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ESTUDIOS SOBRE ESTABILIDAD Y REPLICAC!ON IHDUClBLE EN PLASHlDOS TIPO COL El. 

lHTRODÚCCION 

A principios de la decada de los 70s, como consecuencia de una 

serie de descubrimientos previos, como la identificación y 

caracterización de enzimas cuyo sustrato es el DNA (1), se empezó a 

desarrollar la técnica conocida como Ingeniería Genética Holecular o 

Reco1nbinación 'in Y.i..!J:.2..' de Acidos Nucléicos <2J. Esta técnica 

permitió que el genoma pueda ser fragmentado y que los fragmentos 

sean aislados y propagados a través de multiplicación celular o clona 

molecular de DNA (2J. 

La Ingeniería Genética Holecular puede ser descrita como sigue: 

dos o más fragmentos de DNA son recombinados 'l.!! vitre' mediante el 

uso de una serie de enzimas; uno de los fragmentos, llamado vector o 

vehículo molecular es capaz de replicarse en la célula huésped y el 

otro, el fragmento clonado, es replicado en la célula por estar unido 

covalentemente al vehículo, por to tanto es obvia la importancia de 

éste en las técnicas de DNA recombinante. 

Desde 1976 a la fecha. se han disenado una serie de vehlculQS 

moleculares que pueden ser introducidos en diferentes especies, los 

cuales presentan caracterfslicas particulares dePend iendo del 

organismo en el que son introducidos. Se han construido vehículos 

moleculares para bacterias, hongos, células vegetales y células de 

vertebrados <3J. Cabe senatar que los veh!culos moleculares más 

utilizados son aquellos que presentan como célula receptora a 
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Escherlcbla .l:.Q.l.i, dado que a nivel genético molecular es el 

organismo meJor comprendido y permite una selección fácil de 

moléculas recombiantes. 

Idealmente los vebiculos moleculares, útiles para clonación, en 

.E_. ~ deben presentar las siguientes caracterlstlcas: 

-Que sea un replicón autonómo. 

-Que pueda ser purificado en gran cantidad para su caracterización t1sica 

-Gue su tamano sea pequeno. 

-Que presente sitios únicos de restricción preferiblemente localizados en 

genes estructurales de marcadores genéticos. 

-Que presenten características que permitan una fácil detección de 

moléculas recombinantes 

-Que se conozca la secuencia nucleótldica completa del vehículo. 

Hasta ahora existen 4 tipos de vehículos moleculares usados para 

clonar fragmentos de DNA heterólogo: plásmldos, bacteriofago/\, 

cosmldos y bacteriofago H13, (4). Por lnteres de este trabaJo sólo 

mencionaremos las características de los pl~smldos. 

Los plásmidos son moléculas de DHA circular, extracromosomales, 

de duplicación autónoma y generalmente dispensables para la célula. 

Se ha trabaJado principalmente con dos Úpos de vectores, los cuales 

se distinguen por sus propiedades de replicación. Unos son los de 

'control estricto" lo cual significa que su replicación está acoplada 

a la del hospedero y que solamente una o pocas copias de el Plásmido 

pueden estar presentes en la bacteria (5). Estos vectores son 

utilizados para un propósito espectftco coMo; vectores de eMpresión, 

vectores de amplio espeCtro de replicación, etc., entre estos se 

puede citar pSC!OI y algunos derivados de RI <6>. El otro tipo de 
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vector son los plásmidos de •control relajado• o multicopia, su 

replicación no e•lá acoplada a la del hospedero por lo que puede 

presentar 15 o más copla• dentro de la bacteria por ejemplo: Col El, 

los de la serle de pBRs o pACYCl84, de los que se han obtenido 

derivados de uso múltiple, y lo mAs Importante es que se puede 

incrementar a un mayor nómero de copia~ por cálula <amplificación> 

Inhibiendo con anllblót\cos especificas la síntesis de protelnas del 

huésped 14) Tabla l. 

BaJo condicione• naturale•, el lnlercamblo de 1 nfprmac Ión 

genética entre bacterias, se da por lo• proceso• de transducción, 

conJugaclón y transformación. En lo• sistemas de transformación 

naturales, la bacteria entra en una etapa de crecimiento conocido 

cOfllo competencia, durante la cual es capaz de lomar DNA exogeno. Se 

ha encontrado que. la competencia puede ser inducida artificialmente, 

exponiendo a las células a una solución calionica divalente a baJa 

temperatura, lo cual causa que 5e formen esferoPlastos. El DMA 

anadido a la mezcla de transformación forma un compleJo resistente a 

DNAsas, que se adhiere a la superficie celular. Este compleJo puede 

ser tomado por la célula durante la expo5ición a un breve pulso 

térmico, generalmente a, 142°C>, permitiendo asl el establecimiento 

de DMA circular (8). 

En la mayor!a de lo• ca5os la replicación del DMA plásmldico 

hace uso del conJunto de enzimas utilizada• para duplicar . el 

cromo•oma huésped. Actualmente •e conocen 15 protelnas asociadas al 

compleJo multienzimatico replicatlvo. 

Hasta ahora los plásmldos multicopia con origen de replicación 

tipo Col El son los meJor conocido• en cuanto a su replicación. 
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Tabla !, Tabla de Replicones. 

alVECTORES DE USO HULTIPLE: 

llOllBRE 

p8R322 

SITIOS DE CLOllACION 

varios 

p8R325 varios 

. pBR327 Var-ios 

pBR329 var:ios 

COHENTARIOS 

El vector de clonación 

mas utilizado en la 

actualidad¡ totalmente 

secuenciado 

Derivado del pBR322, 

con el gen de resis

tencia a cloramfenlcol 

Derivado del p8R322, no 

movilizable; total

mente secuenciado 

Derivado del p8R327, 

con el gen d8 resis

tencia a cloramfenicol, 

totalmente secuenciado 



bJVECTORES DE EXPRES!ON: 

PDR540 

pflUD 

5 

Dam llI 

EcoRI ,DamHI, 

Sal 1, ffpa l 

cJPLASHIDOS DR AHPLIO ESPECTRO DE REPL!CAC!ON: 

pSGI 1 

PFG7 

EcoR!,Xho!,Sall, 

Sphl, Smal ,Xmal 

Sall ,Bamll!, Smal 

EcoRI 

Utiliza como promotor de 

expresión el pro-

motor lac. 

El promotor de expre

sión es lambda pL. 

Origenes de replica-· 

ción del p8R322 y de 

pUH24. 

Origenes de replica

ción del p8R322 y del 

RI. 

