mezcla de reaccidén se incuba en hielo durante 18 horas. A esta

mezcla se le anaden 3 plt. de CaCl. 1 M inmediatamente antes de ——-

2

que sea usada para transformar.
Transformacidn

Toda manipulacidn se llevarid a cabo entre 0 - 4°C. Se crecen 10 ml
de la cepa receptora, E. coli JM259 hsr—, hsm+, recé.recé-sbcé: en
medio P con requerimientos durante toda la noche y, son usados para
inocular 100 ml. de medio fresco precalentado a 37°C. Estas células
son crecidas con agitacién hasta 80 - 90 UK (8 x 108 células/ml), en
este punto se enfria el cultivo, se centrifuga a 3 000 rpm durante -
10 min. a 4°C. Se lavan las células con CaC12 10 mM (100 ml.) y se
resuspenden en Ca012 30 mM (50 ml.). Después de haberse incubado a
4°C por 30 min. se centrifuga y resuspenden en CaCl2 30mM (5 ml.).
Una porcidn de la suspensidn de células (0.3 ml) se transfiere a tu-
bos que contienen ADN tratado con la enzima Ligasa T4 (50 l.) y —
CaCl2 1M (3 l.). Se incuba la mezcla de reaccidn por 30 min. a 4°C
y 20 min. a 37°C. Se centrifugan para eliminar el CaCl, existente y

se resuspenden en medio completo (Caldo Luria) (5 ml.) Se incuban a

37°C durante 3 horas como minimo.

Se platearon 0.5 ml, 0.3 ml. y la dilucidén ].0-1 de la mezcla en ca--
jas de Luria - Tetraciclina 2oY,ma (Tc). Las transformante apare--

cen después de 19 horas de incubacidén a 37°C.



Se utilizaron cajas de medio completo para contar el niimero de cé-

lulas viables en la mezcla de transformacidn.
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RESULTADOS

Aislamiento de ADN de Plasmido por Gradiente Isopicnico a Equilibrio

de Cloruro de Cesio - Bromuro de Etidio: Col El, pSC 101, SCP 1,

y Plasmido Cr{ptico de Bacillus pumilus.

El ADN circular superenrollado, presente en gran proporcidn en los -
lisados claros de las cepas portadoras de plasmidos, es separado del
ADN lineal por medio de centrifugacidn a equilibrio en CsCl-bromuro

de etidio. Al llegar al equilibrio se observaron dos bandas en el --
gradiente formado, correspondiendo la de mayor densidad al ADN circu-
lar y la otra al ADN lineal, debido a que el bromuro de etidio pre---
sente se intercala en mayor proporcidn entre las dos hélices de éste

Gltimo ADN disminuyendo asi su densidad.

Cuando la cantidad de ADN es pequefia no es posible observar las ban--
das, de ahi que sea necesario usar una marca radioactiva (H3—timidina)
y fraccionar el gradiente, obteniéndose los resultados que se indican
en la Fig. # 12. Como se puede ver en cada una de las gridficas se --
obtiene dos picos para aquellas cepas portadoras de plasmidos y, uno

s6lo en aquellas que carecen de &1.

La cantidad de ADN de plédsmido obtenida va a depender de la propor--
cidn en que &ste se encuentre en la célula y de la eficiencia del --

método de lisis.



GRADIENTE DE CsCI-EtBr DE LISADO CLARO DE LA CEPA
JM 295 pSC 101.
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FIGURA 12 (a). Los gradientes de CsCl - EtBr

ce llevaron a cabo como se indicd en Materia-
les y Métodos,centrifugando a 40,000 rpm. du-
rante 40 horas a 15 C en una centrifuga MSE-50.
(a) E1 pico que aparece en las primeras frac-
ciones corresponde al ADN del plasmido psclol,
siendo éste el ADN de mayor densidad.



