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RESUMEN 

La manipulación in vitro de DNA, requiere de varias herramientas 

entre las que destacan las enzimas de restricción y otras enzimas 

cuyo sustrato es Acido desoxiribonucléico !DNAl. Estas proteinas 

reconocen secuencias especif.icas de nucle6tidos, a los cuales 

cortan en la doble cadena de DNA. El mecanismo de reconocimiento 

es particularmente interesante porque caracteristicas senerales 

de estos procesos pueden aplicarse a las 

interactúan con DNA. 

proteinas que 

f Huchas de estas enzimas se encuentran disponibles comercialmente 
-·¡ 

J 

pero presentan el inconveniente de ser importadas y por lo tanto, 

son caras. Asi cuando un planteamiento experimental requiere 

srandes cantidades de enziaa(s) el factor econ6mieo pudiera ser 

el proble•a que restrinciera el proyecto. 

J Estas enzimas son relativamente estables. El proeedisiento para 

su preparación estA publicado y disponible en revistas 

] cientificas. Roberts, R. (1977) 

J In el centro de Investisaci6n sobre Incenienia Gen6tiea 

Biotecnolosia, •e tiene la experiencia en la purificación de 
l 
_J estas enziaaa, ya que se han purificado de e a 10 de ella1 y 1e 

·1 han obtenido de 10,000 a 100,000 unidades de enzima pura a 
! 
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partir de 20 s de c6lulas. Sin embarso aún 1e cospran varia• 

enzisas. 

11 poder inte1rar una colección de diversa• enzisa1 de 

re1tricci6n persitir6 al centro de Inve1tisaei6n 1obre I111enieria 

Gen6tica y Bioteenolo1ia, reducir una buena parte del pre1upuesto 
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que se tiene destinado a la compra de estas enzimas y poderlo 

utilizar en otros rubros; por otro lado esto deberia aumentar el 

nú•ero de experimentos a realizar por el personal académico de 

la Institución. Este ha sido uno de los objetivos de este 

trabajo. 

Adem6s de las endonucleasas de restricción, existen otras 

enzi•as que jue1an un papel importante en el aanejo "in vivo" e 

"in vitro" de DNA,y que permiten recoabinar "in vitro" aaterial 

1en6tico de oricenes auy diferentes. 

La enzima lis••• de DNA,codifieada por el bacteri6fa10 T4,( que 

tiene la capacidad de formar la unión eovalente entre un extreao 

S'-fosfato y uno 3'-oxhidrilo, hidrolizando ATP para obtener la 

enercia que la reacción requiere) es una de 6stas . Esta enzi•a 

•• capaz de unir o "Ucar" DNAs de diferentes ori1enes en 

foraa covelente, foraando "aol6culaa hibridas". una 

earacteristica iaportante de esta enziaa es que es cap6z de unir 

fracaéntoa con extreaos cohesivos, aai co•o fra1aentoa con 

extreaos rasos, es decir sin que •edie el apareaaiento de bases 

cscaramella et al, 1977) 

Otras enzimas cuyo sustrato es DNA han sido usadas 

principalmente para modificar los extremos de esta molécula y 

para obtener DNA marcado con isótopos radiactivos Podemos 
1 
¡ c1 tar las poliaerasaa de DNA, cinasas de DNA, exonucleasas, 

J 
-¡ 

J 

nucle••• Sl etc. Seria deseable poder purificar y aantener una 

provisión de estas enz1••• para disminuir el costo y el ti .. po 

de realización de experi•entos en Incenieria Gen6t1ca en el 

centro. 



I N T R o D u e e I o N 

La In¡enieria cenética, también llamada manipulaci6n Genética y 

Clonaci6n Molecular del DNA, se puede definir como el conjunto 

de técnicas que permiten introducir un se1mento de DNA 

especifico de cualquier orisen en una bacteria ase1urando su 

permanencia dentro de ella a través de intecrarlo a un vehiculo 

aolecular aol6cula de DNA extracromosomal que se replica 

independientemente del cromosoma > fi1.1 

Una de las limitaciones que ha existido para el estudio el 

senoma, ha sido su enorme tamafto y la estructura simple y 

repetitiva de sus 4 nucle6tidos que constituyen el DNA. El 

estudio de secuencias especificas de DNA era una tarea que 

entraftaba serias dificultades t6cnicas y era ,solo realizable en 

al1uno1 casos especifico• y seneralaente sencillos <Srown,D 1973 

Gilbert,W and Haxaa, A. 1973 y Dickson et al 19751 

El descubriaiento en 1970 de una enziaa que h1drol1zaba el DHA 

en sitios especificos <reconociendo una cierta secuencia dentro 

de la molécula) por Smith et al y la util1zaci6n de ~sta 

para el estudio del DNA del virus SV40 (Donna,K. and Nathans, o. 
1972) establecieron el primer paso en el camino para obtener 

frasmentos especifico• de DNA. 

A partir ·de esa fecha, la b~squeda de enziaas similares ha 

fructificado en el hallazso de una eran cantidad de enziaas de 

re1tricciOn que reconocen diferentes secuencias de nucleOtidos 

que permiten 1ran versatilidad en el fraccionaaiento del DNA 

(Roberts, R. 1976) 
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Estos hallaz1os establecieron una frontera en el estudio del 

material genético porque permiten el fraccionamiento 

especifico, en forma reproducible, de moleculas de ONA de 

cualquier or1anismo. Su uso comprende, el mapeo fisico del 

cenoma, an6lisis de secuencia nucleotidica, aislamiento de 

cenes e in1enier1a 1enética. 

La forma m6s comunmente usada para fra1mentar el DNA es por 

•edio de las llamadas endonucleasas de restricción, enzimas que 

cortan las uniones internas <enlaces covalentes fosfodiester> 

uc.2 

Estas enzimas de acuerdo a su forma de actuar al cortar, se han 

clasificado en tres clases: I, II y III. 

Las primeras son aquellas que cortan inespeeificaaente, aunque 

podri•n reconocer un• secuencia especifica. Las endonucle•s•• 
• 

de la clase II, en ca•bio, reconocen secuencias especificas y 

cortan dentro de esa ais•a secuencia. Las de la clase III, 

reconocen secuencias especificas y cortan un cierto nú•ero de 

nucle6tidos despues de esta secuencia. 

Evidentemente las m6s útiles son las de la clase II, las cuales 

pueden reconocer re1iones especificas de 4, s, 6, ? u 8 pares 

de bases Cp.b.). Estas secuencias de nucle6tidos pueden for•ar 

ceneralaente un "palindro•e", es decir, una secuencia de doble 

hebra con siaetria rotacional donde la secuencia nucleotidica 

¡. 
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se lee icual en ambas hebras en la dirección S' a 3'. 

Estas endonucleasas de la clase II se pueden subclasificar de 

acuerdo a su forma de corte. 

Alcunas cortan formando extremos cohesivos (h6lice sencilla> 

que pueden ser S'P saliente o 3' OH salientes, y otras cortan 

formando extremos rasos < doble h6lice> fi¡. 2 

El papel "in vivo" de las endonucleasas de restricción est• 

intimaaente licado al fenómeno de variación.Parece probable que 

la c6lula usa estas enzi•as para protecerse de DNAs extraftos 

ej virus) que locren entrar en 6sta, para lo cual, la c6lula 

requiere protecer su DNA usando una secunda enzima, enzima 

modificación la cual se encar1a de "modificar" la secuencia 

nucleotidica que es substrato de la endonucleasa de restricciOn 

; esta modificación sicnifica aetilar la secuencia especifica de 

la endonucleasa (aodelo de restricciOn aodificaciOn ) (Arber,W 

and Dussiox, D. 1962 ) 

Ya que las endonucleasas tienen la propiedad de reconocer 

secuencias de 6,5Y4 p.b. principalmente, lo cual corresponde 

probabilisticamente a cortar el DNA cada 4069, 1024 y 256 pb. 

respectivamente, el uso de estas enzimas se vuelve auy Otil 

para caracterizar un fra1aento de DNA dado. Cuando un DNA es 

hidrolizado con una endonucleasa de restricción ••te es roto . 
por varios fra111entos los cuales, al ser separados en seles de 

a1arosa o poliacrilaaida, se1ún su taaafto, forman una serie de 

bandas (patrón de res~ricción), el cual es caracteristico de 

cada DNA tratado con esa endonucleasa. De esta manera se puede 

1 



obtener el mapa físico de un DNA, cuando no es muy 1rande, es 

decir, la posición relativa de los diferentes sitios de 

restricción <re1ión de DNA cuya secuencia en pares de bases es 

especif ieamente reconocida por las endonueleasas de restricción 

) en ese DNA. 



