TEMA S

Elaboracidé de mapes de restriccio

1. Mapes de restriccio

2. Utilitzacio de sondes

3. Elaboracio de mapes circulars
4. Elaboracié de mapes lineals

5. Resoluci6 de problemes



1. Mapes de restriccio

Un mapa de restriccio és una sequencia lineal o circular de llocs de
restriccio al DNA, separats per distancies definides (p.e., kb).
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2
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DNA genomic) 18
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La tecnica meés utilitzada per a la realitzacio de mapes de restriccio son les
digestions dobles: es tracta el DNA amb dos enzims de restriccio, per
separat i conjuntament, i es determinen (en gel) les mides dels fragments

generats.

Suposem que tenim un fragment clonat de 7 kb:

7 Kb

Només amb els dos

2 Kb '
enzims per separat no g —————— ———; e —————

podem determinar el Digestion con Hae W Digestion con Eco BRI
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La tecnica meés utilitzada per a la realitzacio de mapes de restriccio son les
digestions dobles: es tracta el DNA amb dos enzims de restriccio, per
separat i conjuntament, i es determinen (en gel) les mides dels fragments

generats.

Suposem que tenim un fragment clonat de 7 kb:

7 Kb
Hiae
La digestio doble 2 Kb 5 K| 3 Kb 4 Kb
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entre les dues Digestidn con Hae i Digestidn con £Eco RS
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2. Ultllitzacio de sondes

Quan treballem amb DNA genomic, Unicament interessa mapejar una
zona del genoma (proxima o que incloga el gen a estudiar). Per aixo
fem servir una sonda de DNA. Aix0 ens permet visualitzar unicament
la zona d’interes, sense que interferisca la resta de DNA (tecnica de
Southern).

gel size: 10 x 11.5cm




Despres de la separacio dels fragments de DNA, es posa una
membrana absorbent sobre el gel i es transfereixen les bandes de
DNA a la membrana per capil-laritat (0 mitjancant lI'aplicacié d’'un camp
electric).

La membrana se submergeix en una solucido amb una sonda marcada.
Per revelar la presencia de bandes en el gel que tinguen sequencies
homologues amb la sonda, s’exposa la membrana a una pel-licula
sensible a raigs X (sila sonda estava marcada radioactivament) o a
una solucioé de color (si la sonda estava marcada amb un enzim).
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»La tecnica de Southern
pot fer-se extensiva a la
deteccio de molecules
d’RNA (tecnica de
Northern).

»Una tecnica paral-lela
(tecnica de Western)
consisteix en la
transferencia a membrana
de proteines fraccionades
en un gel, seguida de la
seua visualitzacio
mitjancant la utilitzacio
d’anticossos.

3.0 kb

1.8 kb 0.7 kb
| | |
2.1kb
H B ! B ' B H
—E 8 . Bux b Fto
MRNA ANANANASNANANANANASNS 2.1 kb
Polipéptido oeoooaoaeoaoe&oattcooouet. 700 aa
DNA DNA
genomico genomico
digerido digerido RNA Proteina
conH con B total total
Pocillo Jv * ‘ ‘
Gel |
30kb | = Proteina | ___
1.8 kb — | 21kb | = |de700aa
0.7 kb 4
|Northern| Western
Sonda: cDNA Sonda: cDNA Sonda:
del gen X del gen X anticuerpo

contra la
proteina X



3. Elaboracio de mapes circulars

Els plasmidis donen lloc a mapes circulars. Per la seua xicoteta mida,
No acostuma a ser necessari fer servir sondes.

Suposem que tenim clonat un fragment de DNA en el segiient vector |
volem saber quins llocs de restriccid hi ha dins del fragment clonat (insert).

pXY100
(pKS + insert frg)
Xbal
BamHI ——
EcoRl

Hindlll Hindlll



Resultat de les digestions:
1 2 3 4 5 6 7 8 Lane 1 = Uncut

Lane 2 = BamHI -Linearized

6.0 Lane 3 = Hindlll -2 Frgs.

— — 50 Lane 4 = EcoRI - 2 Frgs

= 4.0 Lane 5 = Xbal - 4 frgs.

