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METODO RAPIDO DE SELECCION DE DNAs.
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencion objeto de la presente refiere un método de seleccion rapida de DNA,
que consiste en la manipulacién de ciertas propiedades del DNA y de las
condiciones necesarias para su hibridacion, que a diferencia de algunos de los
métodos existentes no requiere del uso de enzimas, ni de sistemas complejos de
inmovilizacién de la sonda de interés, por lo que resulta ser un método, sencillo,
rapido, confiable, de bajo costo y eficiente para la recuperacién de clonas positivas.

ANTECEDENTES

La construccion de bancos de cDNAs o0 genémicos se obtiene por un proceso de
ligacién de los fragmentos de interés en un vector especifico. Uno de los
principales problemas en los bancos es el lograr obtener una buena
representatividad de todos los genes del genoma del organismo o de todos los
genes que se estdn expresando en las células que se eligieron para la
construccion del banco del cDNA. La representatividad del banco es muy
importante para poder lograr el aislamiento de cDNAs que tienen baja expresién o
de genes que se encuentran en bajo numero de copias en el genoma del
organismo de interés.

El DNA de organismos superiores es muy complejo: por ejemplo, un genoma
haploide de un mamifero contiene aproximadamente 3 x 10° pares de bases. Por lo
que un fragmento de interés de aproximadamente 3000 bp comprende sélo una
parte por millén de una preparacién de DNA genémico. Claramente el principal
problema en la genéracién de una biblioteca recombinante de DNA ya sea
gendémico o cDNA es la creacion de poblacidn representativa de clonas necesaria
para asegurar que la biblioteca contenga al menos una versién‘de cada secuencia
de interés. Las soluciones a este problema son béasicamente similares para
bibliotecas gendmicas y de cDNA. De manera general, los fragmentos del DNA
genémico o los del cDNA, primero son preparados por insercién en el vector
elegido. El vector y el DNA deseado son ligados e introducidos en células de E.
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coli ya sea empaquetado in vitro en la capside del fago A o mediante
transformacién directa. En algunos aspectos, las estrategias para el aislamiento de
genomas individuales o clonas de cDNA pueden ser un poco diferentes.

La mayoria de los procesos de seleccion de las bibliotecas de ¢cDNA involucran la
identificaciéon positiva de las clonas de cDNA ya sea con anticuerpos o por la
hibridacion con sondas de acidos nucleicos. Una aplicacién particular que tienen
los métodos de seleccion de DNA, son las bibliotecas sustraidas de cDNA, las
cuales proporcionan un método para la identificacion de mRNAs (mediante el
manejo de los cDNAs respectivos) que son expresados diferencialmente en dos
tejidos distintos. En este método los cDNAs de uno de los tejidos son sintetizados e
hibridados contra los cDNAs del otro tejido, para obtener aquellos cDNAs que se

. expresan preferencialmente en uno de ellos. Las secuencias que no hibridaron son

clonadas en un bacteriéfago o un plasmido obteniéndose una biblioteca sustraida
de cDNA. Es dificil la estimacion del nimero de clonas que deben ser tamizadas,
ya que esto variara con el tipo de célula y el gene a ser identificado.

El método mas comunmente utilizado para la clonacion de cDNAs de una
biblioteca es la hibridacién in situ de placas liticas con una sonda homodloga o
heterdloga marcada con *?P. Normalmente esta técnica es realizada en
bacteriéfagos que previamente fueron crecidos en placas de agar y transferidos en
una membrana de nitrocelulosa. Sin embargo, para llevar a cabo la busqueda de
un cDNA de interés es necesario hacer un sondeo de 200,000 ~ 400,000 unidades
formadoras de placa (UFP) para tener representados el total de transcritos de
aproximadamente 30,000 por célula. Por otro lado es necesario realizar por lo
menos tres rondas de purificaciéon para obtener placas liticas individuales que
contengan un solo cDNA de interés.

En los Ultimos afios se han reportado algunos métodos que permiten la clonacion
rapida de genes de bancos de cDNAs, a continuacion se detallan algunos de ellos.

En 1986, Rigas et al. reportaron un método que se basa en: 1) la habilidad de una
proteina para formar complejos estables entre las moléculas de DNA de cadena
sencilla lineal y de dobie cadena circular que comparten identidad de secuencia; y
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2) un procedimiento que permite el aislamiento de acidos nucleicos biotinilados.

