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ESfUDIOS SOBRE ESTABILIDAD Y REPLICACION INDUCIBLE EN PLASHIDOS TIPO COL EI.

INTRODUCCION

fa principio§ Ae la decada de los 70;, como consecuencia de una
serie de descubrimiéntos previos, como la identificacidn y
caracterizacion de enzimas cuyo sustrato és el DNA (1), se empezd a
desarrollar la técnica conocida como Ingenierta Genética Holecular o
Recombinacién *in vitro® de Acidos Nucléicos (2). ‘Esta técnica
permitt@ que el genoma pueda ser fragmentade 'y que los fragmentos
sean aislados y propagados a través de multiplicacién celular o clona

mblecu!ar de DNa (2.

La Ingenierfa Genética Molecular pueds ser descrita como sigue:

dos o mds fragmentos de DNA son recombinados "in vitro" mediante el.

uso de una serie de enzimas; uno de los fragmentos, 1lamado vector o
vehfculo molecular es capaz de replicarse en la célula huésped y el
otro, el fragmento clonado, es replicado en la célula por estar unido
éovalentemente al véhfculo, por lo tanto es obvia la importancia de‘

/dste en las técnicas de DNA recombinante.

Desde 1976 a la fecha., se han disefiado una serie d8 vehiculas
moleculares . que pueden ser.ln(rcducidos en diferentes especies, los
cuales presentan caracterfsticas particulares dependiendo  del
organismo en el que son introducidos. Se han con§t}u(do vehiculos
moleculares para bacterias, hongos, células vegetales y células de
vertebrados (3). Cabe senalar que  los vehfculos ﬁoleculares_més

-utilizados . son agquellos que presentan como célula receptora a




Escherichia c¢oli, dado que a nivel genético y molecular es el
organismo medor comprendido y permite una seleccidén  ficil de

moléculas recambiantes.

Idealmente los vehtculos moleculares, uUtiles para clonacidn, en
E. coli deben presentar las siguientes caracteristicas:

-Que sea un replicén autondmo.

' —Que pueda ser purificado en gran cantidad para su caracterizacién f{sica

—ﬂue su tamafo sea pequefio.

-Que p;esente sitios unicos de restriccién preferiblemente localizados en
genes estructurales de marcadores genéticos.

~Que presenten caracteristicas que permitan una facil deteccidén de
moléculas recombinantes ‘

—Que se conozca la secuencia nucledtidica completa del vehiculo.

Hasta ahora existen 4 tipos de vehfculos moleculares usados para
‘clonar. . fragmentos de DNA heterélogo: plasmidos, bacteriofagoX,
cosmidos y bacteriofago N13, ¢4). Por interes dé este trabaJo.sélo

mencionaremos las caracterfsticas de los pldsmidos.

Los plasmidos son moléculas dé DNA circular, extracromoéomales,
de duplicacién auténoma y generalmente dispensables para la célula.
Se ha trabaiadh principalmente con dos lipos de vectores, los cuales
se distinguen por sus proriedades de replicacidn. Unos son los de
*control estricto” lo cual significa que su replicacidén esta acoplada
‘a la del hospederc y que solamente una o pocas copias de el plasmido
vpueden estar presentes ean la bacteria (S). Estos vectores son
utilizados para un propésito especffico como; vectores de expresién,
vectoreé"de amplio espeétro de replicacién, etc., entre estos se

_puede citar pSC101 y -algunos derivados de RI (&). El otra tipa de
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vector son los plasmidos de ‘*control relaiado® o mullicoéia, su
replicacién no estd acoplada a la del hospedero por 1o que puede
prasentar 15 o mis copias dentro de la bacteria por eiemplo: Col EI,
los de la serie de pBRs o PACYC184, de los que se han obtenido
derivados  de uso mﬁltiéle. y lo mis importante es gque se puede
incrementar a un mayor numero de copias por célula (amplificacién)
inhibiendo con antibiéticos espec{ficos la sintesis de protefnas del

huésped (4) Tabla I.

Bala condiciones naturales, el 1intercambio de informacion
gengtica entre bacterias, se da por los procesos de transduccién,
conlJugacidén y transformacién. En los sistemas de transformacidn
naturalés, la bacteria entra en una etapa de crecimiento conocido
coma competencia, durante la cual es capaz de tomar DHA exogeno. Se
ha encontrado que la competencia puede ser inducida artificialmente,
exponiendo a las células a una solucién cationica divalente a baia
feﬁperatura, lo cual causa que  se formen esferoplastos. El DNA
afadido a la mezcla de transformacidn forma un compleio resistente a
DNAsa;, que se adhiere a la superficie celular, Este compleio puede
ser tomado por la célula durante 1a exposicién a un breve pulso
-térmico, géneralmenle a, (42°C), permitiendo as{ el establecimiento

de DNA circular (8).

En la mayorfa de los casos la replicacién del DNA plismidico
hace uso del coniunto de enzimas utilizadas para duplicar .el
.cromosoma huésped. Actualmente se conocen 1S protefnas asaciadas al

compledo multienzimatico replicativo.

Hasta ahora los plasmidos multicopia con origen de replicacidn

tiro Col EI son los medor conocidos en cuanto a ‘su replicacién.



Tabla I, Tabla de Replicones.

- a)VECTORES DE USO MULTIPLE:

" NOMBRE SITI0S DE CLONACION
PBR322 varios
pBR325 - . B " ‘varios
vi;bBR327 1"f ;, e yar{os
S pBR329 - e . varies )

COHENTARIOS
El vector de‘clonacién
mis utilizado en la
actualidad; totalimente

secuenciado

Derivado del pBR322,
con el gen de resis-

tencia a cloramfenicol

Derivado del>pBR322, no

. movilizahlé; total-

. mente secuenciado

Derivado del pBR327,

© con el gen de resis— ‘.

tencia a cloramfenicol; "

totalmente sécdénciado



bJVECTORES DE EXPRESION:

PBRS40 Bam HI ‘ Utiliza como promotaor de
expresién el pro-

motor lac.

pHUB- - : . EcoRl,BamHI, . ' El promotor de expre-

Sal I, Hpa I' - sién es lambda pL.

‘c)FLASHlDDS DE ANPLIO ESPECTR@ BE REPLICACION:

EcoRI;Xhol ;Sall, " Origenes de replica—:
Sphl,Smal,Xmal = ° cién del pBR322 y da
' pUH24.
SalI,BamHI,Sha[ Origénes de replica~
" EcoRl cion del pHR322 y del
RI.

Esta tabla esta basada en la que es reportada por Balbds et al. (7).
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Dentro de este grupo de pldsmidos se encuentran, el pBR322 y sus
“derivados, plSA, RSF1030, Clo DF13.y el mismo Col EI (9, 10,11). Las
senales de 1inicio y vregulacidn del proceso de replicacidn, se
encuentran en una regién de aproximadamente 600 pb, la cual codifica
para dos moléculas de RNA que son transcritas en forma opuesta. Una
de ellas es de 550 nucledtidos, llamado primero o RNA II, el cual
proved el extremo 3- OH necesario para la incorporacién del primer
dNTP. Después de ser transcrito a lo largo de la zona del origen,
forma un hibrido RNA-DNA suscept ible a un corte endonucleétidico
especifico, por la RNAsa H, produciendo ast el extremo 3 OH y un
templado de DNA, elementos genéticos indispensables para que se dé el
inicio de la replicacidén, (9,11,12,13). La regulacién del procese de
inicio‘asta dado por un transcrito de 108 nucledtidos, llamado RNA I;
su zona codificadora esta incluida en la regidn que codifica para el
RNA primero pero sobre la cadena ocpuesta. Actda como ihhibidor de la
replicacién evitando la formacidén o runc;onalldad del primero
,(14,15,16). Esto ‘es porque el RRA [ es capaz de éstablecer
interacciones con el RNA Il ocasionando que déste dltimo no sea
pracesado. para fprmar un  extremo 3“ funcional. La especificidad y
equilibrio de ‘este procesc de interaécidn determinafan,
r?spectivemente, las propiedades de incompatibilidad y el ntumero de

plismidos por célula (15,17,18).