ANTICIDINTIS 

El descubrimiento de la• endodeoxirribonucleasas sitio

especifico (endonucleasas de restricción ) ha abierto nuevas 

poaibilidades en el análisis de la estructura y función del DNA. 

El término enzima de restricción oricinado por observaciones 

cenéticas fué definida como una enzima involucrada en un sistema 

de restricci6n-modificación <Roberts 1976 J. 

Con la ingeniería genética se abre un nuevo campo en el cual se 

están locrando avances muy importantes en •uchas áreas, loa 

cuales han sido facilitados por.la disponibilidad de estas 

enzimas. 

En el laboratorio se ha tratado de introducir esta metodolo¡ia 

de purificación de enzimas como una herramienta más en cuanto a 

la• técnicas utilizadas en Incenieria Genética Molecular 

obteniéndose ya alcunas de ellas las cuales han sido utilizadas 

experi•ental•ente en el laboratorio 

Por otro 

Genética 

lado,en el Centro de Investicaci6n •obre 

y Biotecnolocia, estaaos interesado• 

identificación y caracterización de nuevas enzi•as. 

TECNOLOGIA DE PRODUCCION 

Insenieria 

en la 

La información tencnológica de la producción y del 

procedi•iento de los datos de las condiciones 6ptiaas de 

creci•iento de los aicroorcanis•o• para incre•entar la 

productividad de las enzi•as de restricc16n es escasa y no est6 
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totalmente disponible en la literatura. 

F U E N T E S 

Las bacterias son la principal fuente de producción de 

endonucleasas de restricción . Han sido reportadas m&s de 600 

enzimas de restricción con mAs de 100 especificaciones, enzimas 

similares son raras en eucariotes. Pareciera que las enzimas de 

restrici6n pueden tener diversos ori1enes aicrobianos. 

Recienteaente ha sido reportada una endonucleasa de restricción 

de ori1en huaano H!!! <Lao,W.D. and Chen,S.Y.). 

La enziaa ¡gg !! es producida por la bacteria l!gb!I!~b!! ~2!! 

RY 13 , asi como por cepas que han sido aodificadas con técnicas 

de incenieria cenética para sobreproducir la enzima 

La enzi•a f!l! es producida por la bacteria f!Q~!g!D~!! 

ll~!!!!!~!!D! ATCC 9866 

La enzima fl!l es producida por una cepa de aislados clinieos 

ft2~!~!D~1! !~Y!!!!! 164; asi coao por una cepa transforaada de 

l!~b!I!~b!! ~Q!!que lleva el 1ene PstI insertado en el vector de 

clonación pBR322. 

Como se ha aencionado las enzimas de restricción son enzimas 

intracelulares producidas por aicroorcanismos.En el caso de las 

bacterias, la cantidad de enziaa que se produce varia 

considerablemente por eJeaplo de 10 1 de células de H1t12ebilYI 

tll~e1i~Y! se ha aislado suficiente enziaa H11III coao para 

di&erir coapletaaente 10 1 de DNA de bacteri6fa10 la•bda, •ientras 

que en otros casos resulta casi !•posible aislar suficiente enzi•a 

para poder caracterizarla. 



Por lo tanto para la purificación de las enzimas de restricción es 

muy importante secuir exactamente las condiciones de cultivo y el 

medio propuesto por los autores de los diferentes ••todos de 

purificación reportados, ya que alteraciones en el medio de 

crecimiento puede disminuir la cantidad intracelular de la enzi•a 

de restricción deseada y aumentar las cantidades de otras endo 6 

exonucleasas asi como las cantidades de enzi•as proteoliticas, 

esto puede dar como resultado una dram6tica reducción en el 

rendi•iento final de la enzima purificada. 

Asimismo es importante seleccionar y/o adaptar un proceso de 

purificaciOn con el cual se obten1a el •ejor rendimiento. 

CARACTIRISTICAS GENERALES DE LAS ENZIMAS DI RESTRICCION 

Las enzi•as de restricción no han sido bien caracterizadas en 

t6rainos de sus propiedades fisico-quimicas debido a que la 

mayor atención ha sido enfocada ••• a su uso 

pH, TEMPERATURA Y ESTABILIDAD 

El pH óptimo de actividad para la •ayoria de las enzi•as de 

restricción se encuentra del lado alcalino ( alrededor de 7.S ) 

con un valor •6xi•o de 7.5 para al1unas enzimas y un valor 

ainiao de 7.0 para otras. Al1unas enziaas de restricciOn se ha 

encontrado que son estables a amplios ran10• de pH. 
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Las enzimas de restricción de orícen mesofílico poseen 

teaperaturas Optimas de 37 e •ientras que las de oricen 

termofilico el ranco de temperatura óptima que presentan es 

entre SO a 67 C. Las enzimas de restricción que provienen de 

aicroorcanismos termofilico• en ceneral tienen mayor estabilidad 

·t6rmica que aquellos que provienen de microorcanisaos 

sesofilicos. 

REQUERIMIENTO DE IONES. 

Todas las enziaas del tipo II requieren MI + para su actividad y 

su requeri•iento de concentración 6ptiaa es diferente para las 

diferentes enziaas. Alcuna veces Hn + sustituye parcialmente al 

He + pero en altas concentraciones. ceneral•ente es inhibidor. 

Asimismo la actividad de alcunas enziaas es inducida a cierta 

concentrae16n de NaCl, sin eabarco ta•bi6n es inhibitoria a 

diferente• concentraciones para ciertas enziaas. 

VALORES DE Ka, NUHIRO DE RECAMBIO Y PUNTO ISOELECTRICO 

Is muy escasa la inf oraaeion disponible de estos valores para 

la• enzi•a• de restriecion. 

PESO MOLECULAR. 

Los pesos •oleeulares de alunas enziaas de restricción ya han 

sido determinados. Los rencos de las subunidades de PH varian 

desde 20,000 a 70 000 (Dubey et al > 

Dentro de los productos biotecnol61ieos, las enzi•as de 

restriecion se encuentran dentro del secundo crupo C 10 -6 ea 
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10 4 cm ) ( 7 ) 

ENZIMA 

lsgRI 

f!!I 

f!lI 

PH 

30 000 

35 000 

31 000 

REF. 

(12) 

(13) 

(14) 

La enzima isgRl actúa a un pH 6ptimo entre 7.0-7.S, es 

inactivada arriba de 42 e, la temperatura 6ptima de reacci6n es 

37 e, con requeriaientos de 1-25 aH Hs +. aumento de la 

actividad por SO aH de NaCl y se inhibe arriba de 100 mH. 

La enziaa f!!l. El pH 6ptiao es entre 7.4-7.8. La concentración 

Optiaa de He + es entre 10-lS mH con SO l de la actividad 

observada en 2 y 28 aH. PCHB (p-clorimercuri benzoato) en 

concentraciones de 0.001•H inhibe coapletaaente la enziaa. NaCl 

y KCl en concentraciones de 20 y SO •H no tienen efecto 

si1nificativo en la actividad enzia6tica, pero 6stas sales en 

100 y 200 aH bajan la actividad de ftll a 20 y 5 ~ 

respectivaaente. La actividad enzia6tica baja r6pidaaente al 

diluirla. <Krishna, B. and Rushizky ) 

La enziaa flll tiene un pH Optiso de 7.4 Y requeriaientos de 10 

mH de Hs +. La enzi•a parece cortar eficienteaente el DNA a auy 

baJa concentraci6n de sal, al aumentar la concentraci6n de sal 

la habilidad para diserir el DNA disminuye y arriba de 0.3 M de 

NaCl no se detecta disestiOn del DNA. En ausencia de Hs + El~l 

fu6 incap6z de cortar DNA. La endonucleasa fl1l es inestable al 

calor,la actividad de la enziaa se pierde coapletaaente despu6s de 

calentar durante 2 ain a 37 C.Teaperatura Optiaa 30 e <Saith et al) 



· CRITERIO DE PUREZA. 