Esto es, la proteina cubierta con la sonda de DNA biotinilada de cadena sencilla se
hace hibridar con los plasmidos a seleccionar, para formar complejos de cadena
triple con los plasmidos que tienen secuencias homodlogas a la sonda.
Posteriormente estos complejos son purificados por columnas de estreptavidina
inmovilizada en agarosa o bien de acido cuprico iminodiacético. En este método se
reporta una recuperacion entre el 10 y el 20% de los plasmidos de interés. Como
se puede apreciar, una de las desventajas de este método es el bajo porcentaje de
recuperacién de clonas positivas, que se debe entre otras cosas, a los pasos de
purificaciéon que son necesarios, otra desventaja es el alto costo del método, dado
que se utilizan reactivos especificos de alta la calidad.

Por otro lado, en 1992 lto et al., publicaron un procedimiento de aislamiento de
DNA mediante la formacién de triple-hélice y separacién magnética. En este
procedimiento, el DNA de interés es capturado mediante un oligonucledtido
biotinilado via formacion triple intermolecular, posteriormente el “complejo” es
seleccionado mediante su unién a pequefas esferas magnéticas cubiertas con
estreptavidina y recuperado en forma de doble cadena por elucién con buffer
alcalino suave que desestabiliza la triple hélice. Los autores demostraron la
efectividad de este procedimiento mediante un modelo experimental con una
biblioteca reconstruida artificialmente y, también, por el aislamiento de los
polidinucleétidos (dT-dC)n ¢(dG —dA)n de una biblioteca del genoma humano. Si
bien, no reportan porcentajes de recuperacion de clonas, segun los autores, la
ventaja de este procedimiento es que se minimizan las etapas de filtracion gue son
requeridas en otras metodologias, no obstante, resulta ser un método
relativamente costoso, ya que se requiere de un equipo o sistema especial para
atrapar las pequefias esferas magnéticas y de igual manera, se utilizan reactivos
especificos que incrementan su costo.

En 1995, Li et al, publicaron el sistema denominado GeneTrapper. En este
sistema se parte de una poblacién compleja de plasmidos de doble cadena que
contienen los insertos de cDNA. Estos plasmidos de doble cadena se convierten a
DNA de cadena sencilla por la degradacion de una de las cadenas de DNA a
través de reacciones enzimaticas, posteriormente se seleccionan los plésmidos
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que contienen el DNA de interés por hibridacién en solucién con una sonda de
oligonucledtido biotinilado complementario a la secuencia de interés. Los hibridos
son capturados en pequefias esferas magnéticas cubiertas con estreptavidina. Con
un iman se recuperan las esferas magnéticas de la solucién, dejando en la misma
los DNA de cadena sencilla (ssDNA) no hibridados mismos que seran descartados.
Posteriormente, los ssDNA de interés son liberados del oligonucleétido biotinilado.
Despues de liberados, a los cDNAs se les adiciona un oligonucleétido (primer) para
la sintesis in vitro de la cadena complementaria. Posteriormente, se transforman
células competentes y se plaquean. Con este método se recuperan del 20% al
100% de colonias con el plasmido que contiene el cDNA de interés. Como se
puede apreciar, este método presenta varias desventajas, en primer lugar, el
porcentaje de recuperacion de clonas de interés es muy variable, por lo que resulta
ser poco confiable, en segundo lugar, para obtener una poblaciéon de cadenas
sencillas es necesario utilizar enzimas que degraden el DNA y en tercer lugar, se
requiere de un aparato especial para atrapar las pequeias esferas magnéticas. Por
todo lo anterior, el procedimiento resulta ser laborioso y de un costo relativamente
alto.

En la actualidad la tecnologia del DNA recombinante es ampliamente usada en el
area de la medicina, la industria y la agricultura. Por ejemplo, se ha utilizado en la
generacion de vacunas de diferentes enfermedades, en la obtencién de cepas
bacterianas recombinantes que mejoran la calidad y/o la cantidad de cierto
producto de interés industrial, la generacion de plantas transgénicas que permiten
obtener plantas con una mayor resistencia a ciertos patégenos, etc. Esta
tecnologia ha tenido grandes avances en los Ultimos afios gracias al desarrollo de
metodologias que han permitido aislar, analizar, manipular y controlar los genes de
interés. No obstante en la actualidad, uno de los pasos limitantes en la generacion
de organismos modificados genéticamente es el aislamiento de los genes de
interes, el cual se logra con la utilizacion de técnicas de seleccién de genes de un
banco genémico o de expresion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

