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RESUMEN

Se construyé una genoteca bovina en el bacteriéfago 2EMBL3 por el método de llenado parcial de
los extremos cohesivos. Se estudian los efectos de los sistemas de restriccién de E. coli en la
amplificacién de la biblioteca y se demucstra que el sistema McrB en las cepas derivadas de
E. coli K-12, interfiere en la propagacién de los fagos recombinantes durante la amplificacion de la
genoteca. El empleo de la cepa E. coli C-1a en la construccién de genotecas de eucariotes superiores
conjuntamente con ¢l método anterior permite obtener genotecas de alta eficiencia y
representatividad.

SUMMARY

A bovine genomic library was constructed in the 2EMBL3 bacteriophage by the method of partial
filling-in of cohesive ends. The effects of the E. coli restriction systems in the amplification of the
library are studied and it is demonstrated that the McrB restriction system of E. coli K-12 interferes
with the propagation of rccombinant phages during the amplification of the library. The use of E.
coli C-1a strain conjunctionally with the former method permils to obtain libraries of high efficiency
and representativity.

INTRODUCCION

En la construccién de genotecas en bacteridfagos, un paso fundamental es la
eliminacién o inactivacién del fragmento central del genoma del fago por métodos fisicos
o bioquimicos, para evitar que durante la reaccién de ligazén con el ADN gendmico del
organismo que se quicre clonar, se "religue” de nuevo este fragmento a los "brazos” del
vector, disminuyendo la probabilidad de ligazén con el inserto (Maniatis et al., 1982;
Frischauf et al., 1983).

No obstante, suele ocurrir que como resultado de la ligazén de los brazos entre si se
formen moléculas que, si bien no conticnen ¢l fragmento central, tampoco llevan el
inserto, y a causa de fenémenos de recombinacion genética asociados a la mutacién Chi
presente en el brazo izquicrdo del fago (Stahl et al., 1975) estas moléculas presentan un
tamano molecular superior al que se espera desde un punto de vista tedrico. Estos
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fen6menos de recombinacién posibilitan que estas moléculas sean empaquetas in vitro
(Frischauf et al., 1983; Loencn y Brammar, 1980), produciendo un alto nivel de falsos
recombinantes en la genoteca.

Ha sido reportado un método de llenado parcial de los extremos cohesivos del fago
con ¢l fragmento Klenow de la ADN polimerasa I, el cual aprovecha la compatibilidad
que surge al rellenar parcialmente los extremos Sal I de los brazos del vector con los
extremos Sau 3AI del inserto parcialmente rellenados también (Zabarovski y Allikmets,
1986). De tal manera se impide la ligazén entre moléculas del vector y entre los
fragmentos del inserto, y solo es posible la ligazén vector-inserto.

Por otra parte, se han reportado nucvos sistemas de restriceion en E. coli que pueden
interferir significativamente durante el clonaje primario de sccuencias provenientes de
organismos superiores en E. coli (Whittaker et al., 1988). Se conoce que una porcion de
los residuos de citosina estdn metilados en los eucariotes superiores, siendo muy
frecuente la metilacién en forma de S-metilcitosina en los mamiferos (Ehrlich y Wang,
1981; Raleigh, 1987).

Se ha demostrado que ademds del conocido sistema de restriccion E. coli K-12 que
actlia cuando su sitio de reconocimiento no cstd metilado, los sistemas McrA, McrB y
Mar actGan sobre dcterminadas secuencias cuando la citosina o la adenina estan
metiladas (Raleigh, 1987; Raleigh er al., 1988).

En este trabajo aplicamos el método de Zabarovsky y Allikmets (1986) en la
construccion de una genoteca bovina y estudiamos los efectos del sistema de restriccion
McrB de E. coli en la amplificaci6n de la genoteca.

