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57  Resumen:
Nuevo método de clonación y mutagénesis in vitro
mediante PCR inversa de clonación.
La presente invención se refiere a un nuevo método
de clonación dirigida o de clonación y mutagénesis
dirigidas y simultáneas que comprende una primera
PCR clásica con unos cebadores cuya secuencia
hibrida en parte con el inserto y en parte con el vector
deseado y puede contener mutaciones, y una
segunda PCR inversa de clonación que usa
directamente los amplicones generados en la PCR
clásica generando nuevos amplicones bicatenarios de
largos extremos cohesivos complementarios que
circularizan in situ en forma de construcciones
génicas estables tipo vector, que ya contienen el
fragmento de ADN donado en el vector deseado
directamente. La presente invención se refiere
también a un kit que comprende las instrucciones
para llevar a cabo dicho método y al uso del kit para
la clonación dirigida o la clonación y mutagénesis
dirigidas y simultáneas.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.Aviso:
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Nuevo método de clonación y mutagénesis in vitro mediante PCR 
inversa de clonación 

La presente invención pertenece al campo de la Biología Molecular, la 

Ingeniería Genética y la Biotecnología. La presente invención se refiere a un 

nuevo método in vitro para la clonación dirigida o para la clonación dirigida y 

la mutagénesis dirigida simultánea, usando una PCR inversa de clonación 

(CiPCR). Además, la presente invención se refiere a un kit que comprende 

las instrucciones para llevar a cabo dichos métodos. 

ESTADO DE LA TÉCNICA 

La clonación de un inserto o fragmento de ADN en un vector consiste en unir 

los correspondientes extremos 5' y 3' del fragmento de ADN a los 

correspondientes sitios 3' y 5' del vector, respectivamente. La construcción 

génica circular generada es un vector que puede ser introducido en una 

célula, donde se replica cuando la célula es cultivada, de forma que su 

progenie lo hereda, permitiendo de esta manera la obtención de muchas 

copias idénticas o clones de dicho fragmento de ADN contenido en el nuevo 

vector. 

Las técnicas usadas mayoritariamente para la clonación de fragmentos de 

ADN en un vector son muy variadas y se pueden clasificar, según la 

metodología a usar, en cinco tipos comúnmente conocidos como: métodos 

de ligamiento de extremos romos, métodos de restricción, métodos de 

clonación T-A, métodos de recombinación, y métodos LIC (método de 

clonación independiente de ligasas, del inglés "ligation independent 

cloning'}. 

Los métodos de ligamiento de extremos romos se basan en el uso de 

enzimas de restricción cuyos productos tienen extremos romos. Estos 

métodos son fáciles de entender, pero experimentalmente son lentos y 

tediosos, y no permiten la clonación de forma dirigida de manera fácil y 
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eficiente. Entre sus mayores limitaciones están que dependen de la 

presencia de las secuencias diana tanto en el inserto como en el vector, que 

no permiten usar directamente amplicones de PCR (reacción en cadena de 

la polimerasa) con residuos de desoxiadenosina en su extremo 3', que falta 

información acerca de las secuencias flanqueantes a las dianas de 

determinadas enzimas de restricción y que la eficiencia de la ligasa de ADN 

a la hora de unir extremos romos es baja. 

Los métodos de restricción se basan en el uso de enzimas de restricción 

cuyos productos tienen extremos cohesivos o protuberantes (en el ADN 

bicatenario un cierto número de residuos del extremo de la cadena 

correspondiente sobresale en forma de cadena sencilla). Estos métodos son 

fáciles de entender, permiten la clonación tanto dirigida como no dirigida del 

inserto, y una ligación eficiente del inserto al vector. Sin embargo, presentan 

importantes limitaciones, como la necesidad de que tanto el vector como el 

inserto presenten las secuencias diana en los sitios adecuados, la falta de 

información acerca de las secuencias flanqueantes a las dianas de 

determinadas enzimas de restricción, el hecho de que cuando se usa una 

única enzima de restricción solamente se puede clonar de forma no dirigida, 

o que la clonación del inserto de forma dirigida requiere el uso de dos 

enzimas de restricción diferentes. Esto último conlleva un mayor número de 

pasos experimentales, y sobre todo puede suponer un inconveniente debido 

a la incompatibilidad de las dianas presentes en el vector deseado y en el 

inserto. Generalmente, la clonación por restricción requiere un estudio previo 

exhaustivo de la estrategia a seguir y de los vectores a utilizar, ocasionando 

una notable pérdida de tiempo, acrecentada cuando la disposición de las 

secuencias diana obliga a la clonación del inserto en un primer vector y a la 

transferencia del inserto a un segundo vector o vector deseado. 

Los métodos de clonación T -A y similares se basan en la hibridación del 

inserto con el vector bien a través de residuos de desoxiadenosinas en los 

extremos 3' protuberantes del inserto que hibridan con residuos de 
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desoxitimidinas en los extremos 3' protuberantes del vector, o a través de 

secuencias especiales añadidas, o mediante activaciones de otros residuos 

terminales. Estos métodos emplean vectores comerciales abiertos en los 

que se insertan productos de PCR directamente, la mayoría no permite la 

clonación dirigida, requieren la compra de nuevas alícuotas y generalmente 

es necesaria la transferencia de la secuencia clonada a un segundo vector 

deseado. Ejemplos de estos vectores son pGEM T y pGEM®-T Easy de 

Promega, que usan como insertos fragmentos de ADN con residuos de 

desoxiadenosina 3' protuberantes y ligasas para la unión del inserto con el 

vector, o el pCR®II-TOPO de lnvitrogen, que emplea fragmentos de ADN 

con residuos de desoxiadenosina 3' protuberantes y topoisomerasas. 

Igualmente, "Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit" también usa 

topoisomerasas y permite la clonación de fragmentos de ADN con extremos 

romos de forma no dirigida, como por ejemplo usando los fragmentos 

obtenidos por PCR mediante polimerasas que no introducen residuos de 

desoxiadenosina en los extremos 3 ·. Otros vectores como el "Directional 

TOPO® Cloning permiten la clonación de fragmentos de ADN directamente 

de forma dirigida con topoisomerasas, y para ello requieren cebadores con 

secuencias específicas añadidas en sus extremos. 

Una alternativa al ligamiento in vitro entre el inserto y el vector, es el 

ligamiento in vivo. Un ejemplo es el que ocurre en bacterias que 

sobreexpresen la ligasa de ADN del bacteriófago T4, en las que se introduce 

el vector y el inserto en forma lineal para que se produzca su ligamiento 

dentro de la célula. Los mayores problemas de este método son la baja 

estabilidad de los ADN lineales dentro de las bacterias, lo que lleva a su 

degradación parcial y a una disminución de la eficiencia del ligamiento, o a 

su degradación completa, lo que lleva al fracaso. 

Los métodos de recombinación pueden emplear dos estrategias: la 

clonación in vitro mediante recombinasas (ejemplos: la tecnología Gateway® 

de lnvitrogen y la tecnología ln-Fusion™ y Creator™ PCR Cloning System 
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de Clontech) y la clonación in vivo, donde el inserto y el vector recombinan 

dentro de una célula por recombinación homóloga, que es muy eficiente en 

levaduras y recientemente también se consigue en Escherichia coli (E. coli) 

mediante "clonación RecET" y "clonación 'A Red". Estos métodos permiten 

5 clonaciones dirigidas y evitan el empleo de enzimas de restricción y de 

ligasas, pero son complicados de entender y diseñar, y en ocasiones 

requieren el diseño y construcción de vectores de destino no comerciales; o 

requieren cepas especiales de bacterias, o la cotransfección con otro vector 

para introducir los elementos necesarios para que tenga lugar la 

1 O recombinación. Además, puede haber baja eficiencia, inestabilidad de los 

vectores y toxicidad celular. 

Los métodos LIC se basan en la creación de extremos cohesivos, los más 

comunes contienen 12 residuos nucleotídicos, en el inserto y en el vector, 

15 complementarios entre sí. Estos métodos permiten la clonación dirigida y 

son independientes de enzimas de restricción y de ligasas. La hibridación de 

los extremos cohesivos complementarios del inserto y del vector permiten su 

estabilización en forma circular formando una construcción génica tipo vector 

que al introducirla dentro de una célula es unida covalentemente por ligasas 

20 intracelulares para la obtención del vector correspondiente. Sin embargo, la 

generación de estos extremos cohesivos es laboriosa y el almacenamiento 

de los productos que los contienen es problemático, ya que los extremos son 

susceptibles de degradación. Para la generación de los extremos cohesivos 

se emplean distintas estrategias: la T 4 ADN polimerasa (Aslanidis y 

25 colaboradores (cols.) PCR Methods Appl. 1994 4(3):172-7), la uracil ADN 

glicosilasa y polimerasas que no pueden amplificar desde residuos de ARN 

presentes en cebadores mixtos ADN-ARN. 

En el mercado hay vectores comerciales como por ejemplo "Affinity® LIC", 

30 de Stratagene o el vector "Genscript pDream 2.1 ", pero son muy escasos. Si 

se requiere su preparación en el laboratorio, esta es generalmente más 

complicada que la preparación de los insertos. 
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Por otra parte, existen varias metodologías para la introducción de 

mutaciones dirigidas o aleatorias en la secuencia de un fragmento de ADN 

lineal o clonado en un vector, o en la secuencia del propio vector. 

Los métodos más estudiados y usados para la mutagénesis dirigida en ADN 

lineal son los de "overlap extension" o extensión por solapamiento (Higuchi y 

cols. Nucleic Acids Res. 1988 16, 7351-7367) y sus modificaciones, y los del 

"megaprimer" o megaoligonucleótido (Kammann y cols. Nucleic Acids Res. 

1989 11; 17(13), 5404). Ambos son laboriosos, requieren entre 3 y 4 

cebadores, varias PCRs y la clonación de novo del inserto mutado en el 

vector deseado. 

Los métodos para introducir mutaciones directamente en la secuencia del 

ADN clonado en vectores generalmente bicatenarios o en la del propio 

vector son de varios tipos, como por ejemplo los métodos de restricción, 

también conocidos como "cassette mutagenesis", o los métodos de "codon 

cassette-mutagenesis", los métodos que emplean técnicas LIC o de 

recombinación, o los métodos en los que se amplifica por PCR el vector 

completo usando cebadores en los que se incorporan las mutaciones a 

introducir. 

Otros métodos, usados generalmente en vectores monocatenarios, son el 

"sticky-feet-directed mutagenesis", o la mutagénesis dirigida por 

recombinación, o los que usan estos vectores monocatenarios como pasos 

intermedios y hacen mutagénesis basada en PCR o PCR y ligasas para, a 

continuación, clonar todo el inserto mutado en el vector deseado. 

La mayoría de estas técnicas requieren elevados conocimientos y 

experiencia en ingeniería genética y biología molecular. Solamente algunas 

de ellas pueden llevarse a cabo con kits comerciales, pero, en general, estos 

kits comerciales están enfocados a fines concretos y su aplicación es 
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limitada. Ejemplos de estos kits son el QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit o el ExSite TM PCR-Based Site-Directed Mutagenesis Kit, 

ambos de Stratagene. 

Todos estos métodos que actúan directamente sobre un ADN ya clonado en 

un vector monocatenario o bicatenario, basados en amplificación de todo el 

vector por PCR y seguidos de la selección de la construcción génica mutada 

bien por destrucción del molde original de ADN conteniendo residuos 

metilados con Dpnl in vitro, o bien por destrucción del molde original de ADN 

conteniendo residuos con desoxiuridina en cepas con uracil ADN glicosilasas 

in vivo, o bien por otros procedimientos, son técnicas únicamente de 

mutagénesis, que no permiten la clonación de la secuencia de interés en un 

vector distinto de aquel en el que ya están. 