BREVE DESCRICION DE LAS FIGURAS
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Figura 1.- llustra el Método de seleccion rapida de DNAs de la presente invencion,

para el caso de un banco de expresion. © Representa los diferentes vectores
con inserto de un Banco de cDNA de doble cadena. (1) Obtencién de los vectores
con inserto de cadena sencilla concatenados mediante la desnaturalizacion (2)
Fragmentacién del vector de clonacién por sonicacion; (3) prehibridacion con el
DNA del vector sonicado con el vector con inserto de cadena sencilla concatenado;
(4) Inmovilizacién de la sonda de DNA de interés en una membrana de Nylon y el
bloqueo de la superiicie libre del mismo; (5) hibridacién de los vectores con inserto
de cadena sencilla, particularmente en la regién del inserto, del Banco con la sonda
de DNA inmovilizada; durante 8 — 10 h; (6) Lavados con SSC 2X para eliminar el
cDNA qgue no hibridaron; (7) Tratamiento térmico y separaciéon de la membrana
para recuperar los vectores con inserto que hibridaron con la sonda; (8)
transformacioén de los vectores con inserto recuperados en las células donde puede
replicarse el vector (9) Purificacién de los plasmidos e hibridacion con la sonda
utilizada en la seleccidn para el posterior analisis de los DNAs.

Figura 2.- llustra los cDNA clonados por el método de la presente invencién. Los
DNAs recuperados (paso 7 de la Figura 1), fueron transformados, purificados y
digeridos con la enzima de restriccion EcoRI (carriles 2 — 24 y 27 — 38). Los
productos de la digestion fueron separados en el gel de agarosa al 1%, transferidos
a una membrana de Hybond C-exira e hibridados con la sonda utilizada en el paso
3 de la Figura 1. (en este caso el cDNA de la clona pKG3) marcada por random
priming con *P. En los carriles 1, 25 y 26 se muestra el DNA de la sonda.

Para la adecuada interpretacion del alcance de la presente invencién, los
inventores consideran conveniente establecer las siguientes definiciones:

Inserto: Se refiere a un fragmento de DNA que fue incorporado en el vector de
eleccion para dar lugar a un vector con inserto. En un banco, los insertos son de
diferentes tamafios y de secuencia distinta.

Sonda: Se refiere a un fragmento de DNA que sera utilizado para hibridar con un
banco de DNA para identificar aquellas clonas que contengan un inserio de
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secuencia complementaria homdloga y que por tanto sean capaces de hibridar con

esta.

Vector de eleccion: Se refiere al vector molecular (Plasmido o Fagémido) en el cual
se incorporaran ya sean los fragmentos de un genoma o los cDNAs obtenidos de
una célula, para obtener bancos genémicos o de cDNA, respectivamente.

Vector con inserto: Se refiere al vector de elecciéon que tiene ya incorporado un
fragmento de genoma o un cDNA y que forma en conjunto un banco genémico o
de cDNA, respectivamente. Cada molécula del vector con inserto de un banco
incorpora un inserto de diferente secuencia y tamano.

Vector sonicado: Se refiere al mismo vector de eleccion luego de ser sometido a un
proceso de fragmentacioén, preferentemente mediante un pulso de ultrasonido de
tal manera, que el vector de eleccion se reduce a fragmentos de tamafios variables
de doble cadena. (Nota: El vector sonicado debe ser el mismo que el vector de
eleccion, para lograr una adecuada prehibridacion con los vectores con inserto de
cadena sencilla y concatenados).

Clonas positivas: células hospederas que contienen un vector con inserto cuya
secuencia resulta ser complementaria y homdloga a la secuencia de nucleétidos de
la sonda.

DNA concatenado: Anillos de DNA entrecruzados como los eslabones de una
cadena. Resultado de la desnaturalizacién de DNA circular de doble cadena.

Los métodos reportados para la seleccion y/o purificacion de fragmentos de DNA a
partir de un banco de genes o de expresiéon son ampliamente utilizados para la
generacidon de organismos modificados genéticamente y en el desarrollo de
tecnologias de DNA recombinante. Estos métodos tienen dos aspectos importantes
que determinan la eficiencia y especificidad de la hibridacion con la sonda de
interés: por un lado, la generacion de vectores con inserto de cadena sencilla y por
otro, la adecuada inmovilizacién de la sonda utilizada.
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Con relacion a la obtencién de vectores con inserto de cadena sencilla, en los
métodos antes mencionados, Pruitt 1988, se describen algunas estrategias tales
como: la utilizacion de enzimas especificas (nucleasas) para que degraden una
sola cadena del DNA de doble cadena. En otros casos, se utiliza la propiedad del
DNA para formar una ftriple hélice bajo ciertas condiciones de reaccién. En
cualquiera de estas estrategias, los métodos deben incluir al final del proceso
algunos pasos que permitan regenerar el DNA circular de doble cadena. Esto es
necesario para poder replicar los vectores con inserto en la célula hospedera, ya
que los DNAs de cadena sencilla al ser introducidas en ésta, son degradados,
ademas de que las DNA polimerasas requieren DNA de doble cadena para poder
replicar el DNA. Al respecto, se reporta la utilizacion de DNA polimerasas para
sintetizar la cadena complementaria.

