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La genoteca como herramienta de la biotecnologia




| Introduccion

Las técnicas de analisis del genoma desarrolladas a partir de
los afios setenta han revolucionado los conocimientos a nivel
molecular de muchos procesos biologicos normales y patolégi-
cos. Actualmente, es posible localizar, identificar, amplificar y se-
cuenciar los genes que codifican las proteinas esenciales, y los
elementos reguladores de su expresion. También es factible ex-
presar genes en sistemas apropiados, para analizar su funcion o
producir grandes cantidades de las proteinas que codifican.

Los avances de la genética molecular han revolucionado la vida
moderna porque han puesto a disposicion de investigadores ba-
sicos y aplicados, cantidades ilimitadas de acidos nucleicos con
informacion para la construccion de moléculas de importancia
clinica o industrial. Sea cual fuere la indole del &cido nucleico en
estudio, este debe ser aislado y caracterizado. Para esto, debe
ser generada una fuente permanente del material de manera
que se disponga de cantidades suficientes para los estudios.

La caracterizacion molecular de un gen requiere tanto su iden-
tificacion y aislamiento a partir del resto del genoma, como su
ampliacion para poder obtener cantidades suficientes para su
analisis. Aunque es posible amplificar in vitro fragmentos de
ADN mediante PCR, la identificaciéon y amplificacion de genes
de interés se realiza muy a menudo recurriendo a técnicas que
permiten multiplicar in vivo un gen determinado, tras la introduc-
cion de una Unica copia del mismo en una célula hospedadora,
generalmente bacteriana. El nimero de copias del gen aumenta
a medida que se multiplica el organismo hospedador. El proce-
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S0, en su conjunto, se denomina clonacion molecular y se resu-
me en los pasos siguientes:

» Secomienza con el aislamiento del ADN genomico (ADNQ)
de varias células, que al ser digerido con enzimas de res-
triccion, genera una enorme cantidad de segmentos cor-
tos de ADN, llamados fragmentos de restriccion. También
el ARN mensajero (ARNmM) se puede usar como material
de partida. Como las moléculas de ARN son excepcional-
mente labiles, dificiles para amplificar en su forma original
y no pueden por si mismas ser ligadas a un vector para
clonacion, son convertidas en ADN por sintesis de ADN
complementario (ADNc), mediante la enzima transcripta-
sa reversa.

» Estos fragmentos son incorporados a otras secuencias de
ADN (vectores plasmidos o bacteriéfagos), de modo que
cada vector recibe uno de los fragmentos. Las moléculas
resultantes de esta unién se denomina ADN recombinan-
te.

> Los vectores con sus fragmentos de restriccion se intro-
ducen en la célula hospedadora (bacterias principalmen-
te, levaduras u otras células eucariotas), las cuales son
sembradas en medios de cultivo para su multiplicacion.

» La multiplicacion de cada bacteria genera una colonia se-
parada de las demas, de modo que en los cultivos se for-
man miles de colonias. Como consecuencia, cada colonia
esta formada por un clon de bacterias que descienden de
un ancestro comuan, conteniendo cada clon un fragmento
de restricciéon o molécula de ADN recombinante diferente.

En términos generales, la coleccion de estos clones, suficientes
en nimero para que contenga cada gen presente en la célula de
origen que se estudia, se denomina genoteca. Las diferentes
etapas para su elaboracidon seran consideradas a continuacion.
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Il Elaboracion de genoteca

La genoteca puede ser de ADN gendmico (ADNg) o ADN com-
plementario (ADNc). La primera es una coleccion de fragmen-
tos de ADN gendémicos clonados en un vector, que en conjunto
representan la totalidad del ADN o genoma de un organismo.
A partir de este tipo de genoteca se podra seleccionar el clon
que posea un ADN recombinante especifico y cultivarlo poste-
riormente para amplificarlo (De Robertis y col., 1998; Pefafiel y
Garcia, 2001; Izquierdo, 2001).

La genoteca de ADNc es el conjunto de clones obtenidos a partir
de los ARN mensajeros (ARNm), por lo que comprenderan una
seleccidén del total de genes de la célula, ya que sélo aquellos ge-
nes que estan siendo expresados son transcritos al ARNm. Una
vez que la informacion esté disponible en la forma de genoteca
de ADNCc, los segmentos procesados individualmente podran ser
aislados y examinados con relativa facilidad (Stratagene, 2000;
Izquierdo, 2001).

a) Obtencién del ADN y ARNm

Los insertos pueden ser esencialmente de dos tipos: fragmentos
de ADNg y ADNCc obtenido a partir del ARNm.

ElI ADN total de la célula, que con frecuencia es requerido como
una fuente de material para obtener genes a ser clonados, puede
ser procedente de cultivo de bacterias, células de origen vegetal
y animal o procedente de otro tipo de organismo a estudiar.

Las técnicas de ruptura de las células pueden dividirse en mé-
todos fisicos, con los cuales las células se rompen por fuerzas
mecénicas y métodos quimicos, donde la lisis celular es llevada
a cabo por exposicion a agentes quimicos que afectan la inte-
gridad de las barreras celulares. La lisis quimica involucra gene-
ralmente un agente que ataca la pared celular, en el caso que la
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haya, y otro que destruye la membrana celular. Para la bacteria
Escherichia coli y organismos relacionados, el ablandamiento de
la pared celular se lleva a cabo por lisozimas, etilendiaminote-
traacético (EDTA), o una combinacion de ambos. Las lisozimas
digieren compuestos polimeros que son los que le dan rigidez a
la pared celular. EI EDTA remueve los iones magnesio que son
esenciales para preservar la estructura de las envolturas celula-
res y también inhibe enzimas celulares que podrian degradar el
ADN. El debilitamiento de la pared celular con lisozimas o EDTA
es suficiente para causar la ruptura de la célula, pero usualmen-
te un detergente como el 3-sodio-1-duodecil -2-sulfato (SDS)
ayuda en el proceso de lisis al remover las moléculas de lipidos
y, por lo tanto, causar la ruptura de las membranas celulares.
Una vez lisada la célula, se remueven los detritus insolubles.
Componentes como paredes celulares digeridas parcialmente
pueden ser removidas por centrifugacion, quedando el extracto
celular como un limpio sobrenadante. Para eliminar proteinas
remanentes se puede usar fenol o una mezcla de fenol clorofor-
mo en proporcion 1:1. Estos solventes organicos precipitan las
proteinas y dejan los &cidos nucleicos (ADN y ARN) en solucién
acuosa. Para eliminar el exceso de ARN de la solucién acuosa
se usa la enzima ribonucleasa. Para concentrar el ADN de la
muestra, el método mas usado es la precipitacion con etanol, en
presencia de sal (cationes monovalentes de Na*) y a una tempe-
ratura de —20°C o menos. El precipitado puede ser recolectado
por centrifugacion y luego redisuelto en un volumen adecuado
de agua. Aunque los pasos basicos de purificacion del ADN son
los mismos, cualquiera que sea el organismo, algunas modifica-
ciones son consideradas de acuerdo a las caracteristicas de las
células que se usen (Brown, 1990).

Para su clonacioén, los fragmentos de ADN deben tener dimen-
siones determinadas y limitadas. El tamafo del ADNg, sea pro-
cariota o0 eucariota, es muy superior al maximo posible para un
inserto. Por ello, la clonacién de genes a partir de ADNg requiere
el aislamiento previo del ADN y su ruptura en fragmentos de ta-
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mano adecuado, mediante el uso de endonucleasas de restric-
cion.