Por otra parte los métodos de extensión por solapamiento y 

megaoligonucleótido solamente se aplican a la obtención de ADN lineal con 

la mutación deseada y, además de ser laboriosos, requieren la clonación del 

ADN mutado en el vector deseado, a posteriori. El método descrito por 

Miyazaki y Takenouchi (BioTechniques 2002. 33 (5) 1033-1038) y el descrito 

por Hedge y cols. (Current Science. 2003. 85 (11) 1523-1525) permiten la 

mutagénesis de una secuencia ya clonada en un vector y emplean una 

primera PCR clásica y una segunda PCR inversa (iPCR). El método descrito 

por Clackson y Winter (Nucleic Acid Res. 1989. 17; 10163-10170) y también 

por Tessier y Thomas (Methods Mol Biol. 1996. 57; 229-37) permite la 

clonación o la mutagénesis de un fragmento largo de una secuencia de 

interés por iPCR, para ello Clackson y Winter generan los oligonucleótidos 

mutados de doble cadena por PCR y Tessier y Thomas los generan de 

cadena sencilla mediante una PCR asimétrica, sin embargo sus métodos se 

limitan al uso de vectores monocatenarios en ambos casos que requieren 

ligamiento con ligasas de ADN. Además los han aplicado mayoritariamente a 

mutagénesis de fragmentos de ADN y escasamente a clonación, y en 

ninguno de los casos a clonación y mutagénesis simultáneas en vectores 
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bicatenarios. El método descrito por Erster y Liscovitch para vectores 

bicatenarios (Capítulo 12, In vitro mutagenesis protocols, 2010, 3a edición, 

ed. Jef Braman, Humana Press, 157-174), permite introducir mutaciones por 

iPCR mediante el uso de oligonucleótidos que cada uno lleva 

aproximadamente la correspondiente mitad de la secuencia a mutar en sus 

extremos 5'. Generan así amplicones bicatenarios de una construcción 

génica que contienen la secuencia con las mutaciones de interés repartida 

entre los dos extremos romos que, al ligarlos con una ligasa de ADN, 

circularizan para obtener el vector con la mutación completa incorporada. 

En general, la clonación y la mutagénesis de ADN exigen amplios 

conocimientos de ingeniería genética y de biología molecular para diseñar la 

mejor estrategia que nos ayude a decidir la metodología a emplear. Además, 

debido a las limitaciones que presentan cualquiera de las metodologías 

descritas, puede ocurrir que no sea posible la clonación de una secuencia de 

interés, o que ésta sea posible pero de manera laboriosa, complicada y 

larga. 

Para la clonación de fragmentos de ADN en vectores bicatenarios de uso 

cotidiano en cualquier laboratorio, y de manera especial para aquellos 

profesionales que no tienen conocimientos ni experiencia en biología 

molecular ni en ingeniería genética, es conveniente el desarrollo de un 

nuevo método de clonación dirigida, o de clonación y mutagénesis dirigidas 

simultáneas, donde las mutaciones pueden ser de deleción, sustitución o 

inserción, que sea sencillo, fácil y rápido, así como de un nuevo producto 

que permita llevar a cabo la clonación o la clonación y mutagénesis dirigidas 

simultáneas por el nuevo método, y de unas instrucciones para el diseño de 

la clonación o la clonación y mutagénesis dirigidas simultáneas, igualmente 

sencillas, fáciles y rápidas de entender y de usar. 
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DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

En un primer aspecto, la presente invención proporciona un nuevo método 

de clonación dirigida, que se basa en el uso de una PCR clásica y una PCR 

inversa de clonación (CiPCR). El método de la invención es eficiente para 

la clonación dirigida de grandes fragmentos de ADN (por ejemplo genes 

completos o promotores de genes), bien mediante CiPCR de inserción de 

la secuencia a clonar en el vector elegido o mediante CiPCR de sustitución 

de la secuencia de un fragmento de ADN ya contenido en el vector elegido 

por la del nuevo fragmento a clonar, o para su clonación y mutagénesis 

dirigidas simultáneas. 

En el caso de la clonación y mutagénesis dirigidas simultáneas, la clonación 

del fragmento largo de ADN se lleva a cabo por CiPCR de inserción o 

sustitución y las mutaciones dirigidas simultáneas a la clonación se 

introducen a través de la PCR clásica de amplificación del inserto, previa a la 

CiPCR, mediante el uso de los oligonucleótidos cebadores que contienen las 

secuencias apropiadas para introducir las mutaciones (sustituciones, 

inserciones o deleciones) en los sitios de interés. Estos oligonucleótidos 

pueden sintetizarse químicamente o por ingeniería genética, si su tamaño es 

mayor que el que permite la síntesis química. 

El método es fácil de entender y de diseñar y más sencillo de usar que los 

métodos que se emplean hasta la fecha, por lo que no requiere poseer 

elevados conocimientos de ingeniería genética ni de biología molecular. 

Este método permite la clonación dirigida de una secuencia de interés en 

cualquier vector bicatenario V que contenga al menos un origen de 

replicación y un gen de selección y que sea preferiblemente circular. El 

método permite clonar de forma dirigida la secuencia de interés contenida en 

un vector, en otro vector, y también permite clonar la secuencia de interés 

contenida en una muestra de ADN genómico o en una muestra de ADN 
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complementario (ADNc) generado a partir de ARN mensajero o en el 

producto de una PCR, en el vector elegido. El método también permite 

clonar de forma dirigida la secuencia de interés en un ADN bicatenario lineal 

que contenga una serie de elementos funcionales, que incluyan al menos un 

origen de replicación y una secuencia de un gen de resistencia o de 

selección, y generado por ingeniería genética in vitro, como por ejemplo 

mediante amplificación de la secuencia de cada elemento de forma 

individual por PCR, y posterior unión por PCR de extensión por 

solapamiento. 

El término "clonación", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere al proceso que permite la generación de copias de un fragmento de 

ADN, como puede ser la inserción de una secuencia nucleotídica de interés 

en un vector o en un ADN lineal con las características que se han descrito 

anteriormente, que pueda ser replicado dentro de una célula. 

El término "hibrida", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a la unión de cadenas de ADN sencillo con secuencias 

complementarias. En Biología Molecular, la complementariedad es una 

propiedad de los ácidos nucleicos de doble cadena. Cada cadena es 

complementaria a la otra de forma que los pares de bases nitrogenadas de 

ambas están conectados por dos o tres puentes de hidrógeno. 

La mutagénesis es el proceso por el cual se introducen mutaciones, es decir, 

cambios, en una secuencia nucleotídica, que pueden ser de tipo inserción, 

sustitución o deleción. La mutagénesis puede ser al azar o dirigida, en cuyo 

caso se modifican exacta y únicamente los nucleótidos deseados. 

El término "vector", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a una construcción génica o secuencia de ADN que contiene una 

serie de elementos funcionales, que incluyen al menos un origen de 

replicación, secuencias de genes de resistencia o de selección, secuencias 
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de control, tales como, por ejemplo, elementos de control de la traducción 

(como códigos de iniciación y de parada) y de la transcripción (por ejemplo, 

regiones de promotor-operador, sitios de unión de factores de transcripción o 

elementos reguladores). El vector puede incluir plásmidos bacterianos, 

vectores virales, bacteriófagos, cósmidos y otros vectores bien conocidos y 

documentados en el estado de la técnica, así como los ADN lineales 

generados in vitro con las características descritas anteriormente. Un vector 

como el que se acaba de describir, una vez circularizado, es capaz de 

replicarse bajo su propio control, y de replicar con él el segmento de ADN 

que lleva unido. 

El término "secuencia de control" se refiere a secuencias de nucleótidos que 

son necesarias para efectuar la expresión de las secuencias codificadoras a 

las que están ligadas. La naturaleza de dichas secuencias de control difiere 

dependiendo del organismo huésped; en procariotas, dichas secuencias de 

control generalmente incluyen un promotor, un sitio de unión ribosomal y 

señales de terminación; en eucariotas, generalmente, dichas secuencias de 

control incluyen promotores, señales de terminación, intensificadores y, en 

ocasiones, silenciadores. Se pretende que el término "secuencias de control" 

incluya, como mínimo, todos los componentes cuya presencia es necesaria 

para la expresión y también puede incluir componentes adicionales cuya 

presencia sea ventajosa. 

El término "origen de replicación", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a una secuencia de nucleótidos donde se forma una 

horquilla de replicación y donde se inicia la replicación del ADN. 

El término "gen de selección", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a un gen que codifica para una proteína que confiere 

una característica distintiva al organismo en el que se expresa, como puede 

ser que sobreviva a la presencia de un antibiótico, que produzca una 

sustancia coloreada en presencia de un reactivo determinado o que emita 
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luz. Un gen de resistencia a antibiótico codifica para una proteína que 

confiere a la célula que la expresa, que normalmente sería sensible al 

antibiótico, la capacidad de superar el efecto del antibiótico. Dicha proteína 

suele ser un enzima que hidroliza el antibiótico en cuestión, inactivándolo, o 

puede ser también una bomba que lo expulsa al exterior de la célula. 

Además, el método del primer aspecto de la invención no requiere estudio 

alguno sobre dianas de corte específicas para enzimas de restricción, ya que 

no se requieren para la clonación. Este método permite clonar de forma 

dirigida cualquier fragmento de ADN, como por ejemplo secuencias de 

genes completos o de promotores. Los autores de la presente invención han 

demostrado que por este método es posible clonar fragmentos de ADN de 

hasta al menos 2.300 pares de bases. 

Fragmentos de imposible clonación con la metodología clásica de 

restricción, por la ausencia de puntos de corte adecuados en el ADN a 

clonar, se pueden clonar mediante el uso de esta metodología, que además 

de eliminar la necesidad de los cortes del vector y del inserto con enzimas 

de restricción, así como las purificaciones intermedias de estos productos y 

su ligamiento, evita también los laboriosos cambios de vector que en 

ocasiones son necesarios en la metodología de restricción. 

En el método del primer aspecto de la invención, la CiPCR permite la 

clonación dirigida mediante el uso de los oligonucleótidos cebadores 

diseñados de manera que el inserto se clona en la orientación deseada, 

determinada por el diseño de dichos cebadores, que se adapta para cada 

fragmento de ADN a clonar y para cada vector, incluyendo cada ADN lineal 

generado in vitro, de destino. 

Los productos obtenidos por el método del primer aspecto de la invención 

pueden introducirse por transformación en cualquier tipo de E. coli, y no 

requieren las exigencias de la clonación por recombinación homóloga RecET 
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o 'A Red en E. coli. Cepas de E. coli de uso universal como las DH5a o las 

TG1 son transformadas perfectamente por las construcciones génicas 

generadas por CiPCR. 

Por tanto, un primer aspecto de la invención se refiere a un método de 

clonación dirigida o de clonación y mutagénesis dirigidas caracterizado 

porque comprende una primera etapa (a): 

a. diseñar una pareja de oligonucleótidos F (directo) y R 

(reverso) donde: 

i. las secuencias de los extremos 3' (C¡) hibridan total o 

parcialmente con la secuencia a clonar o a clonar y 

mutar, 

ii. las secuencias de los extremos 5' (T) hibridan total o 

parcialmente con las secuencias de un vector V que 

flanquean el lugar donde se va a insertar el ADN a 

clonar o a clonar y mutar, y 

iii. el vector V es un vector bicatenario preferentemente 

circular que comprende al menos un origen de 

replicación y preferentemente al menos un gen de 

selección. 