Esta tabla esta basada en la que es reportada por Balb~s et al. <71. 
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Dentro de este grupo de pl4smidos se encuentran, el p8R322 y sus 

·derivados, pl5A, RSFI030, Clo DF13--Y el mismo Col El <9, 10,llJ. Las 

senales de inicio regulación del Proceso de replicación, se 

encuentran en una región de aproKimadamenle 600 pb, la cual codifica 

para dos moléculas de RNA que son transcritas en forma opuesta. Una 

de ellas es de 550 nucleOtidos, llamado primero o RNA II, el cual 

proveé el extremo 3' OH necesario para la incorporación del primer 

dNTP. Después de ser transcrito a lo largo de la zona del origen, 

forma un híbrido RNA-DNA susceptible a un corte endonucleótidico 

espectf ico, por la RNAsa H, produciendo ast el eMtremo 3~ OH y un 

templado de DNA, elementos genéticos indispensables para que se dé el 

inicio de la replicación, !9,11,12,13>. La regulación del proceso de 

inicio está darlo por un transcrito de 108 nucleótidos, llamado RNA I; 

su zona codificadora está incluida en la región que codifica para el 

RNA pr!mero pero sobre la cadena opuesta. Actaa como inhibidor de la 

replicación evitando la formación o funcionalidad del primero 

<14, IS, 16J. Esto es porque el RNA es capaz de establecer 

interacciones con el RNA ll ocasionando que éste altimo no sea 

procesado para formar un extremo 3~ funcional. La especíticidad y 

equilibrio de este proceso de interacción determinar~n, 

respectivamente, las Propiedades de incompatibilidad y el n~mero de 

plásmidos por célula <15,17,18). 

Varias lineas de evidencia sugieren que el RNA lI debe adquirir 

una conformación particular durante la transcrlpción que le permite 

formar un p~fmero funcional, es decir, que las estructuras 

secundarias que se establecen a lo largo del RNA II Juegan un papel 

Importante en los eventos del procesamiento del origen. Recientemente 

se han encontrado mutacion·e~ puntuales en la región entre el promotor· 



MUTACION 

pri 1 

pri 2 

pri 3 

pri 4 

pri 5 

pri 6 

pri 10 

spr 41 

spr 42 

spr 61 
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TABLA II. EFECTO QUE CAUSAN LAS MUTACIONES pri Y spr EN LA FORMACION DEL PRIMER. 
CAMBIO SINTESIS FORMACION SITIO DE ESTABILIDAD DEL 

POSICION DE BASES DEL RNA II DEL HIBRIDO CORTE RNAsa H HIBRIDO RNA-DNA 

-308 G - A No afecta Bl aquea 

-268 G - A No afecta Bl aquea 

-265 G - A No afecta Reduce No afecta No afecta 

-264 G - A No afecta Reduce No afecta No afecta 

-10 c - u No afecta No afecta Altera Altera 

-188, -186 G-A,G-A No afecta No afecta No afecta No afecta 

-582, -576 T:A inserción Bl aquea 

-19 G - A Aumenta la formación del híbrido en una pri 4 y decrementa éste en 

-18 G - A Lo mismo que en spr 41. 

-161 c - u Incrementa la actividad del prÍmer de una mutación pri 6. 

Las posiciones de las mutaciones se presentan como números negativos, que indican 
el número de pares de bases hacia atrás del origen. Los cambios de bases en el -
RNA II san presentados excepto para pri 10, que tiene una inserción 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. El signo---- indica que el en 
sayo no es aplicable. Los plásmidos fQ.!_I.!_ mutantes, de replicación deficiente se 
aislarbn en replicones bifuncionales. El análisis de la capacidad de formación del 

prímero se hizo in vitre. En todos los casos la transcripción se abortó en un
sitio a +220 pb del origen, con la inserción en ese lugar del terminador del gene 
recA de E. coli. Se denominaron mutaciones pri aquellas afectadas en la formación 
~prfmero-;-y-spr (supresoras) aquellas que suprimen efectos de las mutaciones -
pri. Tabla tomada de la ref. (lg). 

SINTESIS 
DE DNA. 

No afecta 

No afecta 

No afecta 

Inhibe 

una silvestre o p ri 3. 
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del RNA II y el origen que pueden afectar pasos especifico• en el 

proceso de formación del primero <19,17) !tabla lll. Otra evidencia 

involucra al RNA 1, transcrito complementario a la reglón 5' terminal 

del RNA primero. El análisis estructural del P.NA 1 indica que esta 

molécula asume una conformación que compyende tre~ estructuras de 

tipo tallo-asa y una cola de cadena sencilla sobre el extremo 5' 

caracterlsticas tales que cualquier alteración produce una 

disminución en la actividad del RNA I 120,21,22). Por otro lado datos 

bloqufmicos sugieren que el RNA 1 eJerce su control negativo sobre la 

replicación del plásmido a través de su interacción con el RNA 

primero naciente y su efecto sobre la susceptibilidad de éste a un 

procesamiento por la RNAsa H llS,17l. 

Se considera ~ue los plásmidos Col EI, P8R322 Clo DFl3, 

expresan adicionalmente el gen ROP, el cual codifica para una 

protelna de 62 aminoácidos y se ha demostrado que la forma en que 

actúa '.i.!! vitro' es, estabilizando la interacción RNA I con el RNA 

II, por lo tanto abortando la transcripción de ésté último, 

funcionando como un mecanismo más de control del inicio de la 

replicación, 123,24) y por lo tanto del número de copias. Se ha visto 

que en plásmidos a los cuales se les ha deletado el gen ROP el número 

de. copias aumenta, c24l, ltig. ll. 

Cuando un plásmido es replicado dentro de la bacteria, por lo 

general es mantenido con un número de copias promedio uniforme y 

estable dentro de la población. Este fénomeno en células bacterianas 

en división requiere de sistemas controlados que aseguren la 

d.uplicación del replicón su repartición a las células hiJas. Por 

eJemplo, si el promedio de la población es de 10 coptas por 
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PromClfar 
primer Prirl'tt RN.0. 

A ---tfVVV 
~'AOi.tOTOR e: 

RNA I 

RNos•H 

B ===:<>=::: 

e 
~ INHIBICION 

Fig.-1. Mecanisoos de replicación de pl~dos tipo Col EI. 

A) La replicacil'.Sn de estos plásmidos es controlada princiPél!. 

mente par 3 elementos genéti=s: una m:>lécula RNA prfmero, -

una pequeña m:il!kula de RNA rrediadora de inocrnpatibilidad e

inhi.bici& adicional. 

B) La m:>1écul.a precursora del RNA pr1lrero fonna un híbrido -

con IfiA; este hl'.brido, es procesado por RNAasa H para fo= 

un prfrnero para la LW\. pol:iI!lerasa I. Este proceso es afecta-

do por la estructura secundaria del RNA. 

e) La inhibici6n por el RNA pequeño (RNA I) está mediado por 

la interaccil'.Sn con el RNA pr!rne?:o canplementario. La efici~ 

cia de esta interacción es airnentada por la proterna RlP. 

