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11. INTRODUCCION

Con el descubrimientn de Wataon y Crick (322), en la década de
los GO's, de ia estruetura de doble hélice de la molécula de DNA,
enpezb una gran cadena de experimentos Yy de nuevos
descubrimientos encaminados a elucldar los procesos moleculares
involuerados "en la transmisidn y regulacldan de la informacién
genética (44).

El ¢conocimliento de lo2 principales mecanismos moleculares
implicados en los eventos de transcripecldn, replicacién vy
reparacién del DNA, condujeron 8 3su vez al! aislamiento e
identificaciftn de varias enzimas teles como ligasas, polimeracas,
topaisamerasas, etc. que participan en tales procesos.

Por otra parte, en el campo de la Microbiologia, importantes
‘avances habian logrado para finalesg de la década de los sesentas
una mejor comprensiftn de 10s mecani{smos de recomblinacidn ((10) y
de propagacidén  (17) de DNA foraneco en diversos microorganismos.
Ademas se habia leogrado ya aislar, a partir de bacterlas, enzimas
de restriceién y moléculas de DNA circulares de replicacién
autnoma 1llamadas plasmidos (32). Estos dltimos adquirieron
especial importancia pues se descubrié que portaban secuencias 6
genes << que conferzan- - entre .. . otrag. Ccosasy resigtencia- a
antibidticns. Todos estos logrog dieron origen, en la década de
los 70’s, a la . ereaciaon de una serie de técnicas mediante las
cusles se pudo unir 6 recombinar, en el tubo de ensayo, moléculas
de DNA de diferente origen. Asi mismo, la incorporacién de estas
aecuencias en plasmides, ¥ !a introduccifin de estos a bacterias,
permitié6 la propagacién y amplificacifin de genes individuales.
Eztaa técnicas =e conjuntaron y se transfarmaron en una nueva
herramienta denominada Ingenieria Genética, Clonacién molecular 6
Tecnologia del DNA recombinante (32).

Actualmente, la Ingenieria Genética, congtituye una de las
herramientas biotecnolbgicas y de investigacidtn experimental mas
poderosas. Con ella, es posible manipular los genes a fin de
modificar 6 transformar la informaci6tn genética que regula 6
codifica el desarrollo de los eventos figiolégicos mas
impprtantes en wun organismo, que pueden ser usados para
determinar la wutitidad y el aprovechamiento de productos
biglégicos,de origen tanto animal como vegetal. Asi mismo, la
Ingenieria Genética constituye una valiosa herramienta para el
estudio de lo=2 mecanismos moleculares implicados en la regulaci6n
de la expresitn genética, gue afin wno sSe han logrado esclarecer
del todo.



IT1. ANTECEDENTES

La hormona de crecimiento (GH) de mamiferos s una proteinas
anpn un peso molecular de alrededor de 22,000 Kilodaltones (Kd)
sintetizada en la hipé6fiais anterior. E=z2 regponzsable del
erecimiento lineal corporal y participa en la regulacién de una
variedad de proacezas metab6licos, incluyendo el metabolizmo del
nitré6gena, lipidos, minerales y carbohidratos. Ensayos in vitro
con el tejido adiposoc muesgstran que la GH &sta Involucrada en la
incorporaciotn eelular de glucosa y su conversidtn a bi6xido de
carbono, lipidos, liberacién de gliceral ¥y la incorporacién de
aminodcidos en la sintesis protéica (18). ’

Junto con GH, la prolactina (Prl) y el lactoégeno placentaric
{FL), constituyen wuna familia de hormonas polipeptidicas que
estan relacionadas funclonal, inmunoquimica y estructuralments. A
pesar de sus similitudes, estmas hormonas spn sintetizadas de una
manera telidc especifica. GH y Prl son producidas en la hipafisis
anterior, mientras que el lactfgeno placentario es producido por
el sincitiotrofoblasto de la placenta. Las tres bhormonas poseen
actividad lactogénica, aunque la actiwidad promotora del
crecimiento es un atributo casi exclusivo de las GH'=. La GH e=
requerida para e! crecimliento postnatal y el mantenimiento de ios
procesos metabk6licos, menclonados arriba. Prl esta involucrada
en la injciaci6bn y mantenimiento del periodo de lactancia. Se
piensa gue PL puede proveer actividades parecidas a GH durante el
degarrollo del feto, aunque no parece ser una hormona esencial
(28).

Las tres hormonas tienen un tamano y una estructura protéica
similares. Cada hormona tiene un residuc Gnico de triptéafano (GH

y PL en el locua 85 y PFrl en la posicifin 81) y dos enlaces
disulfuro. Lags trez hormonas también contienen, dentro de =i,
cuatro reglones de homologia interna, las cuales se presentan en
cade una de ellas. Basados en estas observaciones y en la

gecuencla de aminoiAcidos, Niall y cols. postularon en 1871 que

las tres hormonas surgieron por duplicacitn de un gen ancestral
comfn (28).

El reclente desarrollo de la teenologia del DNA recombinante,
ha permitide 1a determinacién de las estructuras tanto del gen
como de la molécula de RNA mensajera (RNAm) de estas tres
hormonas. El analisis de 1la estructura primaria de estas
proteinaga y de las secuencias génicas que las codifican ha
permitido una reconsideracién de la hipbttesis de Niall y caols. y
también sugliere que el precursor de esta familia g2nica se formé
por duplicacién y divergencia de un gen ancestral mas pequefio
(281).

La ingenieria genédtica 6 tecnologia del DNA recombinante,
aparte de su gran utilidad como herramienta para el analisis de
la estructura y evolucién de los genes, tambi#n ha demostrado ser
una poderocsa herramienta para la obtenciéin de proteinas de



importancia biomédica. Esto 22 ha logrado a través de la
sintesis y clonacifin de los DNA complementarioz (DNAc) = los RNAm
y su incorporacién posterior a bacterias Escherichia coli para
que, por fermentacién se produzcan cantldades practicamente
ilimitadss de 1la proteina en cuestidn. Asi se han logrado
producir y comercializar varias proteinas de importanci=z
hiomédieca, entre las que de=ztscan la Insulina y la hormona del
crecimiento humana (26).

La hormona de crecimlento bavina (bGHY) madura, consta de 191

aminocacidos, aungue es sintetizada como un precurszcr con una
extension de 26 residuns de aminocAacldeos en el extremo amino-
terminal. Esta extensibén se conoce como péptido sefal y es

responsable de dirigir 1a molécula hacia el exterior de la
célula. Sin embargo durante el proceso de secrecion, al pacar la
molécula a través de la membrana, se elimina el péptido sewal
siendo la proteina madura la gque entra al torrente circulatario
para después ejercer su funclén en los Srganos blanco.

Al igual que otras GH, el principal papel fisiclégico de bGH
g5 @] de estimular e] creclmiento corporal; adem&s bGH posee una
marcada actividad lactogénica (31).

g gran - importanci=z e Interés - resultan las -recientes
observaciones efectuadas al administrar bGH al ganado bovino, gue
demuestran claramente que un incremento en el nivel de hormona
del crecimiento en animales productores de carne, aumenta la
velocidad de crecimiento y Jla eficiencia de Ja conversidn
alimenticia. Adem&s, en animales lecheros,la administracién

exo6gena de bGH incrementa también la produccion de leche. Los
efectos sobre la velocidad de crecimiento, de la bGH exSgenamente
administrada, han sido conoclidos desde hace més de 50 afos desde
los estudios originales de Evans y Simpson (i11) y Lee y Schaffer

(20). Eztpoz investigadores demostraron que extractos de
glandulas pituitarias causan incrementos dram&ticos en las
velocidades de crecimiento de animales experimentales. Ademas,

también se ha demostrado, primero por Machl!in (21)y mas tarde por
Feel ¥y o©cola (33) que la hormona de! crecimiento incrementa la
produccién de leche en e]l ganado lechero desde el 15 %, en el
periodo de lactaciédn primario, hasta el 40 % en el periodo de
lactaciftn tardio, cuando se administra a vacas adultas.
Interegantemente, la admlnlstracion de hormona del c¢recimiento a
éstos animales adultos, a través de todo el pericdo de lactacidn,
no mostrd efectos adversoz sobre el crecimiento &seo 6 cualqguier
otro aspecto de la fisiologia del animal (31).

For estas razones, la demanda de hormonas de crecimiento
animal con posible aplicacidén en 1a industria pecuaria ha
despertado gran Iinterés en numercsos grupos de investigacién y en
compa®ias blotecnolfigicas privadas. Desde hace algunos anos,
estos grupos han Invertido grandes. recursos y esfuerzos
encaminados a desarrollar y aplicar la ingenieria genetica con el
fin de obtener lo= genes que codifican para la sintesis de GHs en
las principales especies de vertebrados de interés comercial.



Como resultado de este esafuerzo ya z2e han logrado clonar los
genes para las GHs de variags especies que incluyen: humano (26},
rata (35), bovino (38), porecino (36), =zalmén (39 ), trucha (1) y
pollo (41).

Asi, mediante el usao de ingehieria genética, se ha logrado
obtener el DNAc de 1a bGH, el cual conziste de uns molécula de
sproximadamente 800 nuclebftidos de longitud que codifica para el
precursor de la hormona (fig. 1). Esta molécula de DNAe ha sido
alonada en vectoras de expresidén y posteriormente introducidos a
bacterias para que, por fermentamcién, estas produszcsn hormaons del
crecimiento bovina recombinante (bGHr) (14).

Estudios efectuados con bGHr, “han demostrado que é=ta poses
ias mismas propledades binlégicas que la forma nativa, obtenida
de hip6fisis bovinas por los wmétodoz bloguimicos tradicionales
{14).

La administracitm de bGHr & ganado bovino, demostrd que al
igual que con su forma natural, la forma recombinante conserva
las propiedades +fisiclégicazs de esta hormona, es decir estimula
el crecimiento y la producciéin de leche (313,

fiin embargo, todavia m&e Iinteresantec y posiblemente de mayor
importancia en productividad animal son los sorprendentesg
regsul tados obkservados al administrar bGHr a peces (15). La
administracidn exdgena de bGHr a salmones juveniles del Pacifico
(Onchorhynchugs kisuteh), resulté en un incremento considerable de

la velocidad de crecimiento, acompa®ado por um aumento en el
apetito y una mag alta eficiencia en el aprovechamiento del
alimento (15). Ademas, estudios comparatives en los gue se

vtili=z6 BGH natural, metil-testosterona (estercide anakdlico) y
la hormona tiroxina, mostraron que bGH induce el mayor incremento
en la velgecidad de crecimiento y que la respuesta a varias
combinaciones hormonales es aditiva (15). Estas caracteristicas
de un crecimiento méas raplido, asi como una mejor eficiencia de
conversian de alimentos a proteina animal, beneficiarian
enormemente a la acuacultura.

Basados en estes Gltimos resultados y tomando en cuenta que la
cosecha piscicola mundial a partir de las reservas naturales ha
alcanzado ya su maximo (aproximadamente 70 millones de toneladas
métricas), y que ademi&s es necesario incrementar la produccién de
carne y leche, es necesario iniciar en nuestro pais programas de
investigacién y desarrallo en preductividad animal, que tengan
como prioridad la aplicacién de la ingenieria genética. Con este
prop6sito, el presente trabajo constituye la primera fase de un
proyecto a largo plazo cuyo principal objetivo es la producci 6n
de bGH recombinante, en cantidad ¥y calidad suficientes para gu
explotacién en la industria de producecitn de alimentos de origen
animal. I
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fig. 1 Estructura primaria del DNAc de bGH y la proteina
codificada por dicha secuencia. Los codones correspondientes al

réptido sehalador aparecen con numeracién negativa, se muestra la
secuencia f# seral de poliadenilacién suvubrayada. Lbs codones que
llevan 1a informacién para 1a hoermonas madura aparecen con
numeracidn pasitiva. Tomado de Seeburg y cals., 1883 (22).
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Nuestro esfuerso en £] presente estudlc se abochd principalmente 2a
abtener las secuenclas estructurales del gen de l1la hormona ds
prenimiepnte bovina, por metodolagias de DNA recombinante.

IV. OBJETIVOE

Tomando &n npuenta la  importancia gue tiene para la Iindustria
productorsa de allmentos del pais la producclon de
BGH #ecombinante  en cantidad vy calidad suficiente, es de
esperarse que su utilizaciédn contribuya a resnlver el problema de
suministeo de proteinazs de origen animal para e! consumo humano.
Por ello, nos propusimas implementar y desarrollar ta tecnologia
para la obtewnclib6n del DNAc al RNAm ques codifica para la bGH, como
primer paso para gque en un proyecto a largo plazo, esta secuencia
Pusda ser posterlormente expresada en Escherichia coli y mediante
fermentacién obtener una fuente virtualmente inagotable de bGH
biosintética 6 recombinante.

Loe objetivas gque nos planteamos para alcanzar estas metas fueron
los siguientes:

1} Obtener los RNAm's de hipéfisis bovinas para ser utilizados en
la construcciéin de un banco de DNA complementarios.
\

2) Adlslar 2 partir de éste banco el DNAc de bGH.