Las secuencias Ci, localizadas por tanto en los extremos 3' de los 

oligonucleótidos F y/o R y que hibridan con la secuencia del inserto, se 

diseñan como se diseñarían unos cebadores para obtener los amplicones 

por PCR clásica. En el oligonuclelótido F, C¡ corresponde con la secuencia 

de la región identificada como CiF en el inserto "i", y en el oligonucleótido R 

C¡ corresponde con la secuencia de la región identificada como C¡R (figura 1 ). 

Las secuencias T, que hibridan con el vector o con el ADN lineal, se 

localizan en los extremos 5' de F y de R y corresponden a las regiones 

identificadas como T F y T R en el vector V de la figura 1, se diseñan partiendo 
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de los residuos nucleotídicos señalados con dos asteriscos ** o dos ## 

respectivamente en el vector V hacia los extremos 5', de manera que se 

añaden directamente a los extremos 5' de las secuencias CiF y C¡R mediante 

unión a los extremos 3' de las secuencias T. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, los 

oligonucleótidos F y/o R comprenden una mutación M de tipo inserción entre 

la secuencia C¡ y la secuencia T, donde M comprende al menos un 

nucleótido y no hibrida con la secuencia a clonar o a clonar y mutar, ni con el 

vector V. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, los 

oligonucleótidos F y/o R comprenden al menos una mutación M· en C¡, 

donde la mutación puede ser una inserción, una sustitución o una deleción y 

no hibrida con la secuencia a clonar o a clonar y mutar, ni con el vector V. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, los 

oligonucleótidos F y/o R comprenden al menos una mutación M" en T, 

donde la mutación puede ser una inserción, una sustitución o una deleción y 

no hibrida con la secuencia a clonar o a clonar y mutar, ni con el vector V. 

Las secuencias M, M' y M" son por lo tanto todas para introducir mutaciones 

y ninguna hibrida con la secuencia a clonar o a clonar y mutar, ni con la del 

vector V. Como máximo se pueden introducir dos mutaciones M, que pueden 

ser únicamente de tipo inserción, una por cada oligonucleótido F o R entre la 

región Ci y la región T. Sin embargo, mutaciones M' se pueden introducir 

una o varias por cada oligonucleótido F o R, que pueden ser inserciones, 

sustituciones y/o deleciones puntuales o múltiples, cuyas secuencias se 

añaden en los correspondientes sitios de las regiones C¡. En cuanto a las 

mutaciones M" también se pueden introducir una o varias por cada 

oligonucleótido F o R, que pueden ser inserciones, sustituciones y/o 
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deleciones puntuales o múltiples, cuyas secuencias se añaden en los 

correspondientes sitios de las regiones T. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, después de 

la etapa (a) se lleva a cabo la siguiente etapa (b): 

b. Amplificar mediante PCR la secuencia a clonar o a clonar y 

mutar empleando los oligonucleótidos F y R diseñados en la 

etapa (a). 

Los oligonucleótidos F y R que se emplean como cebadores en la PCR 

clásica de amplificación del inserto de la etapa (b ), están diseñados de forma 

que se inicia la PCR a través de la hibridación de las secuencias C¡ de los 

extremos 3' con la región correspondiente de cada una de las hebras del 

ADN que contienen la secuencia del inserto "i" a clonar, o a clonar y mutar 

en aquellos casos que contengan secuencias M, M' y/o M" para introducir 

las mutaciones deseadas. 

Finalizada la etapa (b), se obtiene el amplicón bicatenario, cuyas cadenas 

individuales, que denominamos A y B, son complementarias entre sí y tienen 

extremos romos. Dado que la etapa (b) consiste en una PCR clásica con un 

elevado número de ciclos, donde aunque en los primeros ciclos se obtienen 

amplicones de tamaños variables debido a que no hay señal de fin de la 

elongación, en ciclos más avanzados son los propios cebadores F y R los 

que acaban delimitando el tamaño del amplicón, ya que se usan como 

moldes en cada nuevo ciclo de la PCR. 

Los amplicones A y B, conteniendo el inserto y en su caso las mutaciones M, 

M' y M" deseadas, pueden usarse directamente en la siguiente etapa (e), o 

se pueden reamplificar con unos oligonucleótidos Fv y Rv diseñados a 

medida del vector V, de manera que contengan las secuencias T F y T R o una 

parte respectivamente (ver vector V en figura 1), y a continuación se le 

añaden entre 12 y 18 nucleótidos más, los flanqueantes a T F y a T R (ver 
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vector V en figura 1) hacia el extremo 5' de la correspondiente cadena del 

vector V. Estos nuevos amplicones A' y B' usados en la CiPCR en lugar de 

los A y B permiten aumentar la eficiencia de la CiPCR en aquellos casos en 

los que se requiera. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, en la PCR 

de la etapa (b) se emplea una ADN polimerasa con actividad 3'-5' 

exonucleasa. 

Para la obtención de A y B, o de A' y B' se usa preferiblemente una ADN 

polimerasa que no introduce residuos en el extremo 3'. Es preferible no 

utilizar polimerasas que poseen baja o nula actividad 3'-5' exonucleasa, 

puesto que introducen un residuo fundamentalmente de desoxiadenosina 

protuberante en el extremo 3' no guiado por el molde, por lo que ese residuo 

extra no codificado impediría el cebado de la CiPCR de la etapa (e), y por lo 

tanto su funcionamiento, lo que podría llevar a un fracaso en la clonación del 

inserto. 

En una realización preferida del primer aspecto de la invención, después de 

la etapa (b) se lleva a cabo la siguiente etapa (e): 

c. Clonar la secuencia amplificada en la etapa (b) en el vector V 

mediante una CiPCR. 

La CiPCR se caracteriza porque: 

1. Se obtienen productos que son amplicones bicatenarios lineales 

complementarios, como los E y G que se muestran en a figura 4A, tanto en 

las secuencias provenientes de la amplificación de las dos cadenas del 

vector V como en las secuencias de los amplicones A y B que contienen el 

inserto a clonar o a clonar y mutar, y en cualquiera de los casos con largos 

extremos cohesivos de hasta varios miles de residuos nucleotídicos (figura 
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6), complementarios también entre sí. En la PCR e iPCR clásicas se 

obtienen amplicones bicatenarios de extremos romos. 

2. El tamaño de los amplicones bicatenarios E-G está exactamente 

delimitado desde el primer ciclo mediante las dos señales derivadas de las 

secuencias contenidas en cada una de las cadena A y B a través de la 

hibridación con el vector usado como molde, las Te y las T, de las cuales la 

primera señala el inicio y la segunda la terminación de la elongación por la 

polimerasa (figuras 2 y 3), hecho que no ocurre ni en la PCR clásica ni en la 

iPCR clásica. 

3. Los productos E y G, por sus características de complementariedad total 

(figura 6), se estabilizan en forma circular in situ mediante hibridación de sus 

largos extremos cohesivos complementarios formando construcciones 

génicas estables tipo vector v· (figuras 5 y 7). Estas construcciones génicas 

estables v· pueden llegar a contener varios miles de residuos nucleotídicos, 

y aunque permanezcan en ellas dos cortes por la ausencia de los dos 

enlaces covalentes entre cada uno de sus dos pares de residuos terminales, 

dado que al hibridar, el corte de cada cadena no se localiza enfrente del de 

la otra cadena sino que son distantes espacialmente, la energía liberada por 

los múltiples enlaces de hidrógeno que se forman durante la hibridación de 

los largos extremos cohesivos contribuye, juntamente con otros factores 

como el efecto hidrofóbico, a su estabilización y, por lo tanto, la 

transformación bacteriana es posible sin necesidad de una ligación previa in 

vitro. 

4. Los productos de CiPCR E y G no puedan actuar como moldes. El 

especial diseño de los oligonucleótidos F y R para la obtención de los 

amplicones bicatenarios A y B, a diferencia de las PCR e iPCR bicatenarias 

clásicas, no permite que los amplicones E y G puedan ser copiados en ciclos 

posteriores, por lo que su amplificación transcurre en cada ciclo de manera 

aritmética y no geométrica como en la PCR e iPCR clásicas. Mediante el 

cebado de E y G con las secuencias Te de los amplicones A y B, como se 
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muestra en la figura 4B entre los amplicones A y G, la polimerasa no puede 

catalizar la reacción de polimerización puesto que desde el extremo 5' (el 

único disponible en A ) no puede elongar. Tan solo las cadenas C y D del 

vector V pueden servir de molde (figura 3), y aunque este mecanismo lleva a 

la obtención de un menor número de copias que en una PCR clásica 

(amplificación aritmética en CiPCR frente a geométrica en PCR clásica), 

tiene dos grandes ventajas: 

La primera: los amplicones que se obtienen son directamente construcciones 

génicas bicatenarias vectoriales estables ya clonadas, y 

La segunda: minimiza la perpetuación de posibles mutaciones generadas 

durante la amplificación por la polimerasa, puesto que siempre amplifica del 

molde original. 

5. La estabilidad de las construcciones génicas v· desfavorece la actuación 

de la polimerasa en la producción de posibles amplicones mixtos A+V+B de 

extremos romos (figura 6) puesto que no los hemos observado 

experimentalmente al menos de manera significativa (figura 8). Esta 

estabilidad de las construcciones génicas E-G en forma de vector circular 

probablemente se inicia por una primera hibridación entre las dos cadenas 

E-G de manera que una vez unidas forman una sola entidad molecular, 

promoviendo la hibridación intramolecular total rápida entre los otros dos 

extremos complementarios libres de ellas mismas, o puede transcurrir 

incluso de forma simultánea. Además, este proceso se puede optimizar a 

favor de una mayor eficiencia en la clonación buscando las condiciones 

experimentales que permitan que la hibridación intramolecular sea más 

favorable que la elongación por la polimerasa. 

El método del primer aspecto de la invención permite, además de la 

clonación dirigida de genes y otros fragmentos de ADN, la introducción de 

hasta dos inserciones M simultáneas a la clonación entre los extremos del 

inserto "i" y del vector V, y/o una o múltiples mutaciones simultáneas M' y/o 

M··en los extremos del inserto o en las zonas del vector V flanqueantes al 
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lugar de inserción del inserto en el vector V, que pueden ser sustituciones, 

y/o deleciones y/o inserciones. 

Por lo tanto, las construcciones génicas resultantes de la etapa (e) son 

mayoritariamente como las construcciones génicas v· mostrada en las 

figuras 5 y 7, por lo que el método del primer aspecto de la invención evita el 

uso de ligasas in vitro previo a la introducción de la nueva construcción 

génica v· dentro de las células puesto que, al usar vectores bicatenarios y 

amplicones bicatenarios conteniendo los insertos y las mutaciones 

deseadas, durante la CiPCR se generan también amplicones bicatenarios 

con largos extremos cohesivos y complementarios que hibridan entre sí 

formando una construcción génica circular estable v· que, una vez 

introducida dentro de la célula, no es degradada y puede ser ligada y 

replicada in vivo. Por lo que tanto la metodología de restricción como la de 

ligamiento de extremos romos con ligasas muestran desventajas con 

respecto a este método y, en especial, la de ligamiento de extremos romos, 

por su baja eficiencia en la reacción de ligamiento in vitro previa a la 

introducción de la construcción génica dentro de la célula. 