‘Varias lfneas de evidencia sugieren que el RNA II debe adquirir
una conformacién partfcular durante la transcripcidén que le perm}te
formar un primero funcional, es decir, que las estructuras

vsecundarias que se establecen a lo largo del RNA Il Juegan un papel
lﬁportante en los eventos del procesamiento del origen. Recientemente

se han encontrado mutaciones puntuales en la regién entre el promotor’
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JABLA II. EFECTO QUE CAUSAN LAS MUTACIONES pri Y spr EN LA FORMACION DEL PRIMER.

CAMBIO SINTESIS FORMACION SITIO DE ESTABILIDAD DEL SINTESIS
MUTACION POSICI_ON DE BASES DEL RNA II DEL HIBRIDO CORTE RNAsa H HIBRIDO RNA-DNA DE DNA.
pri 1 -308 G- A No afecta Bloquea ——- — —-
pri 2 -268 G-A No afecta Bloguea ——— —— ————
pri 3 ~265 G- A No afecta Reduce No afecta No afecta No afecta
pri 4 -264 G~ A No afecta Reduce No afecta No afecta No afecta
pri & -10 c-u No afecta No afecta Altera Altera No afecta
pri 6 -188, -186 G-A,G-A No afecta No afecta No afecta No afecta Inhibe
pri 10 -582, -576 T:A insercién Bloquea ———— ———— m—— ————
spr 41 -19 G-A Aumenta la formacién del hfbrido en una pri 4 y decrementa éste en una silvestre o pri
spr 42 -18 G-A Lo mismo que en spr 41.
spr 61 -161 c-u Incrementa la actividad del primer de una mutacién pri 6.

Las posiciones de las mutaciones se presentan como nilmeros negatives, que indican
el nGmero de pares de bases hacia atrds del origen. Los cambios de bases en el -
RNA Il son presentados excepto para pri 10, que tiene una insercidn de un par de-
bases T:A en un trecho de siete T:A pares de bases aproximadamente a 30 pares de-
bases hacia arriba del sitio de inicio del RNA II. E1 signo ---- indica que el en
sayo no es aplicable. Los pldsmidos Col EI mutantes, de replicacién deficiente se
aislaron en replicones bifuncionales. E1 andlisis de la capacidad de formacidn del

primero se hizo in vitro. En todos los casos la transcripcibn se aborté en un-
sitio a +220 pb del origen, con la insercién en ese lugar del terminador del gene
recA de E. coli. Se denominaron mutaciones pri aquellas afectadas en la formacidn
del primero, y spr (5upresoras) aquellas que suprimen efectos de las mutaciones -
pri. Tabla tomada de la ref. (9.




"del RNaA II y el origen que pueden afectar pasos especificos en el
proceso de formacién del primero (19,17) (tabla II). Otra evideancia
involucra al RNa [, transcrito complementario a la regidn 5- terminal
del RNA primero. El anidlisis estructural del RNA I indica que esta
molécula asume una conformacién  que comprende tres estructuras de

. tipo tallo-asa y una cola de cadena sencilla sobre el extremo S~
caracteristicas tales que cualquier alteracidén produce una
disﬁinucién en la actividad del RNA 1 (20,21,22). Por otro lado dates
bioquimicos sugieren que el RNa 1 eierce su control negativo sobre la
replicacién del plismido a travées de su interaccion con el RNA
primero naciente y su efecto sobre la susceptibilidad de éste a un

procesamiento por la RNAsa H (i15,17).

Se considera que los pliésmidos Col EI, PBR322 vy ﬁlo -DF13,
expresan adicionalmente el gen ROP, el cual codifica para una
protefna de 62 amino4cidos y se ha dgmostrédo‘que ‘lé ‘fcrma‘ en . que
actda "in vitro® es, estabilizando la interaccidn RNA I con el RNA
II, por lo tanto abortando 1la transcripcién de €sté  dltimo,
funcionando como wun ﬁecanismo mas de control del inicio de la
replicacidn, (33,24) y por la tanto del ndmero de copias..Se ha‘visis
que en pldsmidos a los cuales se les ha deletado el gen ROP el nimero

de.copias aumenta, (24), (fig. 1).

CuSndo un plidsmido es replicado dentro de la bacteria, pof lo
isanera! es ~mantenido con un ndmero de copias promedio uniforme y
estable dentro de la poblacién. Este fénomeno en células bacterianas
en- divisiéon requiere de sistemas controlados que aseguren 'la
duplicacién del replicén y su reparticién a las células hijas. Por

eiemplo, si el promedio de 1a poblacién es de 10 copias por



Promotar

primer Primer RNA
SLSNNNANNNNNNVV VW VWV VWA . -
A el < | /7 GENE ROP
YARY PROMOTOR g,,
CRNAT
RNoseH
3

) —_ - — s
:

REPLICACION

Primer RNA
INH!BICIGN

(JJ\SV R e —
‘smu4 7, GENE ROP,
|

Fig.—-l. Mecanismos de replicacitn de plfamidos tipo Col EI.

" A) La repiicacidn de estos pldsmidos es controlada principal
mente por 3 elementos gendticos: una molécula RNA prﬁnéro, -
una pequefia molécula de RNA mediadora de incompatibilidad e~

 inhibici6n adicional.

B) La molé&cula px:ecux:so‘i:a del RNA primero forma un hfbrido —
B . con mA, este hfbrido, es pzbcesédo por RWAasa H para foi:mar
~un primero para la DNA polimerasa I. Este proceso es afecta-

do por la estructura secundaria del RNA. »

c) La inhibiciSn por el RNA pequefio (RMA I) estd mediado por

la interaccifn con el RNA primero camplementario. La eficien

cia de esta interaccifn es almentada por la protefna ROP.

(figura tamada de la ref. (25)).
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cromosoma, en el momento de la divisidn celular extstirfan alrededor
de 25-30 copias por célula por lo que al distribuirse el plismido en
forma binomial, la probabilidad de que una célula herede menos de una
copia es infinitesimal, pero ésto sélo es cumplido si el mecanismo de
con(rox del numero de copias opera en forma uniforme, es decir, que
las cdlulas hidas hereden aproximadamente el mismo nlmers de
plasmidos, en el caso de que la distribucién del numero de copias
fuera muy dispersa, en el mamento de la divisién celular, existirfan
en la poblacidn células con menos coptas que el promedio. Esto podria

ocasionar que el plismido fuese menos estable, (26).

Se ha obsarvado sin embargo, que‘ el mecanismo de estabilidad
aparentemente ha sido seleccionado en forma diferente para plismidos
de alto y bajo numero de copias.. En plismidos de bhajo numero de
copias como el pSC101, se ha descrita’ una regién de  DNA' de
‘apPoximSGamente 400pb, llamada PAR (por particién), (fig. 2), que es
vesencial para que el plidsmido sea mantenido establemente en la
poblacidén (27). Esta regidén actua en cis y parece no ser importante
sy poﬁicién y orientacidn con respecto al origen para su
funcionamiento (28}, puede estabilizar pldsmidos no relacionados que
éontangan aste segmento (29). En el caso de ser deletado éste
‘ segmento se presenta el fenotipo PAR— que no .se elimina 3sunque se
aumente el numero de copias. La dinadmica de esia segregacidén se
comparta de acuerdo a una distribucién binomial (31). Hay evidencias
que sugieren que dichas regiones (PAR) iateracciocnan con proteinas de
la membrana externa de la bacteria (32), permitiendo que, ail
dividirse la célula, los pldsmidos sean distribuidos en las células

hijas.
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Lozus PAR pSCLlOL.
PRCOV 100

