¢Qué es la Biotecnologia?

'BIO, | TECNOLOGIA,
f f

Materia viva Aplicacion de una
ciencia para producir
Bienes y Servicios

(natural, manipulados o

sintéticos)
-Eucariotas -Generar conocimiento
. -animales/plantas -Salud (humana/animal)
Biosfera -hongos -Industria
-protistas -etc

-Procariotas

Virosfera Virus

Aplicacion de organismos y virus (naturales, manipulados
o sintéticos) para producir bienes y servicios.




Biotecnologia

Clasica I Moderna

ler bacteria
modificada

Entidades Sintéticas

- ~ 2000
1970 conferencia de
Asilomar
1975

Se establecen las primeras
condiciones de trabajo



Ingenierl'a} | Genética
| f

Aplicacion de una ciencia  Ciencia que estudia la informacion
contenida en la materia viva y sus
procesos de transmision

\ }

Informacion contenida: genomas
Secuencia de acidos nucleicos
Empaquetamiento y modificaciones (metilaciones)

e Sintaxis génica (reglas)

Procesos de transmision
Conjugacion (dos organismos)

e Transformacion (ac. nucleicos desnudos)

Transducciéon (mediada por virus)

Manipulacién deliberada de la informacién genética
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Ingenieria genética

\ 4

Construcciones
genéticas




Construcciones genéticas

La generacion de construcciones genéticas nos introduce en el clonado
molecular.

4

El clonado molecular consiste en multiplicar copias idénticas de una
molécula.

4

En nuestro caso, las moléculas son acidos nucleicos, y la multiplicacion la
logramos utilizando materia viva.



Construcciones genéticas

Plano

Plataforma

Insumos

Herramientas

Equipamiento

Procedimientos

$J $ 3 3 33

Softwares

Vectores de clonado

Acidos nucleicos naturales y
artificiales

Enzimas
Electroforesis/incubadores/PCR

Estrategias y protocolos



Clonado molecular

dsDNA “Herramientas”

@-'04(
@)' Enzimas de
restriccion

Enzimas de

Plataforma modificacion de
(vector) extremos y/o sintesis
(Klenow)
I
Inserto

Enzimas de union
(Ligasa)




Clonado molecular

Identificar objetivo
In silico

Diseno in silico
Aislar la plataforma
Aislar el inserto

— In vitro

Apertura de la plataforma

Compatibilizacion de extremos

Ligacion —
Transferencia horizontal

Seleccion de ORG/plataforma _ |n vivo

Seleccion de ORG/plataforma Recombinante



Clonado molecular

} In silico

E—

Aislar la plataforma

— |n vitro

. Invivo




Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

® Las plataformas mas utilizadas en las construcciones genéticas son los

plasmidos.

@® Recordemos como es la constitucién basica de los plasmidos de clonado...

MCS
Multiples sitios
de clonado

Ant

Gen selector
del plasmido

ORI
Auto-replicacion y
control del nimero

de copias

Multiples sitios
MCS de clonado

>

Gen selector
de recombinantes

AntR

Gen selector
del plasmido

ORI
Auto-replicacion y
control del nimero

de copias




Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

BACTERIA

rs

Plasmidos

|

v
Cromosoma



Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

[ Aislamiento de una macromolécula bioldgica

u Obtenciéon de BIOMASA (fuente de la macromolécula)
a Disgregamiento/Disrupcion celular

Separaciones diferenciales

a Concentracion



Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

El protocolo por excelencia para aislar plasmidos a partir de bacterias es la
Miniprep por lisis alcalina

) = = O

Clon bacteriano Repique en medio Miniprep
con vector (-70°C) suplementado con antibidtico




Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

1) Inocular Bacterias en 5 ml de medio de cultivo suplementado con el
antibidtico correspondiente (Medio Luria Bertani, comiinmente denominado LB).

2) Incubar ON (Over Night) a 37°Cy 200 rpm.

3) Concentrar pellet bacteriano por centrifugacién (14000 rpm, 30 segundos)

4) Resuspender las bacterias en 200 ul de Solucion | (Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM,
EDTA 10 mM; pH 8).

5) Agregar 300 ul de Solucidn Il (sDS 1%, NaOH 0,2 N). Mezclar por inversion.