El método del primer aspecto de la invención usa vectores V bicatenarios 

preferiblemente circulares, preferiblemente metilados, pero también podrían 

usarse los vectores bicatenarios abiertos y los productos de ADN bicatenario 

lineales generados por ingeniería genética como se describió anteriormente. 

Por lo tanto, el uso del método del primer aspecto de la invención no está 

restringido a ningún vector V concreto, ni a su estado lineal o circular, ni a la 

presencia de residuos con desoxiuridina, ni a las limitaciones de las dianas 

de restricción del sitio de clonación múltiple o a los sitios de recombinación, 

como los métodos de clonación T -A, los LIC, los de restricción o los de 

recombinación y se amplía además a otros ADN bicatenarios lineales con las 

características descritas anteriormente y no provenientes de la apertura de 

vectores circulares. 
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El método del primer aspecto de la invención permite eliminar, de manera 

simultánea a la clonación, las secuencias diana de los sitios de clonación por 

restricción, recombinación, y/o de otras secuencias no deseables, como 

pueden ser las regiones codificadoras de un gen clonado previamente, o la 

secuencia de un promotor, todas ellas localizadas entre los sitios de 

inserción del nuevo ADN a clonar (que en las figuras se identifica desde el 

sitio marcado con los dos asteriscos ** hasta el marcado con ##), y que por 

lo tanto no interesa que permanezcan en el vector v·. 

El método del primer aspecto de la invención es diferente a los descritos 

hasta la fecha, ya que permite tanto la clonación dirigida, como la clonación 

y mutagénesis dirigidas simultáneas de la secuencia a clonar directamente 

mediante el uso de una CiPCR. 

La clonación dirigida y la clonación y mutagénesis dirigidas simultáneas se 

consiguen gracias al diseño de los dos oligonucleótidos cebadores F y R, 

como se ha descrito anteriormente, que permiten, bien directamente o bien 

formando parte de una molécula de ADN de mayor tamaño, como los 

amplicones bicatenarios A y B o A' y B', alcanzar los siguientes cuatro 

objetivos: 

Primer objetivo: el cebado secuencial de dos PCRs: una PCR clásica y una 

CiPCR. 

Se consigue mediante la introducción de las secuencias C¡ en cada uno de 

los extremos 3' de los oligonucleótidos F y R (figura 1 ), que son las que 

hibridan con el inserto y actúan de cebadores en la PCR clásica de 

amplificación del inserto "i" a clonar (figuras 1 y 2) para obtener los 

amplicones bicatenarios A y B que se describen en la etapa (b ). 

Las secuencias T, que se localizan en los extremos 5' de F y de R (figura 1 ), 

y también en los extremos 5' de los amplicones A y B (figura 2), generan 

durante la PCR clásica de la etapa b) las correspondientes secuencias Te 

localizadas en los extremos 3' de A y B (figura 2). Tanto las secuencias T 
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como Te de la misma cadena A o B del amplicón bicatenario generado en la 

PCR clásica hibridan con las secuencias complementarias en la 

correspondiente cadena del vector V (figura 3), pero son las secuencias Te 

de A y B las que actúan de cebadores para llevar a cabo la elongación en la 

CiPCR, como si se tratara de una iPCR, pero no clásica. 

Segundo objetivo: la delimitación del tamaño exacto del amplicón de la 

CiPCR desde el primer ciclo. 

A diferencia de la iPCR clásica en la CiPCR se delimita el tamaño del 

amplicón desde el primer ciclo. Se consigue mediante la hibridación de las 

secuencias T de los extremos 5' de cada uno de los amplicones A y B con 

las secuencias complementarias correspondientes de cada una de las 

cadenas C y D del vector V (figura 3). En la CiPCR, la polimerasa elonga 

desde el extremo 3' (desde las secuencias Te) hasta que el molde deja de 

estar disponible en la región de C o D donde está hibridado con las 

correspondientes secuencias T. Por lo tanto T es una señal de terminación, 

que juntamente con la señal Te de iniciación, delimitan el tamaño exacto del 

amplicón desde el primer ciclo. Como consecuencia, aunque los amplicones 

A y B pueden hidridar respectivamente con los amplicones G y E que se 

obtienen en la CiPCR (figura 3, 4A y 4B), estos no pueden actuar como 

nuevos moldes, puesto que tras la hibridación de G y E con A y B 

respectivamente, solamente quedan disponibles las regiones 3' de los 

amplicones E y G (figura 4B) para ser amplificadas, y desde los extremo 5' 

de A y de B la polimerasa no puede elongar. Por lo tanto solamente puede 

tener lugar la amplificación desde el molde original. 

El resultado final es que en la CiPCR se obtienen fragmentos de ADN 

bicatenarios con largos extremos cohesivos complementarios entre sí, que al 

hibridar, bien secuencialmente a través de hidridaciones parciales iniciales 

como las que se muestran en la figura 6, o simultáneamente como se 

muestra en la figura 5, llevan a una circularización de las dos cadenas E y G, 

obteniéndose la construcción génica v· de la figura 5. Esta construcción 
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génica v· es más estable que la que se forma en la clonación tipo LIC, 

debido a que con el método de la invención se forman largos extremos 

protuberantes con un único corte por cadena, mientras que en la clonación 

tipo LIC se forman vectores más inestables con extremos protuberantes más 

cortos y con dos cortes por cada cadena. 

Ante la hibridación que se muestra en la figura 6B, dependiendo de las 

características intrínsecas de cada secuencia involucrada y de las 

condiciones experimentales de la CiPCR, sería teóricamente posible la 

elongación por la polimerasa a partir de los correspondientes extremos 3' de 

E y de G para obtenerse los productos lineales no deseados con extremos 

romos A+B+V. Además, puesto que estos productos pueden funcionar como 

nuevos moldes podría darse una PCR clásica simultánea con la CiPCR, de 

la que sería de esperar una amplificación geométrica, y puesto que tras 

digestión con Dpnl, en nuestros ensayos no hemos observado, al menos de 

forma relevante, la producción de fragmentos del tamaño correspondiente a 

A+B+V, como se muestra a modo de ejemplo en la figura 8 para la clonación 

del gen humano SP1 que codifica para la proteína "Specicity Protein 1 ", este 

mecanismo parece desfavorecido. Aún en caso que se obtuviesen, estos 

productos no suponen un problema puesto que, al no ser necesario el uso 

de una ligasa de ADN, tras degradación de los vectores molde originales V 

con Dpn 1, la transformación de E. coli con la mezcla de los restantes 

productos de la CiPCR favorece la degradación de los amplicones A+B+V de 

ADN de extremos romos que permanecen en forma lineal frente a la 

protección que le confiere la circularización de E y G para formar las 

construcciones génicas v· altamente estables, mostradas en la figura 5, lo 

que, tras transformación de E. Coli, favorece su ligamiento catalizado 

intracelularmente para la formación del enlace fosfodiester entre el fosfato en 

la posición 5 del residuo nucleotídico del extremo 5' y el hidroxilo en la 

posición 3 del residuo nucleotídico del extremo 3' para unir covalentemente 

cada uno de los dos pares de residuos nucleotídicos de los extremos de 
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cada cadena E y G, llevando por tanto a la obtención del vector circular 

bicatenario E-G deseado (V'). 

Tercer objetivo: la inserción orientada y dirigida del fragmento a clonar 

directamente en el vector V seleccionado, tanto por inserción directa de su 

secuencia (CiPCR de inserción de la secuencia a clonar) como por 

sustitución de una secuencia de un fragmento de ADN ya clonado 

previamente en el vector V seleccionado por la secuencia del nuevo 

fragmento de ADN a clonar (CiPCR de sustitución). 

Este objetivo también se consigue gracias al diseño de los oligonucleótidos F 

y R. Cada uno de los oligonucleótidos contiene las dos secuencias C¡ y T 

correspondientes que determinan la orientación del inserto, así como el lugar 

de inserción del inserto contenido en los amplicones A y B en el vector V. 

Las secuencias T de los oligonucleótidos, y por tanto sus complementarias 

Te en los amplicones A y B definen el lugar exacto de inserción. El inicio de 

las zonas que flanquean el lugar de inserción en las cadenas C y D del 

vector V y que hibridan con las secuencias T y Te de los amplicones A y B 

respectivamente se indican con ** y con ## en la figura 1 y coinciden con el 

punto exacto de inserción. 

Si los sitios ** y ## son contiguos el nuevo ADN se inserta en esa posición 

exactamente y no tiene lugar la eliminación de nucleótidos en el vector v·. Si 

los sitios ** y ## son distantes, en el proceso de clonación se elimina en el 

vector v· la secuencia del vector V comprendida entre ambos sitios 

simultáneamente a la inserción del ADN a clonar. 

Cuarto objetivo: la introducción opcional de mutaciones en las regiones de 

los extremos del inserto o del vector de forma simultánea a la clonación del 

inserto. Se consigue mediante: 

Introducción de una o de las dos únicas inserciones M posibles (una por 

cada oligonucleótido) en los oligonucleótidos F y/o R entre las secuencias 
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del inserto "i" y del vector V, o sea entre la secuencia C¡ y la T (figura 1 ), y 

son los nucleótidos de las secuencias C¡ y T flanqueantes a la inserción los 

que hibridan con la secuencia del inserto "i" o del vector V, y/o introducción 

de una o de las múltiples mutaciones M' y M" posibles en las secuencias de 

los extremos del inserto y en las secuencias flanqueantes al lugar de 

inserción en el vector V respectivamente, que en los oligonucleótidos F y/o R 

corresponden a las secuencias C¡ y T, respectivamente. Estas mutaciones 

M· y M" pueden ser sustituciones, inserciones o deleciones. En las 

inserciones son los nucleótidos de las secuencias flanqueantes a la inserción 

los que hibridan con la secuencia del inserto o del vector V. En las 

deleciones, se eliminan los nucleótidos correspondientes y la secuencia del 

oligonucleótido F o R hibrida con las secuencias localizadas a los lados de la 

secuencia que se quiere delecionar en el inserto "i" o el vector V. En el caso 

de las sustituciones, la secuencia del oligonucleótido difiere de la secuencia 

con la que hibrida en aquellos nucleótidos que se quieren modificar. 

Las mutaciones M, M' y M" de tipo inserción pueden añadir desde uno 

hasta múltiples nucleótidos a las correspondientes regiones de v· entre las 

secuencias de los extremos del inserto y del vector V o en las secuencias 

provenientes de los extremos del inserto y del vector V (figuras 1 y 7), 

incluso etiquetas o marcadores enteros, como por ejemplo, pero sin 

limitarse, hemaglutinina (HA), polihistidinas, cualquier etiqueta o marcador 

conocido por un experto en la materia, como también, por ejemplo, pero sin 

limitarse, un codón de iniciación, un codón de parada, o una secuencia 

Kozak, como demuestran los ejemplos de la presente memoria. Las 

mutaciones de deleción eliminan uno o varios nucleótidos, o etiquetas, o 

marcadores enteros comprendidos en las secuencias Ci y/o T provenientes 

del inserto "i" y del vector V, y las mutaciones de sustitución intercambian 

uno o varios nucleótidos comprendidos en las secuencias Ci y/o T 

provenientes del inserto "i" y del vector V. 
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Las mutaciones M, M' y M" se denominan de igual forma en ambos 

oligonucleótidos F y R, pero puede haber dos secuencias M diferentes, una 

proveniente de cada oligonucleótido, y múltiples y diferentes secuencias M' y 

M" provenientes de cada uno de los dos oligonucleótidos. 