3) Censtruir un mapa de restricecién del inserto de DNAc del
plasmido portador de secuencias para bGH.



V. HIFOTESIZ DE TRABAJD

bGH posee, al igual que sl
Uns marcads actividag
determinar =i égta
poanssrvacion de

laetbégenn placentario humano thiRLa,
lactogénica., FEasta obaervacisn nce motiveé a

similitud de funcianes reflejaba una
fecuenclias, gue fuera el resultado a au vez, de
un origen evolutivoe coman. Decidimos comparar las BeCcuehnioias
nusieotidicas de los RNAm para bGH y hPFL. Nos percatamos que en
una poreciéin  central de aproximadamente S50 pb del ONAG rara hPL
&8 sprecia unx gimilitud del 7Z % con aquellas secuenciasg
correspondientes del gen para bGH (ver fig., 4).

For lo tantp
BIEamMos AUEstyg trabato en la siguiente hipbtesis:

Es factible utilizar al

Gomag sonda  para detectar
bGH,

DNAc de hnPL,

por hibrid
presente en un bance de D

mareado radiactivamsnte,
1zacitn molecuiar el DNAc de
NAc de hip6fisis bavinas.

10



Vi. MATERIALES Y METODOS

A. Origen de las resctivos,

Lag zn=imas de rvestriccidtn vy otras para modificar Acidos
nucleicos fuercon obtenidas de varias ocasas oomercialss (21gma,
Bethesda Research Laboratorissa, New England Biolabs, Amarsham, }
us&ndose de acusrdo a2 las indicaciornrss de las mismas.

Los  resctivos  emplesados en ia elaborsciéan de buffers,
soluciones y medics de cultivo, tambien fueron cbienidas de
distintas casas gomerciales coms son: Sigma, Merck, Aldrich y

Casza Rocas.

(]

B, Material Bioléglco

Frocezsamos &8 cpaberas de ganade bovino gque obtuvimos del
Rastro Municipal de la ciuvdad de Maonterrey, N.L. Las hipéfisis
Ege recuperaron de animaleg recién sacrificados, las cuales fueron
inmediatamente  congeladas en biéxido de carbanag e6lido y
almzcenadas en nitrégenc liguido hasta sy uso.

Se utilizé Escherichia gcoli cepa RR | para Is propagacion de
plasmidos y construccidn del banco de DNAc. Tanto los plasmidos
{pBR222, phPLB815) como las cepas bkascterisnas proviensn de ls
colececidén de la Unidad d= Laboratorios de ingenieria y Expresién
Genéticas (ULIEG). También s8e recibkiesron donatlves de otros
laboratorios del psis y del extrsnjero
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C. Métodnoa

Aislamiente de RNA totsl ecelulsr de Hip6fiais bovinaz por el
métode de fenol-garcosil-Proteinass K

El método gque wutlizamos es una modificacidn a la téenieca desecrita
por: Frazier y cols. en 1883 (13)

Foluaiones y Materiales,- Fxra eliminar las RNAzasas, todo el
material que lo permitié se sometid & lavado con NaGH Lt N paor &
min. Posteriormente se enjuagh exhaustivamente con agua

bidestilada y se egsterilizfh en el sutoclave a 15 lbhe/pul®* por AL
min, 6 =i era material de vidrio, entonces se horneé a 250°C por
4 h.

Las scluciones en los inciana a hasta d fueron tratadas con
dietilpirocarbonatao (DEP) al 0.1% por al menos 12 hrs a 37°C ¥
luegn esterilizadas en el autoclave. El DEP no se usé para tratar
scluciones conteniendo Tris, ya que es altamente inestable en su
presenclia y se descompone rapidamente en etanol y bidxido de
carbono.

8.~ Boluciétn 1. (Ssrkosil al 0.5%. NaC?! 75 mM, EDTA 25 mM, Tris
10 mM pH B.0). Se prepartt un litro con agua bidestilada y
tratada con  DEP se le ajustd el pH a 8.0 con NaOH.
Posteriormente se esterilizé en autoctave a 15 1b/pulg®
por 15 min.

bl.- EO ml de NsCl] 5M.- ge disolvieron 14.25 g de NaCl en 50 ml

de agua estéril, se tratd con DEP y se esterilizbd en
autoclave.

¢).~ 1000 ml de agua bidestilada

dy,- 200 ml de acetato de sodio 4.5 M pH 6.0 (se usé acido
acético glacial concentrado para ajustar el pH)

). - Solucién Sevage: Se preparf mezclando cloroformo y alcohol
ispamilico en una proporcién de 24:1, respectivamente.

£1.- Destilacibn de fenol: El fenol gque habia sido previamente
fundido en bafo Maria 8 60°C ( p.f.= 55"C) fué redestilado
‘e un aparato para destilaclén con enfriador sin serpentin vy
sin circulaciédn de agua. Se ccomenzfé a colectar el fenaol
cuando la temperatura alecanz6 los 180°C . Posteriormente se
cubrif el frasco conteniendo el fenol redestilado con
aluminic ¥ se& almacen6 a -20°C hasta su uso. Antes de usarlo
se fundléd en bafvo Maria a 60°C.

g), - Baluciétn 11: (fenol saturado con selucidn I). Se mezclaran

dos volfimenes de fenol con un volumen de solucién 1, =&
agité vigorosamente y se dejé reposar en la obscuridad hasta
ia separacién de fases (usualmente toda la noche). Se
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decscarté la fase acuoza Yy cze le ajusté a la face del fenol
el pH a 8.0 con NagH 10 N. £Se cubrid con aluminic para
proteger de la lus y s& utiliz6 de inmediato 6 =2e almscené
a 4°C hagsta una semana.

Froteinaes K. 8e prepararon 2alicuotas de S00 pl & una

goncentraciﬁn de 10 mg/ ml &n agua hidestilada tratada con
EP.

Procedimiantat

Tads &l proceso se& llevé = cabo a 0°C; a menos que se
especifique otra temperatura.

i—)a_

]
L
"

I

3).-

4.~

B =

€.~

?)a-

El tejide fué coloesado sobre hielo seco inmediatamente
después de sacarse dei Nitrfgeng ligquido. Se pesarohn
alicuctas d=2 & g para ser procesadas tan rdpido como fué
posible para evitar cualquier descongelamiento.

e homogenizaron 5§ g de tejido en 88 ml de Scolucitin 1 y 112
ml de Solucitn Il en una licuadora. Se mezclf s alta
velocidsd durante 2 minutes, encendiendo y apagando cada 20
s para permitir que los trezos que guedaban en la superficie

bajaran y fusran alcanzados por las aspas.

El homogenizado se wvaci6é en botellas corex de 150 ml, =e
centrifugd a8 E5OQOD r.p.m. durante 10 min usando un rotor JA-
10 de una centrifuga J2-21 de Beckman. A  menos gue se
gspecifique otra cosx, en Jos gslguientes procesos de
centrifugacidén se utiliza el mismo tipo de rotor Yy la micesma
centrifuga.

Al terminar la centrifugacién se recuperd la fase acuosa
utilizando una Jeringa de 20 ml de vidrio y s3e vacité en un
frasco de 500 ml y al que ge la habia agregado 1 mi de la
solucldén de proteinasa K. Se incuhd la fase =acuosa con la
proteinaga K a 37°C por 45 min.

Enseguida se arnadieron 50 wmwl de Socluecién Il y se agité
vigorosamente por 5 min, Jluego =e arvadieron 50 mi de Sevage
y se repitié la agitacitn por otros 5 min, =se vacié l=a
mezcla &n botellas de centrifuga corex de 150 ml y se
centrifugd a 5000 r.p.m. durante 20 min. Este paso se
repitid una vez mas.

fe colectd la fase scucsa como en el paso 5 ¥y seg aradid un
volumen de Sevage, se agit6 vigorozamente durante & min,
luego s centrifugd en botellzs corex de 150 ml a 5000
r.p.m. durante 20 min.

Be celectd 1la fase scuosa y ge colocHd en una botella corex
de 150 mi, enseguida se aradié NaCl a una concentracifn
final de 0.2 M. y Etanol al 95% ( gue se hallaba a -20°C
antes de usarse). La mezcla se incubfi toda la noche a -20°C
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g3y,- B2 centrifugé = E000 r.p.m. por 20 min, se descarts el
etanal y se permiti6 escurrir las pastilla a 4°C con el tubao
en posicidén invertida,

f8)Y.- La pastilla se disolvid en 7 m] de agua-DEP y se transfirié
a un tubo corex de 30 ml, enseguida g8& afadlieron Z voldmenes
de Aocptate de Sodio 4.5 M, pH 6.0 ¥ la mezcla se mantuvo a-
20°C por un minimo de 4 h.

1G3,- La mezcla s2 aentrifugd s 10,000 r.p.m. usando un rotor HB-

4 de angulo fijo en una centrifugas IEC y =& descarté el
sobrenadante.

113.- Se repitieron loa pasos 8 y 10 dos veces méas.

1
m

12).- La pastilla final =e lavé con etanol &l 70% hslado y
sec6 a 4°C con e] tubo en posglcibtn invertida.

13).- Finalmente, la pastilla sa disolviéd en & ml de Hz:0O-DEP y s=

tomé una pequeRa =alicuota paraz efectuar lecturas en el
espectofotébmetro a 230, 260 y Z8BO0 nm, posteriorments ==
aRadierant NaCl a una concentracién final de 0.3 M vy dos
volGmenes de etanol absoluto.. La mezcla se guardsé a -20°C

hasta su uson.

Electroforésizs en gel de Agarosa-Urea-Acido

Se utiliz6 el método descrito en su forma original por Rosen y
colis. en 1975 (34)

Soluciones y Reactivos:
a).- Agua tratada con DEP

bY.— Urea 10 M. 8Se pesaron B0 g de urea y se disolvieron en 100
ml de agua-DEP.

c).- Bufferx de Citrato de Sodio 0.25 M, pH 2.5. Se pesaron 49 g
de &cido citrico y se disalvieron en 800 ml de =zgua estéritl;
ze¢ arnadieron 10 g de NaOOH para ajustar el pH a 3.5 y se
aforé a 1 1. Se traté con DEP &) 0.1 % a 37° C por 12 h ¥y
se esterllizé a2 15 1lb/pul? /415 min.

d).- Buffer de Citrato de Sodio 0.025 M, pH 3.5. 100 ml de
buffer citratos 0.25 M se aforaron a { 1., con agua-DEP y se
volvit a esterilizar en el autoclave.

¥ Buffer = Amortiguador & solucifn tampon
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e).~- Agarosa al 1.5 % (ver inciso 1 del procedimiento)

f3.- Buffeyr Tris-HCl 50 mM, pH 7.6.- 25 ml de tris-HC! 1 M, pH
8.0 se disolvieron en 400 ml de agua-DEP, ensegulda s& le
ajusté el pH a 7.5 con HCl concentrado luego se afor6 a 500
ml y se esterilizd en el autoclave

£'.- Solucidn de Bromuro de Etldio a 10 mg/ml.
Procedimiento:

1Y.- Preparacién del gel de agarosa 1.5% :

Se pesaron 1.5 g de agarosa, y se aradieron a 60 ml! de Urea
10 M y 30 ml de H,O0-DEP. La mezcla se calent en baho Maria
nhasta disolver la agaresa . Be dejé enfriar hasta
aproximadamente 60°C y luego se awadieron 10 ml de buffer de
citratos 0.25 M, pH 3.5 . Posteriormente se vacid en el
molde para el gel (preferentemente en placa vertical) y se
mantuvo a 4°C por varias horas para que se solidificara.

2).~ Preparaciétn de la muestra:
10 pl del RNA (i pg/pl)
10 pl de Hz O-DEP
30 pl de Urea 10 M
1 pl de Azul de bromofenol al 0.5%

3).- Electroforesis:

Las muegtras se aplicaron en las casillas del gel y £ste se
sometid a electroforésis a B0 wvolts por 3 a 4 h a
temperatura ambiente. Al término de la elactroforesis, el
gel se colocdé en una solucitn de 200 ml de buffer Tris-HCI
50 mM pH 7.6 conteniendo 1 jpg/ml de bromuro de etidio
durante 20 a 30 minutos. Después se destifo el gel durante 5
minutos en agua y se analizé bajo la luz ultravioleta.

Criterios para establecer cantidad, pureza e integridad dei ENA

extraido

Fara determinar Jla concentraciftn del RNA se tomé en cuenta que
una absorbancia de 1.0 a 260 nm equivale a 40 pg/ml de RNA por lo
que se nultiplica la absorbancia obtenida por 40 y por el factor
de dilucién; por ejemplo: Si tenemos wuna solucion de RNA que
originalmente tenia un volumen de 10 pnl y se diluyé en 1 m! de
agua bidestilada para dar un volumen final de 1010 pl a los que
2e les midié la absorbancia y di&é una lectura de 0.277 se obtiene
primero el factor de dilucién dividiendo el volumen final entre
el volumen inicial o sea 1010710 1[o que da un factor de 101.
Ahora si multiplicamos 40 x 0.277 x 101 nos. da una concentracién
de 1.119 mg de RNA/m].