6) Agregar 300 ul de Solucion Il (Mezcla de Acetato de K y Acido Acético, pH 5,2).
Mezclar por inversion. Agregar RNAsa A.

7) Centrifugar y recuperar fase liquida (14000 rpm, 10 minutos).

8) Extraer con solventes orgdanicos (Fenol:cloroformo y/o cloroformo). Recuperar fase
acuosa.

9) Concentrar por precipitacion alcohdlica agregando 1 volumen de
isopropanol e incubando 15 minutos en frio.

10) Centrifugar (14000 rpm, 15 minutos), lavar el pellet de DNA con Etanol 70 %,
secar y resuspender en 20 ul de agua.



Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

Actualmente existe la alternativa de kits comerciales, los
cuales estandarizan la miniprep por lisis alcalina. La
diferencia principal respecto al protocolo tradicional es la
utilizacidn de matrices cromatograficas para aislar el DNA
luego de utilizar las soluciones |, 1l y lII.

e

”~
Palleted bacteria

Resuspend
Lyse
MNeutralize

Pure plasmid DNA




Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

Diagndstico analitico del aislamiento de plasmido

%

ELECTROFORESIS
(gel de agarosa)

(DO 260 nm)

CUANTIFICACION }




Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

ELECTROFORESIS
(gel de agarosa 0,8%)

Polo negativo

Fosa

> Matriz de

dgarosa

Polo positivo



Clonado molecular

Aislamiento de la plataforma

ELECTROFORESIS
(gel de agarosa 0,8%)

Relajado €—
Lineal €—

Superenrollado negativo

Electroforesis en gel de agarosa 0,8%,
tefido con Bromuro de Etidio y exposicion a UV




Clonado molecular

} In silico

E—

Aislar el inserto

— |n vitro

. Invivo




Clonado molecular

Aislamiento del inserto

® Elinserto de una construccidn genética debe ser un dsDNA.

La fuente del inserto puede ser diversa, pero en general podemos
® (lasificarla en dos grupos: origen natural u origen artificial.

@ Es muy importante considerar la fuente del inserto para identificar el
tipo de extremos que tiene la molécula.



Clonado molecular

Aislamiento del inserto

Tipos de insertos

%

ER

M
o

SQ SQ v combinaciones...

ER: extremo de digestion con endonucleasas; M: extremo de fragmentacidon mecanica; SE: Extremo de
sintesis enzimatica: SQ: Extremo de sintesis quimica



Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

organismos

virus organelas

[Aislamiento de molécula gendmica ]




Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

[Aislamiento de una macromolécula bioldgica

n Obtenciéon de BIOMASA (fuente de la macromolécula)
n Disgregamiento/Disrupcion celular

Separaciones diferenciales

n Concentracion



Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

BIOMASA

Virus Células libres Organos o partes

Disgregamiento (enzimatico y/o mecanico)

V

Disrupcion o lisis (detergentes, proteinasas)




N

Clonado molecular

Aislamiento d

el inserto: Fuentes naturales

Separaciones diferenciales

v

Concentracidn (precipitacion alcohdlica)

U

Diagnéstico de calidad y cantidad

04

Fraccionamiento

Z

Y

Enzimatico

Mecanico




Clonado

molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

Fraccionamiento

Enzimatico

U

s

Mecanico

U

Fraccionamiento con
Endonucleasas de Restriccion

Fraccionamiento con
métodos fisicos

¥

-/

Pasaje por jeringa

Reaccidon enzimatica

nebulizador

vortex

sonicador




Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

Fraccionamiento

Enzimatico Mecanico

Electroforesis preparativa

&8 255 2508
— ™
1E|k'b—ll--_:— -
kb —— g — i
—-——— .
1.5kb —w "-— i




Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

Fraccionamiento

Enzimatico Mecanico

Electroforesis preparativa

Se cortan los tacos de agarosa con el fragmento de interés



Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

Taco de agarosa con fragmentos

M Solucién = __“j! S

‘ . caétropo %
> 7
ETQ

»

Tubo con taco

loduro de sodio saturante

Soluciéon

cadtropo Perclorato de sodio

Sales de tiocianato

espectrofotometro microcentrifuga



Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales
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Fragmentacion enzimatica



Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes naturales

5 3’
ST
3 5
3’ 5
-
P -
3° 57 3] 5

Fragmentacion mecanica




Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes artificiales

Informacion de secuencia en bases de datos

N

Diseno de oligonucledtidos

~>

Sintesis de oligonucledtidos

2 A

Replicacion in vitro Hibridacion in vitro
(PCR)

Necesidad de DNA original
como molde de reaccion



Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes artificiales
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Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes artificiales

Fuente natural

Generacion enzimatica de dsDNA /’

|

v

Fuente natural

7

VAN VI VA Vo N

=
‘ RT Reverse

e
‘ PCR
Forwar d

Reverse




Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes artificiales

PCR

termociclador Electroforesis

Amplicén aislado
v a partir de gel




Clonado molecular

Aislamiento del inserto: Fuentes artificiales

Sintesis enzimatica en ausencia de fuente natural

50 -100 ntc/u

Incubar a 95 °C

Incubar a 60 °C

Incubar con Taqg pol y dsDNA

Taq ligasa » v en solucion



Clonado molecular

Apertura de la plataforma

Compatibilizacion de extremos

} In silico

E—

—

In vitro

e

In Vivo



Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

MCS
AntR ' )
ORI romos e
MCS

ER 5 extendido

ORI

MCS
AntR

=S% 3 extendido ORI




Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

Reactivo

Volumen

Buffer Reaccion 10X

1l

Plasmido 1 yg (vol. necesario)
ER (10 U/pl) 2-5 unidades

H,O C.S.p.

Vvf 10 pl

Incubar a temperatura de reaccion: 1-4 horas

Inactivar 20 minutos a 75°C



Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

Electroforesis
10 ul ‘ Analitica
(1-2 pl)

| Digestion enzimatica
‘ / plasmido




Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos
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Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

Compatibilizacion de extremos (modificar a Romo)

Compatibilizacion

. 5 ’ 3’ 5 o
Digestion " . wnlp>- T

- Fill in

- 3 o :
3 5 3 5

- Exonucledlisis
- Fill in

Enzimatica




Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

Reactivo Fill in Volumen
- —]

Buffer Reaccion 10X 1l
Plasmido lineal 100 ng (vol. necesario) v
dNTP’s 100 puM ¢,
Klenow (1 u/pl) 1 unidad
H,O C.S.p.
\"Aj 10 pl

Incubar a 37 °C: 15 minutos
Inactivar 20 minutos a 75°C. Extraer con solventes. Precipitacion alcohdlica
En caso de extremos 3" extendidos, primero incubar sin dNTPs, y luego con dNTP’s




Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

® En resumen, el plasmido debe linearizarse con ER adecuadas, dejando los
extremos compatibles para la ligacion al inserto.

En caso que no existan cohesivos compatibles con el inserto, los extremos del
plasmido lineal deben ser transformados en romos.

® Asi como puede modificarse a la molécula plasmidica, también es posible
corregir los extremos de las moléculas inserto para facilitar su posterior
clonado. Este es el caso de aquellos insertos derivados de fragmentacion
mecanica.



Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

Modificacion de extremos de los fragmentos de
dsDNA obtenidos por fragmentaciéon mecanica

\

5’ 3 5:- 3
. 3 . . ’
R DN SSTL L H
Fragmentacion “THE . . cENN: » 3 I g
- = . 5 . . 5 .
mecanica o BN P—— 2 HE
5] 4 pareucledlisis = I
> T - - Fill in 3 5
dsDNA con extremos dsDNA con extremos
diversos romos

Siempre luego de modificar, es necesario extraer con solventes organicos y precipitar.



Clonado molecular

Apertura del plasmido y compatibilizacion de extremos

Modificacion de extremos de los fragmentos de
dsDNA obtenidos por PCR utilizando Taq DNA pol

()
PCR -

- Exonucledlisis
= Fill in

PcR  —
l l

dsDNA con extremos dsDNA con extremos
3 ext romos

Siempre luego de modificar, es necesario extraer con solventes organicos y precipitar. Si se desea fosforilar los extremos, es preciso tratar con
PNK y ATP en condiciones de reaccién adecuadas.



Clonado molecular

I

E—

—

Ligacion _

In silico

In vitro

. Invivo




Clonado molecular

Ligacion entre el vector lineal y el inserto

Una vez obtenidas las moléculas de plasmido lineal e inserto, en
ambos casos con extremos compatibles (romos o cohesivos
compatibles), se procede con la etapa de ligacidn enzimatica.