CCOCCTAGAGLLLET, CAGTCGAACCCTIGTSATTCTGLCCATTIGCGACAALTACTATGGCGACGGAATGACCEACGTAATCGGTCAGACTTACTGGACA
axy !
200

CACGGGATAANTCCGAAGTGGTCAGACTGGA ANATCAAGAGGGCAGGAACTGCTGAACAGCAAARAGTCAGATAGCACCACATAGCAGACCCGGCATAAAA
GIGCLCTATTAGGLTTCACCAGTCTGACCTTTTAGTTCTSCCGTCLTTGALGACTTGTCGTTTTICAGTCTA mm‘ccm:xmcrcmccm

s Yami? ago

CGCCOCTGAGAAGCCCGT ICGGGC'I‘m_C‘X‘A‘GtAHATGG(TEAGmCC‘!TGCATC‘AATCCATAAAAGGCGCCMAG!‘GCCAmlCCCCCAmC‘!‘G
GCGGGACTCTTCGGGCACTGCCCGAAAACAACATAATACCCATCAAACGAACCTACTTAGCTAT T TICCGLGCACATCACGGTAAATGGGGGTAAGTGAL
.

ot [ondd 400

CCAGAGCCGTGAGCGCAGCGAACTGAATGTCACGAAARAGA CAGCG‘A ZTCAGGTGLLTGATGGTCGGAGACAAAAGGAATATTCAGCGATTTGCLCGAAL
GOTCTEGGEACTCGEGTCGLTIGAC TTACAGTGETT I TICTGTCGCTGAGTCCACGGACTACSAGCCTCTGTTITCLTTATA AmGC‘!AA'-CGGGESEG

Aval . . <N R

" Fig.-2. Secuencia nucleGtidica del locus PAR

~del plésmido psCl0l, tanada de la ref. (30).
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Para el caso de los plismidos multicopia se han seleccionado
mecanismos de estabilidad diferente, va que 4stos poseen numero de
copias elevado y su segregacién parece estar delerminada por una
distribucion al azar. Los parametros mis relevantes parecen ser; el
nimero de copias promedio en la célula, el grado de multimeros
concatenados y la finura de la distribucién del numero de copias en
la poblacidén (25,33,34). Se ha observado que cuande la distribucién
entre el mondmero y formas multiméricas estad desplazado hacla la
formacién de multimeros el plasmido es menos estable (35). Sherrat ha
localizado una regién de DNA en el pliasmido Col EI 1lamada CER que
favorece la resolucién de multfmeros . Este transcrito actua en cis y
participa en el evento de recombinacidén independiente con rech, reck
y recF el cual convierte multfmeros a monédmeros. Asf mismo el
plismido Col EI es, per se, mis estable que algunos derivados en los

. qug:la replicacidn puede estar menos finamente regulada .(36), . Se
considera que dicha regidn tiene propiedades similares a una regién

de DNA (ﬁar B) presente en el pldsmido CloDF 3 (35).

Los plésmidos de la serie pBR, son los mis wutilizados en
exﬁérimentos de Ingeniéria Genética, ésto debido a que cumplen los
requisitos necesarios para ser considerados como un buen vector
moiecula}, 'slﬁ ‘embargo, existen aun caracter{sticas importantes:que
se pueden pedir a éstus plismidos, Dantro de éstas caracter(sticas
han side estudlada§ en este trabajo las relativas ai mantenimieﬁlo de
vectores moleculares de clonacidn durante el cracimiento de una
poblacién bacteriana y a la manipulacién de la replicacién de dichos

pldsmidos para controlar el nimero de copias.
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ANTECEDENTES: |

Una  de 'las lineas de investigacién del laboratorio, en el cual
se realizé el presente trébaJo de tesis, es ;l ’desarrollb de
vehiculos de clonacidén. ante la necesidad de obtener vectores
estables y regulables en su nGmero de copias, para 1las arlicaciones

mencionadas en la Justificacién, surgieron algunos proyectos para la

construccién de vectores que cumplieran éstas caractertsticas .

Lomelf (5;) construyé un pldsmido tipo Col EI que se mantuvd en
balo numero de copias. Esto se logrd controlando la frecuencia de
sintesis del RNA primero introduciendo un promotor sintético consenso
'y dos copias en tandem del operador de lactosa. Se utilizaron cepas
con mutacién en el gene I (lq ) del operon lac (38) la cual
sobreproduce 10 veces el represor de lac. El promotor de éste operon
puaﬁe se? inducido por IPTG (inductor gratuito del operon lac), al
ser agregado al medio de cultivo. Se observé que al . disminuir el
v ndm&ro de co#las, el plésmido fué menos estahle y que a pesar de que
. ”estﬁvo en presencia del inductor gratuito y el numefo de copias fué
'méxor dste se mentenfa inestable, sugiriendo que otros factores tales
coho la distribucién de plismidos en 1la poblacisén y el grado de
hultimerlzacién pudieran estar influyendo en 1la inestabilidad  del

plasmido (39).

Posteriormente, Zurita (25) i{introdujo los loci PaR, CER y ROP
para aportar ciertas propiedades de estabilidad y regulacién mds fina
del ndmero de copias (var introduccidn). Durant2 las construcciones
bvfueron obtehidos varios plaésmidos que contuvieron una o dos copla§

:del loci PAR, ast como una o ninguna copia de los 1loei CER y ROP,
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(figura 3). Se observé que los plismidos que presentan una sola copia

del locus PAR cuando estdn en baijo ntmero de copias (sin inducir) son

mis estables as{ como tambidn aquellos plasmidos que presentan

adicionalmente a esté locus, una copia de los loci CER o ROP.
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JUSTIFICACION Y 0BJETIVO.

Los plasmidos multicopia, por las ventaldas mencioﬁadas en la
introduccidn, - pueden ser los més adecuados como vehiculos
moleculares. Sin embargo, para algunos expaerimentos el alto nimero de
copias de estos pldsmidos as una desvaentaia. Por eiemplo, cuando se
realizan experimentos flsiologicos de un gen clonado, o cuando este
gen en abundancia resulta letal para la céiula. Por otro lado, los
plismidos de baijo -namero de copias utilizados como  vectores
moleculares, son diffciles de manipular y caracterizar, ademas de
tener generalmente wun tamafic grande. En 1la actualidad existen
plasmidos de bajo numero de copias que harn sido utilizados como

vectores, por elemplo, Ri, R&K, pSCi10l, etc., pero su uso es

restrinsido.

Se pensé en plésmidos derivados de PBR322 que cubrieran ambas
caractertstiﬁas, o sea, que tengan los requerimientos necesarios para
considerarlos como buenos vectores moleculare% Yy _que su ndmero de
copias pueda ser regulable. Sin embargo, el PBR322 y sus derivados,
asi cﬁmo otros vectores moleculares wmulticopia qﬁe han sido

_coné{;u{dos, no son 1007 estables, es decir, al cabo de varios
subéditivos. sa puaden identificar células que no contienan plasmido.
‘Esto se presenta como una desvantaja para cierto ttéo vdc
_experimentos, por alemplo, cuando san utilizados‘en 1a produccidn de
ﬁroielna o en el caso da que el plismido se utilice como un vector-de
expreslén. Asi mismo, se ha cohservado que la‘ineslabilidad de astos
vactores se ve aumentada cuando el gen clonado, en. el pldsmido, tiene
‘un ‘?fe;\o nagativoe en el metabdlismo de la célula o cuando ciertas

condiciones del madib de cultivo son utilizadas (40,41). El locus de
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establlidad de pldsmidos aislados de otras moléculas de DNA, genera
una alternativa interesante para el meioramiento de vectores
moleculares. Por otro lado el hecho de que todos los pldsmidos usados
como vehiculos de clonacién que .cumplen con los regulsltos antes
mencionados sean multicopla y amplificables, presenta la gran ventaija
de que pueden ser purificados en grandes cantidades. Varios
plasmidos que Zurita (25) y Lomelf (37) construyeron, cumplen
parcialmente las caracteristicas de regulacidn en el ntmero de copias
y estabilidad durante el crecimiento bacteriano. Al caracterf{zar esta
dltima, en algunos de los pldsmidos obtenidos que presentan el locus
PAR, en wuna, dos Yy ninguna copia, se observs, por los resultados
obtenidos, la posibilidad de medorar la estabhilidad haciendo pocas
modificaciones en la construccién del pldsmido. Se planted 1la
hip6tesis de que un pldsmido que presente una sola copia, de los loci
qué le aportan caracter{sticas de estabilidad, &sta se vers mejorada,
ademds de que se seguiran conservande las propiedades de clonacidn.
féor 1o Vaqlertor, el obietivo de &ste trabaio fué el de construir y
ca}acterizar un vector molecular en el cual  se pudiera vregular' el
nimero - de copias, gque fuera estaﬁle y manejable para experimentos de