En conclusiodn, las estrategias para la generacion de plasmidos de cadena sencilla
por lo general involucran el uso de enzimas especificas, tanto nucleasas para
degradar una de las cadenas al inicio, como polimerasas de DNA para regenerar la
cadena complementaria al final, lo que origina una alta variabilidad en la eficiencia
de recuperacion de clonas positivas recuperadas (20 al 100%). Por otro lado, es
evidente que conforme aumenta la complejidad de los métodos debido al
incremento en el numero de pasos o etapas, se disminuye la confiabilidad de los
mismos. Por dltimo y no menos importante, es el alto costo asociado a los
reactivos y enzimas especificas que se emplean en estos métodos.

En cuanto al otro de los aspectos importantes, la adecuada inmovilizacion de la
sonda utilizada, en los métodos reportados se identifican algunas estrategias
asociadas particularmenie a sistemas complejos de inmovilizacién; al respecto,
podemos mencionar el uso de pequefias esferas magnéticas acopladas con
estraptividina con el fin de atrapar aquellos vectores con inserto que hibridan con ia
sonda, que por lo general se encuentra marcada con biotina, Hawkins 1999, Li et
al, 1995. Este sistema presenta varias desventajas, entre las que podemos
mencionar: 1) no se puede trabajar con temperaturas elevadas que permitan una
mayor especificidad en la hibridacion (debido a que la temperatura afecta la
interaccion biotina-estraptividina), dando como resultado una seleccién de un alto
nimero de DNAs con secuencias no relacionadas con la sonda, es decir de falsas



10

15

20

25

30

WO 03/104450 PCT/MX02/00050
8
clonas positivas; 2) es necesario contar con el equipo especializado para la
recuperacién de las esferas magnéticas. Como se puede apreciar, en estos
métodos se obtienen bajas eficiencias de seleccion de DNAs y ademas resultan
ser laboriosos y costosos.

Asi pues, es clara la existencia de varios problemas técnicos o limitaciones en los
métodos de seleccidon de DNA reportados y en el “Kit” comercial basado en el
método de “Gene Trapper”, USP 5,898,071, que de cierta manera impiden o limitan
el desarrollo de la tecnologia de DNA recombinante.

Los inventores del presente método proponen una solucion a estas limitaciones
haciendo uso de cierias propiedades del DNA y de las condiciones de su
manipulacién, que a diferencia de los métodos anteriormente descritos, no
requieren de enzimas como las nucleasas (para generar cadenas sencillas), ni
polimerasas (para regenerar la cadena complementaria), por lo que resulta un
método, sencillo, rapido, eficiente, confiable, de bajo_ costo y con eficiente
recuperacion de clonas positivas y que ademas no requiere de equipos especiales
para recuperar los vectores con inserto con secuencia homéloga a la sonda. Este
método comprende los siguientes pasos:

a) Obtencion de los vectores con inserto de cadena sencilla y concatenados
mediante su desnaturalizacion y prehibridaciéon con el DNA del vector sonicado;

b) por otro lado, la inmovilizacién de la sonda de DNA de interés en un soporte
solido y el blogueo de la superficie libre del mismo;

c¢) hibridacién de los vectores con inserto de cadena sencilla (particularmente en la
regién del inserto) del banco con la sonda de DNA inmovilizada;

d) recuperacion de los vectores con inserto que hibridaron con la sonda por
separacion de la membrana;

e) transformacién de los vectores con inserto recuperados en las células donde
puede replicarse para el posterior andlisis de los DNAs.

En la Figura No. 1, se esquematiza el método rapido de seleccion de DNAs de la
presente invencién para el caso de un banco de cDNA. La obtencién de los
vectores con inserto de cadena sencilla se realiza mediante la desnaturalizacion y
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prehibridacidn de los vectores con inserto de doble cadena con el DNA del vector
sonicado, separando las cadenas de los vectores con inserto, dando lugar a dos
cadenas sencillas de cada vector con inserto concatenadas entre si e hibridadas
con los fragmentos del vector de eleccién lo que los mantendra en esa forma. De
esta manera, los insertos quedan expuestos como cadena sencilla para permitir la
hibridacién con la sonda especifica.

Por otro Iadcz y de manera independiente, se lleva a cabo la inmovilizacién de la
sonda de interés, mediante su fijacién y desnaturalizaciéon en un soporte y el
bloqueo de la superficie libre del soporte, a fin de evitar que los vectores con
inserto de cadena sencilla del banco se peguen de manera inespecifica al soporte.