AntR AntR
57 37
+ B
T4 DNA ligasa
ORI

ORI




Clonado molecular

Ligacion entre el vector lineal y el inserto

Ya disponibles vector lineal e insertos (ambos compatibles y de
concentracidon conocida), se procede a establecer la relacién molecular
entre ambas moléculas.

ng inserto ng plasmido

pb inserto pb plasmido 3<R<10

Esta cuenta deriva de relacionar el nimero de moléculas de plasmido e inserto.



Clonado molecular

Ligacion entre el vector lineal y el inserto

Ya disponibles vector lineal e insertos (ambos compatibles y de
concentracidon conocida), se procede a establecer la relacién molecular
entre ambas moléculas.

(Incégnita)
\ (Usualmente 10-50 ng)
ng inserto ng plasmido
pb inserto pb plasmido 3<R<10
/ AN yd AN
J S 4 N
(Dato conocido) (Dato conocido) Extremos cohesivos Extremos romos

Esta cuenta deriva de relacionar el nimero de moléculas de plasmido e inserto.



Clonado molecular

Ligacion entre el vector lineal y el inserto

Reactivo Ligacion Volumen
Buffer Reaccion 10X 1l
Plasmido lineal 10 ng (vol. necesario)
Inserto Ver férmula anterior
DNA ligasa (1 U/ul) 1 unidad
H,O C.S.p.
\"Aj 10 pl

Incubar a 22 °C: 1 hora; o a 16°C: 4 horas; o a 4°C: ON.



Clonado molecular

Ligacion entre el vector lineal y el inserto

Las ligaciones a bajas temperaturas son recomendables para moléculas
con extremos romos.

A su vez, para optimizar aun mas la ligacion, es posible adicionar PEGg,,,
al 15% para disminuir la movilidad de las moléculas.

Recordar que sdlo se catalizard la formacion de enlaces fosfodiéster si
existe un grupo fosfato 5" y un grupo OH en el 3" de cada molécula.



Clonado molecular

Ligacion entre el vector lineal y el inserto

Principales moléculas obtenidas durante la ligacion del plasmido lineal
con el inserto.

\

| |
+ Inserto

Plasmido lineal




Clonado molecular

Ligacion entre el vector lineal y el inserto

Principales moléculas obtenidas durante la ligacion del plasmido lineal
con el inserto.

\

KComo estrategia para disminuir la presencia de moléculas no deseables
puede desfosforilarse el vector lineal antes de someterlo a ligacion con

el inserto.
Esto no puede realizarse para el caso donde el inserto sea un amplicon

de PCR, dado que este tipo de moléculas no suele estar fosforilado en
sus extremos. /

-

~




Clonado molecular

} In silico

Transferencia horizontal

E—

— |n vitro

e

In Vivo



Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

Una vez ligadas las moléculas de vector e inserto, es preciso transferirlas
a bacterias para asi posibilitar su multiplicacion y posterior seleccion
(clonaciéon molecular).

Para este fin, existen cepas de laboratorio de Escherichia coli, las cuales
son inocuas para el ser humano y deficientes para la supervivencia en la
naturaleza.

El mecanismo de ingreso del DNA a l|a bacteria se denomina
Transformacion, fendmeno natural que es mimetizado en condiciones
de laboratorio.



Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

- N o (O

=)

3 Y &

TRANSFORMACION



Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

- N O O

3 Y &

- O

TRANSFORMACION

BACTERIA

é

REPLICACION
PLASMIDO



Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

BACTERIA

mezcla ligacién

\

O

=)

J

BACTERIA

é

BACTERIA

TRANSFORMACION

BACTERIA

BACTERIA

BACTERIA

é

Q\ )
OOQ «
/

UNIDAD FORMADORAC
DE COLONIA

v
00000000

REPLICACION
PLASMIDO



Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

Algunas cepas de Escherichia coli utilizadas en el clonado
molecular

Cepa Rec A LacI | Proteasas
Topl0 - - ND
DH5u - + ND
XL1-Blue - Lac I° ND
BL21 - + Muy bajo
LE392 + + ND




Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

La transformacion se puede realizar por shock térmico o shock eléctrico.

En ambos casos, previamente las bacterias deben ser tratadas para inducir el
estado de competencia a la transformacion.