Para determinar Ja pureza del RNA, generalmente se obtiene la
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razén de la absorbancia a 260 nm UV entre la absorbancia a 280 nm
UV. Una razéin de 1.8 6 mayeor indica que 1la preparacltn es
aceptablemente pura.

Para establecer la integridad de 1as moléculas de RNA obtenidas,
se visualiza el gel de agaro=sa, en el gue se sometlieron a
glectroforesis las preparaciones y el ecual fué teRido con bromuro
de etidio. Debe observarse una relaclién en el patrén de
fluoresacencis de 2:41 entre las bandas 28 y 18 S (respectivamente)
de los RNA riboscmales. Aunque ¢éstog sgson sintetizadoz en
cantidades equimoleculares en la célula ya gque son derivados a
partir de un precursor comin, el RNAr 28 S es aproximadamente dos
veces mayor &n longitud que el RNAr 18 § por lo que atrapa dos
veces mas la cantidad de bromuro de eti{diao y por ello presentara
una fluorescencia de mayor intensidad.

Electroforésis de RNA en condiciones desnaturalizantes con

Glioxal

Utilizampos uns modificacli6étn a la técnica descrita por Mec. Master
en 1878 (27)

Reactivos y Soluciones

a).- Agua_DEP

bY.- Glioxal 6 M., Se preparé una solucidén al 40 % (& M), debideo a
que se oxida facilmente al aire, la solucién de glioxal fugé
desionizada pasandola a través de una columna de resina
(Bio-Rad AG 501-X8) hasta que el pH fué neutro, luego s=
gdispuso en alicuotas y se almacenaron a -20° C.

c).- Dimetilsulfoxido (DMSO)

d).- Agarosa al 1.2 %

e).- Buffer de NaH:P0O4 0.1 M y 10 mM. Se disolvieron 10.7 g en el
minimo wvolumen de agua, se ajustd el pH a 7.0 con Acido
fosférico, se afort a 1 | y se esterilizé en autoclave

f).- NaOH 50 mM

g).- Azul de Bromofenol al 0.25 %

Preparacifin de la muestra:

1.- Se alJustd la concentracién de RNA a aproximadamente 2 ug/pl
de RNA poli A* y 15 pg de RNA total de placenta humana

2,- Las muestrass se trataron con gllioxal- medlante la siguliente
mezcla de reaccibn @
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RNA 10.00 ui
Agua bidestilada-DEP 3.75 nli
Buffer de NaHaFO4 0.1 M 5.00 pi
LMEG N 25.00 pl :
Glioxal : 6.25 pnl
50.00 pl
3.- La merzcla =& incubé a 509C durante 1 h.
4,~ Be agregaron 42,5 pl! de Juge =zul 5x y se asometieron a

electroforesis 2 pug de RNA poll A* por carril 6 10 ug por
carril de RNA total.

Preparacidn del gei

1.~ Ee prepard un gel vertical de agarcsa al 1.2% con buffer de
fosfatos 10 mM, se dej#f solidificar a temperatura ambiente

2.- 8& mantuvo el gel)l vertical en la c&mara de electroforesis y
se acoplté un sistema de recirculacifén del buffer (buffer
to=fatos 10 mM

&,— ESe aplich la corriente gldctrica (60 volts) y una vez que el
azul de bromofenol entré al gel se encendift el gistema de
recirculacidan.

4.~ Se permitid que el azul de bromofenol migrara
aproximadamente un 60 % de la longitud total del gel.

5.- Fl gel se colocHd en una soluciéin de NaOH SO0 mM durante 15
minutos

Trangferencia del RNA a papel filtro de Nitrocelulosa

Utilizamos una modificacién a la técnica descrita por Thomas en
1880 (42).

Solucliones y Reactlvos:

al.,~ Bolucién salina de citratos SS5C 20x. Se disolvieron 175 .3 g
de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio en 800 ml de agua . Se
ajuetd el pEH a 7.0 con NaOH 10 N. Se afpr6 2 1 1., y se
esterilizé en auvtoclave (15 ib/pul2? /45 min).

B).—- Agua tridestilada y ezsterilizada a 15 1b/pul?/15 min..

Procedimiento:

1.- Se hizo un puente sumergiendo en SSC 20x ambos extremos de
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g
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un pape!l Whatman 3 MM colocado gobre un rectangulo de vidrio
6 lucita en la parte superior (ver flg.abaj]o) de un
recipiente que contiena el S8C 20x.

Toallas absorbentes

Papel filtro Whatman

Papel filtro "Z-bind"

I: = = 3 SSC 20x

Se coloch el gel =obre papsl Whatman 3 MM

Eobre el gel se& coloebé una membrana de nylon "Z-bind" previa
y brevemente humedecida en agua trideatilada--estéril ¥ en
53¢ 20x durante 5 minutos.

2 coloecaron dos tiras de papel filtro Whatman sobre el
papel fittro ®"Z-bind", gue habian sido previamente
humedecidas con SSC 20x

e cortaron cuidadosamente todos los extremos 6 excesos de
papel y se eliminaren todas las burbujas entre cada filtro
que se adiciond y el gel

Se corté un trozo del gel, asi como de los filtrpos, en la
parte superior 1izquierda; lo que sirvid como referencia de
la posicifin de la primera muestra.

Después se adicionaron aproximadamente 100 servilletas &
toallas absorbentes. ‘

Enzeguida se colpcaron 0.5 Kg de peso distribuido
homogéneamente.

La transferencia se llev a cabo durante 20 h a temperatura
ambiente. Se hicieron dos cambios de toallas absorbentes
humedecidas, por toallas secas.

10.- Al término del tiempb, se retir6 la mambrana "Z-bind" ya con

11. -

las muestras transferidas y se coloci entre 2 tiras de papel
Whatman 3 MM. -

Posteriormente, el filtro se dej6 secar a temperatura
ambiente.
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Hibridizaciétn tipo "Northern?®

Utilizamoe una modiflcacién a la técnica descrita por Thomzs &n

1980

(42).

Soluciones:

2la-

b)n‘_

&) .=

d).-

&),

b e

Folupién de prehibridizacién: Se mezcl6 en agua estéril lo
siguiente: 8SC 5x, goiucifn Denhardt <(Flcoll .02 %,
polivinilpirrolidona 0.02% y BSA 0.02%) 10x, NaH:P0O., 0.05 M,

pH 6.7, dextran =zsulfato al E%, formsmida =l 20%, agua
eatéril].,

Eclucion de hibkridizacién: SSC 5x, Denhardt 1x, NaH,PO0. 0.02
M, pH 6.7, dextran sulfato al 10%, farmamidas al =20%, DNAc ds
hPL mareado radlactivamente con 32P (2 x 104 cpm).

Solucidon SSC 2x + SDS 0.1%. Se disolvieron 100 ml de S5C 320x
v 10 ml de EDS al 10 % en 800 ml de agua-DEP y luego se

aforé a 1 1. De la misma manera se prepararcn las
gigulentes =spluciones:

58C ix + SD5 0.1%

]

EC 0.5x + 5DS 0O.1%

SDS 0.2% + EBDRS O.1%

Procedimiento:

El filtro de la transferenclia se sumergid en agua
bidestilada durante 10 min a temperatura ambiente.

S transfirié a una kolg2a de plastico conteniendo la
solucién de prehibridizacién hasta cubrir el filtro, se
eliminaron las burbujas y posteriormente se selld la bolsa
cuidadosamente. Se incubd a temperatura ambiente con
agltaciétn lenta por 4 h.

Se eliminéd la solucibén de prehibridizacifin de la bolsa y se
reemplaz6 por la solucidn de hibridizacién.

Se sellf la bholsa y se incub$ a temperatura ambiente toda la
noche con agitacibn suave.

Se elimind la soluci6n de hibridizaci6n y el filtro se
apmetlH6 a tres lavados con una solucién que contenia
diferentes concentraciones de S5C (2x, 1ix, O.5x ¥y 0.2x) ¥
SDS =al ©0.1%, -cada . lavade se llevé a ecabo a temperatura
ambiente, con agitacif6n suave durante 15 min.

Finalmente, el filtro se dejar6 secar al aire y se expuso a

una pelicula para rayos X, en un cartucho que fué almacenado
a 70°C por 20 h.
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Hibridizacibn en gots seca ("Dot Blot™)

Utilizamos la técnlca descrita por Maniatis y cols. en 1982 (24)
Boluciones y Reactivos:

a).- Solucién de prehibridizscién: Se prepard en agua estéril SSC
5x, solucién Denhardt {0x, NaH; PO, 0.05 M, pH 8.7, dextran
gulfatn al &%, formamida =) 20%, agua bldestilada estéril.

b).- Solucitn de hibridizaclén: BSe preparfi en agua lo siguiente
BEC EBx, =olucibHn Denhardt 10x, NaH:PO, ©0.05 M, pH 6.7,
dextran sulfato al 5%, formamida al 20%, DNAc de hPL marcado
radisctivamente con 32P (104 cpm).

¢),- NaOH 0.2 N. 4.0 g de NalH se disolvieron en 500 ml de agua-
DEP

d),- Tris 0.5 My pH 7.5 5Se dieplvieron 30.25 g de Trizma base en
400 m)l de agua bidestilada , se ajusitt el pH a 7.5 con HCI
concentrado y se aforé a 500 ml con agua bidestilada

e).~ Agua bidestilada estéril
Frocedimiento:

A Jos TNA de los pl&smlidos recombinantes de las clonas del primer
tamizaje se les hizo un ensayo de hibridizacién utilizando el
DHAe de hPL marcade radiactivamente con 3*2P de la siguiente
manera:

i.- &Se aplicaron 2 pl de DNA de los pl&asmidos sobre una tira
rectangular de papel filtro "Z-bind"™ sobre un cuadriculado
0.5 c¢cm?; <ce dejaron secar las muestras a temperatura

ambientes sobre una fuente luminosa (para ayudar a secar
rapidamente).

- El filtrg oconteniende las muestras se colocd sobre una tira
de papel Whatman 3 MM empapado con una solueifén de Na(H 0.2
N durante 5 minutos.

=
-

Lo
'

. El filtro e transfirié =& una tira de papel Whatman 3 MM

empapado con una solucidn de Tris O.5 M pH 7.5 durante 5
minutos.

4~ E}l filtro se transfiri6 finalmente, durante 5 minutos,a una
tira de papel Whatman 3 MM con agua esterilizada durante 5

minutos .

5.~ ESe permitid secar al zire libre.
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&.- El filtro se colocf en una bolsa de plastico y se le
adiciont la solucién de prehlbridizaclfn, Se sell6 la bolss
evitando dejar burbujzs de aire vy ze incubé a temperatura
ambiente con agitacién suave por 4 h.

7:- EBe desechd la sclucién de prehibridizacién y en su lugar se
apadié gsoluciétn de hibridizacign, se s=ll6 nuevamente la
bolea gvitsndn dejar Dburbujag. Se incub8 a temperatura
ambiente con agitacién suave por 20 h.

&.- Se degechd la golucién de hibridizaci6bn ¥y el filtro se
transfiri® a una charola conteniendo SSC 2x donde =se lavod
muy brevemente.

9., - Inmediatamente, se transfiridé el filtro a wuna solucion
conteniendo SSC ix y SDS 0.1%. Se lavéd suavemente durante 15
min. Se hicieron dos lavados mas.

10.- Finalmente el filtro se dejé secar al aire y s2 expuso a una
relicula para rayos X a -70°C por al menos 18 h.

Hibridizacién de colonias in situ

Se =iguid el procedimiento descritoc por Hanahan y Meselison en
18980 (18).