(figura tanada de la ref. (25)). 
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cromosoma, en el momento de la división celular exlstlrtan alrededor 

de 25-30 coplas por célula por lo que al distribuirse el Plásmldo en 

rorma binomial, la probabilidad de que una célula herede menos de una 

copia es infinitesimal, pero ésto sólo es cumplido si el mecanismo de 

control del número de copias opera en to~ma unifoYme, es decir, que 

las células hiJas hereden apro•lmadamente 

plásmldos, en el caso de que la distribución 

el 

del 

mi~mo 

numeYo 

número de 

de coplas 

fuera muy dispersa, en el momento de la división celular, eMlstirlan 

en la población células con menos copias que el promedia. Esto podrla 

ocasionar que el plásmldo fuese menos estable, <26l, 

Se ha observado sin embargo, que el mecanismo de estabilidad 

aparentemente ha sido seleccionado en forma diferente para plasmidos 

de alto y baJo número de coplas. En plásmidos de baJo número de 

copias como el pSClOl, se ha descrito una región de DNA de 

aproximadamente 400pb, llamada PAR (por partición), <ftg. 2J, que es 

esencial para que el plásmldo sea mantenido establemente en la 

población <27J. Esta región actúa en cis y parece no ser importante 

posición orientación con re~pecto al or!gen para su 

funcionamiento <281, puede estabilizar plásmidos no relacionados que 

contengan este segmento <29>. En el caso de ser deletado lste 

~•gmento se presenta el fenotipo PAR- que no se elimina aunque se 

aumente el numero de coplas. La dinámica de esta segregación se 

comporta de acuerdo a una distribución binomial <31>. Hay evidencias 

que sugieren que dichas regiones <PAR> interaccionan con protelnas de 

la membrana e•lerna de la bacteria <321, permitiendo que, al 

dividirse la célula, los pl4smidos sean distribuidos en las células 

hiJas. 
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Loo::ua PAR pSC.101.~ 

.... ...... r..-.C'Ol ioo 
GCCGCAT~~A_T_C._f~;,A_c_CJ"!Qq_GA:.AC'TAACiACGGGTAAGCC.'t'GTl'GATGATACCCCTGCC.TTACTGGGTGCA'l'TAGCCAGTCTGAATGACCTCT 
cccc:;"c;:rTAGCCAGTCGAACC.CTGTC.AT'TCTGCCCAT'T:.GGACAACTAC:.TATGCCGAc.c;GAATGACCCACGT"ATCGGTCAGACTTACTGGACA 

- 200 
CACGGCATAATCCGAAGTGGTCAGACTGGAAAATCAACAGGC~GGAAC.TGCTGAACACCAAAAAGTCACATAGCACCACATAGCAGA:::CCéCC.ATAAAA 
GTGCCCTAT'r'AGGC'JTCACCAGTC.TGACCTTTTACTTCTCCCGTCC.TrGAC.GAC'ITGTCGTTTI'"l'CAGTCTATCGTGGTGTAT'CGTCTG<iGC~ 

• ~· ... u 300 
CGCC.CTG""AGAAGCCCGTQACGGCC'IT'ITC.'t'TGTA rrA TGGGTAGTTICC.TI'GCAT(lAATCCAT AAAAcc:'ccccTGTA CiTGCCA '?Tt'AC.CCCCA T'I'CACTG 
CCGG<:ACT'C~C~A~AACA'!'AATACCCA.TCA.AACCAACGTAC'tTAgGTA'f'"'f1ZCCGCGCACATC.ACGGTAAATGGGCCTAAGTGAC 

l KJI 400 
CCAGAGCCGTGAGCGCAGCGAACTGAATGTCACGAA1tAAGACAGCGA~TCAGGTGCCTGA.TGGTCGGAGACAAAAGCAATATTCACCGAT'ITGC.C:.CGA!~ 
c;GTC.:~GGCACTCGCGTCGCtTGAC'I"I'ACACTGCTTI'TTCTGTCGCTGAGTCCACGCACTACCACCCTCTCTTTTCC.TI'ATAl\GTCGCTA::::~GT 

CGA*TCGG • 
CCT-A°G~ 

~ .. J27 

Fig.-2. Secuencia nucle6tidica del.locus PAR 

del plásmido pSClOl, tallada de la ref. (30). 
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Para el caso de los plásmidos multicopia se han seleccionado 

mecanismos de estabilidad diferente, ya que éstos poseen número de 

copias elevado y su segregación parece estar determinada por una 

distribución al azat·. Los parametros más relevantes parecen ser; el 

número de coptas promedio en la célula, el grado de multtmeros 

concatenados la finura de la distribución del nOmero de copias en 

la población !25,33,34>. Se ha observado que cuando la distribución 

entre el monómero y formas multiméricas está desplazado hacia la 

formación de multimeros el plásmido e5 menos estable !35>. Sherrat ha 

localizado una región de DNA en el Plásmldo Col El llamada CER que 

favorece la resolución de multímeros . Este transcrito actUa en cts Y 

participa en el evento de recombinación independiente con recA, ~ 

y~ el cual convierte multtmeros a monómeros. As! mismo el 

plásmldo Col El es, ~ ~ más estable que algunos derivados en los 

que la replicación puede estar menos finamente regulada !36l. Se 

considera que dicha región tiene propiedades similares a una región 

de DHA !par B> presente en el plásmido CloDF 13 (35>. 

Los plásmidos de la serle pBR, son los más utilizados en 

eMperimentos de lngenierfa Genética, ésto debido a que cumplen los 

requisitos necesarios para ser considerados como un buen vector 

molecular, sin embargo, existen aún caracteristlcas importantes que 

se pueden pedir a éstos plásmidos. Dentro de éstas caracterlsticas 

han sido e•tudiadas en este lrabaJo las relativa• al mantenimiento de 

vectores moleculares de clonación durante el crecimiento de una 

población bacteriana y a la manipulación de la replicación de dichos 

plásmidos para· controlar el número de copias. 
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ANTECEDENTES:. 

Una de las lineas de Investigación del laboratorio, en el cual 

se realizó el presente \rabaJo de tesis, es el desarrollo de 

vehículos de clonación. Ante la necesidad de obtener vectores 

estables y regulables en su número de coplas, para las aplicaciones 

mencionadas en la Justificación, surgieron algunos proyectos para la 

construcción de vectores que cumplieran éstas características 

Lomel! C37l construyó un pJásmldo tipo Col El que se mantuv6 en 

baJo número de coplas. Esto se logró controlando Ja frecuencia de 

slntesis del RHA primero introduciendo un promotor sintético consenso 

y dos copias en tandem del operador de lactosa. Se utilizaron cepas 

con mutación en el gene ( l q l del operen tac <38J la cual 

sobreproduce 10 veces el represor de lac. El promotor de éste operen 

puede ser Inducido por IPTG <Inductor gratuito del operen lacJ, al 

ser agregado al medio de cultivo. Se observó que al disminuir el 

número de coplas, el pJásmido fuá menos estable y que a pesar de que 

·estuvo en presencia del Inductor gratuito y el número de coplas fué 

mayor éste se mentenla inestable, sugiriendo que otros factores tales 

como la distribución de Plásmidos en la población y el grado de 

multimerizaclón pudieran estar influyendo en la inestabilidad del 

plásmldo C39l. 