Con los elementos antes referidos; se lleva a cabo la hibridacion de la sonda
inmovilizada con los vectores con inserto del banco de DNA a fin de seleccionar
aquellos con el inserto de interés. Posteriormente los vectores con inserto
seleccionados son recuperados y transformados en las células donde pueden
replicarse para su posterior andlisis.

Esto es, las moléculas del vector con inserto que se seleccionan son aquellas que
por tener un inserto con secuencia homéloga y complementaria a la sonda
inmovilizada hibridan con esta, mientras que aquellas moléculas cuyo inserto no
tiene una secuencia homéloga complementaria permanecen en solucion. En el
método de la presente invencidn, la recuperacion de los vectores con inserto se
realiza mediante la separacién de la membrana en determinadas condiciones de
temperaiura en equipo convencional, lo cual representa una ventaja comparativa,
con respecio a los métodos reportados.

Con el método de la presente invencién quedan resueltos los problemas técnicos o
limitaciones que se presentan en los méiodos existentes, como se indica a

continuacion:

A) En el estado de la técnica, un factor limitante y determinante en los métodos
para la purificacion de DNAs, es la obtencion de vectores con inserto de
cadena sencilla, reportandose algunas alternativas, siendo la mas comdn el
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utilizar enzimas especificas que degraden una sola cadena de DNA, no

obstante, esto repercute directamente en un alto costo de los métodos que
siguen esta estrategia.

Particularmente sobre esta limitacion, los inventores proponen obtener la
cadena sencilla de los vectores con inserto, mediante su desnaturalizacion e
hibridacién simultanea con los pequefios fragmentos del vector sonicado,
para mantener separadas las cadenas a la vez que permanecen
concatenadas. Con esta previa hibridacion se evita que el DNA de cada
vector con inserto pueda hibridar con la cadena complementaria del mismo,
lo que resultaria en DNA de doble cadena o bien con otra molécula del
vector con inserto lo que podria dar origen a una falsa clona positiva,
evitando de esta manera recuperar cadenas multiples . que pudieran dar
origen a clonas positivas falsas, por lo que el método resulta tener una alta
eficiencia, de facil implementaciéon y sobre todo, de un costo relativamente
bajo.

Por otro lado, uno de los factores determinanies para obtener una
transformacion eficiente en las células de E. colies el tipo de DNA que se va
a transformar. Para esto, es necesario introducir DNA de vectores de doble
cadena ya que el DNA de cadena sencilla es degradado en el interior de la
célula. En este sentido una ventaja adicional del método de la presente
invencidn, es que para obtener al final DNA de vectores de doble cadena, no
es necesario regenerar una de las cadenas, debido a que durante todo el
proceso, las dos cadenas de DNA permanecen unidas de manera
concatenada.

Con relacidn al otro aspecto limitante en los métodos reportados en la
seleccion de DNAs, referente a la manera de inmovilizacion de la sonda, los
inventores proponen la utilizacién de un soporte sélido cuyas caracteristicas
permitan manipular las condiciones de reaccién, particularmente el uso de
altas temperaturas que favorezcan la inmovilizacién del DNA que es utilizado
como sonda y que al final de la hibridacién facilite la separacién de los
vectores con inserto de cadena sencilla que hibridaron con la sonda de



10

15

20

25

30

WO 03/104450 PCT/MX02/00050
11
interés sin que sea requerido un intermediario, mientras que retiene la

sonda. Por otro lado, también se contempla el blogueo de la superficie libre
del soporte (aquella en la que no se pegd la sonda) para evitar que los
DNAs del banco se peguen de manera inespecifica al soporte, logrando con
ello, incrementar sustancialmente la eficiencia y especificidad del método de
la presente invencion.

Si bien existen diferentes tipos de soportes, los inventores proponen utilizar
un soporte que cumpla con las caracteristicas antes descritas y sobre todo
que pueda manipularse a altas temperaturas; a fin de lograr una mayor
especificidad en la hibridacion; en este caso, sugieren utilizar
preferentemente membrana de nitrocelulosa, obieniéndose mejores
resultados, si la membrana de nitrocelulosa se encuenira cargada
positivamente.

Adicionalmente, con relacion a la sonda de DNA de interés que se inmoviliza en el
soporte, el método de la presente invencion permite el uso de sondas de diferente
tamarnio, es decir, puede utilizarse como sonda un oligonucleétido, un gen completo
o un polinucledétido.