Soluciones y Reactivos:

a).- Hedio Lurla-Bertani (LB): Se prepar$ disolviendo en agua lo
siguiente: Bactotriptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCL
1%, =& ajusté el pH a 7.5 con NaOH 10 N y se esterilizf en
autoclave a 15 i1b/pul2/15 min cuando la temperatura bajs a
50° C se le awmadibd 15 pg/ml de tetraciclina &8 500 ug/ml de
cloranfenicol.

b).- Medioc LB-Agar. Se preparé de {gual manera que el medio LB
pero a #ste adem&s se le ahadié agar al 1.5 %. Se
esterilizé en e! autoclave a 15 1b/pul?/15 min y cuando la
temperatura bajé a bB0® € se le aRadid 15 ug/ml de
tetraciclina 6 500 pg/ml! de cloranfenicol.

c).~ Glicerol 80%. B0 ml de glicerol se mezclaron con 10 ml de
agua bidestilada, se agitéd bien y se esterilizé en el
autoclave

Boluciones para el lisadoc de bacterias:

d).- NaOH 0.5 M . se disolvieron 10 g de NaOH en 500 ml de agua

.- Triz 1 M, pH 8.0 . ©€0.5 g de trizma base se disclvieron en
400 ml de agua bidestilada, se ajusté el pH a 8.0 can HCI
concentrado y se afor6 a 500 ml con agua bidestilada
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fy.- Tris 1 M, pH .0 + NaCl 1.5 M . 60.5 gr de trizma bhase =ze
disolvieron en 150 ml de agua y 52 le ajusté ] pH = 8.0 can
HCl econcentrsada, luego ze le ahadieron 312.5 ml de NaCl 2 M
y se aford a 500 ml con agua bidestlilada.

g).~ falucibn de lavado: Se praparé en mgua bidestilada estéril
Tris-HCl1 50 mM, pH 8, NaCl 1M, y EDTA i mm

hi:~ Erlusion de peehibridizseiotn: consta de SSC 6x, Solucién
Denhardt 5x, EDS al 0.2% y EDTA L mM, pH 8

1}.- Boluecién de hibridizaci6én: consisti6 de lo sigulente SSC 6x,

Denhardt 5x, Ehs al 0.2%, EDTA 0.1 mM, pH 8 y DNAc de hFL
maracado radisctivamente con 4P (2 x 104 cpm/ filtro )

Antegs de llevar a‘ cabo la hilbridizsacioéom in s=situ se hizo 1o
gigulente:

Almacenamiento del banco de DHNAc

Cada una de tasg colonias bacterianas obtenidas de l=
transformacidn con los plasmidos portadores de las moléculas de
DNAec, se inocularon en viales conteniendo caldo LB complementado
con tetracielina a A5 pg/ml debidamente etiquetados y numerados.
El proceso fué el siguiente:

i.- Utilizando pallillos de madera estériles, se levantaron
cuidadosamente una por una las colonias bacterianas de las
cajas de Petrl y se Inocuiaron en los tubos con caldo LB-
tetraciclina.

2.- Todeos loz tubps ya inoculados se incubaron a 37°C por 12 h
con agitaci&tn continua.

3.- A cads vial ge le amnadleron, posteriormente, 2 yolumenes de
glicernol estéril al 80%, se mezcld bien y se almacenaron a-
20°C

Hibridizacién de colonias in situ

Procedimiento:

a)., Repliecacitn

1.- Ee recortaron fiitrozs de Nltrocelulosa para placas de Petri
de aproximadamente 100 mm de diametro, los filtros se
sumergieron en agua, cuando estuvieron bien empapados se
colocaron entre dos trozos de papel Whatman 3 MM y se
envolvieron en aluminio. Posteriormente fueron
esterilizados en autoclave a 15 1b/pul®/10 min.

2.,- Los filtros de nitrocelulosa se colocaron sobre placas de
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Fetrl conteniendo medio LB-Agar-T&trad&clina (15 pg/ml) que
habian sido preparadas un dia antes.

d,- QCada una de las clonas gze transfirieron al papel filtro de
nitrocelulosa sobre el medio LB-Agar guardando una distancila
de spraoximadaments § em entre ellas para evitar mezclas de
colonias.

.- Las aolonias se dejaron crecer & 37°C hasta que alcanzaron
un tama®o de 2.0 mm de diadmetro aproximadamente

by, Amplificacién

1.~ Log filtros conteniendo Ias colonlas bacterianas, fueron
transferidasgs a placas LB-Agsr contenliendo cloranfenicel (&00
pg/ml) y se incubaron a 37°C por 24 h.

2.- Posteriormente los filtros fueron colocados sobre una hoja
de papel Whstman 3 MM empapada cpn NaOH 0.5 N donde
permanecieron durante 20 min.

2:- Ee colocaron los filtros sobre papel Whatman 3 MM seco
durante 5 min. y se volvieron a repetir los pasos 2 y 3 una
vez mas .

4,- Los filtros ya secos s pasaron ahora a una hoja de papel
Whatman 3 MM empapada con Tris i1 M, pH 8.0 y se dejaron
reposay durante Z0 min. Luego se dejaron secar al aire por

5 a 10 min. Este pasc se repitifé una vez wmas.

5.- Posteriormente los filtros se c©colocaron schre una tira de
papel Whatman 3 MM empapado ¢con Tris 1 M, pH 8.0 y NaCl 1.5
M, luego se dejaron secar al aire libre.

6.- Los filtros ya secos se hornearon al vacio a 80°C durante Z
h.

c¢). Hibridizacibddn

1.- Log filtros se lazvaron con la solucién de lavado por 2 hrs.
a 38°C en una charola (5O mi/filtro).

2.- Posteriormente cada uno de los filtros fueron colocados en
bolsas de plastico conteniendo Ia spolucidn de
prehibridizacibn ¢ Incubados a 38°C por 4 h con agitacién
suave.

2.~ Los filtros se introdujeron a una bolsa de pléastico y se
les afadié la solucidsn de hibridizacién , se incubaron a

38°C per 12 h con agitacidén suave.



5. -

E.-

Se

Posteriormente se desechfi la solucidén de hibridizacién y a
los filtros se les hicieron tres lavados sucesivos de 2 h
cada uno con SSC 6x y SDS 0.1% a 3B°C con agitaciéan suave.

Finalmente se les hizo un lavado a loag flltros con 55C €x.
e dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente se

expusieron a una pelicula para rayos X y se almacenaron a-
70°C por 12 h.

Minipreparaciones de pl&smidos

empleéd 1a técnica descrita por Birnboim y Doly {5), con

algunas modificaciones introducidas por el Dr. Hugo A. Barrera.

Spoluciones:

al.r-

2 DN

Y —

d).-

e).—

Splucibtn 1 (solucifin de' Lisozima), se mezclaron Lisozima
2mg/ml, glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HC! 25 mM pH 8.0. Se
prepar6 inmediatamente antes de usarse y se almacend a °*0 C.

Solucidn 11 (solucidén alcalina-SDS)Y. NaOH 0.2 N, sSDS 1 %,
para 1 ml se mezcld lo siguiente: 100 pl de agua
bidestilada, 100 gl de SDS al 10 % y 20 ul de NaOH 10 N en
780 ul de agua. Se almaceni a temperatura ambiente donde es
estable hasta por una semana.

Solucién 111 (solucin de alta concentraci6n de sales)
acetato de potasio 3 M, acetato de sodie 2 M. Se prepararon
100 ml disolviendo 28.4 g de acetato de potasio y 11.3 ml de
Acido acético glacial en 50 ml de agua bidestilada y
finalmente se afor6é a 100 ml

Solucién V. acetato de S5o0dio 0.1 M y Tris-HCiI 50 mM, pH
8.0 . 1.3 g de acetato de sadip se disolvieron en 50 ml de
agua bidestilada, después se aWadieron 5 ml de Tris-HCl 1 M,
pH 8.0 ¥y se aforé6 a 100 ml.

Solucifin de RNAasa RNAasa libre de DNAasa . se disolvid
RNAasa pancresatica (RNAasa A) a wuna concentraciftn de 10
mg/ml en Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 y NaCl 15 mM. Se calentd a
ebullicibn en barmro Maria durante 15 min y se dejé enfriar
lentamente a temperatura ambiente . Se distribuyé en
alicuotas y se almacent a -20° C.
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f)l

-

Fenol saturado. El fenol se saturé varias veces con un
volumen igual de buffer de Tris-HCl 0.1 M, pH 8.0 y
B-mercaptoetannl, hasta que el pH de la fase acuosa fué
>7.5. La solucién del fenol equilibrado con buffer se
almacend a 4° C por pericdos de hasta un mes.

g).—Soluéibn Sevage cloroformo-alcoho! lapamilico, Z24:1.

hY.- Alcohol etilico al 70% y absoluteo

i).- Buffer de Tris-EDTA (TE= Tris-HCl 310 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM).
2 ml de EDTA ¥y 10 m]l de Tris-HCl 1 M se disolvieron a 1 1 de
agua y se esterilizf en autoclave.

j).- Medio LB conteniendo 15 upug/ml de tetraciclina

Procedimiento:

1.- Cada una de las cleonas de interés se ¢crecieron en 4 ml de
medio LB conteniendo tetraciclina (15 ug/ml) durante 18 hrs
a 37° C con agitaciéfn continua.

2.- Se transfirieron 3 ml! de cultivo de cada clona a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml mediante dos centrifugaciones
sucesivas (un min en cada una) en una microcentrifuga. Se
decant6 el sobrenadante canservando [la pastilla. El resto de
cada cultivo se almacent a -20°% C, despuées de la adician de
glicerol a una concentracifim final de 40%.

3.- Congelamos las pastillas por 30 min a -20°* C .
Posteriormente se descongelaron a temperatura ambiente, y se
colocaron en hielo.

4,- Cada pastilla bacteriana se resuspendid en 100 ul de
solucién 1 y se incubss a 0° C por 30 min.

5.- 6Se afadieron 200 pl de solucitn 11 al tubo, se agitf
suavemente y se incub§ a O ° C por 5 min.

6.- Despuég se aRadieron 150 pl de solucidén 111, se mezclbh o)
contenido suavemente por inversidn durante unos segundos y
luego se incub6 a 0 C por 1 h.

7.- El tubo canteniendo la mezcla se centrifugt por S min. ¥y 4060

pl del sobrenadante se transfirieron a otro tubo.

25



.- Al sobrenedante ce le afadieron 200 pl de fenol (gaturado

con Tris-HC] 0.1 M, pH 8.0) se agitdé en vortex, luego se ie

aRadieron 200 pl de Sevage , ge wvolvié a agitar, se
centrifugd durante un minuto en la microcentrifuga y =e
calectaron de 3B0 a 400 pl de la fase acuosa (capa
superior).

Q.- A»ésta, sg le aRadié 1 wml de etanol absolute y se dejd
precipitar durante "2 min a temperatura ambiente.

10,- B8 coleatéd &l precipltado mediante centrifugacién por 2 min
y se descartd el scobrenadante.

11,- La pacstilla se disclvié en 100 pl de solucifn IV y se volvié
a precipitar con 2 wvolamenes de etancl y =& volvig a
deacartar 2] sobrenadante

12.- La pastilla gse lavé Bien con 1 ml de etanol al 70 % a
temperatura ambiente.

18.- Finalmente ls pastilla se di=olvitt en 48 pl de TE y 2 ul de
la solucién de RNAasa. S5e incubé a 37® C por 30 min .

Freparacitn de plasmidos 2 gran escala

El método que utilizamos #&s wuna modificacidén a la téonioa
descrita por Maniatis y cols. en 1880 (24)

Reactivas y Soluciones:
a).- Tris-HC1 1 M. 12.1 g de‘trizma base se disolvieron en 50 ml

de agua bidestilada , se ajust6 el pH al valor deseado con
HCl concentrado.

bY.- EDTA 0.5 M, pH B.0 . se disolvieron 18.6 g de EDTA en 50 ml
de agua bidestilada , se ajust6 el pH a 8.0 con NaOH 10 N y

se afaord a 100 ml.

¢).- NaCl 5 M. 28.22 g de Nall =e disclivieron en 70 ml de agua y
se aford a 100 ml, se distribuyd en alicuotas y se
ecterilizd en autoclave

d) .- Acetato de Sodio (NaDAc) 0.3 M, pH 5.2 . se disolvieraon
4.08 g de acetato de sodio trihidratado en 50 ml de agus
destilada , =& le &ajusté el pH a 5.2 con &cido acético
glacial y se afort a L 1. Se esterilizt en autaclave.

&l.—- EDE al 10 %. 10 g de SDS se disolvieron en 100 ml de agua
bidestilada la solucibtn se calent6 a 65° C para facilitar su
disolucién.
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g).-

hi.-

Bromuroc de Etidie (10 mg/ml)., =g ahadlis 1 g de bromurco de
etidio a 100 m)] de agua bidestilada. La eoluecliétn se sgité
po¥ varias horas hasta que el colorante se diselvié.

Buffer TE (ver ineizo i pag. 25)

Soluclién Salina M8 10x.
Se disolvieron en el siguiente orden

Para 1 1:
NaHa PD4 70 Es
P:Hz PDQ ap E-
NacCl 5 g.
NHACl 10 E.

Se ma=claton perfectamente en 800 ml de agus destllada y =e aforé
a 1 1. BSe esterilizd en autoclave.

i)a_

CaCla 0.01 M. 1.14 g de CaCl, =& disoclvieron en B00O ml de
agua bidestilada, se aford a 1 1, luego se diapuso en
alicuntas y se esterllizf6 en autoclave.

jy.- MgS0, 0.1 M , se disalvieron 21.65 g de MgS0, 7H:0 en 800 ml
de agua bidestilada y =e aforé a & . Se esteriliz6 en
autoclave

k.- Glucpea al 20 %. 20 g de glucosa se digsoclvieron en B0 ml de
agua destilada caliente y se afort a 100 ml. ©Se esterilizé
par filtracion 6 en autoclave y se almacens a 4° C.

i}.- Casaminoacidos al 20 %. 25 g de casaminnacidos ge
disclvieron en 150 ml de agua destilada, se esteriliizd en
autoclave y se almacenf a 4% C.

ml.—- Vitsmina B, (tiamlna) 2 mg/ml, 0.2 g de tiamina se
disolvieron en 100 ml de agua bidestilada, ze egteriliz6 por
flltracién y se almacenfi a 4° C,

n).~ Medio de cultivo M8. Se preparf como sigue:

Para 1 1 de cultivo -
840 ml de agua bidestilada
100 ml de solucifin salina M8 10x
Se esterilizé en autoclave y se agregaron después Jlas siguientes

soluciones¥:

10.0 ml de CaClz; 0.01 M

10.0 ml de MgS0, 0.1 M

20.0 ml de glucosa al 20 %

20.0 ml de casaminoécidos al 20 %
0.2 ml de tiamina (Z2mg/ml)

¥ cada una de éstas soluclones se esterilizaron por separsado.