¡ La purificación de las enzimas de restricción se puede llevar a 

cabo a diferentes erados, dependiendo del uso . Por ejemplo para 

·-¡ propósitos de secuencia las enzimas deben de ser al taaente 

purificadas y estar coapletamente libres de contaminantes como: 

fosfatasas, nucleasas específicas, endonucleasas no específicas. 

exonucleasas etc. Pero para estudios de aapeo físico de DNA no 

1 
es necesario un alto erado de pureza ya que es suficiente con 

que se obtenean bandas bien definidas al ser dieerido el DNA con 
.-l 

la enzima y observado en celes de electroforesis.Alcunas enzimas 

] han sido purificadas a hoaoceneidad ya que se ha requerido 

] 
11onitorear el nivel de proteína sintetizada durante la 

feraentación, Este tipo de purificación ha sido utilizado en 

~ la purificación de enziaas de restricción que provienen de 

aicroor1anisaos aodificados 1en6ticaaente con lo cual las 

t
¡'4 
~ t6cnicas de in1enieria 1en6tica han abierto nuevas perspectivas 

para la f oraaci6n de productos por aedio de feraentación con 

11icroor1aniaaos< Botteraan,J.H.et al>.Taabi6n ea utilizado este 

j a6todo de purificación para deterainar las propiedades fiaicas 

J 
J 
·1 
J 

1 
_.1 

de la enziaa <Krishna,8. and Rushizky) 

DIFINICION DI ACTIVIDAD. 

Una unidad convencional para definir la actividad de la enziaa 

de retricción es la cantidad de la enziaa que di1iere 1 u1 de 

DNA en una hora en un voluaen de reacción de 20 ul a 37 C.(Du

bey, et al ). Aunque la definición depende de loa investi1adores. 

Por eJeaplo en el caso de las enziaas que se producen en este 



Centro. se ha definido la actividad de la enzima como la 

cantidad de enzima requerida para dicerir iuc de DNA pBR322 en 

una hora a 37 e (o/ depende de la enzima )ya que para •edir la 

actividad utilizamos los plasaidos pSRs. 

Las enzi•as de restricción producidas en el Centro tienen un 

alto 1rado de pureza. 
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OBJITIVO 

Laa enzimas de restricción han llegado a ser herramientas 

esenciales para la manipulación y caracterización de moléculas 

de DNA. Su uso en el an6lisis de DNAs, tanto de iucariontes 

coao de Procariontes ha sido ya muy estudiado. 

Al1unas enzimas de restricción son comercialmente disponibles, 

pero aon auy caras ( adea6s que son de importación > y a veces 

no de auy buena calidad . 

Cuando un proyecto requiere 1randea cantidades de enziaa(s) el 

precio puede ser prohibitivo para lle1ar a desarrollarlo, 

teniendo la necesidad de reatrin1ir el planteamiento 

experimental. 

11 deaarrollar la o la• aetodolo1ias para la purificación de 

dichas enziaaa, vale la pena ya que es posible obtener de 10 a 

20 000 unidades cuando aenos de enzima pura a partir de •6• o 

aenoa so 1 de ctlulas. 

11 objetivo de este trabajo fut iniciar la inte1raci6n de una 

colección de diversas enziaaa de restricci6n,que permita al 

Centro, reducir parte del presupuesto que se tiene destinado a 

la coapra de esta• enzimas y poder utilizarlo en otros rubros, . 
adea6s de poder aumentar el n~aero de experimentos a realizar 

por el personal acad••ico de la institución . 

.. i Por otro lado , la autosuficiencia en enziaaa de restricción 

deberia peraitir tener un intercaabio o venta de estas enzimas 

J con otras Instituciones Nacionales.y se pueda pensar taabi•n 

1 en la exportación de las enziaas. 
J 



Las enzimas seleccionadas para llevar a cabo tanto el inicio de 

la colecciOn de las enzi•as como el estudio de la producci6n así 

como aeleccionar el m6todo de conservaci6n de las mismas son, 

por la i•portancia que tienen al ser de las enzi•as •As 

utilizad•• por el personal acad6•ico, son: 

La enzima 1~2Rl producida por la bacteria l!gb!C!~!t ~2l!RY13 

La enzima f!ll producida por la bacteria ft2Xi~!D~!! !l~!!!{!~i!D! 

La enzima f!11 producida por la bacteria ft2X!~!D~!! 11Ytt1!! 
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M A T 1 R I A L 1 S 

1. C E P A S . 

La cepa de l!~b~t!~b!! ~2!! que se utilizo es la sicuient 

HB101: F hsd 520, <r ,a lrec AB, ara-14, pro A , lac Yl, 
1alK. rps L20, <•• l, xyl-5, atl-1, sup 144, 

Las cepas productoras de las enzimas de restricciOn en est dio 
son: 

ll,btr1,b11 '211 RY13, productora de la enziaa ¡,gR1 

1 f[2~1~tD,11 1l,1lií1,itD! ATCC 9866, productora de la en iaa • 
J r111 
--¡ ft2~isltD,11 l~YttU1 164, productora de la enziaa fn1 

'j 2. P L A S M I D O S 
. .J 

] Loa DHA• de pl6aa1do utilizados fueron el pBR322 y el pBR32 

J 
J 
J 
] 

3. M 1 D I O S DI C U L T I V O 

MIDIO,LURIA liquido: 

&acto triptona 
' lxtracto de levadura 

HaCl 
HaOH 2.S N 
H20 bideatilada 

se esteriliza todo junto 

10 1 
s 1 

10 • 
1 al 
1 l (aforar> 

Para lledio luria •6lido se a1re1an 1s1 de bacto asar ante de 

aforar a 1 l y una vez ••t•ril •• vierten 20 al de lledio en cada 
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J caja de petri, el medio debe estar caliente para que no se 

-¡ solidifique antes de tiempo. 
J 
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HEDIO H-9 

10 al 
10 •l 
20 ml 

100 ml 

CaCl2 0.01M 
HCS04 0.1H 
Glucosa 20 ~ 
Sales M-9 10X 
H20 bidestilada 1 1 (aforar) 

Estos incredientes se estrerilizan cada uno por separado 

SALES H-9 

70 • 
30 e 

5 1 
10 e 

Na2HP04 
KH2P04 
NaCl 
NH4Cl 
H20 1 1 (aforar> 

l•to• incrediente• •e esterilizan Juntos. 

MIDIO DE CULTIVO PARA LA CIPA RY13 cal end (R1l 

&acto triptona 
Extracto de levadura 
NaCl 
Gluco•a 
K-P04 
Aapicilina 
H20 

10 • 
5 1 

10 • 
5 1 
s llH 
s uc/•l 
1 l <aforar> 

MEDIO DI CULTIVO PARA LA CEPA ft2~!~!D~!! l!Y!t~!!: 

&acto triptona 
lxtracto de levadura 
NaCl 
H20 

10 e 
5 1 

10 e 
1 1 (aforar> 

MIDIO DI CULTIVO PARA LA CIPA ft2~1~1D~1l ll~tl1ft~11DI ATCC 
9866 : 

&acto peptona 
lxtracto de levadura 
H20 

8. 
se 
1 1 (aforar ) 
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4. A N T I B I O T I C O S 

AHPICILINA : 25 •11•1 en a1ua, esterilizar por filtración y 
1uardar en elieuotas e -20 1rados c. 
Para cejas 
seaenes ) 

35-50 u1/al 1uardar a 4 e ( unicamente l 6 2 

CLORANFINICOL : 35 •sl•l en etanol, elieuotar y 1uradar a - 20 
e 

Para eajaa : 10 u1/•l 

TITRACICLINA : 12.s •11•1 en etanol acua < 50 1 v/v > esterilizar por 
filtracion y cuardar a -20 e en obscuridad. 

Para caJaa : 12.5 - 15 u1/•l 1uardar las cajas en obscuridad y a 
4C 

AHPLIFICACJON DI PLASHIDOS 

CLORANPINICOL : 170 Ul/•l 

ISPICTINottICINA : 300 Ul/•l 

S. 1 N Z I H A S 

ENZIMAS 

RNAaa (Sil••) 

Lisozi•• cs11••> 

PRIPARACION 

10 .. 1.1 en: NaOAc 0.1 H, IOTA 3.3 X 
10 M pH 5.0, calentar a 85 C durante 
10 •1n, utilizar a 37 c. 

s •11•1 en : Tri•-HCl 25 aM pH e.o, 
incubar a 20 c. 
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H 1 T O D O L O G I A 

PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO. 

El DNA de pl6s•ido se prepara mediante la amplif icaci6n de 
cultivos en fase de crecimiento exponencial a través de la 
adición de 170 •&11 de cloranfenicol cuando el plasmido no 
codifica para dicha resistencia y de 300 mc/l de espectinomicina 
en el caso contrario. 