GRADIENTE CsCI-BrEt DE UNA CEPA DE Bacdus pumifus QUE PORTA

UN PLASMIDO CRIPTICO
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FIGURA 12 (b). Eii este caso el pico que aparece
en las primeras fracciones pertenece al ADN del

plésmido criptico de B. pumilus.
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GRADIENTE CsCI-EtBr DE LISADO CLARO DE
S. @oelicolor IFI2
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FIGURA 12 (c). En este caso el pico que aparece
en las primeras fracciones pertenece al ADN del
pléasmido SCP1 de S. coelicolor
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Caracterizacidn en Gradientes Neutros de Sacarosa 5 - 20 % y en --

Geles de Agarosa 0.8 %.

La caracterizacidn de cada uno de estos plidsmidos se llevd a cabo -
por gradientes neutros de sacarosa 5 - 20 % con el fin de compro---
bar sus coeficientes de sedimentacidén, obteniéndose datos similares
a los reportados (4, 52, 53) y, por medio de electroforesis en geles

de agarosa 0.8 %.

Para el primer caso, se tomaron fracciones de 0.2 ml. del ADN de --
plasmido aislado y se colocaron sobre un gradiente neutro de sacaro
sa 5 - 20 % en TE, utilizando como control interno ARN 18 S y 28 -

S para el gradiente correspondiente a los pldsmidos Col El y pSC1l01l.
Por el pldsmido de S. coelicolor (SCP 1) control de sedimentacidn -

usado fué ADN de Col Eb (Fig. # 13.)

El ADN de las fracciones correspondientes a las bandas mds densas de
cada uno de los gradientes de densidad se colectd, se tratd como se

indica en Materiales y Métodos, y se sometid a una electroforesis --
en geles de agarosa 0.8 % obteniéndose una sola banda en cada uno de

los casos (Fig. #14).

Tanto el ADN de Col E1l como de pSCl0l fueron tratados con la endonu-
cleasa de restriccidn de E. coli (Eco R-1) y aparece una sola banda
que migra en forma diferente a la correspondiente al pldsmido super-
enrollado lo cual nos indica que ambos pldsmidos poseen un solo si--

tio de rompimiento especifico para esta enzima. Esto no ocurre en -



GRADIENTE DE SACAROSA (5-20 %) NEUTRO.
DE pSC 10l
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FIGURA 13 (a). Los gradientes de sacarosa neutros (5-20 %)
se llevaron a cabo como se indicd en Materiales y Métodos,
centrifugando a 40,000 rpm. durante 3.5 horas a 15 C en una
centrifuga MSE-50, rotor de columpio 3 x 5.

(a) Caracterizacion del plasmido pSC10l1 de E. coli.
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GRADIENTE SACAROSA EN TES 5-20%
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FIGURA 13 (b). Caracterizacidén del plésmido SCP1l de
S. coelicolor wutilizando comc control interno al --

plasmido Col El de E. coli.



el caso del plasmido criptico de B. pumilus, el cual al ser tratado
con la enzima Eco R-1 de un nlmero mayor de bandas, llegindose a --
detectar 4 de ellas con diferente patrdn de corrimiento. (Fig. #

1 }.

El tratamiento del pldsmido PSCl de S. coelicolor no se llevd a ca-

bo debido a que la cantidad de ADN obtenida no fue suficiente.

(a) (EY (g)

FIGURA 14 . Los geles ce agarosa se llevaron a cabo
colocando 50 ult con 5 - 50 ug de ADN; se mezclan con -
18 Llt. de la mezcla ST y se aplican a tubos con agaro-
sa disuelta en anortiguador Boratos-Tris-EDTA al 0.8%.

Se aplican 5 voltios por tubo durante un tiempo aproxi-
mado de 90min.

(a) ADN del plasmido criptico de B. pumilus sin tratar

con la enzima Eco Rl. (b) ADN del plasmido criptico de

B. pumilus tratado con la enzima Eco Rl. (c) ADN del -

plasmido pSC10l usado como control de corrimiento.