DNA recombinate.
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ESTRATEGIA GENERAL . ]
I.- Se determiné la estabilidad en los pl4ysmidos pBR431, sin copia
del locus PAR; pBR432, dos copias del locus PAR; pBR433, una copia del locus

PAR, para lo cual:

~Se realizaron las pruebas por triplicado en la cepa D1210 en condicloﬁes de
inducecidn y sin induccién.

~En razén a los resultados obtenidos, se buscé un plismido

que tuviera los loci PAR, CER y ROP, dentro de los derlvadog construf{dos
anteriormente.
-Se decidis utilizar el pBRA3S que contiene dos loci PAR, un CER y ROP,

al cual se le deletarfa una de las copias del locus PAR.
IT.~ Construccién del pldsmido pBR437.

~Se purificé el DNA del pBR43S.
B ;Se generé un patrén de restriccidn con varias enzimas, )
variando la orlentacxén de los fragmentos clonados utilizando un paquete
- :de prosramas para computadora de la Universtdad de Cornell’.
A-Se compararon los patrones predichos por el programa 'Bachrest' con los

: obtenidos por las enzimas "in vivo® con el DNA puro.
: -Sé utilizé la enzima Bam HI ya que sus sitios de reconocimiento flanquean

una de las coplas del locus PAR, pere tiene dos sitios adicionales por lo qua
:se recurrié a una digestién parcial‘ B
~Se tituls la enzima Bam HI con el DNA del pBR435 para cbtener una

nues!ra qus prasente el 20% en forma l(neal.

.-La fnrna lineal se recircularizo. - ."“': P
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~Posteriarmente se transformé a la cepa D1210.

-Se bused 1a clana deseada por Microensayos de DNA, comparando el patrén

de restriceidn generado por una digestidn total con la eazima Bam HI

del pBRA3BS con el de las clonas, seleccionando aquellas en la que desaparezca’

la handa perteneciente al fraamento PAR.

-La clona seleccionada se transformd a las cepas RRI y JH10fL.

IIl.~ Determinacisn del nimevo de coplas y la estabilidad del plismido
pBRAGT.
~§e realizaron pruehas, por triplicado, para detérminar el numero de coplas
en coqdiciones de induccicén r sin induccion, en las cepas B1210,
RR1 y JM101 de los plasmidos; pBR437, una copia de los loci PAR, CER y ROP;
el P8é327, como control del efecto del inductor en el metabSlismo de la cé€lula;
el pBR43S, dos copias del locus PAR, una copia del locus CER y una copla del
éene ROP; el pACY184, comoa control de numero de copias.
—Posteriorménte se realizaron las pruebas de estabilidad, por duplicado, en

condiciones de induccidn y sin induccion durante 100 generaciones en la

cepa 01210 de los mismos plésmidos.
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NATERIAL Y HETGDOS

o Las cepas' y pldsmidos utilizados en este trabajo se mencionan enseguida:

Tabla 1II. Cepas Bacterianas y Plismidos:

Designacion Genot ipo Referencia

Cepa hospedera

TDI210 Lo L U e, my, recAld, ara-t4, Goeddel et al.
' prof2, lacYl, salk2, lact? ‘ 1979.

®ry1-5, mtl-1, supE44.

‘ ‘RRf BT ) veca+ derivada de HB1O1. Bolivar et al.’
1979.
 JH101 . : t‘ ’ . 'supE. thi, (lac-proAB), (F’, tral36, Hessing et al.

proAB, lact}, ZaM1S1, recha+. 1981.
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‘Plasmidos
PBR322 ) ) ap, Tc Bolivar et al.
1977
© ColEl Inmunidad a Colicin EI ' " Clewell, 1972
i
" paCYCl84 cm, Tc _ Chana et al.,
1978
PBRA3L. . - Cm, Tc; IPTG mod-rep : Zurita tesis
' ' 1985
- PBRA32 Cm, Te; IPTG mod-rep; 2 coplas de par Zurita tesis
’ e : 1985
"ﬁBR439 o - Cm,- Te; IPTO mbd‘rep: 1 copla'de par L . Zurita tesis
SR ' o 1985,
"pBRA3S ‘tm, Te; IPTG mod-rep; 2 copias de par; . “ Zuritd tesis
' una copia de rop; una copia de cer. = - 1988

“par, locus par de pSC101; IPTG mod-rep, veplicacisn modulada por.lPTG,

er. gene rop de pBR322; cer, locus cer de el pldsmido ColEl.
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MEDIOS DE CULTIVGS.

Medio de Cultivo H-9 } : Hedic Luria

. ’CaCl 0.0tH : 10 ml Triptona 10 ar
Sales 10x - 100 mi Extracto .de lev,—————————- S ar
}url. - - 10 ml Nacl 10 ar -
“Glucosa albzoz-———---—--—f ----- S ml Hy0 --1000 ml'.
HgS04 O.1M 10 ml
CASaa 20% S ml

.H20 esterilizada--~~-—==~n--—---840 ml

 Sales 10x del Medio H-9: . Amortiguador TE ‘

* NagHPOg-=--—— 709 . Tris-HCli=em-=ss-Seom-=——1OnH pHO
Jfkué904'“ . ' 30 ar . | EMTA=-mmmiemmmimemcmee e i ph 8
B T R : S or o » o

Mg i
- Bymmeees 1000 n1

;Hedio LA

t-Tripionu 8 gr
" Extracts dé levadura-f-——-—--f——s 9
'ﬂﬂagi ~—-- : ‘ - S‘gf

Q0= ~===-===-1000 1
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HEDIOS DE CULTIVOS.

Hedio de Cultivo H-9 . Media Lufia .
I,',c‘;an 0.01H : 10 ml Triptona 10 gr
‘ Sales 10x 100 ml Extracto de lev.—-———~~——=-5 gr
Iruri- 10 ml ~NaCl : 10 gr
6lucosa al 20%———mm == s ml H,0 - 1000 ml.
. Has04 .10~ ' 10 ml
CASaa 207 s mi
'H.ZD e;t_erlltzada 840 ml
‘ ., ,Sales ‘10,‘;« délb‘Hgdio‘ H-9: S ‘ S ‘Amorliguradov.TE': e :
L HaghPogm—iomm ——mmme-m=mieo70 g . Tris-HCL o “eem---10mit pHE
KH PO, - mmmemmeeece-lo30 ar | - EDTA=—— - imH pH 8
HaCl - ~n Sor .. v '
B e I ¢
BRI T i --1000 m1
' Medio YT
i -‘-"T"‘btén: 8 gr
: VE.)'(.QV‘racytoA de levadgrg--f—;—f%———-s gr ‘ : R
o, R - : 1000 ml -
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Reactivos:

Las endonucleasas _de restriccién fueron cbtenidas de P.L.
Biochemicals , New England Biolobas y Promega Biotec, excepto Bam HI,
la cual fué preparada en la Unidad de Reactivos y Contencién
Biologica del Centro de Investigaciones sobre Ingenieria Genética y
Biotecnologfa segin el método de Green,(43) las condiciones de
reaccién para cada una de las endonucleasas de rastricclén se
describen a continuacidn:

-Bam HI 1S0mM NaCl
6 mi Tris-HCl pH 7.9
6 mi HaCl,

100 ug/ml BSA.