Posteriormente, Zurita <25J lntroduJo los loe! PAR, CER y ROP 

para aportar ciertas propiedades de estabilidad y regulación más fina 

del número de copias <ver Introducción). Durante las construcciones 

fueron obtenidos varios plásmldos que contuvieron una o dos copias 

d•l loci PAR, as1 como una o ninguna copla de los loe! CER y ROP, 



14 

(figura 3J. Se observó que los pl~smldos que presentan una sola copla 

del locus PAR cuando están en bajo número de COPias (sin inducir) son 

m~s estables asl como también aquellos pl~smidos que presentan 

adicionalmente a esté locus, una copla de los locl CER o ROP. 
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JUSTIFICACION Y OBJETIVO. 

Lo• plá•mido• multicopia, por las ventaJa• mencionadas en la 

lntroducc·ión, pueden ser lo• m.\s adecuados como vehlculos 

moleculares. Sin embargo, para algunos experimentos el alto n~tnero de 

copias de estos plásmidos es una desventaja. Por ejemplo, cuando se 

realizan eMPerimentos fisiológico• de un gen clonado, o cuando este 

gen en abundancia re•ulta letal para la célula. Por otro lado, lo• 

pl.\smldos de baJo número de coplas utilizados CQOI() veclore45 

moleculares, •on diffclle• de manipular y caracterizar, además de 

tener generalmente un tamano grande. En la actualidad existen 

plá•mldo• de baJo número de coplas que han •ido utilizados como 

vectores, por eJemplo, Rt, R6K, p$C101, etc., pero su uso es 

res t rl ng ldo. 

Se pen•ó en plásmldos derivado• de pBR322 que cubrieran alllb;¡s 

características, o sea, que tengan los requerimientos necesarios para 

considerarlos como buenos vectores moleculares y que su n~mero de 

copla• pueda ser regulable. Sln embargo, el PBR322 y •us derivados, 

ast como otros vectores moleculares multicopia que han sido 

construídos, no son 1001. estables, es decir, al cabo ~e varios 

subcul.tlvos, se pueden identificar célula• que no contienen Plásmido. 

Esto se presenta como una desvontaJa para cierto tipo de 

experimentos, por eJemplo, cuando son utilizados en la producción de 

proteina o en el caso de que el plAsmldo se utilice como un vactor·de 

expresión. Asl mismo, se ha observado que la inestabilidad de estos 

vectore~ ~e ve aumentada cuando el gen clonado, en el plA~mido, tiene 

un efecto negativo en al metabeflt•mo de la célula o cuando ciertas 

condiciones del medio de cultivo son utilizada• 140,41>. El locus de 
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estabilidad de plásmldos aislados de otras moléculas de DN~, genera 

una alternativa interesante para el meJoramiento de vectores 

moleculares. Por otro lado el hecho de que todos los plásmldos u5ados 

como vehfculos de clonación que cumplen con los requisitos antes 

mencionados sean multicopia y ampliticables, presenta la gran ventaJa 

de que pueden ser purificados en grandes cantidades. Varios 

plásmidos que Zurita <25> y Lome!! (37> construyeron, cu1111>len 

parcialmente las caracterlstlcas de regulación en el número de coplas 

y estabilidad durante el crecimiento bacteriano. ~l caracterizar esta 

última, en algunos de los plásmidos obtenidos que presentan el locus 

PAR, en una, dos ninguna copia, se observó, por los resultados 

obtenidos, la posibilidad de meJorar la estabilidad haciendo pocas 

modificaciones en la construcción del plásmido. Se plante6 la 

hipótesis de que un plásmldo que presente una sola copla, de los loci 

que le aportan caractertsticas de estabilidad, 6sta se verá meJo~ada, 

ademas de que se seguiran conservando las Propiedades de clonación. 

Por lo anterior, el obJetlvo de éste trabaJo fué el de construir y 

caracterizar un vector molecular en el cual se pudieYa Yegular el 

número de copias, que fuera estable y maneJable para experi•entos de 

DNA recomblnate. 
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ESTRATEGIA GENERAL. 

1.- Se determinó la estabilidad en los Pl~smldos p8R431, sin copia 

del locus PAR; pBR432, dos coplas del locus PAR; p8R433, una copia del locus 

PAR, para lo cual: 

-Se realizaron las pruebas por triplicado en la cepa D1210 en condiciones de 

Inducción y sin Inducción. 

-En razón a los resultados obtenidos, se buscó un plásMido 

que tuviera los loe! PAR, CER y ROP, dentro de los derivados construÍdos 

anteriormente. 

-Se decidió utilizar el p8R435 que contiene dos loci PAR, un CER y ROP, 

al cual se le deletarla una de las copias del locus PAR. 

11.- Construcción del plásmido pBR437. 

-se purificó el DNA del PBR435. 

-Se generó un patrón de restricción con varias enzimas, 

variando la orientación de los fragmentos clonados utilizando un paquete 

de programas para computadora de la Universidad de Corneli". 

_ -Se compararon lofi patrones predichotJi por el programa •eachrest • con los. 

obtenidos por las enzimas "!..!! vlvo• con el DNA puro. 

-Se utilizó la enzima Bam HI ya que sus sitios de reconocimiento flanquean 

una de las coplas del locus PAR, pero llene dos sitios adicionales por lo qua 

sa recurrió a una digestión parcial. 

-Se tituló la enzima Bam HI con al DNA del pBR435 para obtener una 

muestra que presente el 207. en forma lineal. 

-La forMa lineal se reclrcularlzO. 
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-Posteriormente se transform6 a la cepa D1210. 

-Se buscó la clona deseada por Htcroensayos de DNA, comparando el patrón 

de restricción generado por una digestión total con la enzima Bam HI 

del PBR435 con el de las clonas, seleccionando aquellas en la que desaparezca 

la banda perteneciente al fragmento PAR. 

-La clona seleccionada se transformó a las cepas RRI y JH!01. 

111.- Determinación del número de coptas y la estabilidad del pl~smldo· 

p8i437. 

-Se realizaron pruebas, por triplicado, para determinar el número de coptas 

en condiciones de inducción y sin inducción, en las cepas 01210, 

RRI y JHlOl de los plasmldos; p8R437, una copia de los loci PAR, CER y ROP; 

el p8R327, como control del efecto del inductor en el metab6lismo de la célula; 

el pBR435, dos copias del locus PAR, una copia del locus CER y una copla del 

gene ROP; el pACY!84, como control de número de coplas. 