Según las secuencias M, M· y M" que se desee introducir y/o mutar se 

obtendrán las construcciones génicas circulares bicatenarias v· 
correspondientes. Los productos que se pueden obtener van a variar en 

cada caso dependiendo de las secuencias M, M' y M". A modo de ejemplo 

se muestra un esquema en la figura 7 con posibles productos que se pueden 

obtener; para mayor claridad se muestra solamente una de las cadenas de 

la construcción génica bicatenaria v·. 

El número de nucleótidos totales de las secuencias M, M' y M" no está 

limitado en la CiPCR, sino en las etapas previas. Las restricciones provienen 

fundamentalmente de las limitaciones inherentes a la síntesis química de los 

oligonucleótidos, puesto que no suelen superar los 135 residuos, por lo que 

el número máximo de residuos a insertar o sustituir aportados por M, M' y 

M" está delimitado por la diferencia entre el número total de nucleótidos de 

las secuencias C¡ y T y el de los oligonucleótidos sintetizados químicamente. 

Hay que tener en cuenta que si M· y M" son deleciones, no añaden 

nucleótidos a los oligonucleótidos F y R. 

Esto tampoco supone un problema para el método puesto que cuando se 

deseen introducir múltiples mutaciones M, M' y M" no abarcables con los 

oligonucleótidos cebadores sintetizados químicamente para llevar a cabo la 

obtención del inserto, se puede recurrir a su obtención mediante ingeniería 

genética. Para ello se puede recurrir a otros métodos de PCR que sirvan 

para introducir mutaciones en ADN lineal, como pero sin limitarse al del 

megaoligonucleótido o al de extensión por solapamiento y sus variantes, y 

generar así los amplicones A y B para ser usados en la correspondiente 

CiPCR. 
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Como alternativa y para evitar estos métodos de ingeniería genética, que 

son laboriosos, se recomienda el uso de varias CiPCR secuenciales usando 

oligonucleótidos sintetizados químicamente, tanto para deleciones como 

para clonaciones de múltiples fragmentos de ADN, y aprovechando las 

mutagénesis simultáneas que sean posibles a través de M, M' y M", para 

minimizar el número de CiPCRs en la consecución de los objetivos que se 

planteen 

La iPCR es una técnica que se usó inicialmente para la obtención de 

secuencias de fragmentos de ADN lineal de los que solamente se conocía 

una secuencia parcial. Tras su circularización se pueden amplificar mediante 

PCR con los oligonucleótidos diseñados hacía el exterior (invertidos) a partir 

de la secuencia parcial conocida, de manera que se obtienen amplicones 

conteniendo en sus extremos las secuencias conocidas. Estos amplicones 

son ahora secuenciados para elucidar el resto de la secuencia objeto de 

estudio. Por lo tanto se diferencia de la PCR clásica en que requiere la 

circularización previa del molde a amplificar, en que los dos cebadores 

hibridan en la misma zona del molde o en zonas adyacentes o próximas, y 

en que la orientación de dichos cebadores es la opuesta a la de una PCR 

clásica. Como producto de la reacción de iPCR se obtienen amplicones de 

doble cadena de extremos romos pero que, a diferencia de la CiPCR, 

pueden actuar como moldes en el siguiente ciclo. 

En la presente memoria, CiPCR es un método de clonación mediante una 

"PCR inversa de clonación", donde el producto obtenido son amplicones de 

doble cadena, que no pueden ser copiados en los ciclos siguientes de la 

CiPCR, que tienen largos extremos cohesivos que son los que permiten su 

circularización a una construcción génica estable v· tipo vector y por tanto la 

clonación simultánea y directa del inserto. 
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En una realización preferida, el método del primer aspecto de la invención, 

se caracteriza porque después de la etapa (e) se lleva a cabo la siguiente 

etapa (d): 

d. Digerir el producto de la etapa (e) con una ADN endonucleasa 

dependiente de metilación. 

Preferiblemente, la ADN endonucleasa dependiente de metilación es Dpnl. 

El término "digerir", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a la acción enzimática de una endonucleasa, que rompe los enlaces 

entre los nucleótidos que forman las cadenas de ADN, destruyéndolas. Una 

endonucleasa dependiente de metilación es aquella que sólo corta el ADN 

cuando reconoce su diana y además dicha diana presenta un nucleótido 

metilado. Como se ilustra en la figura 5, el enzima Dpnl es capaz de eliminar 

selectivamente el molde V (cadenas C y D) de la reacción de la etapa (e) y 

no las moléculas de ADN recién sintetizadas en dicha etapa, ya que las 

moléculas recién sintetizadas mediante PCR no están metiladas, mientras 

que las moléculas de vector V que han actuado como molde, provenientes 

de la extracción y purificación del vector V de un cultivo de una célula con 

enzimas metilasas, sí lo están. 

Cuando el vector V de la etapa (a) no es circular, sino un ADN lineal bien 

generado in vitro con las características descritas anteriormente o 

proveniente de un vector abierto, se puede prescindir de la etapa (d) y se 

procedería directamente con a etapa (e) que se describe a continuación. Los 

ADN lineales son degradados y solamente permanecen las construcciones 

v· generadas en la CiPCR. 

En una realización preferida, el método del primer aspecto de la invención se 

caracteriza porque después de la etapa (d) se lleva a cabo la siguiente etapa 

(e): 

e. Introducir los productos de la etapa (d) en una célula. 
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La célula en la que se introducen los productos de la etapa (d) puede ser 

tanto procariota como eucariota. Preferiblemente, la célula es una célula 

procariota. Preferiblemente, la célula procariota es E. coli. 

La bacteria E. coli pertenece al Superreino Prokaryota, Reino Bacteria, 

Phylum Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria, Orden 

Enterobacteriales, Familia Enterobacteriaceae y Género Escherichia. 

Existe una variedad de técnicas que se pueden utilizar para introducir un 

ADN en células procarióticas o eucarióticas (células hospedadoras). 

Técnicas adecuadas de transformación o transfección están bien descritas 

en el estado de la técnica. Por ejemplo, pero sin limitarse, para la 

introducción de los productos obtenidos en la etapa (d) en una célula de E. 

coli puede emplearse el método de choque térmico, el método del cloruro 

cálcico, el método de Hanahan o la electroporación en bacterias previamente 

tratadas para ser competentes para la transformación. 

Al introducir los productos de la etapa (d) en una célula, las moléculas 

híbridas v· de las cadenas E y G como las que se muestras en las figuras 5 

y 7 van a ser ligadas por enzimas ligasas de la célula de manera que se van 

a formar construcciones génicas v· circulares unidas a través de enlaces 

covalentes. Dado que la nueva construcción génica v· es también un vector, 

porque cuenta con al menos un origen de replicación, este vector v· puede 

replicarse en el interior celular. 

En una realización preferida, el método del primer aspecto de la invención se 

caracteriza porque después de la etapa (e) se lleva a cabo la siguiente etapa 

(f): 

f. cultivar la célula de la etapa (e). 
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Cuando se cultivan las células que llevan el vector circular v· formado por 

las cadenas E y G ligadas mediante enlaces covalentes, este vector v· va a 

replicarse en el interior de las células y a transmitirse de unas a otras cuando 

se dividan las células durante el crecimiento del cultivo. De esta forma, se 

multiplica exponencialmente el número de moléculas de vector v· con el 

inserto clonado o bien con el inserto clonado y mutado, o moléculas de 

vector v· con una parte amplificada del vector V mutada y el inserto clonado, 

o el inserto clonado y mutado. 

En una realización preferida, el método del primer aspecto de la invención se 

caracteriza porque después de la etapa (f) se lleva a cabo la siguiente etapa 

(g): 

g. extraer el vector v· del cultivo de la etapa (f). 

Para la extracción del vector v· de las células cultivadas puede emplearse 

cualquier técnica conocida y descrita hasta la fecha para la purificación del 

ADN de un vector a partir de un cultivo. 

En una realización preferida, el método del primer aspecto de la invención se 

caracteriza porque después de la etapa (g) se lleva a cabo la siguiente etapa 

(h): 

h. comprobar la clonación o la clonación y mutación en el vector v· 
extraído en la etapa (g). 

La comprobación de que la clonación ha sido eficaz puede llevarse a cabo 

por cualquiera de los métodos conocidos y descritos hasta la fecha en el 

estado de la técnica, como son por ejemplo, pero sin limitarse, la 

secuenciación, la PCR o la digestión con enzimas de restricción específicos. 

Preferiblemente, la comprobación inicial se realiza por PCR directa de 

colonia y análisis del amplicón. Para la corroboración de clones positivos se 

hace la extracción y purificación del o de los vectores v· y a continuación la 

secuenciación directa de los mismos. 
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Un segundo aspecto de la presente invención se refiere a un kit que 

comprende las instrucciones para llevar a cabo el método para la clonación 

dirigida o para la clonación y mutagénesis dirigidas del primer aspecto de la 

invención. 

Dichas instrucciones permiten que cualquiera pueda diseñar los 

oligonucleótidos F y R para llevar a cabo la clonación dirigida o la clonación 

y mutagénesis dirigidas deseadas, partiendo de una secuencia de interés y 

de un vector V en el que se quiere clonar dicha secuencia. 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, el kit 

además comprende un vector V. En una realización preferida del segundo 

aspecto de la invención, el kit además comprende dos oligonucleótidos 

cebadores de reamplificación del producto obtenido de la etapa (b) según el 

método del primer aspecto de la invención, uno directo y otro reverso, cuyas 

secuencias hibridan con la secuencia del vector V. 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, el kit 

además comprende una ADN polimerasa. Preferiblemente, la ADN 

polimerasa tiene actividad 3'-5' exonucleasa. Preferiblemente, la ADN 

polimerasa es de alta fidelidad de copia. 

La introducción de residuos de desoxiadenosina en los extremos 3' no 

guiada por el molde, en los amplicones bicatenarios A y B, o A' y B', por el 

uso de una polimerasa que introduzca este tipo de residuos terminales extra, 

podría llevar al fracaso de la etapa (e). La etapa (e) incluye la CiPCR de 

clonación del inserto, y si hay un residuo 3' extra no guiado por el molde en 

los amplicones A y/o B, o A' y/o B', y si el residuo complementario de 

desoxitimidina no está presente en el sitio correspondiente de la secuencia 

del vector (el contiguo a la secuencia T hacia el extremo 5'), no habrá 

hibridación del residuo de desoxiadenosina terminal con el vector molde, 
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llevando al fracaso de la CiPCR. De manera similar, si la CiPCR para la 

obtención de los amplicones bicatenarios E y G se lleva a cabo con una 

polimerasa que introduce residuos de desoxiadenosina en los extremos 3', 

además de la limitación de estas polimerasas en la amplificación de 

fragmentos de ADN que superen los 3.000 pares de bases, como es el caso 

cuando se requiere copiar la secuencia de un vector, la introducción de este 

residuo no contemplado en el molde puede, además de introducir 

alteraciones perjudiciales en el nuevo vector v· que se genera, llevar la 

clonación del inserto al fracaso por una incorrecta circularización o por una 

falta de estabilidad por la presencia de los dos huecos correspondientes a la 

ausencia de los dos residuos de desoxitimidinas. 

En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, el kit 

además comprende la ADN endonucleasa Dpnl. En una realización preferida 

del segundo aspecto de la invención, el kit además comprende células 

apropiadas para la introducción de un vector en ellas. 

Un tercer aspecto de la presente invención se refiere al uso del kit del 

segundo aspecto de la invención para la clonación dirigida o para la 

clonación y mutagénesis dirigidas. 