Por otro lado, como es sabido, el DNA de cadena sencilla, es una macromolécula
formada por un gran numero de deoxirribonucleédtidos que pueden unirse a otra
macromolécula de DNA con secuencia complementaria para formar el DNA de
doble cadena o bien permanecer como una macromolécula de cadena sencilla. En
este sentido, una de las ventajas de la presente invencién es que mediante el
presente método puede ser seleccionado DNA de doble cadena, sin que sea
necesario utilizar enzimas para obtener cadenas sencillas.

En el estado de la técnica, es conocido que la desnaturalizacion del DNA es el
proceso por el cual se pueden romper los puentes de hidrogeno que unen a la
doble cadena de DNA y separar las dos cadenas de DNA para obtener dos
cadenas sencillas de DNA (que en el caso de DNA circular, permaneceran
concatenadas). Enire los métodos mas comunes para llevar a cabo la
desnaturalizaciéon del DNA, podemos mencionar la adicién de acidos; la adicién de
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alcalis como el hidréxido de sodio o bien mediante un tratamiento térmico,

utilizando temperaturas que varian de 72 a 105 °C.

Asimismo, también es conocido en el estado de la técnica que para llevar a cabo
una hibridacion, es necesario primero desnaturalizar o separar las cadenas de
DNA para favorecer la exposicion de los posibles sitios de hibridacidn; y
posteriormente revertir las condiciones desnaturalizantes en presencia de la sonda
de interés para propiciar su union a una de las cadenas con secuencia
complementaria y homologa a la secuencia de la sonda utilizada.

El método de la presente invencion contempla la desnaturalizacién del DNA de los
vectores con inserto, en un mismo paso, con la prehibridacién con el vector
sonicado, que puede ser realizada por cualquiera de los métodos de
desnaturalizacion antes mencionados, es decir mediante el manejo de pH o de
temperatura; particularmente los inventores sugieren que esta desnaturalizacién y 4
prehibridacion se lleve a cabo mediante un tratamiento térmico de dos pasos, que
consiste en el calentamiento de los vectores con inserto en presencia del vector
sonicado hasta la temperatura de desnaturalizaciéon de 72 a 105 °C, durante al
menos 5 minutos, posteriormente se realiza un ligero enfriamiento o disminuciéon
de la temperatura, para mantener esta mezcla a la temperatura de hibridacién de
42 a 65 °C por un minimo de 5 minutos; y finaimente se deja enfriar a temperatura
ambiente. Cabe senalar que el tratamiento térmico tiene ventajas comparativas con
respecto a los métodos de manipulacidon de pH, ya que resulta ser un tratamiento
sencillo, rapido y no es necesario utilizar reactivos adicionales que pudieran
interferir con las hibridaciones que se llevan a cabo en el método de la presente
invencién.

Otra de las ventajas del método de la presente invencién, es que dado que las

propiedades y condiciones de manipulacion del DNA son universales y no especificos
para determinados insertos, sondas o vectores de eleccion, se contempla la
posibilidad de utilizar los diferentes vectores que cominmente son usados en los
bancos de genes de células procaridticas, como por ejemplo pCP13 y de células
eucarioticas tales como: Agtli1 para bancos genémicos y AZAP para bancos de
cDNA.
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EJEMPLOS

A fin de ilustrar la aplicacién del método de la presente invencién para la rapida

seleccion de DNAs, a continuacién se describen algunos ejemplos, mismos que no

deberan considerarse como limitantes de su alcance.

Ejemplo No.1

Se ilustra la aplicacién del método de la presente invencién en la selecciéon de

cDNA que codifica para la sintesis de una proteina cinasa tipo receptor.

Para aislar el cDNA de interés se partié de un banco de expresion de doble cadena

clonados en el vector A-ZAP de nédulos de frijol de 13 dias y se le aplicé el método

de la presente invencidn de la siguiente manera:

1.-

Desnaturalizacion y prehibridaciéon del banco de cDNA. Calentamiento a

95°C durante 5 min de 500 pl del banco de cDNA de doble cadena (banco

de expresion de nodulos de frijol de 13 dias) en presencia de 10 | (=10 pg

de vector) de DNA del vector previamente sonicado ( mediante cinco ciclos

de 20 segundos a 10 watts), permitiendo enfriar a la temperatura de

hibridacién (50 °C).