-Posteriormente se realizaron las prueba• de estabilidad, por duplicado, en 

condiciones de Inducción y sin induccion durante 100 generaciones en la 

cepa 01210 de los mismos plásn1idos. 
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ftATERlAL Y llETODOS 

Las cepas y pl~smidos utilizados en este trabaJo se mencionan enseguida: 

Tabla 111. Cepas Bacterianas y Pl~smldos: 

Designación Genot !po Referencia 

Cepa hospedar a 

D1210 

RRI 

Jll101 

Y;,m;, YecA13t aYa-14, 

proA2, lacYl, galK2, tact' 

xyl-5, mtl-1, supE44. 

recA+ derivada de HB101. 

supE, thi, tlac-proABl, CF', traD36, 

proAB, lacti, ZOJl15l, recA+. 

Goedde l et al. 

1979. 

Bollvar et al. 

1979. 

llesslng el al. 

1981. 



PUsmldos 

PBR322 

ColEI 

pACYCl84 

p8R431 

p8R432 

p8R433 

p8R435 

20 

Ap, Te 

Inmunidad a Collcin El 

Cm, Te 

Cm, Te¡ IPTG mod-rep 

Cm, Te; IPTG mod-rep: 2 coplas de par 

Cm, Te¡ IPTG mod-rep; 1 copla de par 

Cm, Te; IPTG mod-rep; 2 coplas de par; 

una copia de rop; una capia de cer. 

Bollvar et al. 

1977 

Clewe 11, 1972 

Chang et al., 

1978 

Zurita tesis 

1985 

Zurita tesis 

1985 

Zurl ta tesis 

1985. 

Zurita tesis 

1985 

par, locus par de pSCIOI; IPTG mod-rep, replicación modulada por IPTG, 

rep, gene rop de p8R322; cer, locus cer de el plismldo ColEl. 

-~.------------------~------------------------------------------.~-----------



21 

HEDIOS DE CULTIVOS. 

ftedio de Cultiva H-9 

CaCI O.OlH--------------------10 mi 

Sales lOx----~-----------------100 mi 

Luria-------~------------------10 mi 

Glucosa al 207.-----------------5 mi 

H9S04 O.lH---------------------10 mi 

CASaa 207.----------------------5 mi 

H2o esterilizada---------------860 ml 

Sales IOx del Hedio H-9: 

Na2HP04------------------------70 gr 

KH2Po4-------------~-----------30 gr 

NaCl--~-----------------------5 gr 

NH4Cl-------~------~----------l0 gr 

H2o-~--------------------------IOOO mi 

Hedla YT 

Triptana-------------~---------8 gr 

Extracto de levadura------------5 gr 

NaCl----------------------------5 gy 

H20-~-----~-------------------IOOO mi 

Hedlo Lurla 

Triplona------------------10 gr 

Extracto.de lev.----------5 gr 

HaCl----------------------10 gr 

H20-----------------------1000 mi. 

Amortiguador TE. 

Tr!s-HCl--------------c-----lOmH pHS 

EDTA-----------------------lmH pH 8 
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HEDIOS DE CULTIVOS. 

Medio.de Cultivo H-9 

CaCI O.OlH--------------------10 mi 

Sales lOK-----------------··----100 ml 

Luria--------------------------10 mi 

Glucosa al 207.-----------------5 ml 

HgS04 O.lft---------------------10 mi 

CASaa 207.----------------------5 ml 

H2o esterilizada---------------860 mi 

Sales lOx del ftedio H-9: 

. Na2HP.04----------------------"-_-70 gr 

KH2Po4 -----------~-~-----------30 gr 

NaCl~-------------------------5 gr 

NH4C l--------··-----------------10 gr 

H2D-----------~----------------1000 mi 

. ftedio YT 

Trlptona-----------------------8 gr 

Extracto. de levadura------------5 gr 

Macl----------------------------5 9r 
.H2D---------------~------------1000 mi 

Hedlo Lurla 

Triptona------------------10· gr 

Extracto de lev.---------5 gr 

NaCl----------------------10 gr 

H20-----------------------lOOO mi. 

Amorl iguador. TE 

Tri s-HCl------------------lOmH pH_S 

EDTA-----------------------lmH pH 8 
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Reactlvos: 

Las endonucleasas de re•tricción fueron obtenida• de P.L. 

Biochemicals , New England Biolobas y Promega Biotec, excepto Bam HI, 

la cual fué preparada en la Unidad de Reactivos y Contención 

Biologica del Centro de lnvesl igaciones sobre Ingenieria Genétlca y 

Biolecnolog{a según el método de Green,143> las condiciones de 

reacción para cada una de las endonucleasas de restricción se 

describen a continuación: 

-Bam HI 

-Rae I I1 

-Hind I II 

150mH HaCl 

6 mH Tris-HCl pff 7.9 

6 mH H9Cl2 

100 ug/ml BSA. 

6 mK HgCl2 

6 mH Tri-;-HCl pff 7.5 

6 mH B-mercaptoetanol 

50 mH HaCl 

100 ug/ml BSA. 

50 mH Trls-HCl PH 8 

50 mH HaCI 

10 mK HgC12 

100 ug/ml BSA 



-Hinf 1 

-Hha t 

100 mH MaCl 

6 •H Tris-HCl pH 7.4 

6 11H N9Cl2 

6 1111 ~-niercaptoetanol 

100 ug/ml BSA. 

50 •H Trls-HCl pH 8 

S •K ftgC12 

O.S.K dlttotreltol 

100 ug/•l BSA. 

-Llgasa T4 S0..11 Trls-HCl PH 7.8 

6 11K NgC12 

20 •H dltiotreitol 

1 "'" ATP 

23 

Las incubaciones se llevaron a cabo a 37°t: excepto para la endonucleasa ligasa 

T4 que fué a 16°t:. 

-RMAasa A 10mg/ml de enzima liofilizada. 

10 •K Tris-HCl pH 7.S 

15 mK MaCl 

Se calentó a lOO°t por 15 mln y después se mantuv6 a temperatura a11blente. 
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Purificación de DNA de plásmldo. 

Se hizo de acuerdo al método de Usado claro descrito por Betlach, 

1441. Se decantó el sobrenadante y se mezcló con un volumen de fenol 

y un volumen de cloroformo. Se centrifugó en un rotor JS-13 a 8000 

rpm durante 10 min. Se extraJo la fase superior. Se agregó l/20 de 

volwoen de MaCl 5ft y se agregaron 2.5 volumenes iniciales de etanol 

absoluto, se puso a ~20 C una hora y 111edla para que el DMA 

precipite. Se centrifugó en el rotor JS-13 a 8000 rpm por 45 mln. Se 

decantó el sobrenadante y se secó el precipitado en un desecador 

conectado a una bomba de vaclo. Se resuspendló el precipitado en 

2-4ml de buffer TE. Se colocó la suspensión en una columna de A50 

Cparltculas de gel de agerosa para cromato9raf1a por filtración; 

Blo-Rad> de 2 x 35cm. Se equilibró corrió con el amortiguador 

<Tris-HCI 50mft, NaCl O.Sft, pH8; HaN !mK; EDTA tmft pff8J. Se colectaron 

fracciones de 4ml. Se determinó la densidad óptica <D.0.J a 260nm 

para, cada fracción. Se encontró el DMA del plásmldo entre las 

fracciones 12 y 18. CA 260 nm una unidad de n.o. equivale a 50ug de 

DHA/mll. Se reunieron las fracciones que contuvieron el DNA se 

agregaron 2.5 volumenes !respecto al totall de etanol absoluto frio. 