3)

Obtencidn del Pldsmido Compuesto: pSCl0l - N. crassa

20/ug. de ADN de N. crassa, obtenido como se indica en Materiales y
Métodos, fueron tratados con la enzima Eco R-1 y, de igual manera,
10 pg. de ADN del plasmido pSCl0l; éste se llevd a cabo en tubos se-

parados.

Después de la digestidn, se mezclaron ambos ADN!s y se trataron con
la enzima Ligasa T4; el ADN resultante fué utilizado para transfor--
mar a la cepa JM259 y las transformantes fueron seleccionadas para

resistencia a Tc, ya que ésta es la informacién que lleva el vehi--
culo de ADN (pSC10l). La frecuencia de transformacidn obtenida fue

de 10™,

Al azar fueron tomadas 12 colonias transformantes TcR y, del lisado
claro de cada una de ellas se hicieron gradientes de CsCl-bromuro -
de etidio. E1 ADN del pldsmido recuperado fue caracterizado por el
electroforesis en geles de agarosa 0.8 %, observandose en un caso
una banda que corria un poco menos que el ADN del pldsmido pSC101l

original. (Fig. # 15).

El siguiente paso fué tratar este ADN con la enzima Eco R-1 y, cuando
se corrid en geles de agarosa se observaron dos bandas (Fig. # 1§) -
de las cuales una correspondia al ADN del vehiculo y, la otra a un -
fragmento del ADN de N. crassa cuyo peso aproximado va de 1 a 1.5

X 106 daltones.



(a) (b) (c) (d) (e) (£f)

FIGURA 15 . Las placas de agarosa 0.8 % se corrieron
en forma semejante a los tubos, excepto que el voltaje
fué de 40 voltios por placa durante un tiempo aproxima
de 3.5 horas. -
(a) ADN del plasmido Col El tratado con Eco R1l;(b) ADN
del plasmido pSC101 tratado con Eco Rl; (c) ADN del —-
plésmido compuesto tratado con la Eco Rl; (d) ADN de -
una mezcla de PpSClO0l y Col E1l tratado con Eco R1l; (e)
ADN de pSC10l1 sin tratar con Eco Rl; (f) ADN del pléas-
mido compuesto sin tratar con Eco Rl.



DISCUSION

Los motivos de haber aislado ADN extracromosomal no sélo

de E. coli K-12 sino también de B. pumilus y S. coelicolor son los si--

guientes.

En el caso de los plasmidos pSCl0l y Col El de E. coli el
objetivo fué el uso de estos ADN como vehiculos moleculares en el clo-
namiento de ADN de organismos tanto procariotes como eucariotes de in-

terés.

El aislamiento del plidsmido de S. coelicolor, SCPl, es de
interés ya que éste plismido parece llevar la informacidn para la produc
cidén de un antibidtico (53), de tal manera que estos genes podrian ser
estabilizados y amplificado en E. coli utilizando un vehiculo adecuado
como seria Col El, pudiendo enfocar ésta ventaja hacia su produccién --

industrial.

Para el pldsmido criptico de B. pumilus la finalidad fue -
saber que tipo de fragmentos se obtendrian después de que &éste pldsmido
fuera tratado con la Eco R-1, ya que cabria la posibilidad de que uno -
de estos fragmentos al recircularizarse tuviera las propiedades de un -
replicdn como son las que presenta el vehiculo pSCl0l, de tal forma que
éste nuevo plismido también pudiera servir como vehiculo molecular en --
otros microorganismos como 2: subtilis o en el mismo B. pumilus. Esto

resolveria ciertos peligros que presenta E. coli, al ser usado como re-



ceptor en este tipo de experimentos, por ser el hombre su huésped natural.
Sin embargo, los resultados hasta ahora obtenidos no han sido lo sufi--
cientemente satisfactorios, ya que como podemos ver en la Fig. 14 el pa
trén de corrimiento de éste plasmido presenta 4 bandas las cuales se --
distinguen difusamente, no pudiendo por ello identificar un fragmento -
de este ADN extracromosomal que cumpla con las caracteristicas antes --
mencionadas. Para lograr ésto, estamos tratando de obtener el ADN de -
éste pldsmido en una concentracidén mayor y, posteriormente afinar el mé

todo de rompimiento con la enzima Eco R-1.