La extracción y purificación del DNA de pl6smido se lleva a 
cabo por el método de Haniatis et al. (1982) con alcunas 
nidificaciones y que consta de los si1uientes pasos. 

1) Las células portadoras del pl6smido por purificar se incuban 
en 10 •l de •edio Luria a 37 e y con acitación (200 rpm) toda la 
noche. 

2) Se acrecan 0.1 •l de este cultivo a 25 al de Luria. Se 
incuba a 37 e con acitación hasta que el cultivo alcance la 
fase locarit•ica tardia (DO 595 • 0.6 >. 

3) Se inoculan los 25 al a 500 al de aedio H9 preincubado a 
37 e y •• incuba 2.5 hr• con •citación. La DO 595 debe ser 
aproxiaadaaente de 0.4. 

4) Se aftaden 170 uc l•l de cloranfenicol o 300 uc/•l de 
espectino•icina para asplificar el pl•••ido. 

S> Se incuba a 37 e por 12 a 14 hr• con a1itaci6n. 

6) Se centrifu11n la• célula• a 5520 1 por 10 •in 

7) se lavan la• células con 100 •l de STE frio C NaCl 0.1H, 
TRIS-HCL 10 •H pH 7.8 Y IDTA 1aH ) 

8) Se suspenden las células en 10 •l de la solución 1 y se 
aftaden 5 •11•1 de Lisoziaa. 

Solución l 

1lucosa 
TRIS-HCL 
IDTA 

50 mH 
25 aH pH 8.0 
10 aM 

9) Se transfiere a un tubo de ultracentrifucación y se incuba 
5 •in a teaperatura aabiente. 

10) Se aftaden 20 •l de la solución 11 recién preparada y a o c. 
se tapa el tubo y •• aezcla su contenido por inversión repetida. 
Se incuba 10 •in en hielo. 
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Solución ll 

NaOH 0.2 N 
sos 1.0 1 

11) se aftaden 15 ml de una solución SH de acetato de potasio 
fria preparada de la sicuiente •anera : a 60 al de acetato de 
potasio 5 H, se aftaden 11.s al de 6cido acético 1lacial y 28.S 
al de a1ua. La solución resultante es 3H con respecto al potasio 
y s H con respecto al acetato. se tapa el tubo y se mezcla por 
inversiOn violenta. se incuba 10 •in en hielo. 

12) se centrifuca a 48,400 c. 20 •in a 4 c. 
13) se transfieren cantidades i1uales de sobrenadante a 2 tubos 
corex de 30 •l. 

14) se aftaden 0.6 volúmenes de isopropanol a cada tubo. Se 
•ezcla bien y se incuba 15 min a temeratura a•biente. 

15) se centrifuca a 17,400 s por 30 •in a temperatura ambiente. 

16) se descarta el sonrenadante. se lava el botón <sedimento) 
con etanol al 701 a te•peratura ambiente. Se elimina el etanol y 
se seca el botón con vacio. 

17) Se disuelve el DNA en TI pH e.o ( TRIS-HCL 10 •H pH8.0, IOTA 
1 •H pH8.0 l a una concentraci6n de por lo senos 1oouc/•l 

18) se aftade RNA•a libre de DNAsa a una concentración final 19 
uc/•l. Se incuba 1 hr a te•peratura a•biente. 

19) De prepara un tubo de ultracentrifu1a que contensa 4 al de 
cloruro de sodio 1.0 H disuelto en TI. Se pone la solución de 
DNA sobre la solución de cloruro de Sodio. se llena el tubo con 
buffer TI · . se centrifuc• 6 h• a 40 K a 20 e en 
ultracentrifu1a ( rotor 1W 50.1 ). El DNA se sediaenta en el 
fondo del tubo aientras que el RNA peraanece en el 
sobrenadante. 

20) se descarta el sobrenadante. se disuelve el boton de DNA en 
el volu•en deseado de TI. 

211 Se aide el volu•en de la solución de DNA. Por cada al 
aftadir 1 e de C•Cl s6lido. Se •ezcla en tubos especiales para 
ultracentrifu1a hasta que la sal se disuelva. 

221 se aftaden o.e al de solución de ioduro de propidio ( 10 
acial ) por cada 10 •l de soluci6n de CsCl. Se aezcla por 
inversión repetida. 

23) Se ultracentrifu1a a 38K 20 hrs a 20 e en un rotor Beckaan 
sw 50.1. 
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24) Deben verse 2 bandas de DNA en luz ordinaria. La superior 
consiste en DNA cromosoma! lineal y DNA de pl6smido circular 
abierto; la banda inferior consiste en DNA de plásmido circular 
cerrado y superenrrollado. 

25) Se colecta la banda inferior haciéndo un orificio en el 
fondo del tubo y controlando el goteo. 

26) El liquido colectado se diluye 1:1 con buffer Dowex CNaCl 
1H, TRIS-HCL 50 aH, EDTA 1mHl y se pasa por una coluana de 
resina Dowex AG-X8 para eli•inar el ioduro de propidio. 

27) Posterioraente el liquido se dializa haciéndo 3 caabios de 
1000 volúaenres de buffer TE y se precipita con 1/25 de volúaen 
de NaCl SH y 2.5 volúaenes de etanol absoluto, con1elando en 
hielo seco. 

28) Se centrifu1a a 12 100 1 una hora. Se eliaina el etanol y 
se seca al vacio. 

29) Se resuspende en 0.5 a 1 al de a1ua bidestilada estéril y 
se aide la DO para deterainar la concentraci6n de DNA. 

TRANSFORHACION DE UNA CEPA DE l.coli 

lste •étodo se llev6 a cabo ae1ún el •étodo descrito por Cohen 
et al. (1972) con alsunas •odificacione1: 

1) se centrifusan 30 •l de cultivo de la cepa que se desea 
tranaforaar a una DO 595 • 0.4 en creci•iento exponencial en · 
aedio Luria a 5110 1 10 ain y se lava el bot6n con 15 •l de NaCl 
10 •H frio 

2) Se reauapende el sediaento en 15 al de CaCl2 30 •H frio y se 
aantiene en hielo durante 20 ain. 

31 Se centrifusan las células 10 ain a 5110 1 y se resuapenden 
en 2 al de la aisaa aoluci6n de cac12 

4) inaediataaente se a1re1an 0.2 al de esta ausenci6n a un tubo 
que contensa 0.1 u1 de DNA del plás•ido que se desee transforaar 
en 0.1 al de CaC12 frio 

5) Se aezcla auaveaente y se aantiene el tubo 60 ain a o e 
6) se d6 a las células un choque téraico a 42 e durante 70 

•el • in•ediataaente •e pasan a o e durante 5 •in. 

7) se a1re11n 3 al de Luria y se incuba a 37 e con as1tac16n 
durante 2 hs 
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8) Se inoculan de 0.1 a 0.2 ml del cultivo transformado en 
cajas de petri con medio Luria sólido con el antibiótico 
necesario para la selección de las colonias transformantes 

9) Se incuban las cajas a 37 C durante 16 hrs al menos 

HICROENSAYO DE DNA DE PLASHIDO 

Se utilizo el aetodo de lisis alcalina descrito por Haniatis et 
al. (1982) 

1. Se inoculan 3 al de aedio luria que contiene el antibiótico 
adecuado con una colonia bacteriana aislada. Se incuba a 37 e 
toda la noche con a1itación (200 rpm) 

2. Se centrifu1an 1.s al del cultivo 2.s •in a 12 K en una 
aicrofu1a 

3. Se decanta el medio dej6ndo el bot6n de bacterias lo m6s 
seco posible 

4. se resuspende el botón en 100 ul de la solución I fria. En 
este caso se le aftaden 4 u1 de lisozima en polvo antes de usarla 

s. Se incuba s ain a temperatura aabiete. El tubo debe estar 
abierto durante 6ste periodo 

6. se aftaden 200 ul de solución II fria y reci6n preparada. se 
tapa el tubo y se aezcla el contenido por inversión r•pida dos o 
tres veces auaveaente. Se incuba s •in en hielo 

7. Se aftaden 150 ul de la solución III. Se tapa el tubo y se 
•lita li1eraaente en posición invertid• durante 10 •e1undoa. se 
incuba en hielo 