Se •antuvo a -20°c por un mlnlmo de t.5 hrs. Se centrifugó en el 

rotor JS-13 a 8000 rpm durante 45 mln. Se decantó el sobrenadante y 

el precipitado se secó en un desecador conectado a una bomba de 

vacio .. Se resuspendló el precipitado en 2.1 mi de amortiguador TEN: 

CTris- HCI !Omft, pH 7.6; NaCl lOmH; EDTA lmHl. Se preparó un 

gradiente lsop!cnico a equll ibrio en cloruro de cesio y yoduro de 

propidio. De la siguiente manera: Se Agregó en tubos de s mi de 

ni trato de celulosa C1/2 X 2•) r :2.2 9 de CsCl sólido, 2.1 mi de DMA 

en TEN, 0.150 ml de PdI (solución de 2mg/ml l, 2.3 mi de aceite 
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mineral para equilibrar los tubos. Se centrifugó en el rotor SUSO.! 

IBeckman) a 38 000 rpm por 20 hrs a 20 C. Se pudo visualizar el DNA 

con luz ultravioleta CUVJ dado que el Pdl fluorece al iluminarse con 

ella. Se observaron dos bandas; la superior que correspondio al DNA 

bacteriano y de plásmido Yo to; la Inferior a plásmido 

suPerenrrollado, covalentemente cerrado. BaJo la luz UV se picó el 

fondo de los tubos y se colectó lentamente el DMA de la banda 

inferior. Se pasó el DNA a través de una columna de intercambio 

iónico IDowex sou-xe, Bio-Rad¡ neutralizada y almacenada en 

alllOrtiguador Tris-HCl O.t N, pff 8¡ NaCl O.S ff). Se colocaron de 2-3ml 

de resina en una columna, y se equilibró con 10 mi de amortiguador de 

resina Dowex, !Tris- HCI SO mff pff 8; HaCl IN; EDTA lmN) por cada mi 

de resina. La solución de DNA se diluyó 1:1 en amortiguador de 

DoweH, se agregó a la columna se eluyó con otro volumen de 

amortiguador. 

Se colocó la muestra que contiene el DNA, en una bolsa de diálisis. 

Se deJó dializando la muestra en 4 litros de amortiguador <Tris-HCl 

10 mff; EDTA 1 mff pff 8), por un mínimo de 2 hrs a 4°t:. Se cambio el 

amortiguador y se repitió la operación deJandolo 6 hrs a 4 °c. Se 

sacó de la bolsa de diálisis y se precipitó como anteriormente se 

menclon6. Se decantó el sobrenadante y se agregó un volum~n inicial 

de etanol al 70% frío, se agitó rápidamente se centrifugó en 

iguales condiciones durante IS min. El precipitado se secó en iguales 

condiciones a las antes mencionadas. Posteriormente se resuspendló en 

O.Sml de al!IOrtiguador TE. Se tomaron SO ul de la solución y se llevó 

a lml con H
2
o. Se obtuvo la densidad óptica a 260nm y se cuantificó 

la concentración de DHA. 
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TI tul a Ión de Bam Hl con .el DNA de pBR435. 

Se ut lizaron 3 ug de DNA puro del pBR435, para ser digerido 

parcialmente con 1.5 ul de Ja endonucleasa de restricción Bam Hl, con 

una actividad de (3 U/ul, purificada en la Unidad de Contención Y 

Reacti Biológicos de CEINGEBI), a 37 °c. Se tomaron 0.5 ug de 

muestra para cada tiempo estimado. La reacción fu~ la siguiente: 

DNA de BR435 (0.3 ug/uJ)------------10 u! 

Buffer e Bam Hl IOx-----------------3 u! 

Bam HI 3U/uJ)-----------------------1.5 u! 

H
2

0 est rll y destllada--------------15.5 u! 

Los lle pos muestreados fueron: 

t<mln l vol. <ul J 

20 5 

40 5 

90 5 

100 s 

ISO s 

180 5 

DNA C Jug 

0.5 

0.5 

o.s 

0.5 

0.5 

o.s 

Se nactivó cada muestra agregando un volumen de fenal y uno de 

clorofor o, se agitó y se extraJo la rase superior, posteriormente se 

agregara 1/20 del volumen total de HaCl 5 H y 2.S volumenes de 

etanol a soluto fria, se dejó 2 hrs a -20°c. Se centrifugó a 12 000 

rpm en una microfuga Beckman durante 15 min. Se secó en un 
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llofillzador y se resuspendló en 20 ul de H 
2 

O. 

muestra fué agregado a un gel de agarosa al 0.7X 

El 50~. de cada 

~e de~arrollo una 

electroforesis, aplicando un voltaje const.>nte de 90 11 a temperatura 

ambiente por 3 hrs. Esto fué para poder seleccionar aquella muestra 

que presente el 20 Y. del DNA total aplicado linearlzado. El resto de 

la muestra seleccionada se llevó a un volumen de 100 ul, se tomó lo 

equivalente a SOng y se realizó una reacción de ligasa: 

DNA de p8R435 d\gerldo---------------20 ul 

Buffer de llgasa T4 I0•--------------3 ul 

ATP S~"------------------------------3 ul 

Llgasa T4 (400U/ull------------------O.I ul 

H20 estéril y destllada-------------4 ul 

Se Incubo a ló°t dui-ante 12 hrs. Se llevó a un volumen de 200 ul y se 

repitió el. paso de extracción con fenal/cloroformo y precipitación 

con etanol absoluto. El DNA se resuspendló en 10 ul de H 2 O, Para 

posteriormente ~•r transformado en varias cepasª 

"icroensayos de DNA de plásmidos. 