G =

p).-

Eolucidtn de <=acarosa al 25 %. 25 g de sacarosa se
disolvieron en 100 ml de Tris-HCi1 50 mM, pH B8.0. Se

gsterilizd por filtracion y se almacentd a 4° C.

Solucifin de lisozima (2 mg/wml), se preparfi fresca de la



siguiente manera: Se disclvieron 2 mg de Jicozima por ml de
la solucién de sacaracsa al 25 % en Tris-HCl 50 mM, pH &,0

Procedimiento:

2), Crecimiento de hacterias

o
N

e inocularcn 20 ml de medio LB (con tetraciclina a 15
pg/ml) con una sola colonia bacteriana porisndo el pléasmida
recombsinante y s& dejé crecer toda las noche con agitacién

continua (200 rpm) a 37° C.

Pe transtivieron los 20 ml de cultivo a un litro de medio M9
(con tetraciclina) en wun matraz de 2 litros.

e temaron 5 ml del medioc inocculado para usarse como blanco
ajustando a cero de absorbancia en el espectrofotémetro

E] mediag iIincculado se aglit6 a 230 rpm a 37° C y se registré
la absorbancia a 600 nm a una, 1.5 y 2 h, hasta gue =]
cultivo alcanzd una denzsidad aptica entre 0.3 y 0.4.

Cuando el cultivo: alcanzda -la absaorbancia da 0.3 gg ls
agregaron 250 mg de cloranfericol y se continud la agitacien
a 37° C por 12 h.

De maqui en adelante, se mantuvo tode en hielo y no se excedieron
los tiempos especificados

B, ~

Ee realizaren centrifugaciones sucesivas del medio de
cultivo en una centrifuga refrigerada DAMGN IEC B-206A a
7,500xg (en un rotar IEC No. 872 de &ngulo fijo) durante 10
min a 4° C, de egsta forma se colectarcon las bacterias en
forma de pastilla.

El aobrenadante se descart6 por decantacién, tratando de
eliminarlo completamente usando una pipeta Pasteur.

La paztlilla se congeld a -20° C durante 30 min.

Preparacifn de& un lisado <claro (a partiy de un litro d=
cultivo).
fe descongeld Ja pastilla a2 temperatura ambiente y luego se

coloct nuevamente sobre hielo.

A dicha pastilla, se le akadieron 5.25 ml de !a solucién de
sacarosa al 25% y sep resuspendieron perfectamente las

~célulag usando una pipeta de 10 ml.

La)

Enseguida se aFadieron 1.5 ml de solucifn de lisczima 2
mg/ml a la suspensibn. Se agitdH continua y swvavemente en un
bafo con hielo por 5 min.
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fe afnadieron 1.25 ml de EDTA 0.5 M . y se agitd en un bako
con hielo por 2 min.

Fosteriormente se azkadieron 10 ml de solucién de tritén X-
100 a la suspensitn, mientras se estaba agitando y sin dejar
de hacerlon, Se mesclb6 perfectamente en un bamo con hielo
durante 15 min, {la suspensién se torné de lechosa &
transidci{ida).

El lisado eeslular, se centrifugh en una ultracentrifugsz
Beckman L5-50E por 30 min a 30,000 rpm (894,000 xg) en
brtellas de policarbonato de 30 m! en un reotor 80 Ti. :

Se descarth el sobrenadante culdadosamente, evitanda
transferir el DNA cromosémico (porcién gelatinosa de la
pastillad. Se dejd algo de 1liquido cerca de la pastlilla,
pars reducir la contaminaeion con el DNA de Escherichia
coli.

¢} Alslamiento del plasmido

7--

Al lisado s& le agregd buffer- TE ix el volumen suficiente
para completar 20 ml,; en casp de ser necesario.

e afiadieron 0.95 g de CsCl/ml de lisado (18 g/20 ml). Se
disolvié el CsCl con agitacién suave.

Ensegulida se aradid 1 m] de solucién de bromuro de etidio en
buffer TE Yy la mezcla se transfirié a un tubo de
polipropileno de sellado rapido al calor "Quick-seal™ para
rotor wvertiecal VTi 50 (Beckman). Los tubos se 1lenaron
completamente y se sellaron por calor. Se wutilizé aceite
mineral para el 1lenado total.

Se centrifugd por 12 h. a 257 €C en un rotor VTi 50, en una
ultracentrifuga Beckman L5-50E a 48,000 rpm (230,000 xg).

Al término de la centrifugacion se observaron los tubos con

una l&mpara de luz wultravioleta de onda larga a fin de
detectar las bandas de DNA tanto del plasmido como del
cromosf6mico, Se colecté el DNA del plasmido (bhanda

inferior), con una Jeringa de 5 ml. portando una aguja
ancha.

La spolucidon extraida se colocé en un tubo graduado de 15 ml
(cubierto con pape! aluminio). Se eliminté el bromuro de
etidio de 12 solucién de DNA mediante extraccidn con 1
volimen de alcohol iscamilico, agitando muy bien Yy
repitiende las extracciones hasta eliminar el bromuro de
etidio de la soluciébn.

A la solucién se le hizo dialisis por 2 h contra 2 | de TE,
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14w 7

12. -

ensegulda se le hizo un tratamiento con RNAzsa (20 pg/ml) a
37° C por 30 min ¥y un tratamiento c¢on Proteinasa K (100
Hg/ml? en presencia de SDS al 0.2 % por 1 h a 37° C.
Enseguida, se le hizo una extracclén con 1/2 volamen de
fenol y 1/2 volumen de Sevage, agitando bien durante 1 min,

después de la adici6in de cada volumen. Pogsteriormente ce
centrifugdé por 5 min en una centrifuga clinica y se colect®
la fase acuosa (superior) en otre tubo. Enseguida, =ze le

hizo una extracelétn con 1 volumen de Sevage durante 1 min,
se volvi6 a centrifugar y la fase acuocsa se colectd en otro
tubo, descartando la fasze organica.

A la fase acuosa se le a%adift NaCl = una coneentracién final
de 0.2 M y s precipitd en frio afadiendo 2.5 wvoliamenes de
etanol al 100% (2 h a =20 C). Se colecttd el DHA
precipitado mediante centrifugacién a BOOO g durante 1 h (en

un rotar ITEC No. 870 de Angulo fijo eqguivale a 10,000 rpm 3

en una centrifuga refrigerada DAMON 1EC B-20A.

La pastilla se resuspendis en 0.4 ml de acetato de sodlo 0.3
M pH 5 ¥y =ze transfirid a un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml. Enseguida se awkadis {1 ml de etanol! absolutol para
precipltar 2] DNA como en el paso anterior.

Se colect6 el DNA por centrifugacifn durante 5 min en la
microcentraifuga. Se descartfs el sobrenadante y se lavs la
pastilla con etanol al 70 %. Se volvif 2 centrifugar unos
sepgundocs, se descarth el sobrenadante y se eliminaron las
trazas de alecohol por desecacisn mediante centrifugacién al
vacio por 2 min en el evaporador centrifugo al vacio,
SAVANT.

El DNA se resuspendit en 0.5 ml de buffer TE .

Se determind la cancentracion del DNA mediante ia
abzsarbancia a 260 nm (1 D.0O.2.06 = 50 pg/mld.

Digestiones del DNA con enzimas de restriccifn

En general se siguleron las instrucciones descritas por Maniatis
Yy cols. en 1982 (24)

Socluciones y Reactivos:

ay.-

Al realizar digestiones se tomf en cuenta que cada enzima de
restriccifn tiene una . serie de condiciones de reaccidn

6ptima. Las principales wvariables son la temperatura de
incubaciin y la composicién ‘del buffer, aungue las
condliclones de temperatuvra son bastante estrictas, la

composicién del buffer pueden variar en algunas enzimas asi,
algunas pueden funcionar en distintos buffers. La principal
diferencia en estos es la fuerza 1i1fnica 6 concentracian de
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5)4—

saleas por 1o gue se pueden |levar a cabo reaccliones de
digesti6n simultinea con dos enzlmzs en el buffer de alguna
de ellas siempre y cuando Ia otra pueda funcionar a las
mismas condiclones . En general utilizamos, de acuerdo con
cada ensima, alguno de los siguientes buffers:

r NaCl Trig-HCl (pH7.5) MgCls Ditiotreitaol
G 10 mM 10 mM 1 mM
50 mM 10 mM 10 mH i mM
160 mH 50 mM 10 nM 1 mM
Agua ultrapurificada estéri]

e utilizaron lss siguientes enzimas de restricecinan: Eco RI,
Hae II, Hae 1[I, Hinf I, PFvu [l, Sma I, Rza I, Pst I ¥y Alu
AT

Buffer tipo 111 ( azul de bromofenol al 0.25 %, xilene
cianol al 0.25 %, glicerol al 30 % y EDTA 60 mM), se utiiizo
para detener Jdas reacciones enzimAticas. Adem&és tambisdén se
utiliza como colorante de referancia durante las
eleetroforesis en gel de agarosa 6 poliacrilamida.

dimiento:
alizar digestiones se hizo lo siguiente:

No se excedif de wun quinto el veolémen de la enzima en
relacibén con &l volfimen de la resccién, ya gue las enzimas
vienen en un 50 % de glicero)l para conssrvarse.

e utiliz6 de 1 &a 2 unidades* de enzima por pg de DNA,
durante pericdos de 1 a 2 h 6 bien menor ecantidad de enzims
por peviodos mayores de tiempo.

Al realizar laz mezclas de reaccldn se procedid a colozar
los reactlives en el siguiente orden:

a). agua
Bb). buffer

c). DNA
c), enzima (debe mantenerse siempre en frio)

Al finalizar el tiempo se detuve 1a rexcelon =nsdiéndole
buffer tipo 1!1 6x a una concentracién final 1x.

Cuando se nece=sitfi digerir varias muestras de DNA con la
miama enzima, se colocaron los DNA's primeroc en cada uno de
los tubos, luego se agregd una mezcla, hecha inmediatamente

‘antes de usarse, de : agua, buffer y enzima.
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¥ 1 unidad = digiere i pg de DNA en 1 h a 37° C.

Electroforesls en geles de agarosa & poliacgrilamida

Utilizamos los métodos descritos por Cab Barrera en 19868 (&)

Soluciaones y Reactivoz:

Electroforesis en gel de agarosa

2. -

hl.-

Q"A_

Buffer Tris-ascetato (TAE) S50x (Tris-acetato 2.0 M y EDTA 0.1
M), 242 g de trizma base, 57.1 m]! de acido acético glacial ¥
160 mwl de EDTA 0.5 M =se disclvieron en 800 m! de agua
bidestilada y se afordé a 1 1. Se esterllizé en autoclave.

gSolucidn TAE 1ix. Se mezclaron 20 ml de TAE 50x con 880 ml de
agua destilada. Sclucidén gque fué empleada para preparar los
geizs  de agarocsa, agi compo tambilén para buffer de
corrimiento.

Gel de sgaronsa. gse utilizaron varias concentraciones (1, 1.5
y 2 %) para un gel de agarcsa- - %: se disclvieron-.1 g ds
agarnsa en 100 ml de buffer TAE 1x, gse calenté la solucién
hasta gue é&sta empezd a sbullir. Una vez que la solucitn g=
enfrié a "45° C se vacié en la placa destinada para preparar
el gel y se esperd unos minutos para gque el gel
solidificara.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

d)s-

e). -

Y o=

gy, -

Butfer Tris-boratcs (TBE) 10x (Tris- boratos 0.89 M, &cido
béorico 0.88 M y EDTA 0.02 M>. 108 g de trizma base &5 g de
adcido bbérico y 40 mi de EDTA 0.5 M, pH 8.0 se disolvieron en
600 ml de agua destilada se afor6d a L 1 y s= esterili=é an
autoclave, La soluci6én TBE 10x se utilizé para preparar el
buffer, pare el corrimievito de la electroforesis se utiliso
a 1ix.

Acrilamida al 30 %-bisacrilamida al 0.8 %. Se disclvieron
60 g de acrilamida y 1.6 g de ©bisacrilamida en 100 ml! de
agua destilada y se afor6 a 200 ml.

Persulfato de amonioco =2l 12.5 %. Se disclvieron 0.1£5 g de
persulfato de amonio en 1 ml de agua destilada. Se mezcléb
perfectamente.

Gel de poliacrilamida., se utilizaron geles de 5 y 6 % para
un gel de poliactilamida al 6 % se mezclt lo sigulente:
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Agua 23.075 ml
TAE 50y 0,600 wml
Acrilamida 20 %-biszacrllamida 0.8% 6.0 m 1
FPersulfato de amonlo 12.85 % 0.022 ml
TEMED 0.100 ml

30.00 ml

Procedimiento:

1), -

2 Yul=

ll-)a_

BY.