,_Fnae TII. 6 mH HeCl, oo
B 6 mH Tris-HC1 6B 7.5
& mH Brmercaptoetanol
S50 mH RacCl

100 ug/ml BSA.

~Hind II11 50 mM Tris-HCl pH 8
S0 mM . RaCl
10 mM HgCl2

" 100 ug/ml BSA




-Hint I 100 mH NacCl
6 mll Tris-HCl ph 7.4
6 mi NgCly
6 mit @-mercaptoetancl

100 ug/ml BSaA.

. =Hha I S0 mR Tris-HCl pH 8
S =it HgCl,
0.5eM1 ditiotreitol

100 ug/ml BSA.

ifLigasa T4 SOmH Tris-HC1 pPH 7.8
' 6w NoCl,
20 mf ditiotreitol
! mN ATP

Las incubaclones se llevaron a cabo a 379% excepto para la gndonucluaéa ligasa

T4 que fué a 16%C.

-liﬁasa A 10ma/ml de enzima liofilizada.
10 mit Tris-HCl pH 7.5
1S m¥ HNaCl

Se calents a 1009 por 1S min y después se mantuvs a temperatura ambiente.
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Purificacién de ONa de plasmido.
Se hizo de acuerdo al método de lisado claro descrito por Betlach,
(44), Se decanté el sobrenadante y se mezcléd con un volumen de fenol
y un volumen de cloroformo. Se centrifugé en un rotor JS5-13° a 8000
rpm durante 10 min. Se extrajo la fase superior. Se agregd 1/20 de
" volumen de Na€l SM y se agregaron 2.5 volumenes iniciales de etanol
absoluto, se puso a =20 C una hora y media para que e] DNA
precipite. Se cenlrlfu§6 en el rotor JS-13 a 8000 rpm por 45 min. Se
decantd el sobrenadante y se secé el precipitade en un desecador
conectado a una bomba  de vacio. Se resuspendié el precipitado en
2-4ml de buffer TE. Se colocs la suspensidn en una columna de ASO
(partfculas de gel de agarosa para cromatografta por filtracién;
_ Bio-Rad) de 2 x 3I5cm. Se equilibré y corvid con el amortiguador
(Tris-HC1 SOmM, NaCl O.SH, pH8; NaN tmH; EDTA ImH pH8). Se colectaron
fracciones de 4ml. Se determing ia densidad ¢ptica (0.0.) a 260nm
para, cada fraccidén. Se encontré el DNA del plésmido entre las
fracciones 12 y 18. (A 260 am una unidad de 1.0. equivale a SOug de
BNA/ml}. Se reunieron las fracciones que contuvieren el BRA y se
.agregaron 2.5 volumenes (respecta al lqtal) de etanol absoluto frio.
Se mantuvo a -209C por un minimo de 1.5 hrs; Se centrifugd en el
‘rotor ‘JS-13 a 8000 rpm durante 43 min. Se decants el scobrenadante y
el pVRCipttaﬁo se sec6é en un desecador conectado a una bomba de
vacio. Se resuspendid el precipitado en 2.1 ml de amortiguador TEN:
(Tfis— HC1 tOmM, oH 7.6; NACI iomH; EDTA 1ImN). Se prepard un
gradiente isopfcnico a equilibrio en cloruro de cesio y yoduroc de
propidio. Be la siguiente manera: Se Agregd en tubcs de S5 ml de
“nitrato ‘de celulosa (1/2 x 2%), 2.2 9 de CsCl sélido, 2.1 ml de DNA

en TEN, 0.150 ml de PdI (solucién de 2mg/ml), 2.3 ml de' aceite
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mineral para equilibrar los tubos. Se centrifugd en el rotor SUSO.1
{Beckman) a 38.000 rpm por 2G hrs a 20 C. Se pudo visualizar el DNA
con luz ultravioleta (UV) dado que el PdI fluorece al iluminarse con
ella. Se observaron dos bandas; la superior que correspondio al DNA
‘bacteriano y de pldsmido roto; y 1la inferior a pldsmido
superenrrollado, covalentemente cerrado. BaJo la luz UV se picéd el
fondo de 1los tubos y se colectd 1lentamente el DNA de la banda
inferior. Se pas6 el DNA a través de unz columna de intercambio
iénico  (Dowex Sou-xs8, Bio-Rad; neutralizada y almacenada en
amortiguador Tris~HCl 0.1 M, pH 8; NaCl 0.5 M). Se colocaron de 2—3#1
de resina en una columna, y se equilibré con 10 ml de amortiguador de
resina Dowex, (Tris~ HCl SO mM pH 8; NaCl 1M; EDTA 1mN) por cada ml
.f‘ de - resina. La solucién de DNA se diluydé 1:1 en amortiguador de
" Dowex, se agregd a 'Ia columna 'y se eluyé con otro volumen de .

" amort iguador .

‘Se. colocsé  la muestra que contiene el DNA, en una bolsa de didlisis.
"’ée deid diallzand§ la muestra en‘Q litros de amortiguador (Tris-HC1
10 mM; EDTA lva pH 8), por un minimo de 2 hrs a 4°E5 Se cambio el
'i amortiguador y se repitid la operacidn dejandolo 6 hrs a 4 ©9C. Se
saé& de la bolsa de didlisis y se precipité como anteriormente se
meﬁciqné.' Se decants el sobrenadante y se agregd un volumen lnicial
de ~ etanol al 70% frio, se agitd répldamenfe y se centrifugd en
iguales condiciones durante 1S min. El precipitado se secod en iguales
condiciones a las antes mencionadas. Posteriormente se resuspendié en
O.Sml‘de amortiguador TE. Se tomaron SO ul de la solucidén y se llevd
‘a 1ml con H20. Se obtuvo la densidad 6ptica a 260nm y se cuantificd

la concentracién de DNA.
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Titulacién de Bam HI con el DNA de pBR43S.

Se wutilizaron 3 ug de DNA puro del pBR43S, para ser digerido
parcialmente con 1.5 ul de la endonucleasa de restriccién Bam HI, con
una actlividad de (3 U/ul, purificada en la Unidad de Contencidn v
‘Reactivios - Bioldgicos de CEINGEBI), a 37 9C. Se tomaron 0.S ug de

muestra para cada tiempo estimado. La reaccidn fué la siguiente:

DNA de pBR435 (0.3 ug/ul)——=———--mo—o 10 ul
Buffer gde Bam HI {0x——=—w-—~m—we—me—x 3 ul
Bam HI (3U/ul) 1.5 ul
H20 estéril y destilada—=——=s—~~—m—m= 15.5 ul

Los tiempos muestreados fueron:

timin) . vol.(ul) - . DNA [ Jug
20 _ 5 V' 0:5
20" o s s 0.5
so - s Co 0.5
160 - s 0.5
150 s 0.5
180 s

0.3

Se inactivo cada muestra agregando un volumen de fenol y uno. de
cloroformo, se agité y se extralo la fase supgrior, posteriormente se
agregaron 1/20 del wvolumen total de NaCl S H y 2.5 volumenes de

-elanol aksoluto frtfo, se dejd 2 hrs a -20%. se centrifugs a 12 000

rpm  en |luna microfuga Beckman durante 1S min. Se secé en un
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liotilizador y se resuspendid en 20 ul de H 20. El - S0%Z de cada
muyestra fué agregado a un gel de agarosa al 0.7% y se desarrvollo una
electroforesis, aplicando un voltaie constante de 90 V a temperatura
ambiente  por. 3 hrs. Esto fué para poder selecclonar aguella muestra
que pfesen!e al 20 % del>DNA total aplicado linearizado.. El resto de

la muestra seleccionada se llevé a un volumen de 100 ul, se ' tomd 1lo

equivalente a 30n9 y se vealizd una reaccidn de ligasa:

] DN& de pBR435 diger ido-———-—m—mc—ewax 20 ul
Buffer de ligasa T4 1Ox—-——-~——————o-- 3 ul
ATP SmH 3 ul
Lisasa T4 (400U/ul)--- : 0.1 ul
Hzo.es!eril y destilada~—rr———w—m——— 4 ul

Se incubo a 169C durante 12 hrs. Se llevé a un volumen de 200 ul y se
repitio el. paso de extraccisn con fenol/cloroformo y precipitacién
cbn.e(anol absoluto. El DHA se resuspendid en 10 ul de H 20, para

posteriormente ser transformado en varias cepas:

Microensayos de DNA de plismidos.