8. Se centrifu1a a 12 K durante s •in a 4 e 

9. se pasa el sobrenadante a un tubo nuevo 

10. se le aftade un volüaen i1ual de fenol y otro de cloroforao. 
se aezcla bien en vortex. se centrifu1a 2 ni• a 12 K y se P••• 
el aobrenadante ·a un tubo nuevo con cuidado de no arrastrar 
fenol 

11. se aftaden 2.s volüaene• de etanol a t .. peratura aabiente. Se 
aezcla bien • se incuba 2 •in a teaperatura aabiente 

12. se centrifu1a S ain a 12K a teaperatura aabiente 

1 13. se.decanta el aobrenadante y se aftade 1 al de etanol al 701 
~ 

-¡ 

1 



! a tempertura ambiente. Se mezcla bien y se incuba 2 min a la 
i misma temperatura 
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14 Se descarta el sobrenadante y se seca el botón en un deseca 
or al vacio 

15. Se resuspende el botón de ONA de pl&smido seco en 20 ul de 
acua bidestilada y filtrada 

16. Se lleva a cabo la dicestión con la enzima de restricción 
adecuada y se corre en un cel de acarosa o acrilamida secún sea 
el caso 

Electroforesis de ONA en Geles de Acaroaa y Acrilamida 

¡ _, La elecroforesia se llevó a cabo conforme a las condiciones 

l 
1 

.1 

descritas por Bolivar et al (1977): 

1. Se disuelve por ebullición acarosa en polvo al 1' durante 1 
min en una solución TRIS-Boratos-EOTA C Tris base 90 mH, IOTA 
2.5 mH y H3803 90 aH pH 8.2 l 

2. Se sellan las uniones de placas y separadores con acarosa. 
se vacia la a1arosa o acrilaaida ae1ún el tipo de sel y se deJa 
•oUdif'icar 

3. Las •ueatraa en un volúmen final de 15 a 39 ul por carril 
(0.3 a 1 u1 de DNA por carril) se disuelven en 6 ul de mezcla de 
parado "SH" (para 10 ml: 61 de urea, 1•1 de azul de bro•o fenol 
al o.si en a1ua y 1 •l de xilencianol al O.SI en a1ua) y •• 
colocan con cuidado en loa carriles del 1el ya montado en una 
c6aara de electroforeai• con Buffer TRIS-Boratos-IOTA 

4. La• electroforaia ae realizan a 150 V para 1elea de a1aroaa 
y a 200 V para seles de acrilamida durante aproxi•adaaente 60 
min 

s. un a vez transcurrido ese tieapo, el sel se saca y se 
auaer1e en una aoluciOn de bromuro de etidio (4 •Sl•ll durte 1 a 
5 min y ae coloca sobre un tranailu•inador de luz ultravioleta. 
El DNA •e observa co•o bandas fluorescente• 

Loa 1elea de acrila•ida para DNA ae usan para frasaentos •enores 
de 1000 pb y se preparan de la si¡uiente manera: 

1. Se aezclan 3 •l de buffer TRIS-Boratos-IOTA lOX 19.4 al de 
asua, 7.5 •l de una solución de acrila•ida-biaacrila•ida ( 29.21 
y o.e 1 reapectivaaente>, 140 ul de persulfato de amonio al 10 1 
y 14 ul de TIMID 



l 

2. Se mezcla bien la solución y se vacia r6pidamente en las 
placas de vidrio 

3. Se deja polimerizar de 15-20 min a temperatura ambiente, o 
bien de s a 10 ain a 65 e 

Para to•ar foto1rafias de los 1eles, se utiliza un filtro de 
1elatina aaarillo 19 Kodak - Wratten y pelicula Kodak Royal 
Pancroa6tica e 10.2 X 12.7 c•s> 

LISIS DE CELULAS BACTERIANAS POR SONICACION 

La lisia de las c6lulas se llevó a cabo en un aparato soniprep 
•odelo 1SO estandarizAndola para so 1 de c6lulas de la •i1uiente 
•anera: 

1. La pastilla celular con1elada se descon1ela y resuspende en 
200 •l de 10 •M K2HP04-KH2P04 pH 7.0, 7 •M Mercaptoetanol, 1 •H 
EDTA (buffer de extracción) conteniendo 25 u1/•l de PMSF 
(fluoruro de fenil •etil aulfonilol,1 •M de NaN3 y 0.4 M de NaCl 

2. La aonicación se llevó a cabo en pulsos de 30-90 ae1undos 
con la auapenci6n celular a1itada y en hielo, cuidando de que la 
te•peratura no suba a ••• d• 10 c. 
Al1unaa de las cepas fueron resistentes a la aonicaci6n. Las 
cual•• fueron deacon1elada• y se les a1re1ó 100 u1/•l de 
liaoziaa de 15 -20 •in antes de sonicar. 

La suspenci6n sonicada fu6 centrifu1ada durante 1 hora a 26 000 
rp• en una ultracentrifu1a Beck•an en el rotor•sw2e. 

ANALISIS DI LA ENZIMA 

La enziaa se analiza por electroforesis del DNA di1erido en 
seles de poliacrila•ida o a1aroaa y con buffer TRIS-Boratos. 

MEZCLA DI RIACCION 

1 ul p8R322 
2 ul buffer 10 X Caell)n la enzi••> 
1 ul lnzi•• 

16 ul •su• 
20 ul incubar a 37 e 1 hr 
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R 1 S U L T A D O S 

PURIFICACION DE DNAs DE PLASHIDO 

La extracción y purificaciOn de 2 DNAs de pl6smido (pBR322 y 

pBR32S, Bolivar , F. 1977 ) se llevo a cabo utilizando el attodo 

de lisado claro, descrito por Betlach y fueron preparados aediante 

la aaplificaci6n de cultivos en creciaiento en fase exponencial a 

trav6a de la adici6n de 170 •1/l de cloranfenicol para el caso de 

pBR322 y de 300 •1/l de espectinoaicina en el ca10 del pBR32S; 

obteni6ndo1e 1.s •I de pBR322/1 de aedio de cultivo y 2.0 •I de 

pBR325/l de aedio de cultivo, cantidades 1uficientes para iniciar 

el proceso de purificaei6n de las enziaa1 aunque colateralaente a 

la purificación de las enzimas se tiene que continuar con la 

purificación de DNA1 , debido a la eran cantidad de DNA necesario 

que se utiliza tanto para se1uir el proceso de purificación coao 

para la caracterizaci6n de la enzima. 

A1i •i••o 1e estandarizo tambitn la purificaci6n del DNA de 

pl6smido por el a6todo descrito por Haniati1. 

La transf oraaci6n de los pl6saidos se llevo a cabo utilizando el 

a6todo descrito por Cohen et al (1972) y para identificar las 

cepas ,que llevan el pl6saido se utiliza un aicroensayo de DNA 

deacrito por Haniatis. 



í 

l 

] 

J 

J 

J 
l 
1 

] 

J 

J 

J 

J 
J 

1 
_J 

'. l'lá1m/d11 pBRJ22 

,."º'" 4!61 

p8R322 
+ 4363pb 

aq1kón tipo: ColF.1 rel1jado, que pro•iene dol pllÍsmldo pMRI. 

,,,11!19 
#11425 

P"'M l 14H • .,1 1444 
PpuMI 1480 

,. 

•udon• lk Stlta:lón: G<nc do re<i•londa • Ampicilin• IApl que ie ori@lnó del tranip<>IDn Tn3 el c111l 1r 

tr1n1<rlbc en conlra dt 1as m1nccMl11 del reloj; y el J<ne de resistencia a Telraciclina (Tcl que pro•itne del pSCIOI y 1r 

tr1nscrlbc tn el ..,,ddo de 111 manccill•< del reloj. 

•" Ap': ,.,,.~ 1'111, 1111~ Satl 
•ro Tt': Hllldlll,EcollV,N~tl, .. 111Hl,SpAl,s.ll, E11I, Nrul • .,,,MI. 

••ftrlffCw: lolínr el 11 (19771Gene2,95-113. 
Sutdlffc. J.G. (1971¡ Ptoc. N11i. Acod. Sci. USA 75, 3737-3741. 

Corott•l•ri<>: fsle vch ículo ha dodo ori¡ten 1 1a m1yorí1 de kK ftclores moleculores utUiud°' 1CIU1hnente. 

No,.: La loc•lilldón de lo< 111101 de resulcción en el plúmido de 1quoil11 tnz"'1as qut cortan 1 la molécula un1 
tola vel Orlr11 ob1eur11) o do~ veces. 1r mue11it11n en la figura. 