MATERIALES Y METODOS

Fagos y cepas bacterianas

Para la construccién de la genoteca se utilizé el vector EMBL3 (Frischauf er al., 1983). Para la titulacién
de los fagos se utilizaron las cepas:

— LE392 [F", hsdR 514(Rg™ Mg*), supEdd4, supl's8, lacY1 o (laclZY)6, gal T22, met Bl, trpRSS,

lambda®, merA”, merB ™)

— NMS538 [supF, hsdR (Rg™ Mg*), merA™, merB ¥

— NMS539 [supF, hsdR (Rg™ Mg*), merA”, merB*, (P2cox3)]

— C-la: E coli C,F 7, Su™, RK™, MK™, merA~, mer3-,

Para la preparacién de las mezclas de empaquetamiento se utilizaron las cepas E. coli BIIB2688 y
BHB2690 (llohn y Hohn, 1974).

Enzimas

Todas las enzimas utilizadas fucron ENZIBIOT, Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(Apartado 6162. La Habana, Cuba) y se utilizaron segiin las condiciones recomendadas por la casa
comercial.

Preparacion del vector

El ADN del EMBL3 se obtuvo por ¢l método de Maniatis ef al., (1982). Después de digestidn con Sall
y EcoRI, los extremos Sall se rellenaron parcialmente utilizando 6U de ADN Polimerasa I (fragmento
Klenow) por microgramo de ADN en presencia de dCI'P y dTTP 50 pM durante 30 min, a temperatura
ambicnte scgin ¢l método de Zabarovsky y Allikmets (1986).

Preparacién del inserto

El ADN bovino de alto peso molecular se obtuvo a partir del higado de un terncro de la raza
Holstein-Friesian, segin ¢l método de A. Ephrussi (comunicacién personal). El tejido se cortd en pequeios
pedazos y se pulverizd en un mortero previamente enfriado bajo nitrégeno liquido. El tejido pulverizado
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se resuspendi6 en PBS y se homogeneizé en un homogencizador tipo Potter. Se centrifugé 10 min a 200xg
y se resuspendi6 el pellet en 3 ml de PBS mds 150 ml de NP-40 al 10 % por cada 1 g de tejido. Se dejé
15 min en hielo y se centrifugé a 800xg durante 10 min. El pellet se resuspendi6 en 3 mi de solucién
(Tris HCI 50 pM, pH 7,4, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Proteinasa K 200 mg/ml, SDS 1 %) y se incub6 a
37°C con agitacién suave durante 12 h.

Los productos de digestién se extrajeron con fenolicloroformo:alcohol isoamilico(25:24:1) hasta
desaparicidn de la interfase proteica. A la fase acuosa se le adicioné NaCl a concentracién final 150 mM e
igual volumen de ctanol absoluto y se¢ invirtié suavemente durante 10 min. En estas condiciones, el ADN
de alto peso molecular forma un agregado en forma de medusa. Utilizando la punta de una pipeta Pasteur
se¢ pasé la "medusa® hacia otro tubo con 3 ml de solucién TE por cada 1 g de tejido inicial y se dejé
resuspender con agitacién suave. Se repitié el proceso de precipitacién y resuspensién en solucién TE, y
finalmente, se dializé a 4°C contra 600 volimenes de solucién TE durante 12 horas.

Sc ensayaron las condiciones 6ptimas de digestién parcial con Sau3Al a fin de obtener una mayor
proporcién de fragmentos entre 9y 23 kb (Maniatis er al., 1982) los que se separaron mediante gradiente
continuo de sacarosa del 10 al 40 %. Posteriormente los extremos Sau3Al fueron rellenados parcialmente
en presencia de JATP y dGTP S0 uM utilizando 1 U de Klenow por cada 2 pg de ADN durante 30 min a
temperatura ambiente (Zabarovsky y Allikmets, 1986).