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y 

sus variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, 

componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, 

ventajas y características de la invención se desprenderán en parte de la 

descripción y en parte de la práctica de la invención. Los siguientes ejemplos 

y dibujos se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean 

limitativos de la presente invención. 
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DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Fig. 1. Esquema de las moléculas implicadas en las distintas etapas del 

método de clonación de la invención. Oligonucleótidos cebadores F y R 

diseñados en la etapa (a), que contienen en su extremo 3' una secuencia C¡ 

que hibrida con la secuencia a clonar o a clonar y mutar, es decir, C¡ es la 

secuencia de hibridación con el inserto (S-h-i), y una secuencia T que hibrida 

con el vector V, es decir, T es una secuencia de hibridación con el vector (S­

h-V). M es la secuencia para introducir inserciones que no afectan a la 

secuencia del vector ni a la del inserto. Simultáneamente, se pueden añadir 

mutaciones M' y/o M" en C¡ y/o en T, para mutar sitios en el inserto y/o en el 

vector, respectivamente. Como moldes (Mo) de las etapas (b) y (e) se 

emplea un ADN que contenga la secuencia del inserto "i" y el vector circular 

de doble cadena V (cuyas dos hebras se denominan C y D), 

respectivamente. Las flechas en el inserto "i" y en las cadenas C y D del 

vector V no indican hibridación con su secuencia complementaria, sino que 

están localizando la secuencia a copiar directamente para incluir en el 

oligonucleótido correspondiente. La secuencia global del oligonucleótido F 

se diseña copiando directamente la secuencia señalada como CiF de la 

hebra (5'-3') del ADN bicatenario "i", seguida desde su extremo 5' de la 

secuencia TF directamente copiada de la hebra D (5'-3') del vector V. Para 

el oligonucleótido R se procede de la misma manera pero copiando las 

secuencias C¡R y T R de las hebras complementarias. 

Fig. 2. Esquema de elongación en la PCR clásica de la etapa (b). En la 

PCR de la etapa (b) se emplea como molde un ADN que contiene la 

secuencia del inserto "i", y se emplean los oligonucleótidos F y R cuyas 

secuencias C¡, o en su caso C¡ mutadas, actúan de cebadores. Como 

producto de la PCR de la etapa (b) se obtiene un ADN lineal de doble 

cadena y extremos romos, constituido por las cadenas complementarias A y 

B del esquema. Los oligonucleótidos F y R muestran aquí la región de la 

hibridación inicial para el cebado de la PCR clásica. F hibrida con la cadena 
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3'-5' y R con la cadena 5'-3' del molde "i". 

Fig. 3. Esquema de la elongación en la CiPCR de la etapa (e). En la etapa 

(e) se emplea como molde el vector circular de doble cadena V, cuyas dos 

hebras se denominan C y D. Tras la hibridación de los extremos 3' (Te) y 5' 

(T) de las cadenas A y B con las cadenas C y D, la elongación tiene lugar a 

partir de los extremos 3', o sea, de las secuencias Te de A y de B, 

respectivamente. La polimerasa elonga desde los extremos 3' (Te) de las 

cadenas A y B hasta encontrarse con los extremos 5 · (T) de A o B 

hibridados con su región complementaria en los moldes respectivos (señal 

de terminación de la elongación), señalada con el símbolo de parada 

negativo. Como resultado se generan las cadenas E y G. 

Fig. 4. Esquema de los productos de la CiPCR. A. Se muestran las 

nuevas cadenas E y G sintetizadas en la etapa (e) lineales con sus distintas 

regiones y las cadenas C y D del vector V. B. Se muestra que las cadenas E 

y G no pueden servir de moldes en la etapa (e). Las secuencias cebadoras 

de los extremos 3' de A y B pueden hibridan con G y E, respectivamente, sin 

embargo, puesto que no dispone de molde, el extremo 3' Te del cebador no 

se puede elongar, por lo que E y G no pueden actuar como nuevos moldes 

en la CiPCR y el único molde disponible son las cadenas C y D originales del 

vector V. 

Fig. 5. Esquema de los productos de la etapa (d). La digestión de los 

productos de la etapa (e) con una endonucleasa dependiente de metilación 

conduce a la destrucción de las cadenas C y D del vector V, pero no a la de 

las cadenas E y G, que tras la desnaturalización y posterior enfriamiento son 

capaces de hibridar dando lugar al vector v· mostrado en el esquema de 

esta figura. Todas las regiones están identificadas y la única abertura de 

cada cadena se identifica con el símbolo de parada negativo. 
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Fig. 6. Esquema de las moléculas que se podrían generar a partir del 

segundo ciclo en la etapa (e). Cuando hibridan E y G, pueden iniciar la 

interacción de dos maneras, a través de los extremos 5' o a través de los 

extremos 3', representados en la figura 6A y en la figura 6B, 

respectivamente. En ambos casos, la segunda hibridación de los extremos 

lineales cohesivos complementarios llevaría a la formación del vector V' 

mostrado en la figura 5. Esto también puede darse por hibridación 

simultánea de las dos secuencias. En el caso de la molécula hibridada 

inicialmente a través de los extremos 3', si no se produjese la hibridación de 

los extremos 5' antes de que la polimerasa empezase a elongar los 

extremos 3' de E y G, se podrían obtener también los amplicones lineales 

mixtos A+V+B con extremos romos, que una vez introducidos en E. coli, 

serían degradados por ser ADN lineal. 

Fig. 7. Esquema de los productos de una CiPCR de clonación y 

mutagénesis dirigida simultáneas. Por simplicidad se muestra una de las 

cadenas del vector bicatenario V' obtenido y a la derecha se indican los 

pasos de PCR o CiPCR y su relación con la región que se amplifica en cada 

paso: la PCR clásica previa permite la amplificación del inserto "i" y la 

introducción de las secuencias M, M' y M" en los extremos de éste para las 

mutagénesis dirigidas (MD) con los oligonucleótidos F y R; la CiPCR 

incorpora el inserto y todas estas secuencias M, M' y M" al nuevo vector V' 

simultáneamente a la amplificación de dicho vector desde el vector molde V. 

Fig. 8. Productos obtenidos en la PCR, CiPCR y cultivos bacterianos en 

el proceso de clonación de SP1 por CiPCR. Se muestran 3 geles de 

agarosa en los apartados A, B y C, en los que los carriles 1, 5 y 7 

corresponden al marcador de peso molecular de ADN de GeneCraft ( 1kb 

DNA Ladder), cuyas bandas y tamaños se muestran en detalle en el 

apartado D. La banda de 1.000 pares de bases es la señalada con una 

flecha en cada uno de los carriles 1, 5 y 7 del correspondiente gel de 

agarosa. A. Carril 2: Productos obtenidos en la PCR clásica para la 
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amplificación de SP1. Carril 3 Control negativo de la PCR de amplificación 

de SP1. B. Carril 4: Productos obtenidos en la CiPCR de SP1 después de 

tratamiento con Dpnl. Carril 6: Plásmido pcDNA3-SLC16A2-EGFP usado 

como vector V molde en la CiPCR. C. Carril 8: Plásmido pcDNA3-SP1 

extraído y purificado de cultivos bacterianos de E. coli transformadas con los 

productos de la CiPCR de clonación de SP1 después del tratamiento con 

Dpnl. 

EJEMPLOS 

A continuación se ilustrará la invención mediante unos ensayos realizados 

por los inventores, que ponen de manifiesto la especificidad y efectividad de 

los métodos CiPCR de clonación dirigida o de clonación y mutagénesis 

dirigidas. 

EJEMPLO 1: Clonación de EGFP e inserción simultánea del codón de 

parada en el vector pcDNA3-SLC16A2 mediante CiPCR de inserción. 

Se marcó el MCT8 (transportador 8 de monocarboxilatos) con la proteína 

verde fluorescente modificada, mediante clonación de su gen en el vector de 

expresión en eucariotas pcDNA3 (lnvitrogen) conteniendo la secuencia del 

gen SLC16A2 (pcDNA3-SLC16A2) mediante CiPCR de inserción usando 

como molde el plásmido pcDNA3-SLC16A2. 

PCR de amplificación de EGFP e inserción simultánea del codón de parada 

La región codificadora de EGFP se amplificó usando como molde el vector 

plasmídico comercial piRES2-EGFP (Ciontech) mediante PCR clásica. Ésta 

se realizó en un volumen de 50 f.ll mezclando 16 f.ll de buffer 5x (Takara), 0,2 

mM de dNTPs, 0,2 f.!M del oligonucleótido (F) 5'-ccaaccctgaggaaccaatc­

acaaccatggtgagcaa-3' (SEQ ID NO: 1), 0,2 f.!M del R 5'
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caatggcaagaaaggca-tta-cttgtacagctcgtccatgc-3' (SEQ ID NO: 2), en los que 

las secuencias resaltadas en cursiva fueron las secuencias C¡ a hibridar con 

el inserto, y el triplete tta subrayado fue la secuencia M para la introducción 

del codón de parada para marcar la finalización de EGFP (la secuencias 

resaltadas en negrita corresponden a las regiones T de hibridación con el 

vector en la CiPCR posterior), 100 ng de piRES2-EGFP y 0,5 U de 

polimerasa Takara (PrimeSTAR™HS DNA Polymerase). El programa de 

amplificación llevado a cabo en un termociclador PTC-200 (MJ Research) 

fue 1 ciclo a 98° C durante 40 segundos, 35 ciclos compuestos por las tres 

etapas: 98°C durante 1O segundos, 62°C durante 40 segundos, y 72°C 

durante 2 minutos, y finalmente 1 ciclo a 72 °C durante 1 O minutos. Los 

productos se purificaron usando el High Pure PCR Product Purification kit 

(Rache) y a continuación se precipitaron con acetato sódico/etanol y se 

disolvieron en 1O ¡..~1 de agua bidestilada estéril para obtener el amplicón de 

766 pares de bases conteniendo EGFP. 

CiPCR de inserción de EGFP 

Esta reacción se llevó a cabo en un volumen final de 25 ¡..~1 mezclando 4 ¡..~1 de 

tampón 5x (Takara), 0,2 mM dNTPs, 200 ng de pcDNA3-SLC16A2, 500 ng 

del amplicón de 766 pares de bases, 0,5 U de polimerasa Takara 

(PrimeSTAR™HS DNA Polymerase), y agua bidestilada estéril. La 

amplificación se llevó a cabo en un termociclador PTC-200 con el siguiente 

programa: 1 ciclo a 95° e durante 5 minutos, 7 ciclos compuestos 

empezando a 95°C durante 1 minuto, a 59°C durante 3 minutos, a 72°C 

durante 8 minutos, a 98°C durante 30 segundos, a 59°C durante 2 minutos, 

a 72°C durante 8 minutos, seguido de 12 ciclos compuestos a 98°C durante 

20 segundos, a 85°C durante 1 minuto, y 72°C durante 8 minutos y 1 ciclo 

final a 72 °C durante 15 minutos. La mezcla se trató con 4 U de Dpnl 

(Fermentas) a 37° C durante 6 horas en un volumen total de 26 ¡JI. Después 

de la inactivación del enzima a 65°C durante 15 minutos, 5 ¡..~1 de los 

productos se utilizaron para transformar 50 ¡..~1 de células E. coli TG1. Se 
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sembraron e incubaron en placas de LB-agar con 100 ¡Jg/ml de ampicilina, 

las colonias se analizaron para corroborar la presencia del un amplicón de 

795 bp con los oligonucleótidos directo 5'-ctgccgggctcccccaaccctgaggaac-3' 

(SEQ ID NO: 3) y reverso 5'-ggccctctagagcacacaatggcaag-3' (SEQ ID NO: 

4) (los clones negativos amplifican un fragmento de 69 pares de bases). Se 

extrajo el plásmido de una minipreparación de uno de los clones positivos y 

se purificó con el GeneEiute Plasmid Miniprep kit (Sigma). La secuencia se 

verificó mediante secuenciación usando el Oye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit y análisis con un ABI 3730xl apparatus (Applied Biosystems). 