= 3.0 Lane 6 = EcoRI/ Xbal - 5 (6) Frgs
w— 2.0 Lane 7 = Bglll

— 1.6 Lane 8 = Markers
m——10.5

Superenrotllat = ~1/2x MW
Tall en una cadena = ~2x MW
Lineal = MW

pXY100
(pKS + insert frg)

Xbal
BamHI ——

EcoRl
Hindlll

Hindlll
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2 3 4 5 6 7 8 Lane 1 = Uncut

6.0 Lane 3 = Hindlll -2 Frgs.
—_— —_ 5:0 Lane 4 = EcoRI - 2 Frgs
= 4.0 Lane 5 = Xbal - 4 frgs.

w— 2.0 Lane 7 = Bglll

— 1.6 Lane 8 = Markers
m——10.5

pXY100
(pKS + insert frg)
Xbal
BamHF—
ECoRI Hind Il

Hindlll

Lane 2 = BamHI -Linearized

= 3.0 Lane 6 = EcoRl/ Xbal - 5 (6) Frgs

Lineal = 6 kb
Vector = 2.9 kb
Insert — 3.1




123 456 78

6.0
5.0

4.0
3.0
2.0

1.6
1.0

0.5

pXY100

Lane 1 = Uncut

Lane 2 = BamHI -Linearized
Lane 3 = Hindlll -2 Frgs.

Lane 4 = EcoRI - 2 Frgs

Lane 5 = Xbal - 4 frgs.

Lane 6 = EcoRI/ Xbal - 5 (6) Frgs
Lane 7 = Bglll

Lane 8 = Markers

L’insert ha sigut
clonat en un lloc
Hind 111

(pKS + insert frQ)

Xbal

BamHI—
EcoRl

Hindlll

Hindlll



123456 78

/’60

T 4.0 Lane 5 = Xbal - 4 frgs.

Lane 2 = BamHI -Linearized
Lane 3 = Hindlll -2 Frgs.
Lane 4 = EcoRI - 2 Frgs

— - T13.0 Lane 6 = EcoRI/ Xbal - 5 (6) Frgs

— 2.0 Lane 7 = Bglll

— —11.6 Lane 8 = Markers
m——0.5

L’insert té un lloc
de restriccid
EcoRlI

pXY100
(pKS + insert frg)
Xbal
BamHH——
EcoRlI

Hindlll
E

Hindlll
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6.0
5.0

4.0
3.0
2.0

1.6
1.0

0.5

pXY100

Lane 1 = Uncut

Lane 2 = BamHI -Linearized
Lane 3 = Hindlll -2 Frgs.

Lane 4 = EcoRI - 2 Frgs

Lane 5 = Xbal - 4 frgs.

Lane 6 = EcoRI/ Xbal - 5 (6) Frgs
Lane 7 = Bglll

Lane 8 = Markers

L’insert té tres
llocs Xbal

(PKS + insert frg)

Xbal

BamHI——
EcoRl

Hindlll

Hindlll



12345(6) 78
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6.0
5.0

4.0
3.0
2.0

1.6
1.0

0.5

pXY100

Lane 1 = Uncut

Lane 2 = BamHI -Linearized
Lane 3 = Hindlll -2 Frgs.

Lane 4 = EcoRI - 2 Frgs

Lane 5 = Xbal - 4 frgs.

Lane 6 = EcoRI/ Xbal - 5 (6) Frgs
Lane 7 = Bglll

Lane 8 = Markers

Resultat de la
digestio doble

(PKS + insert frg)

Hindlll



1234567

6.0
5.0

4.0
3.0
2.0

1.6

AN

|

0.5

Xbal

pXY100
(pKS + insert frg)

Bglll

Lane 1 = Uncut

Lane 2 = BamHI -Linearized
Lane 3 = Hindlll -2 Frgs.

Lane 4 = EcoRI - 2 Frgs

Lane 5 = Xbal - 4 frgs.

Lane 6 = EcoRI/ Xbal - 5 (6) Frgs
Lane 7 = Bglll

Lane 8 = Markers

L’insert té un
lloc Bgl Il

BamHE
EcoRl

Hindlll
E

—
1

Hindlll
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COM HEM ARRIBAT A ORDENAR ELS 123456 78
LLOCS DE RESTRICCIO? T T e

wh oo

e
~
—

oo oo

—_— 2.

1) Hem comprovat que tots els — 16
fragments sumen el mateix total - o
(només per a mapes sense )08
utilitzar sonda).

T
E X E
X

EcoRI: 5+1=6
Xbal :3.5+1.25+0.7+055=6
E+X:35+1+0.7+055+0.25=6

Si no haguessen sumat el
mateix, haguérem deduit pXY100

que o bé dos fragments (pKS + insert frg)
tenen la mateixa mida o Xbal

que algun s’ha perdut per BamHI—
ser massa menut. ECORI

Hindlll



12345678
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2) Hem identificat aquells
fragments que apareixen = e —
simultaniament en les digestions T = ==
senzilles i en les digestions

dobles.