Para el aislamiento de ARN se puede usar una solucion monofa-
sica de fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol Reagent), ba-
sado en el mejoramiento del método de Chomczynski y Sacchi
de 1987 (GIBCO™ BRL. 1999). Durante la homogeneizacion y
lisis de la muestra, el Trizol mantiene la integridad del ARN. La
adicion de cloroformo seguido de centrifugacion, separa la solu-
cion en una fase acuosa y una fase organica. EI ARN permanece
exclusivamente en la fase acuosay es recuperado por precipita-
cién con alcohol isopropilico. EI ARN aislado con Trizol esta libre
de proteinas y contaminacion con ADN. A partir del ARN total se
aisla el ARNm poli (A) utilizando una resina oligo (dT) (Brown,
1990; GIBCO™ BRL,1999; Stratagene, 2000; Lewin, 2001).

Para la realizacion de genotecas de ADNCc, se debe realizar la
sintesis de los ADNc a partir de los ARNm obtenidos.

b) Sintesis del ADNc

La sintesis de los ADNc se logra utilizando un cebador oligo (dT),
de 12-18 nucledtidos de largo, el cual se une a la colas poli (A)
del extremo 3" de las moléculas de ARNm de células eucariotas
y la accidn de la enzima transcriptasa reversa, la cual sintetiza
una cadena complementaria de ADN por cadena de ARNm exis-
tente (Figura 1).

En kit comerciales como el elaborado por Stratagene, el primer
oligo (dt) posee un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion Xho |I.

Sila doble cadena de ADNc contiene uno o mas sitios de recono-
cimiento para la enzima de restriccion que se use, ésta pudiera
ser clivada y subsecuentemente clonada en dos o mas fragmen-
tos, haciendo dificil el aislamiento y andlisis de ADNc completos.
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Figural. Sintesis de ADNc (Adaptado del Zap-cDNA Sintesis Kit.
Instruction Manual. Stratagene, 2000)

Para evitar esto, la primera cadena de ADNc debe ser metilada.
De esta forma, los sitios de restriccion dentro de la molécula de
ADNCc quedarian protegidos del clivaje.

Una vez que la primera cadena de ADNc ha sido sintetizada, el
ARNmM, miembro de la molécula hibrida, es parcialmente degra-
dado por el tratamiento con ribonucleasas H. Los fragmentos
remanentes de ARN sirven como cebadores para la ADN po-
limerasa | de E. coli, la cual sintetiza una segunda cadena de
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ADN, utilizando como molde a la primera, generando moléculas
de ADNCc con extremos romos. Esta segunda cadena es idéntica
al ARNm original.

Luego que se ha producido la sintesis de la segunda cadena
de ADN, se incorporan adaptadores EcoRI. La doble cadena de
ADNCc se incuba con los adaptadores, en presencia de la enzima
bacteriéfago T4 ADN ligasa, enzima que cataliza la unién de los
adaptadores a los extremos romos de las moléculas de ADNCc.

En el proceso de union de los adaptadores a los extremos romos
de las moléculas de ADNc, es importante que la reaccion de li-
gacion se haga en el menor volumen. La concentracién molar de
los adaptadores debe ser de al menos 100 veces mas que la de
los terminales de ADNc, para minimizar la union de los extremos
romos de las moléculas de ADNc entre ellos mismos.

Luego, la enzima Xho | actia en su sitio de reconocimiento, pro-
duciendo extremos cohesivos. De esta forma, los fragmentos de
ADN de doble cadena resultantes pueden ser ligados al vector
en el sentido Eco RI — Xho | y efectuarse la clonacion.

Los extremos de las moléculas que portan los adaptadores son
fosforilados con la enzima bacteriofago T4 polinucledétido kinasa
para ser ligados al vector desfosforilado apropiado, el cual debe
haber sido previamente clivado con enzimas de restriccion que
generen extremos cohesivos compatibles con los de los adap-
tadores.

Finalmente, antes de que el ADNc sea insertado en el vector, los
adaptadores que no se unieron y los productos de bajo peso mo-
lecular, creados por la accion de la enzima de restriccidén sobre los
adaptadores, deben ser removidos en columnas de cromatografia.

Los clones de ADNCc obtenidos son representativos del ARNm pre-
sente en la preparacién original (Sambrook y col., 1989; Brown,
1990; Stratagene, 2000; Lewin, 2001, Izquierdo, 2001).
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c) Vectores

Para que un fragmento de ADN (ADN foraneo o inserto) quede
permanentemente presente en la célula hospedadora y su des-
cendencia, es necesario que vaya unido a otras secuencias de
ADN que confieran al conjunto la capacidad de autorreplicacién,
y que permitan, ademas, diferenciar facilmente las células que
se han transformado captando el ADN, de las que no lo han he-
cho. Por ello, es necesario unir in vitro los fragmentos de ADN
gue se quieren clonar a una molécula de ADN denominada vec-
tor, con capacidad de ser introducida, replicada y seleccionada
en las células hospedadora (Penafiel y Garcia, 2001). Entonces,
el vector es el vehiculo que transporta un gen dentro de la célula
receptora y es responsable de su replicacion.

Para que una molécula de ADN actue como un vehiculo para la
clonacion de genes debe poseer algunas caracteristicas:

- Ser capaz de replicarse dentro de la célula receptora, de tal
manera que numerosas copias de la molécula de ADN recom-
binante se puedan reproducir y pasar a las células hijas.

- Un vehiculo para clonacion necesita ser pequefio, menor de
10 Kb en tamafio, que permita la incorporacion del inserto y su
entrada en la célula. Moléculas mas grandes tienden a rom-
perse durante la purificacion y son mas dificiles de manipular.

- Poseer marcadores para la seleccién de las bacterias que
los capten.

- Poseer una o varias secuencias de restriccién en donde las
endonucleasas de restriccion actien generando extremos
para ligar los insertos.

Las dos clases de moléculas de ADN que satisfacen estos cri-
terios son: plasmidos y bacteriéfagos (Brown, 1990 ; PenAafiel y
Garcia, 2001).
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Los plasmidos

Son pequefias moléculas circulares de ADN de doble cadena
gue se replican en las bacterias con independencia del cromoso-
ma bacteriano. Sin embargo, cuentan con enzimas y proteinas
codificadas por el hospedador para su replicacion y transcripcion
(Figura 2).

Plasmido

Divisién celular

Cromosoma bacteriano

Figura 2. Replicacion de plasmidos no integrativos (Fuente: Brown,
1990).

Estos vectores casi siempre transportan uno o mas genes y
con frecuencia estos genes son responsables por caracteristi-
cas muy Utiles expresadas por la bacteria receptora. Ejemplos
de éstas son: la habilidad de sobrevivir en concentraciones de
antibiéticos normalmente toxicas tales como cloranfenicol y am-
picilina, frecuentemente debida a la presencia en la bacteria de
un plasmido que transporta genes de resistencia a antibiéticos
(Figura 3).
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Figura 3. Uso deresistencia a anticuerpos como marcadores de se-
leccidn para el plasmido RP4. (Fuente: Brown, 1990).

Produccién de antibidticos, degradaciéon de compuestos orga-
nicos complejos, restriccion y modificacion de enzimas. Algu-
nos plasmidos son capaces de replicarse por insertarse en el
cromosoma de las bacterias formando los llamados episomas
(Figura 4), los cuales pueden ser mantenidos establemente en
esta forma a través de numerosas divisiones celulares para que
en algun estado volver a existir como elementos independientes
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(Sambrook y col.,1989; Brown, 1990; Lewin, 2001; Penafiel y
Garcia, 2001). Por su seguridad y facil manejo, han sido una im-
portante herramienta de trabajo en la clonacién molecular.

Figura 4. Episoma (Fuente: Brown, 1990)

Como se menciond anteriormente, es importante el tamafio del
vehiculo de clonacidn, siendo ideal el menor a 10 kb. El rango de
los plasmidos va desde aproximadamente 1.0 kb para los mas
pequefios y sobre los 250 kb para los mas grandes (Cuadro 1),
de manera que solo unos pocos son utiles para clonacion. Sin
embargo, los plasmidos mas grandes pueden ser usados para
clonacion, bajo ciertas condiciones de adaptacion.