Siempre, es necesario que en la transformacion se encuentre un exceso de
bacterias a DNA para asi asegurar que cada UFC deriva del ingreso de una
unica molécula de cccdsDNA.

Luego de transformar, es necesario incubar a las bacterias sin seleccion con el
antibiotico correspondiente para permitir la expresion del fenotipo de
resistencia.



Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

Mezcla de ligacion + bacterias competentes

Pasar las bacterias a la cubeta de electroporacién

Someter a shock eléctrico

Agregar medio liquido sin antibidtico e incubar 1 hora a 37 °C

Plaquear en medio sdlido suplementado con antibidtico




Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

Electroporacion

Pulso eléctrico

- Tapa

Cuveta

Electrodos

Contactos

Células mas DNA

Cuvetas



Clonado molecular

Transferencia horizontal a bacterias

‘-

*" mezcia de ligacion + bacterias competentes

h Incubar 30 minutos en hielo
..\‘"\.“.! # Incubar 1 minuto a 42 °C Shock térmico

Incubar 1 minuto en hielo

Agregar medio liquido sin antibidtico e incubar 1 hora a 37 °C

Plaguear en medio sélido suplementado con antibiodtico




Clonado molecular

: I
In silico
®
. —
®
® — Invitro
®
® _
o -
@® selecciéon de ORG/plataforma _ |n vivo

® scleccion de ORG/plataforma Recombinante




Clonado molecular

Seleccion de la construccion recombinante

Una vez transformada la mezcla de ligacion en bacterias adecuadas, y luego de
incubar 1 hora a 37°C para posibilitar la expresion del fenotipo de resistencia
al antibiotico, debe sembrarse una alicuota sobre medios de cultivo LB sélido
suplementado con el antibidtico correspondiente (mds cualquier otro
agregado dependiendo del plasmido utilizado y de su sistema de seleccion de
recombinantes).

La incubacion debe hacerse ON en estufa a 37°C, periodo de tiempo necesario
para el establecimiento de UFC visibles.

El analisis fenotipico de las UFC, y un posterior analisis genotipico de los
plasmidos que éstas contienen, serian los pasos finales para dar con la
construccion quimérica deseada.



Clonado molecular

Seleccion de la construccion recombinante

LB + Ampicilina LB + Tetraciclina
AmpR
pUC, pBS, pGemT: o lacZ
(+ IPTG)

MCs A
eC® o}
ORI
MCS —_—
O
KanR » ® ©
pZErO: toxina ccdB ‘ ’
ORI

Diagndstico fenotipico
LB + Ampicilina
LB + Kanamicina

" T o oo @
AmpR TetR »
pBR: doble resistencia v
+ X-Gal
(+ IPTG)




Clonado molecular

Seleccion de la construccion recombinante

Diagndstico genotipico

V

Aislamiento de plasmidos mediante miniprep por lisis alcalina.
Verificacion de tamaios de plasmidos mediante electroforesis.
Reacciones de PCR con primers especificos del inserto.

Mapas fisicos de restriccion para corroborar identidad.
Hibridacidn con sondas especificas para corroborar identidad.

Reacciones de secuenciacion para corroborar identidad.



Clonado molecular

Seleccion de la construccion recombinante

Diagndstico genotipico

V

® Aislamiento de plasmidos mediante miniprep por lisis alcalina.

@ Verificacion de tamafios de plasmidos mediante electroforesis.

N )
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Clonado molecular

Seleccion de la construccion recombinante

Diagndstico genotipico

V

® Reacciones de PCR con primers especificos del inserto.

® Mapas fisicos de

restriccion para corroborar identidad.

N N N %
& & g PO
) o o
P o O O
& > @\b N S
MW Q\"bc) Q\“’b‘o Q\‘/b(‘) Q\’b Q\’b

+-

PCR

R

. . Sin Sin
dig dig

1

Mapa fisico



Clonado molecular

Seleccion de la construccion recombinante

Diagndstico genotipico

V

@ Hibridacién con sondas especificas para corroborar identidad.

@ Reacciones de secuenciacién para corroborar identidad.

Southern Blot Reacciones de secuenciacion



Clonado molecular

O AntR
&zgfﬁ Obtencion de la
ORI construccion deseada
Bacteria hospedadora

CUMPLIR OBIJETIVO