".El método se llevé a caho conforme a las indicaciones descritas por
Rodrjquez (48).  Se crecis a fase estac{onaria el cultivo.  Se
lréﬁsririo el cultivo a tubos de microfugas de 1.S5ml y se centrifugér
..a 12 000 rpm duranie 2min. Se resuspendié el precipitado en iml ‘de
amortiguador SET (204 de sacarosa, SOmH de Tris-HCl eH 7.6, Sde
EDTA.; Se centrifugaron las células durante 1 miﬂulo, se decanté el
sobrenadante y el precipttado se resuspendié. en 150 ul de
. amortiguador SET. . Se agregd S5 ul de amortiguador de . RNasa

‘(Ribonucleasa Pancreitica A, 10mg/ml con Tris~HCl SmM pH 8 la mezcla
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se puso en un bafo de agua a ebullicidén por 10 min, posteriormente se

fracciond y se guardé a -20%). se agregd 350 ul de mezcla 1ftica

(17 SDS, O0.2N NaOH) a temperatura ambiente, se agité levemente. Se

dedé en hielo durante 10 min. Se agregd 250 ul de amortiguador _de

acetato de sodio (3 pB 4.8) y se invertid el tubo varias veces. Se

incubé 30 min en hielo. Se centrifugd
durante 5 minutos a 49C. Se pipeted
microfuga. Se agregdé un volumen igual
varias veces y se centrifuad durante S
decanté el sobrenadante. Se lavé el
etanol al 70%. Se secéd el precipitado
20ul  de H2 0. Se tomé de 0.4-1.0 ug
una reaccién de digestidn con alguna
verificé el patrén de bandas

‘'electroforesis en un gel de agarosa al

a 12 000 rpm la solucién.
el sobrenadante a otro tubo de
de Isopropanol. Se invertid
min a temperatura ambiente. Se
precipitado de DNA con 1 ml de
y después se resuspendié' en
dal DNA obtenido, y se puso en

enzima de vrestricecisn. ‘ Se
generado desarrol lando una

1% de la muestra digerida.
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Paquete de analf{sis de secuencias nucledtidicas de la Universidad de

Cornell.

Es un paquete de programas para analfisis de secuencilas de DNA y

RNA para computadoras utilizando el editor de *Pascal®,(42).

Estos programas son aplicables en aquellos vectores que. se

conozca su secuencia nucleétidica.

La serie de programas que contiene son los NUMSEQ, FUNNEL,

INTREST, BACHREST, DIGEST, LINEPLOT y HAP.

Los programas utilizados en éste trabaio son el NUHSEQ, BACHREST
'y DIGEST.

NUMSEQ. Ordena secuencias nucledtidicas, esto es, agrupa

" nucledétidos numerandoles arriba de Eada grupo, coloca una serie de
’"és!og grupos en cada linea, de acuerdo a 1a decisién . del  usuario 'y
_‘6stor 1o ,hacé ‘en una hebra o en ambas de ONA. EL programa BACHREST,
:busc; sitios de reconocimiento para enzimas de restriccién en

‘4secuencias de  DNA. DIGEST calcula los fragmentos resﬁltantes dados
po? ésta serie de enzimas pfesenténdolos como. un iistado de

,?rasmenlos ~generados de acuerdo a su peso molecular. También nos da
ei nimero relativo de los nucleétidos gque quedan en los extremos de

tales fragmentos.
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Transformacién.

La 'iransformacién' se llevéd a cabo en las cepas; D1210, JHIOL ¥y
>RRI siguiendo el método de Cohen (45), con ciertas modificaciones:
ASe crecieron -las células en 30 ml de medio Luria a una densidad

éptica de 0.5 a SSO nm {aproximadamente S x 107cel/ml). Se deié
reposando 10 min en hielo.‘ Se centrifugd a S000 rpm durante S min en

el votor JA20. Se resuspendid el precipitado en 1/2 volumen inicial
d§ H9C12 SOmM frio. Se centrifugd a 5000 rpm durante S min en el
mismo rotor. Se decantd el sobrenadante y se vresuspendié en 1/2

volumen inicial de CaCl,100mM frfo, se deid en hielo de 30~40 min.

2
Se centrifugé S000 rpm durante S min, se decantd el sobrenadante (el
iprecipitado adquiere la forma de un halo). Se resuspendid en 1/10 de
~volumen inictal de CaE12100 mH y glicerol al 15%. Se tomaron 0.2 ml
dé células (aproximadamente 10 x 103 por cada muestra de DHA de
’plésmidq, El volumen restante. se fracciond y guardé a -20% o -70%,

jEn un ‘tubo es@éril se colocaron S50 ul de Catlzloomﬂ frto, se afadio

g ‘dé 1-10 ng de bNA de pldsmido y se agregaron 0.2 ml de las células

nrgpa?adas anteriormente. Se deid en hielo durante 1 'hr

V‘posteriormente se dié un pulso térmico a 429 por 90 seg y se pasé a
;Hielo'durante S min. Se aradieron 3 ml de medio Luria y se incubé a
- 37% con‘asttacién a 200 rpm durante 30 min. Se sembrd (en cajas coan

2 hgdi& Luria sélido y con los antibisticos correspondientes, para éste

6as§ son, Te lsuglml y ém‘30ug/ml.) de 0.2 a 0.3 ml de la' mezcla de

transformacién y se incubé de 12-24 hrs a 379C,
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La electroforesis se rllevd a cabo en <cdmaras horizontales,

conforme a las condiciones descritas por Bolfvar (44). Agarosa al (%

s¢  disolvié  por  ehullicién  durante 1-2  min en solucién
Tris-boratos-EDTA como sigue (Tris-Base Y0mM, EDTA 2.5mH, H5BO 90mH
pH 8.2). Se wvacto la solucidn vy se deld solidificar. Se tomardn
muestras de 0.3 a 1.0 ug de BHA y se les asreqd 172 volumen de mea2cla
inactivadora, (Urea $OmM, Azul de braomofenol al 0.5%, Xilencianol al

Q.S%). La electroforesis se llevd a cabo a un voltade constante de

40 V a temperatura ambientie de 4-16 hrs.

Se fotografiaron los geles utilizando un filtro de gelatina

".amarillo No. 9 Kodak~lratien y pelfcula Polaroid NPtipo §S con-una

. c{mqra HP-EVPolaroid.

Determinacion de numero de coplas.