/'Usmldo pBRJ2$ 

Patl 

Ppo 1 

Rrpllcón 1/po: Co/EI relajadu. 

Pvu 11 EcoR 1 loll 

pBR325 

5995pb 

Morclldortl de S.lecclón: Ampkilinu (Apl. Tc1raciclina fTcl y Cloranf<nicol tCml. 

Sit/01 de Rt1trlccián Un/coi que lnoct/von Mllrcadorei: 

1n Ap': ,,.,, htl, hui, &11 
'"°"'' hllll,EcoRl,--11 
en Te': H/114111, EcoRV, Nlltl, •mHI, Sp~I. s.11,E•sl, Nr11l, lrpMI 

Rtftrntcw: Bollvar, I'. (1978), Gene 4, 121-136. 

HlndNI 

EcoltV 
Nlltl 

,. ·,· 

Comtntlrio: h un plóanldo deilvado del pBR322, al cual ,. le ln..,rló el ,ene de ... 111 .. <11 a doflftí••k:ol, 
obtenido del r1110 PICm '. 



SISTEMA DE PRODUCCION DE ENZIMAS DE RESTRICCION 

CULTIVO DE CELULAS Y CONDICIONES GENERALES DE CULTIVO. 

Para la producción de la enziaa deseada, el •icroorcanismo 
aeleccionado es cultivado en un medio propicio en condiciones 
ambiental•• adecuad•• de pH, temperatura, tensiOn de oxiceno, 
etc. en un periodo de tiempo adecuado. Las condiciones de 
cultivo ejercen un efecto si1nific1nte en la Ciaiolocia y el 
aetaboliaao de •icrobios y au capacidad de sintesis. 

Para aaxiaizar la producción de una proteina en particular,. la 
aanipulación de las condiciones de cultivo es esencial . 

La inforaación de 101 procesos biotecnolócicos en aspecto• de 
producción de enziaas de restricción es escaso. El 
enriqueciaiento del cultivo y la• condiciones varian y dep-.nden 
de la naturaleza del orcanismo el cual produce la enziaa de 
restricción 

11 rendiaiento final de la enziaa depende en 1ran parte del 
núaero de paaoa eapleadoa para la purificación de la enziaa. 

19 i•portante notar que el periodo de ereci•iento del cultivo •• 
un factor i•portante para obtener una producción y productividad 
ópti•a• de la enzi•a. 
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SISTEMA DE SEPARACION OEL PRODUCTO 

ESQUEMA DE LOS PASOS INVOLUCRADOS EN LA EXTRACCION DE LA ENZIMA 
DE RESTRICCION INTRACELULAR. 

¡ 
SOBRINADANTE 
descartar 

/ 

CULTIVO 
Cc•lulas + medio) 

¡ 
CENTRIFUGACION 

sooo rpm, 4 e 

1 

l 
PASTILLA CELULAR 

! 
LAVADO Y 

SUSPENSION EN 
8.1. (4 e > 

j 
DISINTIGRACION 

CELULAR 

1 
CENTRIFUOACION 

(26 ooo rp•, 4 e 

RISTOS CILULARIS Y 
HATIRIAL ,SUBCILULAR 

descartai. 

Shock os•6tico, 
despu•• de pre-
parar esferopla•-
to• con li•ozi•a. 

y 

Sonicaci6n ( ... -
usado ) 

PRIPARACION DIL 
IXTRACTO CRUDO 
CONTINIINDO INZJ 

HA DI RISTIJCCION. 
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Tabla 1. Medio de cultivo, condiciones de cultivo y producción de 
enzima. 

-, ORGANISMO MEDIO DE 
CULTIVO 

CONDICIONES DE 
CULTIVO 

ENZIMA 

J 

J 

1 l!~b~t!~b!! ~2l!RY13 
.. ..1 

L-Broth c/: Te11p. 37 e i~2RI 
Bactotriptona 10 1. pH: 7.0 
Extracto de lev.S I· Aereaci6n: 

1 
·1 
J 

J 
J 
J 
J 
J 
J 
-¡ 
' 

¡ 
_j 

_¡ 

NaCl 10 1. 200 rp11 inc. 
Glucosa s I· Periodo de -
Fosfato de potasio: cosecha:rase-
5 •H ea tac. te11p. 

Bactopeptona 81. 
Extracto de lev SI 

Teap. 37 e 
pH: e.o 

Aereaci6n: 
200 rpa. 
Periodo de-

coaecha: 20 h• 

f llI 
1aiaquia6-
uro de 
H11IU 

Triptona 15 1. 
Extracto de lev.10 1 

NaCl S 1· 

Teap. 37 e f11I 
pH. e.o 

Aereaei6n: 
200 rpa. 
Periodo de-
Coaeeha: deapu•• 
de 16 Ha. 



1 Tabla 2. Condiciones de crecimiento y producción de enzimas. 
__ J -----------------------------------------------------------------------
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ENZIMA CEPA 

l~2RI l!~D!t!Sb!! S2l!RY13 

ftlI ft2~!~!DS!! 
l!S!!!f !S!!D! 

EQUIPO/ 
CANT. MEDIO 

Matraz fernbach, 
18 1 de aedio 

Fera. alta dens. 
20 l de aedio 

Matraz fernbach, 
20 l de aedio. 

TIEMPO/ 
RENDIMIENTO. 

30 hs/40S eels. 

20 hs/200 s eela. 

24 hs/50 1 cels. 



SISTEMA DE PURIFICACION DEL PRODUCTO 

de los inuaerables a6todos de purificación que existen' ( a nivel 

laboratorio > ya que pr6cticaaente cada endonucleasa reportada 

ha sido purificada por un a6todo particular l se ha seleccionado 

el a6todo descrito en " A ceneral aethod for the purification 

of restriccion enzyaes " Greene et al , el cual es un proceso 

sintetizado que ha sido desarrollado para la purificación de 

enziaas de restriccion . este procediaiento usa croaatocraf ia 

en fosfocelulosa e hidroxylapatita y las enziaas asi purificadas 

est6n lo suficienteaente puras para peraitir su uso en 

secuenciaci6n clonación aolecular y aapeo fisico del DNA. 

late a6todo ha sido aodificado liceraaente al purificar las 

enziaas en estudio , aunque la idea es estandarizar un a6todo 

que peraita ser utilizado para la purificación de varias enziaas 

de restricción en foraa rutinaria. In base a este a6todo se 

describen a continuación los esqueaas de purificación llevados a 

cabo para la• 3 enziaas que se estan estudiando. 
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RESULTADO DE LA PURIFICACION DE LA ENOONUCLEASA f~!l. 

La bacteria fr2~!9~n~!! !!Y!r!!! !productora de 
f!!l> donada por el Dr. Jean Lemans y la 
Covarrubias del centro de fijación de nitr61eno, 
el si1uiente medio de cultivo: 

10 e de bacto triptona 
5 1 de extracto de levadura 

10 C de NaCl 
1 litro de acua. 

la endonucleasa 
Ora. Alejandra 

fué crecida en 

en matraces fernbach a 37 1rados e con 200 rpm de acitación, 
durante 16 Hs. aproxiaadamente, al cabo del tiempo se centrifucó 
a 6500 rpm en un rotor GS3 en una centrifu1a Sorvall durante 20 
minutos, , el paquete celular se lavó en un buffer o.OlH Tris
HCl pHS.O; O.OJH de NaCl, centrifu16ndo posteriormente en la 
•i••a centrifu1a durante 10 ainutos, el paquete celular se 
1uard6 a -70 1rados e durante 6 dias, al cabo del cual se 
procesó para extraer la endonucleasa de la aanera si1uiente; 

De 55 e de celulas conceladas de fr2Y!g1n~!! !!Y!t!!!. se hizo 
un extracto , disolviendo previaaente en un buffer de extracción 
de fosfatos y con 100 u1/•l de lisoziaa, sonicando e minutos 1 
en pulsos de 1 ainuto ) y centrifu16ndo a 26 ooo rpa en rotor 
SW28 durante 45 ainutoa y a 4 1radoa e en una ultracentrifuca 
Beck .. n. 