En cuanto al nUmero de copias de un plasmido individual dentro de
una célula bacteriana, este puede variar desde uno (especialmente
en las moléculas grandes) hasta 3.000. En forma general, un vehi-
culo de clonacién util necesita estar presente en la célula en copias
multiples de manera que se pueda obtener grandes cantidades de
ADN recombinante (Brown, 1990; Izquierdo, 2001).

15



La genoteca como herramienta de la biotecnologia

Cuadro 1. Tamafo de diferentes plasmidos

Plasmido Tamafio (kb)
PBR322 4,36
PUC18y 19 2,69
PUC118y 119 3,2
PSP64 y PSP 65 3
PGEM-3y 4C 2,87
PGEM-3zZ 2,74
PGEM-3Zf (-) 3,2
ColEl 6,36
RP4 54
F 95
TOL 117
PTiAch5 213

Fuente: Sambrook y col.,1989; Brown, 1990.

Los primeros plasmidos usados como vectores de clonacion fue-
ron pSC101 (Cohen y col. 1973), ColE1 (Hershfield y col. 1974)
y PCR1 (Covey y col. 1976). Su versatilidad era limitada, se re-
plicaban poco o portaban marcadores de seleccion inservibles.
Ninguno de ellos contenia mas de dos sitios de restriccion que
pudieran ser usados para clonacion. El primer plasmido que com-
binaba estas caracteristicas deseables era el pBR313 (Bolivar y
col.,, 1977a,b), con dos marcadores de seleccion tet'y amp "y un
namero util de sitios de restriccion. Sin embargo, era muy largo
y mas de la mitad de su ADN no jugaba un rol como vector. La
primera fase de desarrollo de plasmidos como vectores termind
con la construccién de pBR322 (Bolivar y col., 1977 b), un plas-
mido de 4.36 kb del cual la mayoria de las secuencias innecesa-
rias fueron eliminadas. Este plasmido se convirtié en el vehiculo
de clonacion mas ampliamente usado y mucho de los plasmidos
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vectores que se usan hoy, son descendientes directos de éste
(Balbas y col.,1986).

La tendencia de los proximos afios fue perfeccionar los vectores
para reducir su tamafio al minimo y expandir su capacidad de
aceptar fragmentos de ADN foraneos, generados por clivaje con
un amplio rango de enzimas de restriccion. Los plasmidos peque-
nos son preferidos por varias razones: primero, la eficiencia de
transformacion es inversamente relacionada al tamafio del plas-
mido. Es un factor limitante cuando el plasmido excede 15 kb de
tamafio. Los plasmidos mas pequefios permiten insertar segmen-
tos grandes de ADN foraneo. Segundo, los plasmidos mas gran-
des son mas dificiles de caracterizar por mapas de restriccion.
Tercero, debido a que los plasmidos méas grandes se replican en
menor nimero de copias, el rendimiento del ADN foraneo dismi-
nuye y la intensidad de la sefal obtenida es reducida, cuando las
colonias son seleccionadas por hibridizacion. Asi en los afios 70 y
comienzos de los 80, vectores derivados de pBR322 fueron cons-
truidos con la ausencia de secuencias auxiliares, involucradas en
el control de nimero de copias y movilizacion. Los mas conocidos
de éstos son: pAT153 (Twigg y Sherratt, 1980), pBR327 (Soberon
y col., 1980) y pXf3 (Hanahan, 1983). Al mismo tiempo, el numero
de sitios utiles de clivaje de las enzimas de restriccion dentro del
plasmido fue expandido y su distribucién fue racionalizada. Casi
todos los vectores contienen ahora una serie de sitios de clona-
cién, que consisten en secuencias reconocidas por las enzimas
de restriccibn comdnmente usadas en experimentos de clonacion
(sitios de policlonaje). En la mayoria de los casos, estos sitios de
restriccion son Unicos y no se encuentran en otro sitio del plasmi-
do. Estas secuencias suministran una variedad de blancos que
pueden ser usados, solos 0 en combinacién, para clonar fragmen-
tos de ADN generados por clivaje con una o con un gran nimero
de enzimas de restriccion. Los fragmentos insertados en un sitio
de restriccion pueden frecuentemente ser recuperados por la ac-
cion de una enzima de restriccion que cliva en un sitio préximo
(Sambrook y col., 1989).
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Aunque el tamafio de los insertos que se pueden clonar en la
mayoria de los plasmidos es de aproximadamente 5 kb (Brown,
1990), actualmente existen diversos plasmidos disponibles, que
permiten la clonacion de insertos de hasta 15 Kb, los cuales con-
tienen fuertes promotores que generan grandes cantidades de
ARNmM complementario a las secuencias clonadas de ADN fo-
raneo. Se trata entonces de vectores de expresion, los cuales
son diseflados para expresar proteinas foraneas que no estan
relacionadas a ninguna secuencia procariota. En otros casos,
ellos generan proteinas codificadas, parte por el vector y parte
por el segmento clonado del ADN foraneo.

Recientemente, la construccion de plasmidos ha involucrado la
incorporacion de secuencias auxiliares que han permitido, entre
otras cosas: reconocimiento visual de clones recombinantes por
pruebas histoquimicas, seleccion directa de clones recombinan-
tes y expresion de una gran cantidad de proteinas foraneas.

Los fragmentos mas faciles para clonar tienen terminales sobre-
salientes o cohesivos no complementarios entre si, generados
por digestion con dos enzimas de restriccion diferentes. Debido
a la presencia de sitios de policlonacién, es posible encontrar un
vector que contenga sitios de restriccion que son compatibles
con el terminal del fragmento de ADN foraneo. El fragmento de
ADN foraneo es entonces insertado en el vector, por un proceso
conocido como clonacion direccional. Como ejemplo, el vector
pUC19 puede ser digerido con BamHI y Hindlll, y después de
la digestion, el fragmento largo del vector puede ser separado
del resto del sitio de multiple clonacién por electroforesis en gel
o cromatografia de exclusion molecular. Este vector entonces
puede ser ligado a un segmento de ADN foraneo que tiene ter-
minales cohesivos compatibles con los generados por BamHI y
HindlIl en el vector. El recombinante circular resultante es enton-
ces usado para transformar bacterias E. coli, confiriéndole resis-
tencia a ampicilina (Figura 5). Debido a la falta de complemen-
tariedad entre los terminales sobresalientes de BamHI y Hindlll,

18



La genoteca como herramientade la biotecnologia

el vector no puede circularizarse eficientemente. Entonces, las
células bacterianas resistentes a la ampicilina contienen plasmi-
dos que poseen segmentos de ADN foraneo que forman puen-
tes entre los sitios BamHI y Hindlll. Diferentes combinaciones
de enzimas pueden ser usadas dependiendo del segmento de
ADN foraneo.

Figura5. Clonacién direccional en el plasmido (Fuente: Sambrook
y col., 1989).
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La remocién del grupo 5 -fosfato con fosfatasa alcalina es fre-
cuentemente usada para suprimir la propia ligacién y circuliza-
cion del plasmido. Durante la ligacién in vitro, el bacteriéfago T4
ADN ligasa cataliza la formacién de un puente fosfodiester entre
nucledtidos adyacentes solo si un nucle6tido contiene grupo 5°-
fosfato y el otro contiene el grupo 3"-hidroxil. Entonces, la recir-
cularizacién del ADN del plasmido es minimizada, removiendo el
5 -fosfato de ambas terminaciones del DNA lineal con fosfatasa
alcalina. El fragmento de ADN foraneo con el grupo 5 fosfato
terminal puede ser ligado eficientemente al ADN desfosforilado
del plasmido.