IR

|
=
o

|
o !
3

|
EcoRl  Xbal E+X +ot
. E X

35 — 35
1.25

1 » 1
0.7 —> 0.7
0.55 — 0.55

0.25 pXY100
(pKS + insert frg)

D’aquesta manera Xbal
identifiquem els BamH——
fragments generats per ECOR|
un sol enzim de

restriccio. Hindll IE

Hindlll



3) Finalment hem relacionat els

fragments de les digestions senzilles
amb combinacions de fragments de

les digestions dobles.

EcoRl Xbal E+X
O
35 G
1.25
1 1
0.7
0.55
(0.29
Xbal
BamHH—
1.25 = 1+ 0.25 ECORI
5 = 3.5+0.7+0.55 + 0.25 Hindlll
E

12345678

- = ==~ =
— —12.0
— —11.6
_| ——— & |10
= —05

ot

E X E

X

pXY100
(pKS + insert frg)
Hindlll




Nota sobre la utilitzacio de vectors plasmidics per a la clonacio de
fragments especifics de DNA:

pUC18: Es un vector usat comunament, de 2,69 kb. Posseeix un lloc de clonatge
multiple que s'utilitza per inserir el fragment de DNA a clonar.

™ Gen de
resistencia
a ampicilina

puC18

Hindlll

Pstl
5

f" /
! Sph' >4 Xbﬂ'

/ Hincll Accl __Smal
BamHI—" Xmal

; Kpnl = _—Banl|

: 3 f'_r_ EcoRI— Sstl
Gen
lacZ T

Sitio de clonacién multiple

» La utilitzacio d’'un
determinat enzim de
restriccio per clonar un
fragment de DNA
generara la duplicacio

del lloc de restriccio al
plasmidi resultant:




Detall de com és un lloc de clonacio multiple i de com es duplica el lloc
de restriccio utilitzat per clonar un fragment de DNA:

57 -
37 -

57 -
37 -

l Sall l Xbal lBamI
GTCGACGAGATCTAGAGCGCGGATCC+3?
CAGCTGCTCTAGATCTCGCGCCTAGGt+5?

t t t
1 Xbal
GTCGACGAGAT CTAGA
CAGCTGCTCTAGATC T

Sall

GCGC

CGCG

GGATCC;

- 37

CCTAGG

57

Baml



Detall de com és un lloc de clonacio multiple i de com es duplica el lloc
de restriccio utilitzat per clonar un fragment de DNA:

57 -
37 -

57 -
37 -

l Sall

GTCGACK

l Xbal

l Baml

GAGA

CAGCTGS

TCTAGA

CTCT]

T

AGATCT

GCGC

CGCG

GGATCC
CCTAGG

-3

57

GTCGAC

GAGA

CAGCTG

T

1 Xbal

CTCT]

Sall

T

GCGC
CGCG

GGATCC;
CCTAGG

- 37

| CTAGA
57

Baml
Xbal



4. Elaboracidé de mapes lineals

Suposem el mapa del segtient fragment de DNA genomic (ditancies en kb):
Hindlll BamHI

Pstll Hindlll BamHI \, / Pstil Hindll|

__~_15 -

3 4 1 8 4




4. Elaboracidé de mapes lineals

Suposem el mapa del segtient fragment de DNA genomic (ditancies en kb):
Hindlll BamHI
Pstll Hindlll BamHlI \ / Pstll Hindlll

__~_15 ———

3 4 1 8 4

Suposem ara que hem tallat amb BamHI i aquest fragment ’lhem marcat (amb
radioactivitat o amb fluorescencia) i, per tant, el podem fer servir de sonda per a
aquesta zona del DNA.

Hindlll BamHlI
Pstll Hindlll BamHl \ / Pstll Hindlll

- — ---

3 4 1 8 4

sonda BamHI-BamHI



Hindlll  BamHl
Pstll Hindlll BamHI \ / Pstll Hindlll

- — ---

3 4 1 8 4

Quins fragments generaran les incubacions amb els diferents enzims de
restriccio i quins seran visualitzats amb la sonda?

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll




Hindlll  BamHl
Pstll Hindlll BamHI \ / Pstll Hindlll

- — ---

3 4 1 8 4

Quins fragments generaran les incubacions amb els diferents enzims de
restriccio i quins seran visualitzats amb la sonda?