El método se llevó a cabo conforme a las indicaciones descritas por 

Rodrtguez <4Bl. Se creció a fase estacionaria el cultivo. Se 

transfirió el cultivo a tubos de microfugas de t.Sml y se centrifugó 

a 12 000 rpm dura.,te 2mln. Se resuspendló el precipitado en lml de 

a1110rtlguador SET <20Y. de sacarosa, SOmH de Tris-HCl pH 7.6, SOmH 

EDTA.l Se centrifugaron las células durante 1 minuto, se decantó el 

sobrenadan te el precipitado se resuspendló en ISO ul de 

am~rtlguador SET. Se agregó 5 ul de amortiguador de RNasa 

CRlbonucleasa Pancre4tica A, !Omg/ml con Tris-HCl 5m" pH 8 la mezcla 
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se puso en un bano de agua a ebullición poY 10 mln, posleYlormente se 

fyacclonó y se guaYdó a -201\:i. Se agyegó 350 ul de mezcla lltlca 

!1'- SOS, 0.2H HaOHl a tempeyatura ambiente, se agitó levemente. Se 

deJó en hielo duYante 10 mln. Se agregó 250 ul de amoYtlguadoY de 

_acetato de sodio 13H pH 4.8) y se lnverll6 el tubo varias veces. Se 

Incubó 30 mln en hielo. Se centyifugó a 12 000 rpm la solución 

durante 5 minutos a 4°t:. Se pipeteó el sobrenadante a otYo tubo de 

mlcrotuga. Se agYegó un volumen Igual de lsopyopanol. Se invertl6 

varias veces y se centrifugó durante 5 min a tempeYatura ambiente. Se 

decantó el sobrenadante. Se lavó el precipitado de DHA con 1 ml de 
1 

etanol al 70%. Se secó el precipitado y después se resuspendló en 

20ul de H 2 O. Se tomó de 0.4-1.0 ug del DHA obtenido, y se puso en 

una reacción de digestión con alguna enzima de restricción. Se 

verificó el patrón de bandas geneyado desarrollando IJO.) 

electyoforesls en un gel de agarosa al tr. de la muestra digerida. 
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Paquete de anal1sls de secuencias nucle6tldlcas de la Unlversldad de 

Cornell. 

Es un paquete de programas para anallsls de secuencias de DNA y 

RHA para computadoras utlllzando el editor de •Pascal•,C42>. 

Estos programas son aplicables en aquellos vectores que se 

conozca su secuencia nucleótidica. 

La serle de programas que contiene son los NUHSEG, FUNHEL, 

tHTREST, BACHREST, D!GEST, LtNEPLOT y HAP. 

Los programas utilizados en éste trabajo son el NUHSEG, BACHREST 

y DIGEST. 

NUHSEG. Ordena secuencias nucleótidicas, esto es, agrupa 

nucleótidos numerandoles arriba de cada grupo,· coloca una serie de 

dstos grupos en cada linea, de acuerdo a la decisión del usuario 

ésto lo hace en una hebra o en ambas de DHA. El programa BACHREST, 

busca sitios de reconocimiento para enzimas de restricción en 

secuencias de DHA. DtGEST calcula los fragmentos resultantes dados 

por ésta serie de enzimas presentándolos como un listado de 

fragmentos generados de acuerdo a su pesó molecular. También nos da 

el número rel~livo de los nucle6tldos que quedan en los eMlremos de 

tales fragmentos. 

• 
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Transformación. 

La ·transformación se llevó a cabo en las cepas¡ Dl210, JHlOl y 

RRI siguiendo el método de Cohen 145>, con ciertas modificaciones: 

Se crecieron las células en 30 mi de medio Luria a una densidad 

óptica de 0.5 a 550 nm !aproximadamente 5 x l0 7cel/mll. Se deJó 

reposando 10 min en hielo. Se centrifugó a 5000 rpm durante 5 mln en 

el rotor JA20. Se resuspendló el precipitado en 1/2 volumen lnlclai 

de ftgC1 2 50mft fria. Se centrifugó a 5000 rpm durante 5 mln en el 

mismo rotor. Se decantó el sobrenadante y se resuspendló en 1/2 

volumen Inicial de CaC12 tOOmH fria, se deJó en hielo de 30-40 mtn. 

Se centrifugó 5000 rpm durante 5 mln, se decantó el sobrenadante !el 

precipitado adquiere la forma de un halol. Se resuspendió en l/10 de 

volumen Inicial de CaC12 tOO mH y glicerol al 15X. Se tomaron 0.2 mi 

de células !aproximadamente 10 x lo7i por cada muestra de DNA de 

plásmldo. El volumen restante se fraccionó y guardó a -~o0c o -7o0c. 

En un tubo estéril se colocaron 50 ul de CaCJ2 tOOmH frlo, se anadlo 

' de 1-10 ng de DNA de plásmido se agregaron 0.2 mi de las células 

preparadas anteriormente. Se deJó en hielo durante hr 

posteriormente se dió un pulso térmico a 42ºC por 90 seg y se pasó a 

'hielo durante 5 mln. Se ar.adleron 3 mi de medio Luria y se incubó 

37Dc con agitación a 200 rpm durante 30 min. Se sembró (en caJas con 

.. dio Luria sólido y con los antibióticos correspondientes, para éste 

caso son, Te 15ug/ml y Cm 30ug/ml.l de 0.2 a 0.3 ml de la mezcla de 

transformación y se incubó de 12-24 hrs a 370c, 
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa. 

La electroforesis se llevó a cabo en cámaras horizontales, 

conforme a las condiciones descritas por Bol!var (46>. Agarosa al !Y. 

se disolvió por ebull telón duran le 1-2 min en solu.ciÓn 

Trls-boratos-EDTA como sigue !Tris-Base 90mH, EDTA 2.Smff, H3 BO 90mff 

pH 8.2). Se vacto la solución y se deJó solidificar. Se tomaron 

muestras de 0.3 a 1.0 ug de DNA y se les agregó 1/2 volumen de mezcla 

inactivadora, !Urea IOmH, Azul de bromofenol al 0.5%, Xllencianol al 

O.SY.>. La electroforesis se llevó a cabo a un voltaJe constante de 

40 11 a temperatura ambiente de 4-16 hrs. 

Se fotografiaron los geles utilizando un filtro de gelatina 

amarillo No. 9 Kodak-Uratten y película Polaroid HPl!po SS con una 

cámara HP-5 Polaroíd. 

Determinación de nómero de coplas. 

La determinación del nómero de coplas de los plásmidos rué de 

acuerdo al método descrito por Hosser y Campbell (47). La cepa fué 

cr'ecida en 20 ml de medio Luria con y sin IPTG, <Isopropll B-D 

liogalactopiranosido; Sigmal 0.1 mH concentración final y 15 ug/ml de 

Tetraciclina a una densidad óptica de 0.6-0.S D.O. a SSOnm, (aprox. 

de 4-7 x 107cel/mlJ. Se dejó en hielo, ha•ta que el cultivo con el 

plásmldo control llegue a la misma densidad 6pt!ca. Se diluyó el 

cultivo de tal rorma que se conserve la misma densidad óptica, .Por. Jo 

que se mezcló un volumen del cultivo de la cepa con un volumen de 1.1 
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cepa que contenta pACYCl84 !plásmido contrall crecido en iguales 

condiciones, como un control interno, del número de copias. Las 

células fueron llsadas por el método de Rodr!guez !49l. Se llnearizó 

el DNA con la endonucleasa Hind III, para elimlnar formas 

multlméricas. Se desarrollo una electroforesis de acuerdo al método 

descrito por Balivar, t46l. La cantidad relativa de DNA de plásmido 

fué cuantificada por análisis densitométrico de fotografías de los 

geles en un espectrofotometro modelo DU-9. 