Los fragmentos de ADN con extremos romos se ligan menos efi-
cientemente que los que poseen extremos cohesivos, por lo que
se requeriria una alta concentracion tanto de bacteriofago T4
ADN ligasa, como de ADN foraneo y de plasmido en la reaccion
de ligacion (Sambrook y col., 1989).

Una vez unidos el ADN del plasmido y el ADN foraneo, en un
plasmido recombinante (Figura 6), éste se usa para transformar
las bacterias. Los plasmidos recombinantes y no recombinantes
son introducidos en las bacterias mediante distintas técnicas de
transformacion. Para esto, las bacterias son tratadas con mez-
clas de cationes divalentes para hacerlas temporalmente per-
meables a pequefias moléculas de ADN, siendo so6lo una peque-
Aa fraccidn de las bacterias las que capta el ADN plasmidico, las
cuales se multiplican y forman colonias (Sambrook y col.,1989;
Lodish y col., 1995; Penafiel y Garcia, 2001).
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Figura 6. Procedimiento general de clonacién de un fragmento de
ADN en un plasmido (Fuente: Lodish y col., 1995).

21



La genoteca como herramienta de la biotecnologia

Los bacteriéfagos o fagos

Hasta 1983, casi todas las clonaciones de ADNc se realizaban
usando plasmidos como vectores y las genotecas eran usualmen-
te mantenidas como una coleccion por encima de 10° colonias
bacterianas transformadas. Algunas veces esas colonias eran
recolectadas, amplificadas en cultivo liquido y almacenadas a
—70°C. y en otras, eran mantenidas en la superficie de filtros de
nitrocelulosa (Hanahan and Meselson, 1983). En ambos casos,
los resultados eran insatisfactorios. Las genotecas eran dificiles
de preservar sin la pérdida de viabilidad y la evaluacion por hibri-
dizacion con multiples sondas radiactivas, requeria la replicacion
de las colonias de un filtro de nitrocelulosa a otro. Este laborioso
trabajo se debia realizar en corto tiempo, antes que las colonias
del filtro se mancharan y fuese dificil su reconocimiento. Con la
obtencién mas eficiente de ADNc y la disponibilidad de adaptado-
res, entre otros avances, se considerd posible aprovechar la alta
eficiencia y reproducibilidad del empaquetamiento in vitro del ADN
del bacteriofago A, en la particula viral. Las genotecas resultantes
pueden ser amplificadas y almacenadas indefinidamente sin pér-
dida de viabilidad y pueden ser evaluadas facilmente con acidos
nucleicos y antibioticos (Sambrook y col., 1989).

Los bacteriéfagos son virus que infectan especificamente a bac-
terias. Son estructuras simples que consisten en moléculas de
ADN (ocasionalmente moléculas de ARN) que transportan algu-
nos genes, incluyendo muchos que participan en la replicacion,
rodeadas por una cubierta protectiva o capside, construida por
moléculas de proteina.

El patron general de infeccion de un fago es el siguiente:

1. La particula del fago se adhiere a la pared celular de la bacte-
ria e inyecta su ADN dentro de la bacteria.

2. La molécula de ADN del fago se replica, usualmente por enzi-
mas especificas codificadas por genes del fago.

22



La genoteca como herramientade la biotecnologia

3. Otros genes del fago dirigen la sintesis de los componentes
del capside y una nueva particula es ensamblada y liberada
de la bacteria (Brown, 1990; Lewin, 2001).

Hay dos tipos de infeccidén por parte de los fagos, ciclo litico e
infeccion lisogénica. El ciclo litico (Figura 7), es de corta dura-
cion (menos de 20 minutos) y en él, el ADN circular viral se re-
plica muchas veces, un gran nimero de productos de genes del
bacteriéfago son sintetizados, las particulas de la progenie del
bacteriéfago son ensambladas y la liberacion de las particulas
infecciosas del nuevo fago esta asociada a la lisis de la bacte-
ria (Sambrook y col., 1989; Brown, 1990; Lewin, 2001). Por lo
tanto, el tratamiento de un césped bacteriano, creciendo sobre
una placa de agar, con particulas infecciosas producira placas
liticas formadas por la lisis de las bacterias infectadas (Pefafiel
y Garcia, 2001).

En contraste al ciclo litico, la infeccion lisogénica (Figura 8) esta
caracterizada por integracion de la molécula de ADN del fago
en el genoma de la bacteria receptora, formando el denominado
profago, manteniéndose asi posiblemente por muchas divisiones
celulares y es heredado en forma latente e inerte, de la misma
forma que los genes bacterianos. Posteriormente, el profago es
liberado del genoma portador y se revierte al ciclo litico, lisando
la célula (Brown, 1990; Campbell, 2001; Lewin, 2001).

Aungue hay una gran variedad de bacteriofagos, solo el Ay M13
tienen un papel real como vectores de clonacion. Ambos fagos
son del tipo lisogénico, con la diferencia que el ADN del M13 no
se integra al genoma de la bacteria y son liberados de la célula
sin producir lisis (Brown, 1990 ; Campbell, 2001).
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Figura 7. Ciclo litico del bacteri6fago. (Fuente: Lewin, 2001).
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Figura 8. Ciclo lisogénico y ciclo litico del bacteriéfago (Fuente:
Lewin, 2001).
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El bacteriéfago A ha ocupado un rol central en la clonacién mo-
lecular. Un gran numero de vectores versatiles y sofisticados se
encuentran disponibles y su desarrollo fue posible por el vasto
y detallado andlisis de la genética y fisiologia de este bacterio-
fago. Es un ejemplo tipico de fago con cabeza y cola (Figura 9).
Su ADN esta contenido en la estructura de la cabeza poliedral y
la cola le sirve para unir el fago a la superficie bacterial e inyec-
tar el ADN dentro de la célula. El genoma es una molécula de
ADN lineal de doble cadena de aproximadamente 49 kb, con ex-
tremos de 12 nucledtidos que forman cadenas simples comple-
mentarias denominadas terminales cohesivos cos. Dentro de la
bacteria, estos extremos se asocian por apareamiento de bases,
permitiendo que la molécula se haga circular al unir sus extre-
mos, por la accidn de la enzima ADN ligasa del hospedador, para
generar una molécula de ADN circular que sirve de molde para
la replicacion durante la fase temprana de infeccion (Sambrook y
col.,1989; Brown, 1990; Campbell, 2001, Izquierdo, 2001).

Figura 9. Bacteriofago A (Fuente: Lodish y col, 1995).
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No hay un solo bacteriéfago A adecuado para la clonacion de to-
dos los fragmentos de ADN. Es necesario elegir cuidadosamente
entre los vectores disponibles. Hay tres consideraciones que in-
fluyen en la escogencia: las enzimas de restriccion a usar, tamario
del fragmento de ADN foraneo a ser insertado y si el vector seré o
no usado para expresar secuencias de ADN clonadas.

El desarrollo de vectores conteniendo multiples sitios de clona-
cion y la disponibilidad de una variedad de enzimas de restric-
cion que cliven el ADN para producir terminales cohesivos, ha
simplificado altamente los mecanismos de clonacion en vectores
bacteriofago A.

El tamafio del inserto es un factor importante a ser considerado
para escoger el vector. Solamente cerca de 60% del genoma
viral es necesario para el crecimiento litico del bacteriéfago y
el resto del genoma puede ser remplazado por el ADN foraneo.
Sin embargo, la viabilidad disminuye draméaticamente cuando el
tamano del genoma es mayor que 105% o menor que 78%. Por
esto es importante realizar una combinacion tal que el vector y
el ADN foraneo alcancen el tamafio en los limites aceptables
(Sambrook y col., 1989). El tamafio de diferentes fagos se pre-
senta en el Cuadro 2.

Con el uso de vectores derivados del fago A se pueden clonar
fragmentos de ADN de hasta 25 Kb. Con Agt10, fragmentos de
6 kb y con AEMBL, fragmentos de 23 kb (Sambrook y col., 1989;
Brown, 1990; Penafiel y Garcia, 2001).

