Técnicas del ADN recombinante
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Enzimas de restriccion (ER)

Son enzimas (endonucleasas) de origen bacteriano que reconocen y cortan secuencias
especificas (4-8 pb) en el ADN doble cadena.

Pueden dejar extremos romos (bluntends) o cohesi vos con extr emo:
(overhangs)
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Digestion de un fragmento de ADN con Hind I
(HIIl) y EcoR1 (R1) y fraccionamiento de los
productos por electroforesis en gel de agarosa




Southern blotting

Permite detectar moléculas
de ADN fijadas en una
membrana con sondas
marcadas
(oligonucleotidos)
complementarios a la
molécula blanco
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Disefio de una sonda para detectar el gen de una proteina conocida por
hibridacion

Known amino acid sequence HSP_J ———=Gly — Leu — Pro — Trp — Glu — Asp — Met — Trp—Phe — Val — Arg———C0O0O~

Possible codons (5')GGA UUA CCA:UGG GAA GAC AUG UGG UUC GU:A AGA(3")
GGC UUG CccCC | GAG GAU Uuuvu GU:C AGG
GGU CUA CCU, GUU CGA
GGG CUC CCG GU:G CGC
CUU ] | CGU
CUG F———Region of minimal degeneracy — CGG
Synthetic A C C
probes UGG GAG GAU AUG UGG UUU GU

20 nucleotides long, 8 possible sequences

First letter of codon (5" end)
Second letter
of codon

o C A G

UUU Phe | UCU Ser | UAU UGU Cys

GUA WVal | GCA  Ala | GAA

GGA Gly
GUG Val | GCG Ala | GAG

GGG Gly

Tyr
UUC Phe | UCC Ser |UAC Tyr |UGC Cys
U
UUA Leu | UCA Ser ([UAA Stop |UGA Swp
UUG Leu | UCG Ser |UAG Stop UGG Trp
CUU Leu | CCU Pro| CAU His |CGU Arg
CUC Leun| CCC Pro| CAC His | CGC Arg
C
CUA Leu | CCA Pro| CAA Gln |CGA Arg
CUG Leu | CCG Pro| CAG Gln |CGG Arg
AUU Ile | ACU Thr | AAT  Asn | AGU  Ser
AUC Ile | ACC Thr | AAC Asn |[AGC  Ser
A
ATA Ile | ACA Thr | AAA  Lys |AGA  Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg
GUU WVal | GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly
GUC WVal | GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly
G
Glu
Glu




Como aislar un gen de un organismo?
Clonado de genes: Aislamiento y amplificacion de un gen de interes para su
posterior manipulacion genética

Pasos:

1. Aislamiento de la fuente de ADN: ADN genomico (fragmentacion), ADN copia o
amplificacion del gen por PCR.

2. Insercion en vector
3. Introduccion y amplificacion en organismo huésped

4. ldentificacion del gen de interés (hibridacion con sonda de ADN, inmunodeteccion,
analisis funcional)

5. Secuenciacion del inserto



Elementos de un vector de clonado

Deben contener ori (replicacion autbnoma) y marcador de seleccion (ej. resistencia a un
antibiotico).

Los plasmidos son muy usados.

Poseen secuencia con sitios de reconocimiento para varias ER (sitio multiple de clonado o
polylinker).

Permiten amplificar un fragmento de ADN exdgeno (inserto).

which

Sall / r'é Fin.—'-:;li'::-l'u into
Xbal | | genous DNA FQW
BamHl | L an be inserted ,fll |
Smal". A J: |
% i
Sacl . _
EcoRl f — —--*’ﬁff"#
Polylinker Plasmid

cloning vector



Ligacion de un fragmento de ADN (inserto) a un vector
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Tratamiento del vector con fosfatasa alcalina para evitar religacion del vector

BamHI
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Vectores de clonado: plasmido pBs
—— 1 (+) ori

ampicilliny lac”Z

~Kpn

pBluescript SK+ MEEC |
3.0 kb
\ P lac
pUC oril

Vector pBs.

- Combina propiedades de plasmidos y fagos filamentosos.

- Posee ori de plasmido (pUC) y ori de fago filamentoso (F1, M13), pueden producir ADN circular doble
cadena o simple cadena.

- Sitio multiple de clonado (MCS) interrumpe marco de lectura de gen lac Z (B-galactosidasa), permite
seleccion de clones recombinantes en presencia de IPTG (inductor de Plac) y X-gal (sustrato de B-gal).



Estrategia de clonado

Pasos:
1. Construccion de vector recombinante.
2. Transformacion de células competentes.