‘La determinacién del ndmero de coplas de los plasmidos fud de
acuerdo ‘al  método descrito por Hosser y Campbell (47). La cepa fué'
ef?cida gn‘ZO ml‘de medio Luria con y sin IPTG, (Isopvopil a8-p
liosalactopirénosido;‘sigma) 0.1 mh concentracidn final y 15 ua/ml de
Tgtraciclina a una densidad 6ptica de 0.6-0.8 B.0. a 550nm, (3prox.
de 4-7 x ld7ce!/ml)u Se dejo en hielo, hasta que el cultivo con el
.,PlASMido conirol  llesue a la misma densidad Sptlca. Se diluyd el

cultivo de tal forma que se conserve la misma densidad 6piﬂca,‘qorqla‘

'que se mezcld un volumen del cultivo de la cepa con un volumen de la
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cepa que contenta pACYCIB4 (plasmido control) crecido en {guales
condiciones, como un control interno, del nlmero de copias. Las
células fueron lisadas por el método de Rodriguez (48). Se linearizé
el DNA con la endonucleasa Hind III, para eliminar formas
ﬁultlméricas. Se desarrollo una electroforesis de acuerdo al método
descrito por Bolivar, (46). La cantidad relativa de DHA de pldsmido
fué cuantificada por andlisis densitométrico de fotografias de los

'geles en un espectrofotometro modelo BU-8.

Determinacién de estabilidad de pldsmidos.

La determinacién de estabilidad de los plismidos fué probada en
condiciones sin y con induccién con IPTG, como describen Heackok vy
Cohen' 127).' La éepa qua contiene el plismido a probar, para
man!enihténto de estabilidad, fué inoculado en medio selectivo, (Tc
1S ug/ml) hasta alcanzar-gna densidad de ($x109cellml). El cultivo
- fue dilufdo a (leéjcellml) eﬁ medio Luria no selectiva, con . y sin
indﬁctor'r(lPTG 0.14) a 37 8C. Después de cada 20 generaclones de
. crecimiento (12 hrj), el cultivo fué subcultivado a (leo3 cel/ml) a
IMe@io . frasco no select1v§ ;on y sin inducfor. Este pracedimiento fusg
vcoﬁtinuado por un minimo de 100 generaciones de crecimiento en 'medio

no selectivo. ~De cada dilucién fué sembrado un promedio de
' (0.5—1.0xléacal/m1), en cadas Petri con medio Luria sdélidc no
s;leciivof Para la determinacidn de células viables, fueron probadas
100 colonias de cada caja de Petri para la presencia del pldsmido por

transferencia a medio sélido selectivo (Tc 15 g/ml).
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'RESULTADOS

Zu;ita (25) construyé una serie de pldsmidos derivados del
pBR327 que presentan sus mismas propiedades de clénacién, con aumero
de copias regﬁlable y la presencia de los loci PAR y CER gue les da
cierta estabilidad. A4l tratar de corroborar las pruebas  de
estabilidad de algunos de los plidsmidos que contienen el loci PAR

i (#BR431, sin copia del locus PAR; pBR432, dos copias del locus PAR;
pBR433, una copia del locus PAR), esto es, verificar si .la presencia
de este segmento en una o dos copias aporta estabilidad al pldasmido
se observé que aquellqs pldsmidos que contienen dos copiés del locus
PAR o ninguno de ellos son mds inestables que los que tienen una séla

copia, en condiciones de induccidén, grdfica I; a) y b).

Obtenidos estos vresultados, se penss, que existtab varias
alternativas de meJorar las Earec!erts!icas de estaﬁilidad, haciando
el minimo de modificaciones, para no alterar sus propiedades de
rgplicacién._ El objetivo era construfr un pldsmido que (uviera una
copléide cada uno de los loci PAR, CER y ROP. Se contaba con dos
plégmidos a los cuales se les podfan realizar ciertas modificaciones:
uno - era el pBR436, al cual se le podfa clonar el gene ROP, o el
pldsmido pBR435 que presenta dos copias del locus PAR por lo que "se
le podria dsletar‘uno de éstos, (figura 3). Se decidisé utilizar &ste
ﬁillmo ya que uno de los loci PAR, el cercano al gene de
Tgtraciclina, se encuentra flanqueado por sitios de reconocimiento de
la eﬁdonucleasa Bam HI y se puede recurrir a una operacidn muy simple
de digestién y recircularizacién. Para contender con la presencia de

sitios Bam HI adicionales, (figura 3), se recurrié a digestiones
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parciales con esta enzima (ver métodos).

Debido a que se ignoraba la orlentacidén de los loci clonados en
el pBR43S y a la importancia de su conocimiento para la manipulacién
de ‘las futuras construcciones se vrecurrié a un andlisis de la
secuencia nucledtidica del plismido pBR43S obtenida al wvariar las
orientaciones de los fragmentos CER, PAR y ROP para ello se aplicd el
paquete de andlisis de secuencias nucledtidicas de la Universidad dé

Cornell para computadoras Apple (42).

Se aplicé éste paquete para generar el patrdn de restriccidn esperado
de sitios reconocidos por diferentes endonucleasas que  mapearan
dentro de los fragmentos clonados y por comparacién de éste patrén
con el obtenido por manipulacién “in vitre® del DNA del pldsmido -con
las mismas enzimas de restriccidén, se pudo Heducir en qué orientacidn

se clonaron tales fragmentos, (?fgura 4).

Se wutilizaron las endonucleasa Hha I, Hinf I, Haelll y Bam HI y
de acuerdo con la secuencia nucleétidica del locus PAR reportada por
éhu?chwa;d (30) se logré identificar que los loci PAR se encuénlran
clonados en la misma orieniaclén relativa. De manera similar se llegd
‘a la determinacidn de la orientacién del locus CER y el gene ROP.
Observindose que el locus CER tiene en la posicidn 719 un sitio de
restriccién, para la enzima Hae iIl, y éste se encuentra cercano a la
terminacién del gen de Cloramfenicol. Uno de los loci PAR presenta
en -la posicién 1859 un sitio de restriccidén, para la enzima HinfI,
cercanc al inicio del gen de Tetraciclina, posteriormente el gen ROP,
tiene en la posicidén 2105, un sitlio para &sta misma enzima, por lo

que de acuerdo a 1la secuencla reportada por Balbas et al. (7), se
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deduce que es transcrito en orientacidn opuesta al sentido de lectura
dal origen de replicacién del plismido. La otra copia del 1locus PAR
cont{ene en . la posicién 2641 otro sitio, cercano al origen de
replicacion del plasmido. Era de importancia canocer las
orientaciones de 1los fragmentos del pBR43S, para dar una posible
explicacién a lﬁs resultados obtenidos por Zurita (25) y ademas

facilitar la caracterizacidn del plasmido derivado de éste.

Con el tin de generar un plasmido que tuviera una copia de cada
uno de los loci se llevaron a cabo, en el pBR43S, digestiones
;arciales con la endonucleasa Bam HI,'(ver métodos), el plasmido en
forma ltneal se recircularizé y se usé para ser transformado a
diferentes cepas de E. coli, (figura S). La bdsaueda de la clona
deseada se realizé por el método de Hicroensayos de DNA segdn
Rodriguez (ver métodos), comparando el patrén de bandas generado por
una digestién total del pBRA43S con la endonucleasa Bam HI y el de las
i clonas probadas. Todas aguellas clonas que habfan perdido el
fragmento de PAR fueron seleccionadas, (figura &), para su posterior
carac(e?izacidn. Esto se llevé a cabo utilizando las eﬁdonucleasa de
restriccién Hae 111 y Hinf I, los patrones generados e compararon
con el del pBRA3S, observando que para la enzima Hae III, el
fragmento que va del nuéleétido 1448 al 2188, el cual ihcluye la

secuencia de un locus PAR, desaparece para generar un fragmento de

300pb, (figura. 7).