AZap es el primero de una nueva generacion de vectores que
han sido diseflados para suministrar un mayor rango de sitios
potenciales para clonacién y expresion de ADNc y un método
simplificado para la recuperacion y subsecuente manipulacion
del ADNc. Debido a su versatilidad, seguramente este vector
reemplazara Agtl0 y Agtll como vectores de eleccién para la
construccion de genotecas de ADNc (Sambrook y col., 1989).
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Cuadro 2. Tamafio de diferentes bacteri6fagos

Bacteri6fago Tamafio (kb) Tamafio del inserto (kb)
Agt10 43 0-6
AgQtll 44 0-72
AORF8 44 0-9
AQt18 Agtl9 44 0-77
Agt20 Agt21 44 0-82
Agt22 Agt23 44 0-82
AZap 40 0-10
AEMBL 28,7 23

(Fuente: Sambrook y col., 1989)

El fago M13 es un ejemplo de fago filamentoso y su estructura
es completamente diferente a la del fago A. La molécula de ADN
es circular, de cadena simple y de 6,4 kb. Una vez dentro de la
célula, la molécula de cadena simple actia como molde para la
sintesis de una cadena complementaria y formar una molécula
de ADN de cadena doble. Con este fago se pueden clonar frag-
mentos menores de 3 kb (Brown, 1990.; Izquierdo, 2001).

Otros vectores

Los césmidos: son plasmidos a los que se les ha insertado la
region “cos” del fago lambda. Son particularmente Utiles para
clonar insertos de gran tamafio, debido a que son muy pequefios
(8 kb 0 menos). La region cos le confiere la facilidad para ser em-
paquetado in vitro por el sistema del fago, siempre que existan
de 37 a 52 kb entre cos y cos, lo que implica una seleccion efec-
tiva para insertos de entre 40-45 kb. Una vez que el fago haya
inyectado el ADN en la bacteria, éste se comportard como un
plasmido y podra ser seleccionado por resistencia a ampicilina.
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Se utilizan en la elaboracion de genotecas de genomas grandes,
pero una vez aislado el clon deseado, conviene caracterizarlo
y subclonarlo en un plasmido convencional y de facil manejo.
(Brown, 1990; Pefafiel y Garcia, 2001; Izquierdo, 2001).

Cromosomas de bacterias (CAB): constituyen unos interesan-
tes vectores con dos caracteristicas fundamentales: 1) permiten
insertos de entre 100 y 300 kb y 2) los insertos permanecen es-
tables sin reordenar o eliminar material interno, debido a la pre-
sencia de uno o dos por bacteria. Estos se usan para elaborar
genotecas de genomas de gran tamafno. Pueden ser construidos
a partir de los factores de fertilidad F, los cuales son episomas
gue pueden mantenerse en el citoplasma como plasmidos o in-
tegrarse en el cromosoma de la bacteria. En este ultimo caso,
puede escindirse, duplicar una de las bandas y movilizarla en
forma de hebra sencilla a otra bacteria por conjugacion, llevan-
dose parte del cromosoma bacteriano. Ya en célula receptora,
el ADN pasa a hebra doble, habiendo dejado una copia de todo
el cromosoma en la bacteria donante y creando un diploide par-
cial en la célula receptora. Estos también pueden ser escindidos
del cromosoma bacteriano y en su proceso de escision puede
tomar alguno de los genes bacterianos vecinos al lugar de la
integracion. Estos vectores son introducidos en la bacteria por
electroporacion. La seleccion de los transformantes se realiza
por resistencia a cloranfenicol, y la presencia de insertos se con-
firma por hibridizacion.

También pueden se construidos a partir del fago P1, los cuales se
integran al cromosoma de la bacteria (lisogenia), al escindirse de
nuevo, transportan genes préximos al lugar de integracion; estos
genes son transmitidos de una bacteria a otra por el proceso de
transduccion. Los CAB derivados de P1, mantiene estable inser-
tos de hasta 100 kb. Este confiere resistencia a kanamicina.
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Vectores de levaduras

Las levaduras son organismos eucariotas unicelulares. Son la
alternativa natural en la produccién a escala industrial de protei-
nas con interés farmacologico para terapia humana. Estas son
capaces de llevar a cabo procesos posteriores a la traduccion
(fosforilan, acetilan y glicosilan proteinas) que no realizan las
bacterias y que pueden ser importantes para la expresién de un
gen eucariodtico en un sistema heterélogo. Ademas, son faciles
de cultivar y econdmicas de mantener. Por todo esto, las levadu-
ras podrian actuar como hospedador alternativo para la expre-
sion de proteinas humanas con interés biotecnolégico.

Entre los vectores de levaduras que tienen un papel importante
en la expresion de proteinas se encuentran:

e Vectores de integracion cromosémica: son moléculas hibri-
das que contienen un plasmido procariético y secuencias de
levaduras. La presencia del plasmido facilita el crecimiento y
preparaciéon de grandes cantidades del vector en E. coli. Las
secuencias de levadura permiten una integracion en su propio
genoma, introduciendo un gen de interés en la levadura. El
pFAG6-kanMx3 es un ejemplo de este tipo de vector.

e Vectores de replicacién autbnoma: se pueden replicar en for-
ma libre sin necesidad de integracion en el genoma del hos-
pedador. Transforman levaduras con una eficiencia alta, pues
no requieren una recombinacion en el cromosoma para perpe-
tuarse. Tienen las secuencias de replicacion autbnoma (SRA).
Los vectores SRA/CEN son vectores SRA a los que se les ha
afadido secuencias centroméricas para aumentar su estabili-
dad. Estos a la vez se dividen en:

a) Cromosomas artificiales (CAL): son vectores SRA/CEN
a los que se les han afiadido telomeros cromosémicos
(SRA/CEN/TEN). Son los vectores que permiten clonar
los fragmentos méas grandes de ADN (de 100 a 2.000 kb).

30



La genoteca como herramientade la biotecnologia

Basicamente estos vectores incluyen un plasmido proca-
ritico para su propagacion y preparacion en E. coli. Se
emplean preferentemente para elaborar librerias de ge-
nomas muy grandes, como el humano, o para mantener
un gen completo con muchos intrones en un solo clon. Un
ejemplo de este tipo de vectores es el pCAL2.

b) Vectores basados en el plasmido 2 um: la levadura Sa-
ccharomyces cerevisiae posee un plasmido endégeno
de 2 um de longitud, que no confiere a la célula ningu-
na caracteristica especial. Se le denomina simplemente
“circulo de 2 um”. El nUmero de copias es de 50 a 100
unidades por célula y es estable. Los vectores basados
en el circulo de 2 um tienen como finalidad la expresion
del inserto, tanto a niveles de explotacion farmacéutica
de la proteina recombinante, como de sistema modelo en
investigacion basica o aplicada.

c) Vectores de expresion de origen mixto: uno de los vecto-
res de expresion mas sofisticados es el AZAP pEL URA3
(plasmido de expresion de levadura URAS3). Este vector
es un fago que lleva otro vector procariotico bluescript
M13(-), como inserto. El conjunto se denomina AZAP vy
tiene la gran ventaja de que en presencia de un virus
auxiliar, F1 o M13, el bluescript puede escindirse in vivo
de lambda y crecer como plasmido. Dentro del bluescript,
se han insertado las secuencias de levaduras que le con-
vierten en un excelente vector de expresiéon. Este vector
de 6,4 kb queda incorporado en el AZAP, una vez que
tenga el inserto del gen eucariotico (clones de ADNc en la
mayoria de los casos). Una vez en la bacteria, se puede
escindir con ayuda de un fago “auxiliar” y reproducirse,
circularizado, como plasmido.