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll

5 13

v



Hindlll  BamHl
Pstll Hindlll BamHI \ / Pstll Hindlll

- — ---

3 4 1 8 4

Quins fragments generaran les incubacions amb els diferents enzims de
restriccio i quins seran visualitzats amb la sonda?

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll

5 13 31

v



Hindlll  BamHl
Pstll Hindlll BamHI \ / Pstll Hindlll

- — ---

3 4 1 8 4

Quins fragments generaran les incubacions amb els diferents enzims de
restriccio i quins seran visualitzats amb la sonda?

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll

5 13 31 4

7 1



Hindlll  BamHl
Pstll Hindlll BamHI \ / Pstll Hindlll

- — ---

3 4 1 8 4

Quins fragments generaran les incubacions amb els diferents enzims de
restriccio i quins seran visualitzats amb la sonda?

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll

5 13 31 4 5

7 1



Hindlll BamHlI
Pstll Hindlll BamHI \ / Pstll HindlIl

- — ---

3 4 1 8 4

Quins fragments generaran les incubacions amb els diferents enzims de
restriccio i quins seran visualitzats amb la sonda?

BamHlI Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll
5 13 31 4 5 9
7 1 7

La pregunta ara és: com ho fariem per obtenir el mapa a partir de la
informacio dels fragments generats pels diferents enzims de restriccid?



PASSOS A SEGUIR PER DETERMINAR ELS LLOCS DE RESTRICCIO

BamHI Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll
5 w 5 9
7 7

1) A diferencia dels mapes circulars sense fer servir sonda, els fragments no
sumen el mateix total.

2) ldentificarem el fragment que coincideix amb la sonda.

3) Identificarem aquells fragments que apareixen simultaniament en les
digestions senzilles i en les digestions dobles.

4) Finalment relacionarem els fragments de les digestions senzilles amb
combinacions de fragments de les digestions dobles.



PASSOS A SEGUIR PER DETERMINAR ELS LLOCS DE RESTRICCIO

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll
5 13 31 4 5 9
7 1 7

1) El mapa, el comencarem amb el fragment que coincideix amb la sonda.




PASSOS A SEGUIR PER DETERMINAR ELS LLOCS DE RESTRICCIO

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll
5 w 5 9
7 7

1) El mapa, el comencarem amb el fragment que coincideix amb la sonda.

2) Seguirem amb una combinacio d’enzims que incloga el que genera la sonda.

Pstll

e

BamHl|

! |
4 1




PASSOS A SEGUIR PER DETERMINAR ELS LLOCS DE RESTRICCIO

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll

T O A e

1) El mapa, el comencarem amb el fragment que coincideix amb la sonda.

2) Seguirem amb una combinacio d’enzims que incloga el que genera la sonda.

3) Continuarem amb la informacio d’aquest segon enzim.

Hindlll BamHlI
Hindlll BamHI \, / Hindlll
e+ : ---
3 4 1 12
7 Hindlll BamHlI
Hindlll BamHI \, / Hindlll
| |

! ! | !
9 4 1 6




PASSOS A SEGUIR PER DETERMINAR ELS LLOCS DE RESTRICCIO

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll

T O A e

1) El mapa, el comencarem amb el fragment que coincideix amb la sonda.

2) Seguirem amb una combinacio d’enzims que incloga el que genera la sonda.
3) Continuarem amb la informacio d’aquest segon enzim.

4) Afegirem la informacio del tercer enzim.

Hindlll BamHlI
Pstll Hindlll BamHl \, / Pstll Hindlll
- ———+ : : ---
3 4 1 8 4
7 Hindlll BamHlI Pstl|
Hindlll Pstll BamHI \, / HindlIl
R B | ] | -
I 4 | 5 ! 4 ! 1I 5 I



PASSOS A SEGUIR PER DETERMINAR ELS LLOCS DE RESTRICCIO

BamHl Hindlll Pstll BamHI + Hindlll BamHI + Pstll Hindlll + Pstll

T O A e

1) El mapa, el comencarem amb el fragment que coincideix amb la sonda.

2) Seguirem amb una combinacio d’enzims que incloga el que genera la sonda.
3) Continuarem amb la informacio d’aquest segon enzim.

4) Afegirem la informacio del tercer enzim.
Pstll — Pstll = 31

Hindlll BamHlI
Pstll Hindlll BamHl \, / Pstll Hindlll
- ———+ : : ---
7 3 4 1 8 4
Hindlll  BamHI
. Pstl| Pstll — Pstll # 31
Hindlll Pstll BamHI \, / HindlIl

| | | | | — -
| | | | |
4 5 4 1 6
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