En relacidn al tratamiento enzimidtico del pldsmido de ---
S. coelicolor Presentd algunos problemas, debido a que el ADN extracro-
mosomal obtenido se encontraba en muy baja concentracidn, por lo que no

fué posible observar ninguna banda en los geles de agarosa.

Las razones de ésto son las siguientes: la primera se re-
fiere a la dificultad de obtener una buena concentracidén de ADN aiin cun-
do se crezcan grandes volimenes; la segunda es que el tiempo de duplica-
cidén en el medio adecuado para obtener células suceptibles de lisis es
mayor de 48 horas; y la tercera fué que aunque la lisis de este estrep--
tomiceto que se llevd a cabo, de acuerdo al método reportado por —_—
Schrempf et al (52) (ver Materiales y M&todos), daba una resolucidn ade-
cuada en el gradiente de CsCl - bromuro de etidio, no ocurria lo mismo -

en relacidn a la concentracidén del ADN episomal obtenida.

De los plasmidos de E. coli, el pSCl0l fué el utilizado --



como vehiculo en la formacidn compuesto con ADN de N. crassa gracias --
a la ventaja que presenta en relacidén a la seleccién de las transforman
R & {2
tes Tc , cosa que no ocurre con el plasmido Col El cuya seleccidOn se --
hace por la caracteristica de inmunidad que las transformantes tienen -

hacia la ccisxina El.

Este pldsmido compuesto pSCl01l N. crassa al ser tratado -
con la Eco R-1, tal y como podemos ver en la Fig. 1§, presenta un nuevo
fragmento de ADN que se encuentra unido covalentemente al pSCl0l y que
todo parece indicar se trata de ADN de N. crassa. Sin embargo, para -
que ésto se pueda afirmar categbricamente serad necesario llevar a cabo

experimentos hibridizacidén de ADN - ADN.

Ya que la importancia de este nuevo pldsmido compuesto --
representa la posibilidad de un estudio mds detallado de los mecanismos
de regulacién de N. crassa que, como ya se habia indicado, es de inte--
rés puesto que se trata de un organismo eucariote, siendo esta caracte-
ristica la que en un futuro prdximo haga posible el entender algunos --
de los aspectos sobre los diferentes mecanismos de regulacidn del gene
en células superiores asi como la estructura y funcidn de los cromosomas

s 2.
eucarioticos.

Ahora, considero que es necesario recalcar la importan---
cia de esta nueva metodologia puesto que cada dia se identifican nuevos

plidsmidos en microorganismos tales como Shigella, Pseudomona, Strepto--

coccus, Klebsiella, etc. y que ademis portan informacidén de interés para




el hombre en el entendimiento de problemas clinicos comunes como serian,
una disenteria o una caries dental. Esto requiere afin de un estudio mas

profundo, sin embargo ésto no impedird que se lleve a cabo.

También desde el punto de vista de su aplicacibén indus—--
trial representa un posible avance, ya que el uso de vehiculos tales --
como el plésmido Col El hardn posible la amplificacién de la informacidn
de un gene hasta 3000 veces logrando una produccién del metabolito de--
seado (antibiéticos, aminodcidos, etc.) mucho mayor a la que normalmen-

te existe en la célula.

Todo ésto nos hace pensar que el desarrollo y conocimien-
to de la Ingenieria Genética serd un punto importante en la resolucién
de problemas de caracter mundial, tales como la produccién de sustancias
de interés dentro de la industria alimenticia y, de problemas bésicos -

en Biologia como serfa la regulacidn en organismos superiores.
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