Todos estos vectores ofrecen la posibilidad de amplificar el vec-
tor en procariotas antes de ser introducidos en la levadura. El
sistema de levaduras se utiliza fundamentalmente con la finali-
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dad de expresar el gen clonado en un sistema eucariotico, con
excepcion de los YAC, donde la posibilidad de grandes insertos
supera el interés tradicional (Izquierdo, 2001).

d) Seleccion de bacterias que contienen el ADN recombi-
nante, cuando se usan plasmidos como vector.

En la mayoria de los casos, las células hospedadoras son bac-
terias seleccionadas por presentar las mejores propiedades de
captacion, seleccién y multiplicacion de ADN recombinante. Entre
los hospedadores eucariotas, como se mencion6 anteriormente,
las levaduras ocupan un lugar importante por ser organismos uni-
celulares, y faciles de manejar y multiplicar a gran escala en el
laboratorio. También se realizan clonaciones en células vegetales,
pero las células animales son las de mayor interés en ciencias
biomédicas. No obstante, la introduccion de ADN en células euca-
riotas es mas delicada y su cultivo es mas complejo. Ademas, la
replicacion del vector con independencia de los cromosomas de
la célula hospedadora es problematica, por lo que suele ser nece-
sario utilizar vectores que permitan la integracion estable del ADN
forAneo en los cromosomas del hospedador. A pesar de ello, la
introduccion y expresion de genes en células eucariotas es cada
vez mas frecuente (Pefiafiel y Garcia, 2001).

Antes de seleccionar el gen de interés, la coleccion de fragmen-
tos unidos al vector correspondiente debe introducirse en cé-
lulas hospedadoras adecuadas, como lo son las bacterias. El
organismo hospedador amplifica los fragmentos recombinantes,
facilitando su identificacion. Como la transformacion del hospe-
dador, por introduccion de moléculas recombinantes, se realiza
en condiciones de gran exceso de células hospedadoras y de
eficiencia limitada, se necesitan mecanismos sencillos para po-
der distinguir las bacterias que han captado ADN de las que no
lo han hecho (Figura 10). La seleccion de las bacterias trans-
formadas es sencilla cuando las moléculas recombinantes les
confieren una nueva caracteristica facilmente identificable.
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Figura 10. Clonacién de un gen deseado utilizando plasmidos como
vector (Fuente: Brown. 1990).
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Seleccidn por inactivacion de un marcador

La mayoria de los vectores de clonacion son disefiados de ma-
nera tal que la insercién de un fragmento de ADN dentro del
plasmido destruye la integridad de uno de los genes presentes
en la molécula. En este caso, al insertarse en un gen que codi-
fica un marcador de seleccion, éste se inactiva y de esa forma
se seleccionan las células transformadas que albergan el vector
ligado al ADN recombinante de aquellas células transformadas
gue contienen plasmidos normales (sin ADN recombinante).

Los marcadores comunmente usados son genes que confieren
resistencia a antibioticos como ampicilina, tetraciclina, cloranfe-
nicol y kanamicina. Practicamente todos los plasmidos contie-
nen uno o mas genes de resistencia a antibiéticos (Sambrook y
col., 1989).

Por ejempo, el plasmido pBR322, el cual confiere a la célula re-
ceptora resistencia a la ampicilina y a la tetraciclina (ampR® tet®),
tiene varios sitios de restriccion que pueden ser usados para
abrir el vector antes de la insercion del nuevo fragmento de ADN.
BamHI es uno de ellos y corta al plasmido en un punto dentro
del conjunto de genes que codifican para resistencia a la tetra-
ciclina. La molécula recombinante de pBR322, una vez que in-
corpora un fragmento de ADN extra en el sitio BamHlI, pierde la
resistencia a la tetraciclina, ya que los genes necesarios para
ello son interrumpidos por el ADN insertado (Figura 11).

Las células que contengan este plasmido recombinante seran
todavia resistentes a la ampicilina pero sensibles a la tetraci-
clina; por lo tanto, las colonias de bacterias que crecen en una
placa con ampicilina y no crecen en la placa con tetraciclina se-
ran células que tienen el recombinante (ampR tets) (Figura 12)
(Sambrook y col., 1989; Brown, 1990).
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Figura 11. a) Vector de clonacién pBR322. Molécula normal. (b) Molé-
cula recombinante conteniendo un fragmento de ADN en
el sitio BamHI (Fuente: Brown. 1990).
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Figura 12. Seleccién por inactivaciéon por insercion de un ADN fora-
neo en un gen de resistencia a antibiético de un plasmido
(Fuente: Sambrook y col., 1989).
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Seleccidn por inactivacion del gen Lac Z’

Para abordar el proximo ejemplo es importante explicar el ope-
rén Lac presente en la bacteria E. coli, analizado por primera vez
por los cientificos Francois Jacob y Jaques Monod, en 1960, y
por el cual ganaron el premio Nobel en 1965 junto al investigador
Andre Lwoff.

Este operon posee tres genes: Z, Y y A. El Lac Y codifica la enzi-
ma lactosa permeasa, responsable de la entrada de la lactosa a
la célula. El gen Lac Z codifica la p-galactosidasa, la cual hidro-
liza a la lactosa en glucosa y galactosa. El gen Lac A codifica la
tiogalactosido transacetilasa de funcion fisiologica no bien cono-
cida (Figura 13).

Figura 13. Operon Lac (Fuente: Lodish y col., 1995).

La sintesis de B-galactosidasa y lactosa permeasa es inhibida
cuando el medio en el que crecen las bacterias tiene glucosa
como Unica fuente de carbdn y energia, e incrementada cuando
estas células crecen en medio con lactosa. Algunas moléculas
similares en estructura a la lactosa pueden inducir la expresion
de los genes del operdn Lac; aun cuando ellas no pueden ser hi-
drolizadas por la B-galactosidasa, estas moléculas son llamadas
inductores. Una de ellas es el Isopropil-B-D-tiogalactésido, abre-
viado IPTG. Es particularmente util en los estudios genéticos del
operdon Lac debido a que él puede entrar a la célula y como
no es metabolizado, su concentracion permanece constante a
través del ensayo. Cuando las bacterias E. coli son colocadas
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en placas con IPTG y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactdsi-
do (X-gal), compuesto incoloro que también es hidrolizado por
B-galactosidasa produciendo un compuesto insoluble de color
azul, todas las colonias que crecen son azules. Cuando son co-
locadas en placas con X-gal sin IPTG, las colonias resultantes
seran blancas, en este caso no hay suficiente -galactosidasa
en la célula para hidrolizar el X-gal y producir la coloracion azul.
A la izquierda del gen Lac Z hay una region llamada gen Lac |,
el cual codifica para una proteina que normalmente reprime la
expresion del operén Lac en la ausencia de lactosa, de ahi que
los investigadores la denominaron represor Lac y propusieron
gue su union al sitio del genoma de E. coli donde se inicia la
transcripcion del operén Lac, lo bloqueaba. Mas adelante, pro-
pusieron la hipétesis que cuando la lactosa esta presente en la
célula, ésta se une a la proteina represor Lac, disminuyendo su
afinidad por el sitio de unién del represor en el ADN. Como resul-
tado, el represor falla y la transcripcion del operdn Lac se inicia,
conduciendo a la sintesis de § galactosidasa, lactosa permeasa
y tiogalactésido transacetilasa (Lodish y col., 1995).