6).-

Tha =

8).-

El

fe prepard el gel de agarcsza 6 poliacrilamida de acuerdo
como se describi® mas arriba, a la concentracién adecusda de
acperdo al temz¥%o del DNA 6 fragmento que se queria separar.

Una wvez solidificads el gel, ze adaptd a la camara de
electroforesis ya fuera horizontal (de agarosa) & vertical
(de poliacrilamida).

Se sgreghb el buffer a la cé&mara hasta que cubrié el gel en
el caso del gel horizontal & bien hasta gue cubriéd la parte
superior en &l caso del gel vertical.

Enseguida se colocaron la=s muestras de DHNA (utilizando una
jeringa Hamilten de 5O pl). Las muestras se colocaron hacia
el lado del gel gue se encontraba en sl catudo ya gque =] LDHA
estd pargado negativamente y por lo tanto migrara hacia el
&nodo.

Ee conectB la camara de electroforesis a la fuente de poder
y se saometit a electroforesis el gel, primeramente a 35
volte hasta que las muestras salieron de las casillas que
las contenian Y entraron completamente a el gel.
Pozteriormente se aumento la corriente de 80 a 100 volts.

El colorante de referencia sirvif para seguir 1a migracion
de laz muestras, permitiendonos parar el corrimiento de las
muestras cuando se deseaba.

Una vez terminado el corrimiento, se sometif el gel a
tinieidn en wuna sclucifin de bromuroc de etidio (2 pg/ml)
durante 15 min.

Se lav6 =] gel con agua de la llave y se observé colocandolo

sobre un transiluminador de luz ultravioleta.

valumen de estos treactiveos puede variar segiin el volamen

final que desee preaparar, Yy esto de acuerdo a el  tamafo de la
pPleca que contendrd a el gel 4 bien el grosor de los separadores
gue utilice para montar la placa.
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VIi1. RESULTADOS

1. Extracclén de RNA total de hipéflsis bavinas.

Frocezamos 6B cabezas de ganadg bovino que obtuvimos del
Rastro Municipal de la ciudad de Monterrey N.L. de las cuales
obituvimos 7Z g. de hip6fisis bovinas.

El presente trabajo, requirlé soclamente 30 g. de tejldo
hipofisiario, cantidad gue procesamocs en alicuotas de S g.,
efectuando sels extracciones de RNA de acuerdo al método de
fenal-sarkosil-Proteinasa K (15) tal y como se describe en la
"secci6n de materiales y métodos.

Una vez gque =2e llevé a cabo la homogenizacibn del tejido y la
obtenciétn de 1los acidos nucléicos totales (DNA y RNAJ, la
separacién del RNA la hicimos por precipitaciones selectivas en
frio con Acetato de Sodio 3 M., (fig. 2). Obtuvimos un total de 33

mg de RNA total.

En cada una de las seis extracciones, efectuadas obtuvimos
indices de pureza aceptables cuyos valores oscilaron dsde 1.6
hasta 1.85 (Un buen indice de pureza se considera a un valor de
1.82L |-

Lis RNA’s que extrajimos no presentan signos de degradacién, -y
de este RNA total obtenido, el Dr. Hugo A. Barrera separd
mediante ecolumnas de cromatografia de afinidad de celulosa oligo-
dT los RNA mensajeros, logrando recuperar como RNAm poli A-,
deapués de dos clclos de cramatografia, aproximadamente 300 pg.

Al someter 2 electroforesis alicuotas del RNA total, asi como
de la fracciodon poli A* de éste, el perfi) de ambos RNA's reflejd
una buena integridad observandose ademas en el carril de los RNAm
poli A* un par de bandas gue oscilan entre los 700 y 800
nucletttidos y que muy probablemente corresponden a los RNAm de
prolactina ¥y hormona de crecimiento bovina, siendo estos los
mensajeros mAs abundantes en este tejido (fig. 3).

2. El DNAc de hPL hibridiza con &! RNAm de bGH.

Al hacer la comparaci6in de las secuencias ya conocidasgs del
DHAc de hPL (31) y las recientemente publicadas para bGH (22,
encontramos gue habia similitud entre ambas secuenclas,
encontr&ndose entre el fragmento Hae 111 de 550 pb del DNAc de
hPL y su porcién correspondiente en el DNAc de bGH, una similitud

equivalente al 73% (fig 4). El resultado de este analisis nos
alentft a wutilizar el DNAc de hFPL para detectar por
hibridi=zaclones moleculares la presencia de secuencias

nucleotidicas para bGH. Basados en esta similitud, determinamos
las condiciones a las que ambas secuencias- podrian hibridizar e
hicimos los siguientes experimentos:

Preparamos B8 ung de RNAm poli A* para su andlisis por
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APALIZETE ELECTROFORETICO DE MUESTRAS OBTENIDAS DURANTE EL PROCESO
DE OBTENCION DEL RNA

Sy

AC'S NUCLEICOS .
TOTALES
| PLACENTA HUMANA

RNA TOTAL
19 PRECIPITACION

39 PRECIPITACION
i 28 PRECIPITACION

Fig 2 Electiroforesels en gel de agarosa-urea-&cido al 1.5%. Se
muestra la obtenciétn del RNA total. Primero se obtuvieran los
Acidos nuecleicos totales (DNA y RNA)Y donde es m&s visible el DNA
dada su mayor abundancia. Los sigulentes carriles de derecha a
{zquierda, muestran la eliminacion de DNA por tres
precipitaciornes sucesivas con Acetato de Sodio 3 M pH6.0, lo cual
se puede apreciar por la disminucidn de la fluorescencia en la
regién por encima de la banda correspaondiente al RNA ribosomal 28
5. El gel fué teRido con bromuro de etidio (5 pug/mil) vy
visualizado por iluminacidén con luz ultraviocleta. A la derecha
se indica la posiciétn de las especies de RNA mas abundantes,
seraladas de acuerdo a su coeficiente de sedimentacién (S).
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ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS RNA’=z DE HIFOFISIS BOVINAS EN
GELES DE AGAROSA-UREA-ACIDOD

28S

I8 S

fig., 3 Comparacion entre el RNA total aisladeo de hip6fisis
bovinas y su fraccifn correspondiente a RNAm poli A* obtenido par
cromatografia de afinidad en una columna de celulosa oligo (dT).

Se puede observar la buena integridad del RNA total y ademas en
e} carril del] RNAm se aprecian un par de bandas enriquecidas (en
el rango de 700 a 300 nt) correspondiendoc muy probablemente a leos
RNAm de prolactina y bGH que son los més abundantes en el tejido
hipofisiario., El gel fué de agarosa al 1.5 %, tefido con bromuro
de etidic (5 pg/mly y visualizado al ser iluminado con luz
ultravioleta.
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ANALISIE COMPARATIVD ENTRE SECUENCJAS GENICAS PARA LAS HORMONAS
BOVINA Y LACTOGENICA PLACENTARIA HUMANA

CTGCTGACACCTTCAAAGAGTTTGAGCGCACCTACATCCCCEAGGGACAGAGATACTCCATC———CA
QAT s f s O} AGAA T AN K Cmm o iG] BT = LT =

GAACACCCAGGTTGCCTTCTGCTTCTCTGAAACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAGAATGAGGCCCAGCAG
TC-~T ACCT o O P e R PHOAR =TG- B AR s

AAATCAGACTTGGAGCTGCTTCGCATCTCACTGCTCCTCATCCAGTCGTGGCTTGGGCCCCTGCAGTTCC

CA-TC-A c c g G S I S . S, S—

TCAGCAGAGTCTTCACCAACAGCTTGGTGTTTGGCACCTCGGACCG——~TGTCTATGAGAAGCTGAAGGA
e BLOE A-C A——A B CC A B — e =G~ CCTFO— B

CCTGGAGGAAGGCATCCTGGCCCTGATGCGGEAGCTGGAAGATGGCACCCCCCGGGCTGGGCAGATCCTC
A AAA-G G--AG c ' T S S ———

AAGCAGACCTATGACAAATTTGACACAAACATGCGCAGTGACGACGCGCTGCTCAAGAACTACGGTCTGC
CAG——-C TC——A——ACC—-T—m— A m e e G —mm

TCTCCTGCTTCCGGAAGGACCTGCATAAGACGGAGACGTACCTGAGGGTCATGAAGTGCCGCCGCTTCGG

A A A G C— C——P-—ccBccRe- @ BcTT
) ;
GGAGGCCAGCTGTGCCTTCTAGTTGCC—~——AGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGA
G G G CGAGT———ATC-—+—GA A ittt

SIMILITUD = 73%

tig.4 Se muestra 21 anéAligis comparativo realizadoc entre las
secuencias del DNAc de bGH y aquellas de hPL. En esta figurz ce
incluyen =6lo las secuencias comprendidas en el fragmento Hae [[]
de 550 pb del DNAc de hPL. La linea superior corresponde al DNAc
de bhGH, mientras que ren ]Ja inferior se representa la secuencia
del DNAc de hPL. En #ésta dGltima, sdlo se indican los nuclettidos
en que difieren éstas dos secuencias. Las regiones idénticas se
representan por la linea discontinua.

37



electroforesis en geles de sgaroza en presencia de glioxal, tal y
como se describe en la secelén de matertiales y métodas.

Colocamas en cada carril del gel 2 pg de RNAm de hipdafisis
bovinas alternando en el sigulente carril con 10 pug de RNA total
de placenta humana (utilizado como testigo positivo). Después de
la electroforesis, 1los RNA'’s se tranafirieraon por capilaridad de
acuerdo con el método llamado "Northern®™ ~(17), del gel a un
filtro de Nylon (Z-bind). El filtro lo recortamos &n tiras de
mzdo que cada tirs contenia un carrfil de RNA total de placenta
humana y un carril de RNAm poli A* de hipé6fisis bovinas., Las
tiras [as sometlmos a2 hlbridizaciétin utilizando como sonda
preparada por el Dr. Barrera, consistente de un fragmento de ELO
pb del DNAc de hPL marcado con 32P por la técnica de wmarcaje al
azar con oligonucleftitidas (27). Los lavados de cada filtro losg
hicimos con spluclones de diferentes concentraciones de sales
{una tira con 0.3 M, otra c¢con 0.15 M, otra con 0.0675 ™ y 1la
Gltima con 0.03 M de NaCl). De acuerdo con los resultados que se
ilustran en la figura 5, encontramos como buenas condicloneg psara
lps lavados aguelias en las que se usé una concentracién de 0.15
M de NaCl.

2, Tamlzsie del banco de DNAc.

8a) Almacenamientoc del baneco de DNAc. La clonacién del DLNA
complementario al RNAm de hipdfisis bovinas, la realizé el Dr
Barrera utilizando el método descrito por Gubler y Hoffman (8).
El método consiste brevemente en 1o siguiente: la sintesis del
DNAe se hace por un proceso enzimatlco en dos etapaz, &n la
primera se utiliza: RNAm de hip6fisis bovinag .y transcriptasa
reversa. La reaccién se hace en un amortiguador en presgencia de
dNTP*s y se utiliza como cebador un oligonuclestido de
desoxitimidinas (oligo-dT). De esta manera se sintetiza la
primera cadena del DNAc. La segunda etapa consiste en la
sintesis de la segunda cadena, también por un proceso enzimatico
utilizando esta vez RNAasa H y DNA pplimerasa de Escherichia coli

A los DNAc bicatenarios sintetizados, se les anadid en sus
extremos 3' homopolimerons de Acido desoxicitidilico con la enzima

transferasa terminal. Con el fin de clonar estas moléculas de
DNAc, gse utilizé el plasmido pBR322 linearizado en su sitio Pst 1
Ys portando en sus extremos 3°? homopolimeros de &cido
dezoxiguanidilico. Tanto el vector linearizado como los DNAc's

fueron mezclados para que Se aparearan por complementariedad de
sug extremosg y Jla mezcla fué wutilizada para transformar c#lulas

de Escherichia coli, a las cuales se les habia inducldo
previamente Ja capacidad de incarporar DNA foraneo por
tratamiento en frio con CaCla. L.as bacterias transformadas se

sembraron en caj)as de Petri dque contenian LB-agar-tetraciclina
(15 pg/mi), como medio selectivo. Este antibibético permitis el
crecimiento de fGdnicamente agquellas bacterias que adguirieron
plasmidos. De é&sta manera, se establecid el banco de DNAc a los
RNAm de hip6fisis bovinas.