Inmovilizacién de la sonda en la membrana y su blogueo.

a) Colocar 1-2 pl de sonda de interés (=1-2 pug), en este caso un

fragmento del cDNA de una proteina cinasa del tipo receptor, en 1 cm® de

membrana de Nylon cargada positivamente (Hybon N*; Amershan

Pharmacia Biotech UK Ltd.

b) Fijar y desnaturalizar la sonda en la membrana con 500 pl de 400 mM
de NaOH.

c) Adicionar 5 ml de una solucién de fosfatos (300 mM NaHz PO 4, 7%

SDS, 1mM EDTA) para bloquear la superficie libre del soporte mediante

calentamiento a una temperatura de 50 °C por un tiempo de 5 min;

Hibridacién con la sonda inmovilizada.
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a) Incubar una solucién con los vectores con inserto en presencia de la

sonda inmovilizada a una temperatura de 50 °C por 8 h, dependiendo del
porcentaje de identidad de las secuencias de DNA con la sonda de interés
(NOTA: A mayor porcentaje de identidad mayor temperatura de hibridacion);
b) Incubar la membrana con 5 ml de la solucién de lavado (600mM
NacCl, 60 mM citrato de sodio; 1% SDS) durante 10 min a la temperatura de
hibridacidn, repetir este paso tres veces.

4.- Recuperacion de los vectores con el inserto de interés.

a) Incubar la membrana con 500 ul de H-O a 95 °C durante 5 min y
retirar la membrana a esta temperatura.

b) Recuperar el sobrenadante y precipitar con 300 mM de acetato de
sodio y dos voltimenes de etanol.

10.- Secary resuspender en 20 pf de H20.

5.-  Tansformacién con los 20 ul de los vectores con inserto recuperados, en las
células electrocomponentes de E. coli XL1 Blue (preparadas como
recomienda el proveedor del electroporador, Bio Rad Laboratories), para la
amplificacién de los vectores con inserto y el posterior anélisis.

Ejemplo No. 2

En este ejemplo se muestra la eficiencia de la seleccion de DNA de interés de un

banco de expresion de nddulos de frijol de 13 dias, mediante el método rapido de

seleccion de DNAs de la presente invencion.

Después de utilizar la metodologia descrita en el ejemplo 1, se obtuvieron 100

clonas positivas, de las cuales se seleccionaron 35 al azar. A estas clonas se les

extrajo el DNA, posteriormente fueron separadas en un gel de agarosa y

transferidos a una membrana y se hibridaron con la misma sonda utilizada para la

seleccion pero en solucién (marcada con P*). Se expusieron en una pelicula de

rayos X.
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Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 2. Como se puede observar, con el

método de la presente invencién se obtiene que 28 de las 35 clonas (80%) hibridan
con la sonda utilizada en la seleccion.

Ejemplo 3

En este ejemplo se muestra la identidad a nivel de secuencia de nucleétidos de los
DNAs seleccionados con la sonda utilizada en el Método Rapido de Seleccién de
DNA de la presente invencion.

Se siguié la metodologia del ejemplo 2. Se seleccionaron los 3 DNA que hibridaron
en mayor proporcion con la sonda y se secuenciaron con el “Kit” Big Dye™
Terminator Cycle sequencing Ready (PE Applied Biosystems Perkin Elmer) y las
reacciones se leyeron en un secuenciador automéatico ABI PRIMS Modelo 377

DNA sequence.
Tabla |
CLONAS pKG3
pKG3 --
pKG1 75%
pKG8 71%
pKG13 70%

En la tabla | se muestra el porcentaje de identidad de la secuencia de nucleétidos
del cDNA de la clona pKG3 utilizada como sonda, con las secuencia de 3 de los
cDNAs que se seleccionaron por el Método de la presente invencién ( pKG 1, pKG
8y pKG 13).

Ejemplo 4

En este ejemplo se ilustra la aplicacién industrial del Método Rapido de Seleccion
de DNA, mediante la integracion de un estuche basado en el método de la
presente invencién.
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COMPONENTES.

Solucidn I: Solucién de prehibridacion (1 pg/ul de DNA del vector sonicado).

Solucién IlI: Solucién fijadora de DNA (NaOH 0.4 N)

Solucidn IlI: Solucién de lavado.

Solucién IV: Solucién de hibridacion.

Solucidn V: Solucién de elusidn.

Solucién VI: Solucién de precipitaciéon de DNA.

Un juego de membranas de Nylon cargada positivamente de 1cm?.

MATERIAL Y EQUIPO ADICIONAL

Bafio de 95 °C.

Horno de hibridacion.

Células electrocompetentes.

Banco de DNA en vectores de doble cadena. (NOTA: El vector debe ser el mismo
que el vector sonicado de la solucién 1)

Sonda de interés.

PROTOCOLO

1) Mezclar 500 pl del banco de DNA con 50 pl de la Solucién I.

2) Calentar la mezcla a 95 °C durante 5 minutos.

3) Dejar enfriar a temperatura de hibridacién ( 42 a 65 °C) durante 10 minutos.
4) Colocar los pl equivalentes a 1-2ug de la sonda de DNA de interés en la
membrana de Nylon, previamente hidratada con fa Solucion II.