Ligazén y empaquetamiento

La ligazén se realizé en presencia de PEG6000 al 12 % (Zabarovsky y Allikmets, 1986) utilizando una
relacién en peso vector/inserto de 1:1 a una concentracion de 100 ng de vector por microlitro.
Se adicionaron 2 U Weiss de T4 ADN ligasa por microgramo de ADN total y se incub6 16 h a 4°C.
Los productos de la ligazén se empaquetaron in vitro y se probé la eficiencia sobre diferentes cepas de
E. coli. La amplificacién de la genoteca se realizé sobre la cepa E. coli C-1a.

Preparacion de la sonda para el pesquisaje de la genoteca

La sonda se preparé a partir de un par de oligonucledtidos, A y B (25 y 27 mers respectivamente), cuyas
secuencias son parcialmente complementarias, segin se muestra en la figura 1. El oligo A coincide ¢n su
secuencia con la regién del ADN complementario (ADNc) de la «-8; caseina bovina que codifica los
aminodcidos 23 al 30 de la proteina madura (Stewart et al., 1984). Cien moles de cada oligonucle6tido se
mezclaron y se diluyeron con agua hasta 35 pl.

=

Oligo A TTTTTTGTGGCACCTTTTCCABAAG
Oligo E CETGBAAARAGG TCTTCACAAACCTTTE

dCTF,altfa-~E-dATF, ddGTF, ddTTF
Klenow

S ' ]
TTTTTTGTGGCACCTTTTCCAGAARG
R ***C*ECGTGGAQQQGGTCTTCQCAAACC TT1C_,

Gel de poliacrilamida
desnaturalizante

* %% %% C*¥CCBTBEAAAAGETCTTCACAAACCTTTC _,
e}

FIG. 1. Preparacién de la sonda para ¢l pesquisaje de la genoteca. El oligo B se extendid por su extremo
3 utilizando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | en presencia de dCTP y q-**P-dATP, se adicioné
ddGTP y ddTTP a la reacci6n para impedir la extensi6n del oligo A. El oligo B extendido se purificé
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante.
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Teniendo cn cuenta que se ha reportado la presencia de 5-metilcitosina en el genoma
de mamiferos (Erlich y Wang, 1981) y sobre la base de los resultados anteriores,
decidimos amplificar la genoteca sobre la cepa C-1a de E. coli, la cual no presenta
ninguno de estos sistemas de restriccion, y una vez perdido el patrén de metilacién
caracteristico de eucariotes, al propagarla sobre otra cepa, tal como la LE392, puede
adquirir el patrén de metilacién E. coli K-12 que la protege de este tipo de restriccion en
futuros procederes de clonaje.

En la cepa E. coli C-1a, el titulo obtenido al empaquetar los productos de la ligazén
dcl vector con el inserto es 500 veces mayor que el obtenido al ligar el vector consigo
mismo, resultado que se corresponde con los reportados (Zabarovsky y Allikmets, 1986).

Al realizar el empaquetamiento in vitro a mayor escala, la eficiencia fue de 7,8x10°
fagos recombinantes por microgramo de ADN bovino. El tamafio de la genoteca
amplificada fue de 5,6x10° fagos recombinantes.

En el pesquisaje primario se obtuvieron 27 clones positivos, los cuales fueron
posteriormente titulados sobre LE392 a una menor densidad para realizar el pesquisaje
secundario.

A 20 clones se les extrajo el ADN y se comprobé mediante digestién con EcoRI que
todos cran recombinantes, con un tamano de inserto entre 11 y 18 kb. Uno de estos
clones fue posteriormente "secuenciado” y se comprobd que contiene un fragmento
correspondicnte a la region 5° del gen de la @-S; caseina bovina (Yu-Lee et al.,1986).

El método reportado por Zabarovsky y Allikmets (1986) para la construccion de
genotecas, utilizado en este trabajo, permite obtener genotecas de alta eficiencia,
Se pudo comprobar que la utilizacién de la cepa C-1a en la amplificacién de la genoteca
aumenta la eficiencia y la representatividad de la misma.
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