3B



EZFERIMENTD TIFQO "NORTHERN" PARA ESTABLECER LAS CONDICIONES DE
HIBRIDIZACION ENTRE EL DNAe DE hPL Y EL ENAm DE bGH

-
-
3

"

————t e ————

i _
(SALES): (0.3 M) (0.15m (0,075 m) (0.03 m)

A= RNAT DE PLACENTA HumanA
B= RNAM DE HipoFisis Bovina

fig.k Autorradiograma que muestra el =anédlisis comparativo
realizado para determinar la concentracién de sales adecuada para
uns mejor capacidad de hibridizacién entre el DNAc de hPL y =]
RNAm de bGH. Como se indica, el carril A contiene RNA toctal de
placenta humana y el B RNAm de hipé6fisis bovina. Abajo de cada
carril se indica, entre paréntesis, la concentracién de cales
(NaCl principalmente) de la solucifin con que se lavéd cada par de
tiras.
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e las ecajas de Petril conteniendo las colonlas del banco de
DNAc, tomamos 1000 colonias bacterianas, wutilizando ©para elln
palillios de madera esterilizados.

Cada colania la inoculames en frascos e=xtérlles conteniendo 3 ml
de caldo LB-tetrsciclina (15 pg/ml), ¥y las dejamos crecer a 37° C
toda la noche. A cada frasco le agregamos posteriarmente 1.5 ml.
de glicerol al 80 %, mezclamos bien y los almacenamos a -70° C.

b) Hibridizacién de colonizas in =itu. Transferimos alicuotas da
lag 1000 clonas almacenadas a un papel filtro de nitrocelulosa,
previamente esterilizado a 15 1b/pul?/40 min. Este pspel filtro
se¢ poloctd sobre medio LB-asgar-tetraciclina en cajas de Petri, e
incubamos a 27° € hasta que las colonias c¢creclaron y alcanzaran
un diametro de aproximadamente 2 mm.

Las filtros canteniendo las colonias bacterianas la2
procesamos de scuerdo con la técnica de hibridizacidén de colonias
in gitu , descrita en la seccién de materiamles y métodos. T=l
procedimiente nos permitlié liberar el DNA de las células
bacterianas, gue por un tratamiento aleslino se desnaturali=zé y
Tijo =l papel filtro de nitrocelulosa. Los DNA’s unidos a los
filtros los hibridizamos contira la sonda radiactiva del fragmento
Hae 111 de 550 pares-:de bases del DNAec de hPL. Utilizamos como
testigo positivo bacterias Escherichia coli transformadas con el
plasmida phPLB15 (38) que porta el DNAc de hPL. Finalmente, los
filtros los expusimos a una pelicula para rayos X y practicamos
autorradiografia a -70° C por periodos desde 20 h. hasta varios
dias.

De las 1000 clonas hibridizadas, seleccionamos 192 colonias
por la intensidad de sus seRales en el autorradiograma al
compararlae con la de Jlos testigos (fig. 6). Con éstas 192
colonias efectuamos un segundo procesc de hibridizacién en gota
seca. -

¢) Hibridizacidn usando DNA de plasmidos en gota seca. De cada
una de las 192 colonias seleccionadas del primer tamizaje
obtuvimos loas plasmidos por la técnica de Birnboim y Dolly (28),

con las modificaciones descritas en la seccién de materiales y
métodos.

De los plasmidos obtenides de cada clona, tomamos 2 pl de cada
uno ¥y los dispusimos en arreglos ordenados scbre un filtro de
nylon (Z-bindy, posteriormente -los hibridizamos contra el
fragmento Hae 111 de 550 pares de bases del DNAc de hPL marcado
can *2P (ver hibridizaci6n en gota seca en materiales y métodos).

Utilizamos las condiciones de hibridizacién Yy lavado
determinadas antsriormente en el experimento de hibridizacién
tipo Northern (seccién resultados de la pag.34), entre el RNAm
poli A* de hip6fisis bovinas y el DNAc de hRL.

Después de analizar el auvtorradiograma seleccionamas 15
clonas, por la intensidad de su seRal. Nuevamente incluimos
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CLONAZ EN EL BANCO DE DNAc DE HIPOFISIS BOVINAS
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testligos tanto positivos como negativas, siendo éstos los
plasmidos phPL815 y pBR322, regpectivamente (fig. 7).

Cads wuna d& lpe DNA de los plaszmidos recombinantes los
sometimos a electroforesiz en geles de agarsss =l 1% psra
inferir, en hasse al perfill electroforético, el tamamo del
inserto. Encontramos, que la mayoria tenia insertas no muy
grandes (fig., B8) pues <csu movilidad a través del gel no era
grandemente afectada, sin embargo la clona 832 parscia contener el
ingerto de mayvor longlitud. Todos los DNA's de éstos plasmidos
los sometimos & digestiones econ Pst 1 y los analizamos por
electroforesis en gel.

El plasmido de la clona 63 (p63) dié el patrdén de restriceién
esperado (ver mas abajo).

4. Obtencién y caracterizacién del plasmide posible portador del

DNAc para bGH.

Con e! fin de obtener suflciente cantidad del plasmido p63
para llevar a cabo todas las caracterizacicones posibles con
enziwmas de restricciébn, lo preparamos a partir de un cultivo a
gran escala como se describe en materiales y métodos. Cbtuvimaos
1.121 mg de DNA del plasmido p63 por 2 1. de culitivo. )

El DNA purificado de p6E3 1o cortamos con las enzimzs
dizgnosticas Pst 1, Pvu Il y Sma | y los patrones de restriccién
obtenidos los analizamos en geles de agaronsa y poaliacrilamida,
posteriormente comparamos los patrones obtenidos con los
esperados (ver tabla 13}. Pst 1 liberi dos fragmentos muy
similares en tama®o con longitudes estimadas entre 300 y 400 pb.

La enzima Pvu Il liberé un fragmento de aproximadamente 500 pb ¥
Sma 1 lineariz6 el pla&asmido recombinante (fig. 9).

Para analizar e Interpretar lgs patroneg electroforéticos
obtenidos con otras enzimas, decidimos determinar la orientacién
del inserto del plasmide p&3. Sabiendo que #4ste =se hallaba
c¢lonado en el gitio dnicoe Pst I, dentro del gen que confiere
resistencia a la ampicilina, diserfamos la estrat=sgia

esguematizada en la figura 10, para determinar si 2l inserto se
hallaba en el mismo sentido que el de 1la transcripcidn del gen
Fara la resizstencia a ampicilina 6 alternativamente en sentido
opuesto a éste .

Eco RI es un sitio fijoc en el Qector (pBR322), mientras que la
posicién del sitio Sma 1 depende de la orientacibfn del inserto,
como e indica en la figura 10. Al realizar dobles digestiones
con las egenzimas Eco RI y 8Sma | observamos que el tamaro del
fragmento menor liberado era aproximadamente de 1200 pb, lo gue
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EJEMPLO REPRESENTATIVO DEL TAMIZAJE EN GOTA SECA DEL DNA EN LAS
CLONAS DEL BANCD DE DNAc

) ’ e ;W? ek - =
T % .oy 9 ad QP". L R

F—

Fig, 7 Autorradiograma del tamizzje en gota geca . Se muegtra
la seral obtenida al hibridizar el DNA de los 1382 plé&=mido=s,
contra el fragmento del DNAc de hPL macado radiactivamente. En
las esquinas se colocaron muestras del testigo positivo (cruces
dentro del paréntesis) por duplicado, como se observa al centro
de la 1linea inferior del autorradiograma. A la izquierda de las
dos muestras del testigo positivo, se colocaron muestras del DNA
del testigo negativoa (pBR322), el cual no muestra seral alguna.
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FERFIL ELECTROFDRETICO DE LOS FLASMIDOS RECOMBINANTES
SELECCIONADOSE EN EL TAMIZAJE

Fig., 8 An&lisis electroforético de pl&smidos recombinantes. La
fotografia muestra el perfil electirofordédtico de diez plasmidos
recombinantes seleccionados en los tamirzajes, su movilidad se

compara contra aquella del vector plazmidico pBR322 (carriles A y
B). E! carril] No. B corresponde al plAsmido de !a clona B3 gue
resultd® poseedor del inserto de mayor longitud y al cual ze le
hicleron caracterizaciones con enzimas de restriccian
diagn4sticas para ] DNAc de bGH. El gel fu# de poliacrilamida
al 6%, terido con bromuro de etidio (2 pg/ml), y visualizado por
iluminacitn con luz ultravioleta.



TABLA 1. FRAGMENTOS ESPERADOS AL COGRTAR CON ENZIMAS DE
REETRICCION FEL DNAc DE bGH

Enzima de Tamato del fragmentao(s)
RKeztricecibn &n pares de bases (pb)
Pst I 37, 337, 450

Byuy I1I 216, 490, 77

Pst 1-Pvu II% a7, 137, 200, 29%1, 1i5
e 627, 173

REsa [-Pst 1% | 37, 338, 250, 223

Hinf 1 80, 293, 394

Sma 1 502, 281

Eec BN N\ 7 A=

Sma 1-Ece RI1# 502, 281

Alu 1 i6, 8, 1489, 153, 277, 37, 42, 185, 116

195, 100, B85, 21, 143, 90

8
@
m
-
T
—

El tama®fo de los fragmentos son 1os obtenidos al alimentar una

computadora, y obtener wun patrén de restriccidn, con la

gecuencia tomada de Seeburg y cols en 1983.

¥ Digestion simult&nea con ambas enzimas.

+ No hay sitios de reconocimiento para ésta enzima en el DNAc de
bGH

45



FATRON DE RESTRICCION OBTENIDD DEL PLASMIDO p63 CON LAS ENZIMAS
DIAGNDSTICAS Pvu 11 y Est !

Fig. @ Digestiones araliticas de pE3 con Pvu Il y Pst 1. Se
muestra el andlisise electroforédtico de los fragmentoszs abtenides
]l digerir el plasmido p63 con varias enzimas de restriccién.
Pst 1 liber# dos fragmentos menores, una de ~300 ¥ el otro de
~400 pb. Por su parte Pvu 11 liberd wun fragmento menor de
~“500ph. E! carri]l de 1la doble digestidn con Pvu 1 ¥y Pst 1
mue=2tra que ademd&s de los fragmentos mayores (portando secuencias
del vector), se liberaron fragmentos de 137, 200, 281 y 115 xb..
El gel fu¢ de polfacrilamida al 6 %, teX%ido con bromuro de etidio
(2 pg/ml) y visualizado al ser iluminado con luz ultraviolet=z.
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. CLONACION DEL DNAc EN pBR322

El inserto en sus dos
posibles orientaciones

Eco RI

| Eco RI]
A : B
\
~ Smal oo
| ~o pBR322 B ™ BR 322
| “>\Pstl ~~APstl 5
/// //
Smal | /7

Doble digestion
con EcoRly Smal
ayudan a determinar

la orientacion correcta

Eco RI

Pst L
Smal

PstI
Ano’oml'ﬂ molecular del p BR322
plasmido p63
I: | inserto
Fig. 10 Representaciodn
esquematica de las po- - gen de resistencia
sibles orientaciones - 4] OmPIClIIDO

del DNAc en pBR322.

«d gen de resistencia
q tetromchna
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nos  indied que la orientseclbén del inserto (ubicacién de los
extremos 5' y 3® de 1la sescuencia del DNAc) colnecidia con 1a

dirececitn de la transcripeidédn de] gen para la resistencia a
ampicilina (fig. 1),
Una ves que econccimes la orientaciéan del ingserto hicimos

digestiones con otras enzimas de restriccidn diagnésticas. Los
patrones de restrliccl6m obtenidos colncidieron con los esperados.
Rsa 1 liber6 wun fragmento de aproximadamente EG0 pb, Par sgu
parte, Hae 1l llberd dos fragmentos de aproximadamente 1587 y 850
pb (figs.12 y 13>, Como también existen =itics de reconocimiento
para estas enzimas en el vector, la longitud de los fragmenmtos de
restriccidn tanto esperadoz camo obtenidos son la suma de)
fragmento correspondiente al DNAc de bhGH y e) fragmento adyacente
a este, proveniente del DNA del vector.

Log tama¥os de éstos fregmenteos nos volvieron a corroborar
tanto la orientacién como la identidad del inserte de DNAc de
bGH. Ademas hicimos digestiones ocon enzimas que tienen como
sitio de reconocimiento solo cuatro pares de bases en lugar de
segls ¥ que por lo tanto poseen aln mas sitios de reconocimiento,

tanto en el DNAc de bGH, como en el vector. Los patrones de
regtriceifin  obtenidos también coincidieron c¢con los esperados
(figs.11 y 13). Las enzimas que utilizames fueron: Alu I, Hae

Y1 y| Bt b

E, Construccidn de un mapa de Restriceidn

Con la informacifn gque o¢btuvimos =al analizar los patronssg

eleatroforeticos  resultantes de  los cortes con enzimas de
restriccion, construimes mapas fisicos de la ubicacidn de los
sitios de reconocimiento para tales enzimas; a @éstas

representaciones se les conoce como mapas de restriccidén (figs.
14 y 15).

Fstos mapas los comparamos con aquellos obtenidos al alimentar
una microcomputadora con las secuencias ya publicadas (secuencia
de la pag. 8) para el DNAc de bGH. Se utilizé para £Aste andalisis
el paquete de programas computacionales PCS desarrecllado por John
E. Donelson de la Universidad de lowa, E.U.A.