Se calculó la eficiencia de la clonación teniendo en cuenta el número de 

colonias obtenidas y la cantidad de plásmido usado como molde en la 

CiPCR, siendo dicha eficiencia de 2x1 04 colonias/f.lg de plásmido. 

La secuencia del plásmido usado como molde pcDNA3-SLC16A2 es SEQ ID 

NO: 5. En SEQ ID NO: 5, las zonas entre los nucleótidos 2.564 y 2.583 y 

entre los nucleótidos 2.587 y 2.603, son las correspondientes secuencias de 

hibridación con el amplicón de EGFP. 

La secuencia del plásmido obtenido pcDNA3-SLC16A2-EGFP es SEQ ID 

NO: 6. 

EJEMPLO 2: Clonación de PCBP1 y adición simultánea de la secuencia 

Kozak y del codón de iniciación en una variante bioequivalente del 

vector pcDNA3, mediante CiPCR de sustitución. 

Se clonó el gen PCBP1 en el vector de expresión pcDNA3 (lnvitrogen) 

mediante CiPCR, usando como molde la variante bioequivalente pcDNA3­

SLC16A2-EGFP. 

PCR de amplificación de PCBP1 

  

ES 2 387 167 B2

37

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054



5 

10 

15 

20 

25 

30 

PCBP1 se amplificó empleando como molde un plásmido-PCBP1 del que 

solamente se conocía la secuencia del inserto y la de las regiones 

flanqueantes. Estaba fusionado a etiquetas en el extremo N-terminal, por lo 

que hubo que incluir en el oligonucleótido directo F una inserción M 

conteniendo la secuencia Kozak y el codón de iniciación. Los 

oligonucleótidos F 5 · -cactatagggagacccaagct-cgcc-ª-.!g-gatgccggtgtgactg-3 · 

(SEQ ID NO: 7) y R 5'- agctcctcgcccttgctcaccat-ctagctgcaccccatg-3' (SEQ 

ID NO: 8) dan lugar a un amplicón de 1.122 pares de bases. La secuencia 

en negrita corresponde a la zona T de hibridación con el pcDNA3 en la 

CiPCR, la subrayada corresponde a la secuencia M en donde se introdujo la 

secuencia Kozak de PCBP1 y el ATG de iniciación, y la resaltada en cursiva 

corresponde a la secuencia de hibridación C¡ con la secuencia del gen 

PCBP1 para su amplificación. Ésta se realizó en un volumen final de 50 !JI 

que contenía 10 IJI de tampón PrimeSTAR 5X, dNTPs 0,2 mM, 0,2 IJM de 

cada uno de los cebadores, 50 ng de plásmido-PCBP1, 1,25 U de 

PrimeSTAR HS DNA polimerasa (Takara) y agua bidestilada estéril. El 

programa de amplificación utilizado incluyó 1 ciclo a 94 °C durante 30 

segundos; 40 ciclos compuestos empezando a 98 °C durante 1 O segundos, 

a 60 °C durante 30 segundos, y a 72 °C durante 75 segundos, y 1 ciclo final 

a 72 °C durante 1 O minutos. Los productos de PCR se analizaron en geles 

de agarosa al 1% en tampón TAE conteniendo bromuro de etidio y se 

visualizaron con luz UV comparándolos con el marcador de peso molecular 1 

Kb Ladder de Genecraft. Tras el corte de la banda correspondiente con una 

hoja de bisturí, los productos contenidos en ella se purificaron siguiendo el 

protocolo del kit de purificación de productos de PCR (Rache), se eluyeron 

en agua bidestilada estéril y se almacenaron a -20 °C hasta su utilización. 

CiPCR de PCBP1 en pcDNA3 

La CiPCR se realizó en un volumen final de 25 !JI que contenía 5 !JI de 

tampón PrimeSTAR 5X, dNTPs 0,2 mM, 250 ng del amplicón con la 

secuencia de PCBP1, de 1.122 pares de bases, 100 ng de plásmido 
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pcDNA3-MCT8-EGFP y 1 ,25 U de PrimeSTAR HS DNA polimerasa 

(Takara). 

La secuencia del plásmido usado como molde pcDNA3-SLC16A2-EGFP 

para clonar el gen PCBP1 es SEQ ID NO: 6. En SEQ ID NO: 6, las regiones 

entre los nucleótidos 873 y 893 y entre los nucleótidos 2.584 y 2.606 son las 

zonas del vector con las que va a hibridar el inserto para la CiPCR de 

PCBP1. Los nucleótidos entre las posiciones 890 y 2.583 corresponden a la 

secuencia del gen SLC16A2, que se va a sustituir por el gen PCBP1. Los 

nucleótidos entre las posiciones 2.607 y 3.300 corresponden a la zona 

codificadora de EGFP. 

El programa de amplificación en el termociclador PTC200 (MJ Research) 

consistió en 1 ciclo a 95 oc durante 5 minutos, 5 ciclos compuestos 

empezando a 95 °C durante 1 minuto, a 72 °C durante 30 segundos, a 56 °C 

durante 30 segundos, y a 72 °C durante 8,5 minutos, seguido de 1 ciclo a 98 

°C durante 30 segundos, a 72 °C durante 20 segundos, a 56 °C durante 20 

segundos y a 72 °C durante 8,5 minutos, a continuación 1O ciclos 

compuestos empezando a 98 °C durante 20 segundos, a 81 °C durante 15 

segundos, y a 72 °C durante 8,5 minutos; y un ciclo final a 72 °C durante 15 

minutos. Tras tratamiento con Dpnl durante 6 horas a 37 °C, los productos 

se precipitaron con acetato sódico 1 etanol y se transformaron células E. coli 

TG1. Siguiendo el protocolo habitual se obtuvo el plásmido pcDNA3-PCBP1, 

con una eficiencia de 180 colonias/f.lg de plásmido, calculada a partir de la 

cantidad del plásmido usado como molde. 

La secuencia del plásmido pcDNA3-PCBP1 es SEQ ID NO: 9. En SEQ ID 

NO: 9, las regiones entre los nucleótidos 873 y 893 y entre los nucleótidos 

1.969 y 1.991 son las secuencias donde hibridaron las secuencias Te del 

inserto. Las regiones entre los nucleótidos 901 y 916 y entre los nucleótidos 

1.953 y 1.968 son las secuencias C¡ de hibridación de los cebadores con el 

molde (plásmido-PCBP1) para obtener el amplicón a insertar. La región 
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entre los nucleótidos 894 y 900 fue introducida en el cebador para aportar la 

secuencia Kozak original de PCBP1 y el ATG o codón de iniciación y 

corresponde a una secuencia de la región M del oligonucleótido F. El codón 

T AG entre los nucleótidos 1966 y 1968, en la zona del cebador inverso, es el 

codón de parada que se introdujo para evitar la expresión de PCBP1 (cuya 

secuencia codificadora se encuentra entre los nucleótidos 898 y 1.965) 

fusionado con EGFP (cuya secuencia codificadora se encuentra entre los 

nucleótidos 1.992 y 2.685). 

EJEMPLO 3: Clonación de SP1 en una variante bioequivalente del 

vector pcDNA3, mediante CiPCR de sustitución. 

La figura 8 ilustra este ejemplo. 

Se clonó el gen SP1 en el vector de expresión pcDNA3 (lnvitrogen Cat. 

V790-20) mediante CiPCR, usando como molde la variante bioequivalente 

pcDNA3-SLC 16A2-EGFP 

PCR de amplificación de SP1 

La región codificadora de SP1 comprende 2.358 pares de bases (incluyendo 

el codón de iniciación ATG y el de parada TGA). El fragmento se amplificó 

de un ADNc obtenido por retrotranscripción con la retrotranscriptasa M-MLV 

(lnvitrogen) a partir de ARNm de linfocitos de sangre extraído mediante 

Trizol (lnvitrogen) con los cebadores F 5'- cactatagggagacccaagc­

ccaccatgagcgaccaagatcactccat-3' (SEQ ID NO: 10), y R 5'­

agctcctcgcccttgctcaccat-tcagaagccattgccact-3' (SEQ ID NO: 11) donde la 

secuencia en cursiva hibridó con el cONA de SP1, según la secuencia del 

tránscrito SP1-201 ENST00000327443 de la base de datos Ensembl. Los 

nucleótidos resaltados en negrita fueron las secuencias T añadidas a los 

oligonucleótidos cebadores para su posterior clonación en pcDNA3. La PCR 

se realizó en un volumen total de 50 !JI que contenía 1O !JI de tampón 
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PrimeSTAR 5X, dNTPs 0,2 mM, 0,2 !JM de cada cebador, 1 f.ll de disolución 

conteniendo el ADNc equivalente a la retrotranscripción de 50 ng del ARNm 

de los linfocitos, y 1,25 U de PrimeSTAR HS DNA polimerasa (Takara), en el 

termociclador PTC-200 se amplificó el fragmento usando el programa 

siguiente: 1 ciclo a 94°C durante 30 segundos; 40 ciclos compuestos 

empezando a 98°C durante 1 O segundos, a 59°C durante 30 segundos, y a 

72°C durante 2,5 minutos, y 1 ciclo final de extensión a 72°C durante 1 O 

minutos, obteniéndose un amplicón de 2.406 pares de bases. En todas las 

reacciones se usó como diluyente agua bidestilada estéril. Los productos de 

PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa del 1%, se tiñeron 

con bromuro de etidio (0,5 ¡JI/mi en TAE) y se visualizaron con luz UV. Como 

marcador de peso molecular se utilizó Genecraft 1 Kb. Los productos de la 

banda de peso molecular esperado se cortaron con una hoja de bisturí y se 

purificaron siguiendo el protocolo del kit de purificación de productos de PCR 

desde geles de agarosa de Rache. 

Clonación del amplicón de 2.406 pares de bases conteniendo SP1 en pCRII 

TOPO (lnvitrogen) 

Los productos se eluyeron en agua bidestilada estéril y tras adenilación se 

clonaron en el vector pCRII TOPO (lnvitrogen) siguiendo las instrucciones 

del proveedor. 

Amplificación de SP1 usando el pCRII TOPO-SP1 como molde 

La región codificadora de SP1 de 2.358 pares de bases se amplificó del 

plásmido pcRII TOPO-SP1 con los mismos oligonucleótidos F (SEQ ID NO: 

1O) y R (SEQ ID NO: 11) con los que se clonó. Una mezcla de reacción de 

50 !JI, conteniendo 1 O !JI de tampón PrimeSTAR 5X, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 

!JM de cada oligonucleótido, 50 ng de pcR 11 TOPO-SP1, 1 U de polimerasa 

PrimeSTAR HS DNA (Takara) y agua bidestilada estéril, se cargó en el 

termociclador (PTC-200 MJ Research) con el siguiente programa: 1 ciclo a 
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durante 1 O segundos, a 59 °C durante 30 segundos, y a 72°C durante 2,5 

minutos, y 1 ciclo a 72 °C durante 1 O minutos. Los productos se analizaron 

en un gel de agarosa al 1%, y se purificaron del gel usando el High Pure 

PCR Product Purification kit (Rache), a continuación se precipitaron en 

acetato sódico/etanol y se disolvieron en 1O !JI de agua bidestilada estéril. 