El plasmido obtenido se le llamé pBR437. Se determind su .ndmero
de  copias en las cepas RRI, DB1210 y JH101 (ver mdétodos), se
utilizaron, como control interno de aumero de copias, el plasmido

PACYC184 que presenta 18 copias por cromosoma (49) y el pBR327, como
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control de efecto del inductor en la; condiciones metahdlicas de 1la
céluia. Se decidid probar en wuna cepa que no scobreproduiera el
represor de lac, como RRI, y en otra cepa que también ﬁresen\ara la
mutacien lac (1t ), como JH10t, y observar el compurtamiento de los
plasmidos. En la (tabla IV), se reportan los resultados obtenidos
para la determinacién del numero de copias en las diferentes cepas y
también se muestra un electroferograma del pBR43S y el pBR437 en
cqndiciones con y sin induccidn, (figura 8), realizadas en la cepa
D1210. Se observé un elevado namero de copias de los piésmidos
p§R437, 327, y 435 ain en condiciones sin inducciédn en ia cepa RRI a
diferencia del comportamiento, de éstos, en las cepas JHIOl y Di1210
bajo . las mismas condiciones. Aungque de acuerdo 3 estos resultados
eﬁislekuna mayor regulacién del namero de copias en la cepa JH101 que
en la D1210. Las pruebas para la determinacidn de estabilidad se
‘realizarén en £sta Gltima cepa igualmente en condiciones 'de induccidén
y' sin induccidn. Los result?dos obtenidos se muestran en la grSfica
2 ai y b); Se decidid hacerlo en 1a D1210 porque las pruebas - antes

veportadas por Zurita (25), fueron hechas en esta cepa.
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Tabla IV. NUMERO BE COPIAS DE LOS PLASMNIDOS EN DIFERENTES CEPAS.

Cepa - Plasmido Tamafio(Kb) - No. de ct:;pias por cromosoma
~IPTG +IPTG
PACYC184 4.0 18.0 18.0
PBRE37 4.1 52.5 . 94
RR 1 pBR327 3.3 48.3 23.5
pBR43S 4.8 41.8 197.3
PACYC184 4.0 18.0 18.0
PBR437 4.1 27.3 98.3 -
D1210 pBR327 3.3 32.3  68.5
pBR43S 4.8 ‘ 42.5 C111,5
- pagYC184 4.0 PR " 18.0 18.0
PBR437 . ‘ 4.0 ¢ 20.8 90,17
_JHIO1 . pBR327 3.3 . 308 L 186

PBR43S . - 4.8 20.3 1 47.3

éA'CYt.‘184," control de namero de copias; PBR437, una copla de cada uno.
de los loci: Pﬁk, RDb y CER; pBR327, contl;ol. del efecto del IPTG en
el mctabélismo’ e - la cédlula; pBR43S, dos copias delvlocus PAR, una
copia del locus' CER y una copia del gene Roi’. (-IPTG sin inductor,

+IPTG con inductor).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Segun los dates reporiados por Zurita et. al (S0), el locus PAR,

le confiere mayor estabilidad al elismido pBR327. Sin embargo en

_.plismidos con numero de copias regulable y en condiciones de
iﬁducclcn, o sea, alto nimero de copias, la presencia del locus PAR

en una o dos copias no confiere estabilidad. Para evitar este

tendmena se ' introduleron otres loci que aumentaran el efecto de

estabilidad y regulacién de los plismidos. Al realizar la

‘-caracterizacidn de uno de estos plismidos se observé que la
estabilidad adn no es adecuada ademds de que no fueron reproducibles

los datos antes reportados de el numerc de copias del plasmido pBRAIS

.en .condiclones sin induccidn, en ninguna de las cepas probadas. Por
ylo antef{or, se bensé, que existe un comportamiento andrmal en la
regulac@bn del —namero de  copias en las cepas a .las cuales se

,in(ro&ulo el plasmido pBR437 obteniendo un alto nimero de copias, aun
Veﬁ candiciones sin tnducctdn.vPara el caso de la cepa RRl el efecto
se puede explicar porque no sobreprcducevel represor, y no puede

f;gular‘ finamente el promotor, por 1o tanto, existe abundanie

:replicacién del plasmido en esta cepa. En las cepas JH!OI y 01210 que
si.. presentan la mutacien (I%) {38), no se pudo obtener menos de 20

copias por cromosoma. El comportamiento antefior contrastza con los

resulta&os obtenidos por Zurita (25), pero es esperable dada la

estructura del plasmido construido, ya que 1os pldsmidos control si

conservan su nimero de coplias normal. Es importante aclarar que no se

‘pudc” recuperar la cepa 01210 en la cual se hicieron: las
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caracterizaciones de los plasmidos caonstrufdos por Zurita (25), por
lo que se recurrid a utilizar otros stocks de esta misma cepa sin

lograr obtener resultados cercanos a los repartados anteriormente.

De la grafica 2; a) y b)), obtenidas en las pruebas de
estabilidad con los plasmidos pOR435 y pBR437 en condiciones sin y
con induccidn, se observd aque los plismidos en balo nuimero de copias
son todos  estables, sin embargo en condiciones de induccidn esta
caracteristica se pierde, aunque se obtiene una cinética de perdida
menor en el pBR437 en comparacién al pBR435. Este fendmeno es dificil
de explicar. No es claro porque dos coplas de PAR pueden hacer que
disminuya la estabilidad, ni{ porgque adn en wun pumero sustancialmente

mayoyr de coplas se observa una cinédlica de pérdida mds pronunciada.,

La observacidn de éstos fendmenas sugiere que la construccidn de
un plasmido tipo Col E I con un nimero de coplas realmente baijo, y
'suftctentemgnte estable requlere una mayor comprensidn del

comportamiento de los elementos genéticos implicados.

Finalmente -para lograr acercarse mis al objetivo deseado, se

‘pueden sugerir algunas. alternativas.

_Idealmente, se aspirarfa a tener un primero de replicacién
'}déntico a} “original, ya que, nuestras construcciones involucran un
vromotor'original pércialmenle activo y unc regulable que transcribe
unos 40 nucledtidos adicionales en el primeroc. Se ha descrito que ia

‘fégﬁlaclén fina del ndmera de copias debe tener un efecto positivo

sobre el grado de estabilidad relativo al numero de copias (28).

Por- otra parte, el comportamiento de los laci de estabilidad

esta éudeio a variables que no estdn bien entendidas. Por éJémplo, se.
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ha reportado que el locus CER debe ser transcrito para funcionar
(36>, El locus PAR presenta el fendmeno super PAR-, y contiene un
terminador de transcripcidn, sin embargo, no se sabe ‘de qué manera
operan estos fendémenos o cual es su significado. Se podrfa evaluar la
funcionalidad de los loci en diversas orientaciones, localizaciones y

con diversos grados de transcripcién, para lograr el mejor efecto.

Existen por otro lado una serie de alternativas de manipulaciédn
paré araduar el nimero de copias. Esencialmente puede graduarsé la
fuerza. del promotor regulable introduciéndole mutaciones que lo
desvien del consenso, pero sin inducir perdida de actividad. También
se pPuede introducir una <copia adicional del segmento que codifica
éara el RNa I. Finalmehte, se pueden manedar mutaciones puntuales en

el DNA que codifica para el primero, disminuyende su actividad.

En conclusién, el presente trabalo es un acercamlento adicional
al ohjetivo de conocer y manipular los mecanismos de veplicacién y

estabilidad en plasmidos de E. Coli. Se requiere un mayor

conocimiento del sistema y una mayor cantidad de experimentos, pero
se puede proponer que el obJetivo planteado se puederlograr can los

elementos ahora dispenibles.
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ABREVIACIONES. .

Res;slgnéia a amplcil{na.

Seroalbumina Bovina.

Determinante para la conversién de pldsmidos mull{m?ros en
Rasistencia a Cloramfenicol.

Acido desoxiribonucliéico.

Etilendinitrilotetracatato disédico.

Isopropil B-D-tiogalactopiranoso.

Hicrogramo.

Hicrolitro.

Nanogramo.

Nanometro.

Densidad. éptica.
Particidn. .

Pares de bases.

‘Acido ribonucléico.
Protefna raﬁuladora.
Revoluciones por minuto.
Resistancia a Tetraciclina.

Volts.

mondmeros .
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