3. Plagueo en medio selectivo con antibidtico +
IPTG y X-Gal

4. Validacion de la presencia de inserto mediante:

a. Digestion de plasmidos de colonias con ER y analisis
en gel de agarosa.

b. Ampl i fi caci caonylPeCIROi rys gretl a

+ DMNA fragment
to be cloned

Enzymatically insert
DNA into plasmid vector

Recombinant

plasmid
Mix E. coli with plasmids
in presence of CaCl;; hea
pulse
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E. coli plates containing ampicil
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Colony of cells, each containing copies
of the same recombinant plasmid



Genotecas

Coleccion de secuencias de ADN individuales que representan todo o parte del genoma de
un organismo.

- Genotecas de ADN copia (ADNc)

Generadas a partir de ARN total de un organismo. No posee intrones.

- Genotecas de ADN genomico (ADNg)

Generadas a partir de ADNg de un organismo. Posee intrones (eucariotas) y secuencias
regulatorias.



Bacteriofagos: Fago A

Los vectores construidos a partir del fago &
son mas eficientes que los plasmidos para
clonar grandes cantidades de fragmentos
de ADN y de mayor tamafo (~hasta 25
kpb).

Se usan para construir genotecas.
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Construccion
de una
genoteca de
cDNA
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Las genotecas pueden
analizarse mediante
hibridacion con sondas de
oligonucleotidos
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Individual phage plaques

Master plate of
A phage plaques
on E. coli lawn

Analisis de una genoteca con una
sondaradiomarcada para

identificar un clon de interés Place nitrocellulose filter on plate
to pick up phages from each plaque

— Nitrocellulose filter

Incubate filter in alkaline
solution to lyse phages and
denature released phage DNA

Single-stranded phage
- DNA bound to filter

Hybridize with labeled probe;

perform autoradiography
e Ty Signal appears over
4 B phage DNA that is
i P J complementary

. i to probe




Las genotecas construidas en vectores de expresion (ej pBs) que
producen ARNm y Proteina a partir del inserto clonado se pueden analizar
por inmunodeteccidon o por ensayos funcionales
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Los ensayos funcionales son muy usados para la deteccion de genes
codificantes de exoenzimas de microorganismos ambientales (proteasas,
lipasas, amilasas, etc). Se agrega el sustrato al medio de cultivo

Se construyen bibliotecas metagendmicas que contienen el ADN de todos los
microorganismos presentes en un ambiente dado.

Colony expressing functional
enzyme from cloned gene
produces a colored product

Ensayo con caseina para
Medium containing detectar actividad de
substrate for enzyme proteasas extracelulares




Secuenciacion de ADN por el método de Sanger

(b} Primer 5’ w
Tamplate 37 = h'

DMA polymerase
+dNTPs (100 uh)

(a)

5" TAGCTGACTCY
3 ATCCACTCACGTCAACGAACTATTCGCEECTTAA

DMNA polymerase
+ dATP dGTP JCTP, dTTP
+METR In low concentratlon

5" TAGCTGACTCAGY
3" ATCCACTCACGTCAACAACTATTCGCCECTTAA

+
B TAGCTGACTCAGTTCTTGY’ —h e € —T —C
3" ATCCACTCACGTCAAGAACTATTGEGGCTTAA

-
5" TAGCTGACTCAGTTCTTGATAACCIGY A G =T —E
ITATCCACTCACTCAACARACTATTEECCTTAA atc. aic. atc. e,
) Denature and separate daughter strands by electrophores|s
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Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Permite amplificar regiones de ADN de secuencias
conocidas.

Requiere: templado (ADN), cebadores especificos que
flanquean la regidon que se desea amplificar, ADN
polimerasa termoestable (ej. Taq), dNTPs, buffer (Mg 2+)

Se realiza en 3 etapas:
1. Desnaturalizacion del templado (94 °C)

2. Hibridacion de los cebadores. La temperatura depende
de cada par de cebadores (~50 °C)

3. Polimerizacion (72 °C)

1-3. Se repite varios ciclos (30-40)

N El producto se analiza en
gel de agarosa



PCR en tiempo real

Se puede medir la
produccion del producto de
PCR en cada ciclo marcando
el ADN que se amplifica con
un colorante fluorescente
(SYBR green) que solo se
une a dobles cadenas.

Este técnica permite
cuantificar la cantidad de un
fragmento de ADN especifico
en el material de partida.
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PCR: Curva de amplificacion

CT= ‘“cycl e dashlr e
numero de ciclos para la ARn —
deteccion de fluorescencia, 2000800 — Flatrau

gue depende de cuantos

nucleotidos fluorescentes
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esto depende del Nro. de sample- /.

templados que haya. 1,000.900 —
> Exponential phase
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PCR cuantitativo: funcién del numero de moléculas de templado

fluorescence intensity
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Fluorescence (dRn)
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Diferencias entre el PCR convencional y el PCR cuantitativo

Kineist detection
(Quantlelive PO
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