Un ejemplo de esta seleccién es el plasmido pUCS, el cual con-
tiene el gen para la resistencia a la ampicilina y un segmento de
ADN derivado del operdn Lac de E. coli, llamado gen Lac Z*, que
codifica para la porcién amino terminal de la enzima -galacto-
sidasa, cuya sintesis también es inducida por IPTG. Vectores
de este tipo son usados con cepas de E. coli que tienen el gen
Lac Z modificado (Lac-), faltandoles el segmento conocido como
Lac Z'. Estas bacterias pueden sintetizar solo la porcion car-
boxi- terminal de la enzima B-galactosidasa, por lo que la célula
hospedadora y el plasmido se asocian para formar la proteina
enzimaticamente activa. Las células que transportan el plasmido
normal pUC8 seran ampicilina resistentes y capaces de sinteti-
zar ambos fragmentos de la enzima, formando colonias azules
cuando el medio contiene X-gal (Figura 14).
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Figura 14. Seleccion por inactivacion por insercion de un ADN fora-
neo en el gen Lac Z~ del plasmido pUC8. a) Molécula nor-
mal. b) Produccion de la molécula completa de la enzima
B- galactosidasa (Fuente: Brown, 1990).

La clonacién con pCUS8, que incluye la inactivacion por insercion
en el gen Lac Z" de un fragmento de ADN foraneo, produce co-
lonias ampicilina resistentes pero incapaces de sintetizar la enzi-
ma, ya que la insercion del ADN foraneo en el sitio de policlonaje
del plasmido, inactiva el fragmento amino terminal de la enzima
B- galactosidasa (Figura 15).

Para la seleccidn, en el agar con X-gal mas el inductor de la enzi-
ma como es el IPTG en conjunto con ampicilina, las colonias no-
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recombinantes seran azul oscuro, mientras las que tienen el gen
Lac Z" recombinante son incapaces de sintetizar la enzima y por
lo tanto seran blancas (Sambrook y col., 1989; Brown, 1990).

Figura 15. a)pUC8recombinanteconinserto de AND en el sitio bamHI.
b) Seleccion de las recombinantes en agar conteniendo
x-gal mas IPTG (Fuente: Brown. 1990).

e) Seleccién de fagos recombinantes

El estado final de un ciclo de infeccién de un fago es la lisis ce-
lular. Si las células infectadas son esparcidas sobre un medio
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sélido de agar, inmediatamente después de haberse incubado
con los fagos, la lisis celular puede ser visualizada como placas
0 espacios abiertos sin bacterias. Cada placa es una zona clara
producida por la lisis de los fagos sobre las bacterias, los cuales
infectan nuevas células vecinas provocando su lisis. El resultado
final de un experimento de clonacion de genes usando fagos
como vectores es una placa de agar cubierta de placas de fagos.
Cada placa es el resultado de una célula infectada y por lo tanto
contiene particulas de fagos idénticas. Ellas pueden contener
vectores recombinantes y no recombinantes. Entre las diferen-
tes formas para lograr la seleccién de los fagos recombinantes
(Figura 16), se encuentran las siguientes:

» Inactivacion por insercion del gen Lac Z” transportado por
el fago: la insercion de un nuevo ADN dentro del gen Lac
Z  inactiva la sintesis de p-galactosidasa, y al igual como
sucede con el plasmido pUCS8, los fagos recombinantes
son distinguidos cuando se usan hospedadores Lac- en
presencia de un sustrato cromogeno X-gal, por su habili-
dad de formar placas claras y las de los fagos no recom-
binantes seran azules.

» Seleccion usando el fenotipo SPI: el fago A normalmente
no puede infectar células de E. coli que posean un pro-
fago conocido como P2. A estos fagos se les llama Spi+
(sensibles a la inhibicion del profago P2). Algunos fagos
A son escogidos de tal manera que la insercién de un
nuevo ADN causa un cambio de Spi+ a Spi-, (carecen de
dos genes involucrados en la recombinacién, genes red
y gam) por lo que el recombinante puede infectar células
gue transportan el profago P2. Tales células son usadas
como receptoras para experimentos de clonacion con es-
tos vectores, solamente las recombinantes Spi - produci-
ran placas (Sambrook y col.,1989; Brown, 1990).

» Seleccion sobre la base del tamafio del genoma A: el sis-
tema de ensamblaje A, que ensambla particulas de fagos
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maduras, puede insertar s6lamente moléculas de ADN
entre 37 y 52 Kb dentro de la cabeza del fago. Cualquier
molécula inferior o menor a 37 Kb no podra ser ensam-
blada. Muchos vectores han sido construidos cortando
segmentos largos de la molécula de ADN A para ser me-
nores de 37 Kb de largo. Asi, el fago serd ensamblado
solamente después que el ADN extra se haya insertado,
dandole al genoma un tamafio por encima de los 37 Kb.
Por lo tanto los fagos recombinantes seran los capaces
de replicarse y lisar las células (Brown, 1990).

Figura 16. Estrategias para seleccionar fagos recombinantes (Fuen-
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f) Métodos para evaluar las genotecas

La identificacién de las células transformadas por un ADN re-
combinante concreto, que ha incorporado un inserto especifico
entre los muchos posibles, requiere la posesién de un método
de deteccién del gen o producto del gen, de forma que se puede
aislar el clon recombinante, entre las diferentes colonias de bac-
terias o fagos (Pefafiel y Garcia, 2001). Entre los métodos que
existen para evaluar las genotecas estan: hibridizaciéon con son-
das de acido nucleico radiomarcadas y deteccién inmunoldgica
de antigenos especificos.

En 1975, Grunstein y Hogness describieron un método para la
lisis in situ de colonias bacterianas en filtro de nitrocelulosa y
unioén no covalente del ADN liberado a el filtro. Entonces, el ADN
puede ser hibridizado por sondas apropiadas de acido nucleico
radiomarcado. 2 x 10*colonias por filtro de 138 mm o 10* colo-
nias por filtro de 82 mm pueden ser evaluadas usando esta téc-
nica (Sambrook y col., 1989).

Para detectar cual de las colonias recombinantes que crece en
la placa de agar posee un inserto determinado (Figura 17), se
presiona suavemente un filtro de nitrocelulosa sobre la placa de
agar, de modo que algunas células de cada colonia se peguen al
filtro, formando una réplica de la placa. La réplica se trata con al-
cali para romper las células y desnaturalizar el ADN, que queda
unido al filtro, y se incuba después con la sonda radiactiva (casi
siempre marcada con *2p). Por autorradiografia, se obtiene una
imagen que permite detectar la posicion en la placa de agar de
la colonia o colonias de interés (Luque y Herraez, 2001; Pefafiel
y Garcia, 2001; Izquierdo, 2001).

Otro método es el analisis de ADN plasmidico sometido a di-
gestion con enzimas de restriccion. Para esto, un niumero de
colonias bacterianas transformadas son tomadas y colocadas a
crecer en cultivo a pequefia escala. EI ADN de los plasmidos es
aislado de cada cultivo y analizado por digestion con enzimas de
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restriccion y electroforesis en gel. Este procedimiento, aunque
laborioso, es el método de eleccion cuando hay una alta pro-
babilidad de encontrar el recombinante deseado dentro de un
pequefio nimero de colonias transformadas escogidas al azar
(Sambrook y col., 1989).

Figura 17. Seleccién de la colonia de bacterias con el recombinante
deseado por medio del método de hibridizacién (Fuente:
Luque y Herraez, 2001)

En el caso de los bacteriofagos, es similar. Después que una
coleccién de fagos ha sido preparada, es necesario identificar y
aislar el recombinante deseado de la poblacion. EI método co-
munmente usado involucra una evaluacién de las placas de los
bacteriofagos por hibridizacién con sondas de ADN marcadas
con *p (Benton y Davis, 1977) (Figura 18). Los bacteriéfagos
son sembrados en una densidad adecuada y para imprimir una
copia del patrén de las placas, se coloca un filtro de nitrocelulosa
sobre la superficie del top agar. Las particulas del bacteriéfago y
el ADN son transferidas al filtro por capilaridad y asi se obtiene
un patrén exacto de las placas. Luego de una desnaturalizacién
con alcali, el ADN se une irreversiblemente al filtro y puede ser

44



La genoteca como herramientade la biotecnologia

hibridizado con la sonda marcada con *?p. El exceso de la sonda
se elimina por lavados y los filtros son expuestos a una pelicula o
placa autoradiografica. Las placas hibridizadas son identificadas
por alineacién de la pelicula con la placa de agar original y reco-
lectadas para su analisis. Este método es valioso para identificar
un pequefio numero de bacteriofagos recombinantes que por-
ten secuencias de interés en genotecas genémicas o de ADNc
(Simy col., 1979). En placas de Petri de 90 mm se pueden eva-
luar un maximo de 15.000 placas y en una placa de Petri de 150
mm se puede evaluar 50.000 placas. (Sambrook y col., 1989).