El extracto celular se pasó por dos coluanas de 
foafocelulosa; la priaera de 19.5 ca de caaa/3.5 ca de di6aetro, 
encontr6ndoae actividad de la fracción 70 a la 95 <se hizo un 
pool de estas fracciones dando aproxiaadaaente 140 al, el cual 
al aedir la conductividad se llevó a 700 al con un buffer de 
extracción sin NaCl, para poaterioraente pasarlo por una coluana 
de foafocelulosa a6s pequefta < 10 ca de cama /2.5 cm de di6metro 
) la cual se lavó con buffer de extracción sin NaCl y 
cradualmente se subió la concentración de NaCl hasta eluir la 
endonucleaaa con 0.6H de NaCl en buffer de extracción, 
encontr6ndoae la actividad en las fracciones de la 9 a la 
22,d6ndonos actividades auy diferentes por lo que se tubieron 
que hacer diferentes pooles una vez que habian sido dializados y 
concentrados· en un buffer de alaacenaaiento < el cual est6 
constituido por: lOaH K2HP04-KH2P04 , 4 aH BHercapto ethanol, 
0.5aH EDTA, 0.5aH NaN3, O.lH NaCl y Glicerol 501 a pH 7.0.) 

LAS FRACCIONES (f) OBTINIDAS FUERON : 

F 1 aproxiaadaaente 
, 2 .. .. 

r 3 " " 
F " .. .. 

3.5 al 
3.5 al 
20 al 
20 al 

con una actividad de 30 U/ul .. .. " " 4 U/ul .. .. " " S U/Ul 
" .. " " 1 U/Ul 
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CALIDAD DE LA ENZIMA: 

se aid16 le pureza de la enziaa, hac16ndola reaccionar en exceso 

con DNA de pl6saido a 30 1redos e y dej6ndola durante 24 horas, 

no encontrando actividad de exonucleasas puesto que el DNA esi 

tratado fu6 visto en aeles de aaarose al 11 intacto; a los 4 

dias de estar en contacto la enziaa con el DNA se observe una 

_J liaera dearadae16n. 

] SE RIPITIO ESTA PURIFICACION EN CONDICIONES SIMILARES A LAS 

DISCRITAS ANTIRIORHINTI, OBTENllNDOSE APROXIHADAHENTE 30 HL CON 

J 

J 
J 
J 
J 
J 
J 

·1 
_; 

UNA .ACTIVIDAD DI S Unidades/ul 

se cuenta con so 1 •6• de pasta celular de la cepa productora de 

la •nzi•• r1~1. 



ESQUEMA DE PURIFICACION DE 

ENZIMA ORGANISMO 

Recuperación e/paso 701 

Rendi•iento: 331 

ENZIMA ~§!l 

SECUENCIA DE PASOS 
DE LA PURIFICACION 

Extracto crudo 

l 
Folafo~ee:::!i~!~;11 

0.2 a 0.6H 
de NaCl 

Fo¡•f~ocel:~~~~ó~1~ 
1radiente de 
0.2 - 0.6 M 
e NaCl. 

Concentrar{ial 

1 
lnzi•• pura. 
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RESULTDO DE LA PURIFICACION DE LA ENDONUCLEASA f!!l 

La bacteria f[2Y!g!n~!! !l~!l!í!i!!D! obtenida de la colección 
ATCC fué crecida en el fermentador de alta densidad en un medio 
que contiene por litro de acua lo sicuiente: 

10 a de bacto triptona 
5 e de extracto de levadura 

10 a de NaCl 

a 37 arados e durante 12 Hs. 

Se sonicaron 45 a de células de f[2~!g1ng!! 1!g1!!f!g!!Dl· 
disuelta• previamente en 200 ml de buffer de extracción con 0.4M 
de NaCl + 1oou1/ml de losozima,durante 10 minutos en pulsos de 
11/2 ainutos. 

Se centrifu1aron durante 60 minutos a 26 000 rpm en el rotor 
SW28 a 4 arados e en la ultracentrifuaa Beckman. 

Se decant6 y ae ajuat6 la conductividad a 0.1M de NaCl en buffer 
de extracción asi eoao el pH. 

11 extracto ae pas6 por 3 coluanas de fosfocelulosa; priaero por 
una de 20 ea de cama por 3.5 ca de di•metro de la cual la 
actividad se observ6 deade al fracción 80 a la 105, se Juntaron 
esta• fracciones y se pasaron por otra colu•na de fosfocelulosa 
( de 10 cm de cama por 2.0 ca de di•aetrol , en este caso no se 
pe16 la enzima, probablemente por no haber tenido la aisaa 
conductividad la muestra que la columna, ya que la mayor 
actividad se encontr6 en el eluado. 

11 eluado con actividad se pasó por otra colu•na de 
foafoceluloaa ( 9.0 ca de cama por 1.s cm de di••etrol 
obteni•ndoae aproximadamente 200 al de enzima pura con una 
actividad de 20 Unidades /ul una vez concentrada en buffer de 
alaacena•iento (10Mm K2HP04-KH2P04,4mM B Hereapto etanol, 0.5aH 
IDTA,0.S•H NaN3, O.laH NaCl y 1licerol SO~ l 

La endonucleasa f!ll se al•aeen6 en: Nitróaeno liquido, a -20 
arado• e, a 4 arado• c y a temperatura a•biente. 

CALIDAD DE LA ENZIMA. 

Se midi6 pureza de la enziaa deJ•ndo el DNA de pli••ido pBR322 
con un exceso de la endonueleasa por 24 H• y •is ( 
aproxiaadaaente s dia• l y posteriormente li1ando una alieuota . 

SI CUINTA CON SO a MAS DI PASTA CELULAR PRODUCTORA DE LA INZIMA 
flll PARA INICIAR OTRO PROCESO DI PURIJICACION. 
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ESQUEMA DE PURIFICACION DE LA ENZIMA E!!l 

ENZIMA ORGANISMO 

Recuperacion e/paso: 701 

Rendiaiento : 33 1 

SECUENCIA DE LOS PASOS 
DE LA PURIFICACION 

Extracto crudo 

(2X> 
J 

Fosfocelul~osa P11 

j 
eluci6n c/: 
1radiente sal 

.2 - 0.6 M 

Concentrar 

~
U lisis 

a e ar osa 

iofili
zado. 

Enziaa pura.~aracteri
l; zar. 
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RESULTADO DE LA PURIFICACION DE LA ENDONUCLEASA i~QRl 

La cepa RY13 1al end (Rll productora de la endonucleasa i~QRl 
fué proporcionada por la Dra. Aurora Bruner del Instituto de 
Fisiolosia Celular de la UNAH, y se creció en el sicuiente medio 
de cultivo: 

para 1 lt. de medio de cultivo 

10 1 de bacto triptona 
s 1 de extracto de levadura 

10 s de NaCl 
S 1 de 1lucosa 
S aH KP04 pH 7.0. 

so u1/al de ampicilina. 

crecida en aatraces fernbach a 37 1rados e de 24 a 37 Hs. con 
200 rpa. de a1itaci6n. 

2S 1 de c6lula1 1e 1onicaron en SO al de buffer de extracción 
con 0.4H de NaCl durante 4 ain. en pul101 de 1 ainuto., 1e 
centrifu16 a 2SOOO rpa durante 90 ainutos, decant•ndo el 
1obrenadante al cual 1e le aju1t6 la conductividad y el pH y 1e 
pa1ó por una priaera coluana de fo1focelulo1a de 19 ca. de caaa 
por 2.s ca de di•aetro, 1e hizo un pool de 101 tubo• 73 a 82 que 
fueron en 101 que 1e encontr6 la actividad, pa16ndose e1te pool 
por una sesunda coluana de fosfoeelulo1a ( de 10 ea de eaaa por 
2.0 ca de di•aetro), eneontr•ndo1e actividad de los tubo• 1s al 
27. , se hizo un pool, se dializó contra buffer de extracción y 
se concentró con buff~r de alaacenaaiento con SOi de 1lieerol. 

Coao re1ultado de e1ta purificación se obtuvo aprox1aadaaente 20 
al de enziaa 1~2Rl con una actividad de 12 u/ul 

CALIDAD DE LA INZIHA: 

La pureza de la enziaa 1e prob6 haciendo una d11e1tión del 
pl•••ido pBR322 con un exce10 de la enziaa , li1•ndo1e 
po1terioraente y di&iriendo nuevaaente con la aisaa enziaa. 
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TIEMPO NECESARIO PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS DE RESTRICCION 

Trabajo no Continuo : 

Trabajo por semana : 48 sem/ s dias/40 hs. 