5) Lavar durante 10 minutos con 5 mi de la Solucién II.

6) Incubar la membrana con 1 mi de la Solucién IV durante 10 minutos a la
temperatura de hibridacién requerida.

NOTA: La temperatura de hibridacién dependera de la identidad de la secuencia de
DNA de la sonda y el gen que se desea seleccionar. Para una sonda homdloga se
recomienda una temperatura de 65 °C. Para una sonda con bajo % identidad se
puede bajar la temperatura hasta 42 °C.
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7) Mezclar el banco de cDNA prehibridado con 5 ml de la Solucién de
hibridacion e incubar a la temperatura de hibridacién durante 1-8 horas.
8) Lavar la membrana con 5 ml de la Solucién Il durante 15 minutos a la
misma temperatura de hibridacion.
9) Repetir este paso dos veces mas.

10)  Retirar la membrana y colocarla en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mi y
adicionarle 500 pl de la Solucién V.
11)  Calentar el tubo a 95 °C durante 5 minutos e inmediatamente retirar la
membrana del tubo de microcentrifuga. PRECAUCION: No quitar la membrana
cuando la temperatura este por debajo de los 95 °C.
12)  Adicionar 1 ml de la Solucién VI al sobrenadante.
13)  Centrifugar durante 10 minutos a 13,000 rpm y resuspender en 10 ml de la
Solucién VII.
14)  Transformar en células preparadas para electroporacion.
15)  Plaquear en cajas de LB con el antibiético de seleccion del vector utilizado
para hacer la libreria.
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REIVINDICACIONES

Habiendo descrito la invencion se reclama lo contenido en las siguientes
reivindicaciones:

1.- Un método rapido de selecciéon de DNA que comprende [0s siguientes pasos:

a) Obtencidén de los vectores con inserto de cadena sencilla y concatenados
mediante su desnaturalizacién y prehibridacion con el DNA del vector
sonicado;

b) por otro lado, la inmovilizacion de la sonda de DNA de interés en un soporte
sélido que permita manipular las condiciones de reaccion y el bloqueo de la
superficie libre del mismo;

c) hibridacion de los vectores con inserto de cadena sencilla del banco con la
sonda de DNA inmovilizada;

d) recuperacion de los vectores con inserto que hibridaron con la sonda por
separacion de la membrana;

e) transformaciéon de los vectores con inserto recuperados, en las células
donde puede replicarse para el posterior analisis de los DNAs.

2.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque el DNA puede ser de doble cadena.

3.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque la desnaturalizacion y prehibridacion con el DNA del vector
sonicado para la obtenciéon de los vectores con inserto de cadena sencilla
concatenados se lleva a cabo mediante cualquiera de los siguientes tratamientos:
térmico, adicion de soluciones alcalinas o de soluciones acidas.

4.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizado porque la desnaturalizacion y prehibridaciéon del DNA con el vector
sonicado se llevan a cabo mediante tratamientos térmicos.
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5.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 4,
caracterizado porque el tratamiento térmico para la desnaturalizacion del DNA se
realiza en un rango de temperatura de 62 a 105 °C por un tiempo de 3 a 15 min.

6.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque los vectores utilizados pueden ser plasmidos o fagos de
doble cadena.

7.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque la sonda de DNA de interés que se inmoviliza en el soporte
puede ser un oligo, un gen o un polinucleétido.

8.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque el soporte en el que se inmoviliza fa sonda permite el uso de
altas temperaturas; favorece la inmovilizacion de la sonda y al final de la hibridacion,
facilita el desprendimiento de los insertos que hibridaron con la sonda. -

9.- Meétodo rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 8,
caracterizado porque el soporte es una membrana de nitrocelulosa.

10.- Método rapido de seleccién de conformidad con la reivindicacion 8,
caracterizado porque el soporte es una membrana de nitrocelulosa cargada
positivamente.

11.- Método rapido de seleccion de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque los insertos recuperados son aquellos que contienen un DNA
con un alto porcentaje de identidad con la secuencia de la sonda.

12.- Estuche para la seleccién répida de DNA basado en método de la
reivindicacion 1.

13.- Estuche para la seleccion rapida de DNA de conformidad con la reivindicacion
12, que comprende los siguientes elementos:
»  Solucién I: Solucién de prehibridacién (1 ug/ul de DNA del vector sonicado).
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» Solucién II: Solucion fijadora de DNA (NaOH 0.4 N)

= Solucion llI: Solucién de lavado.

= Solucién IV: Solucién de hibridacion.

* Solucién V: Solucién de elusion.

» Solucidén VI: Solucién de precipitacion de DNA.

» Un juego de membranas de Nylon cargada positivamente de 1om®.
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