Figura 18. Identificacion de un clon especifico de fagos recombinan-
tes por el método de hibridizacion (Fuente: Lodish y col.,
1995).
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Se han desarrollado bacteri6fagos A no sélo para permitir la pro-
pagacion de secuencias foraneas, sino también para permitir su
expresion en la célula bacteriana. El vector de este tipo mas co-
muanmente usado, es Agt1ll (Huynh y col., 1985). Este porta una
porciéon del gen de la B-galactosidasa de E. coli, incluyendo los
elementos que son esenciales para su expresion. Las genotecas
de ADNCc construidas con Agtll y Agt18-23 pueden ser evalua-
das inmunologicamente por la expresion de antigenos especi-
ficos en E. coli (Figura 19). Esto ha permitido el aislamiento de
muchos genes que codifican para proteinas, utilizando anticuer-
pos especificos. El AORF8 es otro vector de expresion usado
con éxito.

Las genotecas con plasmidos son mas dificiles de almacenar,
replicar y evaluar que aquellas construidas con bacteriéfagos
A. Por esta razon, la evaluacién inmunolégica de genotecas de
ADNCc es usualmente llevada a cabo en genotecas construidas
en bacteriofago A de expresion como Agtll y sus derivados,
AORF8 y AZap.

Cuando hay la disponibilidad de los dos métodos, la hibridiza-
cion con sondas de &cido nucleico radiomarcado es el preferido,
debido a que se puede usar bajo diferentes grados de astringen-
cia. Las sondas de acidos nucleicos detectan todos los clones
gue contienen secuencias de ADNc, mientras los anticuerpos
s6lo reaccionan con un subconjunto de estos clones (en algu-
nos casos uno de seis) en los cuales el ADNc ha sido insertado
en el vector, en el correcto marco de lectura y orientacion. Las
genotecas de ADNc que son evaluadas con anticuerpos nece-
sitan ser mas grandes (por un factor por lo menos de seis) que
aquellas que son evaluadas por sondas de acidos nucleicos. La
evaluacion por hibridizacion con &acido nucleico no requiere que
el ADNc clonado esté completo y no requiere que el producto
sintetizado en la célula hospedadora sea funcional y mantenga
sus propiedades antigénicas (Sanbrook y col., 1989).
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Figura 19. Evaluacidon inmunoldgicade una genoteca, debido a la ex-
presion de proteinas, utilizando anticuerpos radiomarca-
dos (Fuente: Lodish y col.,1995).
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Actualmente también se usan otros sistemas de marcaje incor-
porados a la sonda o al anticuerpo. Entre estos marcajes se en-
cuentran: el sistema biotina-avidina, en el cual la proteina avidina
lleva acoplado un marcador fluorescente y la deteccion se hace
por fluorescencia. Otro es el uso de enzimas que actuan sobre
sustratos que dan un producto coloreado o quimioluminiscente,
el cual se detecta por autoradiografia. Un ejemplo de este ultimo
es el uso de la enzima peroxidasa que degrada el luminol con la
emisién de quimioluminiscencia (Brown, 1990; Luque y Herraez,
2001).

g) Ejemplos de genotecas.

Se han elaborado genotecas tanto de ADNc como gendmicas
de variados agentes patdégenos (Cuadro 3), lo que ha permitido
un conocimiento de las bases moleculares de muchas enferme-
dades.
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Cuadro 3. Algunos agentes patdgenos para los cuales se han elabo-
rado genotecas

Agente patdgeno Tipo de Referencia
genoteca

Anaplasma marginale ANDg  Aboytes y Buening, 1990
Babesia bigemina ANDc  Valencia, 2002
Babesia bovis ADNc E|'|I:eydcf kl-l?hgeﬁe'?;e;gozo'” 2000
Babesia bovis ANDg  Petchpooy col.,1992
Babesia divergens ADNc  DelbecQ y col., 2002
Babesia equi ADNc  Schelpy col., 1995
Babesia gibsoni ADNc Eﬂtﬂmgtg z gg: 388%

Homer y col., 2000
Babesia microti ADNg Homer y col., 2003; Lodes y col.,

2000
Brugia pahangi ADNc  Huntery col., 1999
Cryptosporidium parvum ADNc  Petryy col., 1998
Dictyocaulus viviparus ANDc  Brittony col., 1995
Echinococcus granulosus ADNc  Marguttiy col., 1999
Eimeria tenella ADNCc SOL‘I'?EZO%%G y col., 1998; Refegay
Leishmania major ANDc Piedrafita y col.,1999; Stober, 2004
Necator americanus ANDc  Zhany col., 2000
Neospora caninum ANDc  Hemphill y col., 1997
Plasmodium berghei ANDc  Shibuiy col., 2001
Plasmodium falciparum ANDc  Watanabe y col., 2001
Plasmodium vivax ANDc Quiy Tong, 1994
Psoroptes ovis ANDc Leey col., 1999
Sarcoptes scabiei ANDc  Harumaly col., 2003
Schistosoma mansoni ANDc  Zouainy col., 1998
Taenia saginata ANDc  Ferrery col., 2003
Taenia solium ANDc  Jiménezy col., 2000
Toxoplasma gondii ANDc  Striepeny col., 2002
Trichomona vaginalis ANDc  Arroyoy col., 1995
Wuchereria bancrofti ANDg Raghavan y col., 1991
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h) Importancia de la elaboracién de una genoteca

Una vez que el ADN ha sido clonado, se pueden multiplicar los
clones individuales en cualquier momento y obtener un fragmen-
to de ADN recombinante en cantidad suficiente, a partir de lo
cual se abren diversas posibilidades, tanto en el ambito de la
investigacion pura (estudio de la estructura y la funcion de un
gen) y aplicada (obtencion de plantas o animales transgénicos),
como en la esfera médica (diagnéstico y tratamiento de enfer-
medades).

Hay muy pocas areas de la investigacion biol6gica que no han
sido afectadas por la clonacién de genes. En la industria, por
ejemplo, la clonacién de genes ha permitido alcanzar enormes
avances en biotecnologia. Por muchos afios han sido utilizados
bacterias y hongos como fabricas vivientes las cuales producen
componentes muy Utiles como los antibiéticos, por ejemplo la
penicilina, la cual es sintetizada por un hongo Penicilium y la es-
treptomicina, producida por una bacteria Streptomyces griseus.
La clonacioén ha revolucionado la biotecnologia de una forma no-
table, proporcionando una via en la cual, proteinas de mamiferos
puedan ser producidas dentro de células bacterianas. Los genes
que controlan la sintesis de importantes principios activos farma-
céuticos, tales como drogas, hormonas, pueden ser tomadas de
los organismos donde estan presentes naturalmente, pero que
su obtencidn a partir de los organismos naturales puede ser cos-
tosa y dificil, y al colocarlos en una bacteria, el producto puede
ser recuperado facilmente y en mayores cantidades. Un ejemplo
es la insulina recombinante (Pefafiel y Garcia, 2001).

De ahi la importancia de las genotecas, como herramienta para
la obtencién de conocimiento méas preciso de las bases molecu-
lares de muchas enfermedades y de nuevas posibilidades tera-
péuticas.
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