Estimación del tiempo necesario para la producción de enzimas de 
restricc16n: 

CULTIVO 

l 
~ 

preparaci6n de 
-----~••dios/esterilización 

creci•iento celular 

CENTRIFUGACION-uasta celular 

paquete celular 

1 

lavado 

DISINTIGRACION~NICACION 
CILULAR ~-- l!,Pulsos/enfriarl 

l 
CINTRIFUGACION 

( ultra l 

l 
EXTRACTO CRUDO ~justar pH Y l Co~~·:::~:· 

2a. Colu•na 
PURirICACION -----. 

3a. Coluana 

Concentrar 

( a vece• l 

CaracterizaciOn. 

Ti e a p o 

24 hs. 
16-36 hs. 

s hs. 
1 hr. 
1 hr. 

3 - 4 HS. 

1 A 3 hs. 

o.s hs. 

24 ha. 

12 ha. 

12 ha 

12 ha. 

3-4 di ... 
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ESQUEHA DE PURIFICACION DE LA ENZIMA g~QRl. 

INZIMA ORGANISMO 

1~2 RI l!~b!t!~b!! ~Q!!RY13 

Recuperación C/pa10: 65-701 

Rendi•iento: 30 1 

SECUENCIA DE PASOS DE LA 
PURIFICACION 

Extracto Crudo. 

! 
Fosfocelulosa P11 

li~ 8 de E. + j 
r;r;:~~~!:"aal 

HidroxUapati~a 
-•lución 

1 

srad1ente P04 
.1a0.SH 

_sacaroaa 

lnziaa Pura. maracterizar 

+Buffer de extracción (10 •H k2-k P04) 
•Buffer de Alaacenaaiento. 



se llevó a cabo otra purificación de la enzima l~QRl, con una 

pasta celular crecida durante 25 hs a 37 grados e con 200 rpm de 

a1itación se utilizaron las mismas condiciones tanto para el 
1 

crecimiento como para el proceso de purificación que las 

reportadas anteriormente y como RESULTADO OBTUVIMOS 20 ML DE LA 

ENZIMA l~QRl CON UNA ACTIVIDAD DE S Unidades/ul. 

El 1rado de pureza de la enzima se midió haciéndo una d11esti6n 

del plAsmido p8R322 con un exceso de la enzima, li16ndolo 

posteriormente y diciriéndolo nuevamente con l• •isma enzima. 

se cuenta con so 1 ••• de pasta celular productora de l• enzi•a 

l~2Rl crecida durante 25 ha. 
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RESULTADO DE LOS SISTEMAS DE CONSERVACION DE LAS ENZIMAS. 

Con respecto a la conservación de las enzimas se tiene la 

experiencia de que 1uardadas a -20 1rados e con so~ de 1licerol 

se han conservado por aucho tiempo, sin embar10 también esta•os 

utilizando el •antenerlas en nitr6eeno liquido,a 70 e y a 4 e 

Se liofilizó parte de la enzi•a f!!l ya que se obtuvo un exceso 

y de esta aanera se concentro adicion6ndole SOi de 1licerol. La 

l enziaa asi liofilizada nos per•itir6 probar otro sistema de 

J 
J 
J 
j 
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J 
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j 

J 

conservación para las aismas. 

De las diferentes for•as en que al•acena•os la enziaa ftll, 

solaaente detecta•o• disainuci6n de la actividad al 1uardarla 

al•acenada a 4 1rados e condición en la que después de 1 seaana 

ya no encontra•o• actividadO,e la enziaa. Las otras for•a• de 

conservación son •UY estables ya que al cabo de ••• o ••nos 1 

afto cuando •ucho han perdido un 10 1 de su actividad inicial. 

Por lo tanto podeaos concluir que la con1ervaci6n de las enzi•a• 

1uardada• a - 20 e, a -70 e y en nitr61eno liquido •• 

mantienen •uy estables y casi sin disminución de la actividad de 

las enzi•as. 
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e o N e L u s I o N E s 

Es importante resaltar que el periodo de crecimiento de los 
cultivos para producir las enzimas es un factor importante para 
obtener un rendimiento y productividad optimos de la enzima de 
restricción deseada. 

Asimismo el estudio y potimización adecuado del tiempo de 
cultivo y de las condiciones de cosecha de las células en eran 
escala ,son esenciales para la obtención de una alta producción 
y una recuperación m6xima para las enzimas de restricción. 
Lo• rendimientos obtenidos ( 1 de células >. de los 
aicroorcanismos productora de las enzimas de este estudio se 
presentan en la tabla 2. 
El rendimiento final de la enzima depende en eran aedida del 
número de pasos empleados para la purificación de la enzima. 

El método ceneral utilizado en la purificación de estas enzimas 
es el descrito en " A GENERAL HETHOD FOR THE PURIFICATION OF 
RESTRICTION ENZYHES " de Greene et al el cual es un proceso que 
ha sido desarrollado para la purificación de varias enzimas de 
restricción y a su vez al estandarizar el método se redujo el 
número de pasos involucrado• en la purificación ,eliminando 
alcunos como.es la precipitación de 6cido nucléicos. Brevemente, 
en este método el uso de altas concentraciones de NaCl, permite 
la di•ociación de las enzimas unidas la DNA; de ••ta foraa, al 
pasar el extracto por la fosfocelulo•a, solo •e adhieren 
enzimas con afinifad a la re•ina, aientras que lo• 6eidos 
nucléicos •e eluyen durante el paso de la muestra y en el 
lavado. La• proteinas que se quedan adherida• a la fosfocelulo•a 
•on eluidas por fuerza iónica con un 1radiente lineal de NaCl. 

El si1uiente paso es utilizar otra columna de fosfocelulo•a de 
menor tamafto con la que se concentra la enzima y que peraite una 
mayor pureza. 

Tanto experiaentalmente como en reportes en la literatura lo• 
rendiaientos alcanzados por varias enzimas van de 0.1 1 al SO 
~. aunque al utilizar aicroorcanismos modificados 1enéticamente 
por técnicas de In1enieria Genética se ha 101rado producir 301 
mis de la proteína celular < 1~2 Rll a diferencia de una cepa 
nativa productora de la enziaa JggRl, la cual produce 0.011 de 
la proteína celular total. 

Las recuperaciones y rendiaientos aproxiaados de la 
purificación de c/u de las enziaas en estudio •e pre•entan en 
los esquemas de purificación para c/ enziaa, los calculo• son 
aproxiaado• y en coaparación con lo reportado en la literatura , 
son inferiores. 

Lo• bajos rendiaientos obtenidos se deben probableaente a un 
conjunto de diferentes problemas, entre los cuales los ••• 
iaportlntes son: 



~ 

J 
J 
··1 

• 1 

.. 1 

.J 
1 ) 

i 
_! 

- Parte de la enzima se encuentra atrapada en la pastilla 
celular obtenida al romper las células y centrifugar ( en este 
paso, la perdida por atrapamiento puede ser del 50~ 6 mAs ) 

- Através de la actividad de la enzima no se puede monitorear el 
nivel de proteina sintetizada durante la fermentación ( aunque 
es el •~todo m6s utilizado por la rapidéz de conocer los 
resultados y además lo más importante de este tipo de 
purif1caci6n es conocer y obtener la enzima activa), la 
cuantificaci6n de la cantidad de proteina debe llevarse a cabo 
en seles de poliacrilamida-SDS o en mediciones por Lowry lo cual 
parece ser el método más confiable para se1uir la sintesis del 
producto durante la fermentación. 

- En la colunma de fosfocelulosa aproximadamente el 1' de la 
actividad de la enzima no se peca a la columna y se pierde; en 
la columna de hidroxylapatita la perdida es aínima y la enzima 
pura se encuentra en las fracciones del pico de actividad. 
Con este procedimiento es posible recuperar el so' de la 
actividad de la enzima Cl~2Rll en casi una veinteava parte del 
volúmen ori1inal. 

Aunque (en nuestro caso) se pierde un poco más de enzima en el 
1radiente de elución sobre todo en la primera columna de 
fosfocelulosa en la cual se tienen auehos contaainantes 
alrededor de la eluc16n de la enzi•a lo cual hace que se reduzca 
el "pico de fracciones con enzi•a " descartando al1unH que 
presentan conta•inaciOn . 

De esta for•a •e han purificado las 3 enziaas que inte1ran por 
el •o•ento la coleeci6n de enzi•as en el Centro. ad•••• las 
enzi•a• ••i purificada• tienen un alto srado de pureza, en lo 
que se refiere a enziaas contaainante• que tienen coao •uatrato 
DNA. 

En cuanto a la eonaervaci6n de las enziaa• se e•tablec16 
alaacenarlas a - 20 e y en nitr61eno liquido. 
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