CiPCR de SP1 en pcDNA3 

La CiPCR se realizó en un volumen final de 25 !JI que contenía 5 !JI de 

tampón PrimeSTAR 5X, dNTPs 0,3 IJM de cada uno, 250 ng del amplicón de 

SP1, 100 ng de plásmido pcDNA3-SLC16A2-EGFP y 1,25 U de PrimeSTAR 

HS DNA polimerasa (Takara N° Cat. R010Q), en el termociclador PTC-200 

con el siguiente programa de amplificación: 1 ciclo a 95°C durante 5 minutos, 

5 ciclos compuestos empezando a 95°C durante 1 minuto, a 71°C durante 

30 segundos, a 60°C durante 30 segundos, a 56°C durante 30 segundos, y a 

72°C durante 8,5 minutos, un nuevo ciclo compuesto a 98°C durante 30 

segundos, a 71°C durante 20 segundos, a 60°C durante 20 segundos, a 

56°C durante 20 segundos y a 72°C durante 8,5 minutos, seguido por 1 O 

ciclos compuestos, a 98°C durante 20 segundos, a 78°C durante 30 

segundos, y a 72°C durante 8,5 minutos; y 1 ciclo final a 72°C durante 15 

minutos. 

Los productos de la CiPCR se trataron con Dpnl durante 6 horas a 37°C, se 

precipitaron y se transformaron en E. coli TG-1. Tras crecimiento de colonias 

y análisis se obtuvo el plásmido pcDNA3-SP1 esperado, con una eficiencia 

de 40 colonias/f.lg plásmido, calculado a partir de la cantidad de plásmido 

usado como molde en la CiPCR. 

La secuencia del plásmido pcDNA3-SP1 es SEQ ID NO: 12. 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Un método de clonación dirigida o de clonación y mutagénesis 

dirigidas caracterizado porque comprende una primera etapa (a): 

 5 

a. diseñar una pareja de oligonucleótidos F (directo) y R 

(reverso) donde: 

i. las secuencias de los extremos 3´ (Ci) hibridan total o 

parcialmente con la secuencia a clonar o a clonar y 

mutar,  10 

ii. las secuencias de los extremos 5´ (T) hibridan total o 

parcialmente con las secuencias de un vector V que 

flanquean el lugar donde se va a insertar el ADN a 

clonar o a clonar y mutar, y 

iii. el vector V es un vector bicatenario preferentemente 15 

circular que comprende al menos un origen de 

replicación y preferentemente al menos un gen de 

selección. 

 

2. El método según la reivindicación 1 caracterizado porque los 20 

oligonucleótidos F y/o R comprenden una mutación M de tipo 

inserción entre la secuencia Ci y la secuencia T, donde M comprende 

al menos un nucleótido y no hibrida con la secuencia a clonar o a 

clonar y mutar, ni con el vector V. 

 25 

3. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 

caracterizado porque los oligonucleótidos F y/o R comprenden al 

menos una mutación M´ en Ci, donde la mutación puede ser una 

inserción, una sustitución o una deleción y no hibrida con la secuencia 

a clonar o a clonar y mutar, ni con el vector V. 30 
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4. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 

caracterizado porque los oligonucleótidos F y/o R comprenden al 

menos una mutación M´´ en T, donde la mutación puede ser una 

inserción, una sustitución o una deleción y no hibrida con la secuencia 

a clonar o a clonar y mutar, ni con el vector V. 5 

 

5. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 

caracterizado porque después de la etapa (a) se lleva a cabo la 

siguiente etapa (b): 

b. Amplificar mediante PCR la secuencia a clonar o a clonar y 10 

mutar empleando los oligonucleótidos F y R diseñados en la 

etapa (a). 

 

6. El método según la reivindicación 5 caracterizado porque en la PCR 

se emplea una ADN polimerasa con actividad 3´-5´ exonucleasa. 15 

 

7. El método según la reivindicación 6 caracterizado porque después de 

la etapa (b) se lleva a cabo la siguiente etapa (c): 

c. Clonar la secuencia amplificada en la etapa (b) en el vector V 

mediante una PCR inversa de clonación (CiPCR). 20 

 

8. El método según la reivindicación 7 caracterizado porque después de 

la etapa (c) se lleva a cabo la siguiente etapa (d): 

d. Digerir el producto de la etapa (c) con una ADN 

endonucleasa dependiente de metilación. 25 

 

9. El método según la reivindicación 8 caracterizado porque la ADN 

endonucleasa dependiente de metilación es DpnI. 

 

10. El método según la reivindicación 9 caracterizado porque después de 30 

la etapa (d) se lleva a cabo la siguiente etapa (e): 

e. Introducir los productos de la etapa (d) en una célula. 
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11. El método según la reivindicación 10 caracterizado porque la célula es 

una célula procariota. 

 

12. El método según la reivindicación 11 caracterizado porque la célula 5 

procariota es Escherichia coli. 

 

13. El método según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 

caracterizado porque después de la etapa (e) se lleva a cabo la 

siguiente etapa (f): 10 

f. cultivar la célula de la etapa (e). 

 

14. El método según la reivindicación 13 caracterizado porque después 

de la etapa (f) se lleva a cabo la siguiente etapa (g): 

g. extraer el vector V´ del cultivo de la etapa (f). 15 

 

15. El método según la reivindicación 14 caracterizado porque después 

de la etapa (g) se lleva a cabo la siguiente etapa (h): 

h. comprobar la clonación o la clonación y mutación en el 

vector V´ extraído en la etapa (g). 20 

 

 

16. Un kit que comprende dos oligonucleótidos cebadores de 

reamplificación del producto obtenido de la etapa (b) según el método 

descrito en la reivindicación 6, uno directo y otro reverso, cuyas 25 

secuencias hibridan con la secuencia del vector V. 

 

17. El kit según la reivindicación 16 que además comprende un vector V. 

 

18. El kit según cualquiera de las reivindicaciones 16 ó 17 que además 30 

comprende una ADN polimerasa. 
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19. El kit según la reivindicación 18 donde la ADN polimerasa tiene 

actividad 3´-5´ exonucleasa. 

 

20. El kit según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 que además 

comprende la ADN endonucleasa DpnI. 5 

 

21. El kit según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20 que además 

comprende células apropiadas para la introducción de un vector. 

 

22. Uso del kit según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21 para la 10 

clonación dirigida o para la clonación y mutagénesis dirigidas. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> Universidad de Santiago de Compostela 

<120> Nuevo método de clonación y mutagénesis in vitro mediante PCR 
inversa de clonación 

<130> ES1596.30bis 

<160> 12 

<170> Patentin version 3.5 

<210> 1 
<211> 37 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> Cebador F para la clonación de EGFP en pcDNA3 

<400> 1 
ccaaccctga ggaaccaatc acaaccatgg tgagcaa 

<210> 2 
<211> 40 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> Cebador R para la clonación de EGFP en pcDNA3 

<400> 2 
caatggcaag aaaggcatta cttgtacagc tcgtccatgc 

<210> 3 
<211> 28 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> Cebador F para comprobar la clonación de EGFP 

<400> 3 
ctgccgggct cccccaaccc tgaggaac 

<210> 4 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> Cebador R para comprobar la clonación de EGFP 

<400> 4 
ggccctctag agcacacaat ggcaag 

<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 

5 
7072 
DNA 
Artificial Sequence 

<223> Plásmido pcDNA3-SLC16A2 

37 

40 

28 

26 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201130222 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 US 20040248131  A1   09.12.2004 
D02 US 5514568  A    07.05.1996 
D03 HEGDE KV. et al. Current Science. 10.12.2003. Vol. 85 (11), 

páginas 1523-1525. 
10.12.2003 

 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente solicitud divulga un método de clonación y/o clonación y mutagénesis dirigida, mediante una PCR clásica con 
cebadores cuya secuencia, que puede contener mutaciones, hibrida en parte con el inserto y en parte con el vector 
deseado. A continuación, se realiza una PCR inversa de clonación, que utiliza los amplicones generados anteriormente, de 
la que se obtienen otros amplicones bicatenarios de largos extremos cohesivos complementarios que circularizan in situ en 
forma de construcciones génicas estables tipo vector, que contienen el ADN clonado en el vector deseado directamente 
(reivindicaciones 1-15). Se refiere también a un kit y a su uso para llevar a cabo la clonación y/o clonación y mutagénesis 
dirigida (reivindicaciones 16-22). 
 
El documento D01 divulga un método de clonación y mutagénesis dirigida, empleando un vector circular bicatenario y un par 
de oligonucleótidos, que hibridan cada uno con una de las cadenas del vector, que contienen en sus correspondientes 
regiones 5´ de dos a cuatro pares de bases complementarias y que al menos uno de ellos contiene, también en la región 5´, 
la secuencia diana mutada. Utilizando dichos oligonucleótidos como cebadores se amplifica la secuencia a mutar 
obteniendo un ADN de doble cadena que contiene la mutación y que una vez ligados a los extremos del vector origina una 
construcción de ADN bicatenaria y circular que contiene la mutación. En una variante de este método el vector se corta con 
endonucleasas de restricción quedando en forma linear con los extremos romos a los que se añade, con ayuda de la 
polimerasa Klenow, uno o dos nucleótidos complementarios a los extremos de la secuencia de oligonucleótidos que se va a 
insertar, lo que permite que la inserción se realice en cualquier zona (ver página 1, párrafos 10-18; página 2, párrafos 33-34; 
figuras 1-2). 
 
El documento D02 divulga un método de mutagénesis dirigida mediante PCR inversa en una doble cadena de ADN circular, 
empleando un par de oligonucleótidos cebadores que contienen, en dirección 5´a 3´, enzimas de restricción de tipo IIS, que 
reconocen los lugares de unión dirigiendo el cambio con la mutación deseada para ser incorporado a la doble cadena de 
ADN circular. La secuencia a clonar se amplifica por PCR y con ayuda de las correspondientes enzimas se introduce en la 
doble cadena circular (ver columna 2, línea 53 - columna 3, línea 44; figuras 1-4). 
 
El documento D03 divulga un método de mutagénesis dirigida que incluye dos mutaciones, permitiendo mutar una 
secuencia ya clonada en un vector mediante PCR clásica seguida de una PCR inversa (ver todo el documento).  
 
 
 
1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y 8.1 LP 11/1986)  
 
La presente solicitud divulga un método de clonación y/o clonación y mutagénesis dirigida mediante una PCR clásica, con 
cebadores que pueden contener mutaciones y que hibridan en parte con el inserto y en parte con el vector deseado, y 
realizando posteriormente una PCR inversa de clonación. 
 
1.1. REIVINDICACIONES 1-22 
 
La clonación de fragmentos de ADN y la mutagénesis dirigida son conocidas en el estado de la técnica. Los documentos 
D01-D03 se refieren a métodos in vitro de clonación y mutación mediante amplificación de la secuencia mutada por técnicas 
de PCR. Sin embargo, el método reivindicado en la presente invención, difiere de los anteriores en el uso de una segunda 
PCR, de clonación inversa, que permite la inserción cualquier segmento de ADN, incluso genes completos, además de 
elegir la orientación del inserto y no requiere el estudio de dianas de corte específicas para enzimas de restricción.  
 
En consecuencia, según lo divulgado en los documentos D01-D03, las reivindicaciones 1-22 cumplen los requisitos de 
novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986). 
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