Ambos mapas coincidieron perfectamente por 1o qgue pudimos
concluilr gque el plésmido p63 portaba la secuencia casi completa
del DNAc de bGH.
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DETERMINACION DE LA ORIENTACION DEL INSERTO EN EL PLASMIDD p63

fig. 11 Orientacién del inserto en p63 y su caracterizacidan
parcial. Se muestran varias digegtiones con enzimas de
restriccison del DNA de p63. La djgestién daoble con Eco Rl ¥y Sms
1 liberd un fragmento de “1200 pb, lo que ayudé a determinar la
orientacién del! inserto (especificado en la fig. 10). EI DNA de
0X174 digerido con Hae 11! se usf como marcador de tama%o de
fragmento en pb.

Los otrog carriles muestran la estrategia para el an&lisis del
patrén de restriccién de p63, al compararlo con el patrén

obtenido del wvector plasmidico _ pBR322. Hinf 1 1liberé6 dos
fragmentos de 1470 y 670 pb. Por su parte Hae 111 liber6 variocs
fragmentocs. El gel fué de poliacrilamida -al 6 %, tefide con

bromuro de etidio (2 ug/ml) y visualizado al ser iluminado por
luz ultravioleta.
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FATRON DE RESTRICCION DEL PLASMIDD p63 CON LAS ENZIMAS Rea i y
Pst 1

=860
fig, 12 Digestiones analiticas del plismido pB3 con Rsa | y Pst
1. Al digerir el DNA de p63 con Rsa ! se liberaarcn dos bandae:

~1300 pb. La digestidtn doble con Rsa |}

una de 860 pb y otra de
Yy Pst I liber6 fragmentos de 338, 250, 233 y 223 pb. El gel fueé

de poliacrilamida al 6 %, tefido con bromuro de etidio (2 ug/ml)
Y visuvalizado al ser ifluminado econ luz ultravioleta.

.
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)

ANALISIS DEL PATRON DE RESTRICCION DEL PLASMIDO p83 CON LAS
ENZIMAS Hae 11 ¥ Alu 1 °

pb

1876
=~ 1587

2 850

622

439-430
370

fig. 13 Digestiones de p63 y pBR2322 con enzimas de restriccidn
que reconocen cuatro pares de bases. Al digerir el plasmido p&3
con Hae Ii =e liberaron dos fragmentos de ~1587 y 850 pb, los
cuales son resultado de 1a combinacifin de regiones del DNAc de
bGH y de pBE322Z. Se observa en el carril de p63 la desapariciftn
de la banda de pBR322 de 1876 pb. Por otra parte, la digestidn
con Alu I mostré, en el carril de p63, la aparicidén de bandas
ausentes en el carril de pBR322 y gue corresponden al DNAc de
BGH. El gel ez de poliacrilamida al 6 %, teRido con bromuro de
etidia (2 ug/ml) y wvisualizado al ser 1iluminado con luz
ultravioleta. Se serdlan los tamafos en pares de bases de
algunas bandas. -

1020091571

0031571
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VIiI1. DISCUSION

La pureza del RNA qgue obtuvimos fué hbusna ya gue si
consideramog que un buen indice de pureza corresponde a una
relacién de Azeo/Aage de 1.8, nuestrss preparaciones de RNA
mostraron buena puresza, reflejada por valores promedio de 1.7 .

En cuanto a la integridad de laa moléculas des ENA ohtenidas,
pudimos concluir gque fué excelente ya gque todas las preparaciones
al =er scometidas a electroforeala, en geles de agarosa en

pondiciones decenaturalizantes, mostraron un patrén de
fluorescencia para las bandas corregpondlentes & Jlos=  RNA
ribocomales 28 y 18 & cercanc & 2:1 respectivamente. Esta
conclusién, la bacsamos en la explicacidn que acerca de la

integridad de las moléculas de ENA obtenidas se dif en la secci6n
de materiales y métodos (pag.i16).

Azia mizsmo podemos decir gue en los experimentos de
recuperacisén de la fraccién poli A* a partir de los BRNA totales,
y de la sintesgslia de DNAc (datos no incluidos en el presente
trabajo), se obtuvieron valores ©6ptimas des rendimiento si1 las
comparamos con aquellos reportados en la literatura-

Los resultados de nuesiros experimentos de hibridizacion tipa
¥Northern entre el fragmento Hae 111 de 550 pb del DNAc de hPL,
marcado radiactivamente, tutitizado como sondal y l1oa RNA
mensajeros de hipofisis bovinas, comprobaron nuestra hipbtesis de
trabajo. En ella postuldbamos gue, basades en la similitud de
gecuencias nucleoctidicas entre los genes para hPL y bGH era
factible usar =] DNAc de hPL como sonda & rastreador molecular
para lacalizar, por hibridizaclén molecular, el DNAc de ©bGH a

partir de un banco de DNAc's. Por otra parte; también
determinamca las condiciones de  hibridizacién a las que tal
reconocimiento por apareamiento debkeria de oceourrir. Eatas

condiciones correspondieron a una concentraciétn de formamida del
20%, una temperatura de hibridizaci#n y lavado de 25° C, y a una
concentraciton de sales en la solucidtn de lavado de (.15 M de
NaCl.

Es importante .. destacar que hicimas dos experimentos de
hibridizacién contra colonias bacterianas. En el primer
experimento efectuado con laz bhacterias ecrecidas en filtros de
nitrocelulosa la sefRal autorradiocorgafica gque se obtuvo no fué muy
csaticsfsctoria, por lo que se decidid efectuar otro experimento de
hibridizacién. En £ste segundo se incluyd una incubacian
adiecional de las colonlas que habian sido crecidas en LB-agar-
tetraciclina, en un segundo medio conteniendo cloranfenicol (500
pg/mly, con ello permitimos la replicaci6n del DNA del pldasmido
pero no el de la bacteria. Esto resulté en una amplificacion
considerable del namero de coplas por bacteria de los pléasmidos,
lo que se tradujo en una mejor sernal de hibridizacién.
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E]l analisi=s electroforético de algunos plasmlidos recombinantes
nos mostiré gque sus insertos de DNAc eran pequedos, Coma
consecuencia probablemente de Interrupciones Adasl proceso de
coplado del RNAm a DNAc. Estos DNAc pequenos son mas abundantes
gue los DNAc de tamavwos fgual 6 mayor gue 800 pb regiodn de
longitud a la que pertenece el DNAc completo de bGH. Encontramas
gin embargo gue Ia <¢lona 63, a cuye plasmido se le asignod
inicialmente el nombre arbitrario de p63, ¥y gue siempre did senal
fuertemente positiva en Ios diferentes tamizajes, contenia un
inserto de aproximadamente 700 pb.

Log experimentos efectuadoas con enzimas de restriccifin del DNA
de p63 nos corroboraron, al anallizar los patrones de vestriccién
en geles de pollacrilamida, que éste plésmido portaba el DNAc de
bGH. Siempre los patrones de restriceién obtenldoz can el DHA de
fate plaéaamido, coincidieron perfectamente <con los esperados, de
acuerdo ¢on la secuencia ya publicsda (22), Sin embargo, no
pudimos leoecallzar un fragmento de apreoximadamente 50 pb que
corresponderia a una secuencia hacia el extremo 5* del DNAc de
bGH delimitado por sitios Pst 1, y que abarcaria desde el
homopolimero en el extremo 5’ del RNAm, hasta los primeros dos &

tres codanes gue endifican para los primeros amino&cidos del
péptido sernalador de bhGH. Por atra parte, la digezstisn con Hae
[l nos indicé que 1a =zecuencia que codifica para la hormona

madura hacia el extremo S'estaba completa, ys gue hay un sitio ds
corte para esta enzima a wuna distancia de tres codones del

extremo amino-terminal dentro del peéptido senaladar, antes de la
regién que codiflca para el extremo aminoterminal de la hormona
madura.

Con teda Ia informacibn obtenida, y después de construir los
mapas de restriccitn, pudimos concluir que e} plasmido pB3
contenia todos los nuclettidos gque codifican para la hormona
madura asi como una buena parte de las secuencias
correaspondientes al péptido sernalador, ademas de la mayor parte
de las secuencias nucleotidicas hacia el extremo 3°'.
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IX. CONCLUSIONES Y PERSFECTIVAS

El presente trabajc muesira Jla aplicacibtn, sl campe de la
productividad animal,de los conocimientos generados en nuestro
grupo por investigacionez basicas previas, realizadas con el
sistema génico del lactégeno placentario humano (3).

Tomande en cuenta que &l suministro de proteinszs de origen
animal para el consumo humano es ya insuficiente, decidimos
demostrar que la ingenferia gendtica y 1la bilotécnolagia pueden
nfrecer goluclones al problema de incrementar la productividad
animal. Para lograr tal objetivo, nas propusimos clonar
molecularmente la reglén estructural (DNAc) del gen de la hormona
de crecimiento bovina (bGH).

La sstrategia experimental gque dlise®amos es una contribucitn
original del presente trabajo. Otroa investigadores optaron por
utilizar como rastreador molecular genes de otras hormonas de
crecimiento (de rata, por ejemplo) para aislar regiones
estructuraleas del gen de bGH. Sin embargo, aislar el DNAc para
el lactgeno placentario humanc es mucho méas facil gue aislar
aquel de cualguier hormona de crecimiento animal. Esto se debe a
la mayor disponibilidad del tejido piacentario que hipofisiarilo,
¥ B la mayor abundancia del RNAm para hPL (5%) en placenta, en
comparacién con el RNAm para GH (1% en &l casoc del bovino).

Utilizando técnlicas de ingenieria gendtica ¥y nuestra
estrategia experimental; hemos logrado aislar a partir de un
banco de DNAc ,de hipHfisis bovinas, el DNAec de bGH. Al
caracterizar por técnicas estandares de ingenieria genetica, el
plasmide recombinante presente en 1a clona que resulté
seleccionada por mialtiples tamizajes, comprobamos que su inserto
cantiene la mayor parte de las secuenciags del RNAm para bGH.

Por otra parte, nuestros exitosos resultados de hibridizacidn
entre las secuencias de bGH y hPL, refuerzan la hip&tesis de que
el gen para hPL comparte un gen ancestro comimm con los genes para
hormona de crecimiento humana (hGH) a partir de! cual se originéd
por un evento de duplicacifn génica y divergencia.

Los resultados del presente trabajo concluyen la primera face
de un proyecto que, a mediano plazo, pretende lograr producir
hormona de creclmiento bovina recombinante (bGHr). Esto fdAltimo
podr& lograrse al cultivar ©bacterias programadas por ingenieria
genetica para eXpresar, bajo sefales genicas regulatorias
apropiadas, la informacidén que ya poseemos en nuestrpo plismido
recomblnante p63.

La disponibiliidad de bGHr en calidad y cantidad necesaria serA
de gran importancia para las investigaciones encaminadas 2 su uvso
en log campos pecuvario y plscicola, cuyos resultados podran
traducirse en grandes beneficios para la industria alimentaria
del pais.
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1X. RESUMEN

La Ingenieria Genética es un conjunto de técnicas con lag
cuales s& puede recombinar y manipular los genes de cualquier
especie animal 6 vegetal en 21 tubo de ensayo.

Una de las técnicas que mas ha evolucionado desde su
establecimiente y primeras aplicaciones gee 1= gsintesis ¥
clonacién del DNA complementario (DNAc) al RNA mensajerc (RNAm).
Su uso ha permitido sintetizar, clonar Yy expresar =n células de
Escherichia coli, loge DNAc de muchas proteinas de importancia
biomédica, entre las gue ge encuentrant insulina, interferbn, ¥
hormona de crecimientn humana.

Recientemente =se ha logradn cleonar, el DNAc a2] RNAm de la
hormona de crecimiento bovina (bGH). Desde hace ya algunos ahbos
se =abe que la administracién exb6gena de esta hormons (tanto
aquella obtenida & partiyr de hip6fisis._bovinas como la obienida
por ingenieria genética) =l ganado boving, incrementa Ia
velpcidad de crecimlento de lo= animales asi come la produccién
de leche (hasta en un 40 %). Ademas de sus efectos =n el ganado
leehero, también =e ha demoatrado que bGH incrementa la velocidad
de crecimiento y la eficiencia de econversibn alimenticia en el
eafmon del pacifico (DOnchorhynchus kisutch?.

Hemos aislado y caracterizado los RNAm de hipé6flsis bovinas
los cusles fueron utilizados para construir un banco de DNAg. A
partir de este y aprovechando la similitid estructural entre las
gecuancias  del ENAm de bGH y el del RNAm del lactédgeno
placentario humano (hPL), logramos aislar el plé=mide
recombinante portador de las secuencias del DNAc de bGH. La
confirmacion de la identidad de esta <csecuencia se hizo por
analisis de 1los patrones de restriceion. Con esta informacién
construimos un mapa de restriccidn el cual, al ser comparado con
loes mapas deducidos de las secuencias publicadas para el DNAc de
kGH, coincidieron perfectamente. Con io anterior podemos
concluir que hemes logrado aislar y caracterizar practicamente la
totalidad de la longitud del DNAc que codifica para bGH.
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