Determinación de estabilidad de plásmidos. 

La determinación de estabilidad de los plásmidos fué probada en 

condiciones sin y con inducción con IPTG, como describen Heackok 

Cohen 127). La cepa que contiene el plásmido a probar, para 

mantenimiento de estabilidad, fué inoculado en medio selectivo, !Te 

15 u9/mll hasta alcanzar una densidad de !5xto
9

cel/mll. El cultivo 

fue diluido a C5xtó3cel/mll en medio Luria no selectivo, con sin 

Inductor !lPTG O.lHl a 37 °c. Después de cada 20 generaciones de 

crecimiento 112 hrl, el cultivo fué subcultivado a CSxtif celtmll a 

medio fresco no selectivo con y sin inductor. Este procedimiento fué 

continuado por un mínimo de 100 generaciones de crecimiento en media 

no selectivo. De cada dilución fué sembrado un promedio de 

<0.5-1.0xlJcel/mll, en caJas Petri con medio Luria sólido no 

selectivo. Para la determinación de células viables, fueron probadas 

100 colonias de cada cata de Petri para la presencia del plásmldo por

transferencia a medio sólido selectivo !Te 15 g/mll. 
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RESULTADOS 

Zurita C25) construyó una serie de plásmidos derivados del 

pBR327 que presentan sus mismas propiedades de clonación, con número 

de coplas regulable y la presencia de los loe! PAR y CER que les da 

cierta estabilidad. Al tratar de corroborar las pruebas de 

estabilidad de algunos de los plásmldos que contienen el loe! PAR 

CPBR431, sin copia del locus PAR; p8R432, dos coplas del locus PAR¡ 

p8R433, una copla del locus PARJ, esto es, verificar si la presencia 

de este segmento en una o dos coplas aporta estabilidad al plásmldo 

se observó que aquellos plásmidos que contienen dos coplas del locus 

PAR o ninguno de ellos son más inestables que los que tienen una sóia 

copia, en condiciones de inducción, gr~fica 1; a) y b>. 

Obtenidos estos resultados, se pensó, que existfan varias 

alternativas de meJorar las caracter1sticas de estabilidad, haciendo 

el mínimo de modificaciones, para no alterar sus propiedades de 

replicación. El obJetlvo era construir un plásmldo que tuviera una 

copla de cada uno de los iocl PAR, CER y ROP. Se contaba con dos 

plásmldos a los cuales se les pod1an realizar ciertas modificaciones: 

uno era el p8R436, al cual se le pod(a clonar el gene ROP, o el 

plásmido p8R435 que presenta dos coplas del locus PAR por lo que se 

le podr1a deletar uno de éstos, (figura 3J. Se decidió utilizar éste 

último ya que uno de los loci PAR, el cercano al gene de 

Tetraciclina, se encuentra flanqueado por sitios de reconocimiento de 

la endonucleasa Bam Hl y se pu~de recurrir a una operación muy simple 

de digestión recircularización. Para contender con la presencia de 

sitios Bam HI adicionales, (figura 3J, se recurrió a digestiones 
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Fig. 3. Representaci6n diagramatica de la construcción de los plásmidos del pBR431 al pBR436 
(25), y la posterior construcción del pBR437 a partir del pBR435. 
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parciales con esta enzima <ver métodos), 

Debido a que se Ignoraba la orientación de los loe! clonados en 

el p8R435 Y a la importancia de su conocimiento para la maniPulación 

de la~ futuras construcciones se recurrió a un 

secuencia nucleótidica del plasmtdo p8R435 obtenida 

análisis de la 

al variar las 

orientaciones de los fragmentos CER, PAR y ROP para ello se aplicó el 

paquete de análisis de secuencias nucleótldicas de la Universidad de 

Cornell para computadoras Apple C42l. 

Se aplicó éste paquete para generar el patrón de restricción esperado 

de sitios reconocidos par diferentes endonucleasas que mapearan 

dentro de los fragmentos clonados y por comparación de éste patrón 

con el obtenido por manipulación '!!! ~· del DHA del Plásmldo con 

las mismas enzimas de restricción, se pudo deducir en qué orientación 

se clonaron tales fragmentos, (figura 4l. 

Se utilizaron las endonucleasa Hha 1, Hinf 1, HaeIII y Bam HI y 

de acuerdo con la secuencia nucleótldica del locus PAR reportada por 

Churchward C30) se logró identificar que los loe! PAR se encuentran 

clonados en la misma orientación relativa. De manera similar se llegó 

a la determinación de la orientación del locus CER y el gene ROP. 

Observándose que el locus CER tiene en la posición 719 un sitio de 

restricción, para la enzima Hae III, Y éste se encuentra cercano a la 

terminación del gen de Cloramfentcol. Uno de los loe! PAR presenta 

en la posición 1859 un sitio de restricción, para la enzima Hinfl, 

cercano al inicio del gen de Tetraclclina, posteriormente el gen ROP, 

tiene en la posición 2105, un sitio para ásta misma enzima, por lo 

que de acuerdo a la secuencia reportada por Balbas et al. C7l, se 
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deduce que es transcrito en orientación opuesta al sentido de lectura 

del origen de replicación del plásmldo. La otra copla del locus PAR 

contiene en la 

repllcaclón del 

orientaciones de 

poslclón 2661 otro 

plásmldo. Era de 

los fragmentos del 

e•pllcación a los resultados obtenidos 

sitio, ceYcano al origen de 

importancia conocer las 

p8R435, para dar una posible 

por Zurita <25> y además 

facilitar la caracterización del plásmido derivado de éste. 

Con el tln de generar un plásmldo que tuviera una copla de cada 

uno de los locl se llevaron a cabo, en el p8R435, digestiones 

parciales con la endonucleasa Bam Hl,· <ver métodos>, el plAsmido en 

forma lineal se recircularlzó se usó para ser lYan~rormado a 

dl ferentes cepas de .!.L col i, (figura 5l. La bl'.isqueda de la clona 

deseada se realizó por el método de Hlcroensayos de DNA según 

Rodriguez <ver métodos>, comparando el patrón de bandas generado por 

una dlgestlón total del p8R435 con la endonucleasa Bam Hl y el de las 

clonas probadas. Todas aquellas clonas que habían perdido el 

fragmento de PAR fueron seleccionadas, (figura 6), para su posterior 

caracterización. Esto se llevó a cabo utilizando las endonucleasa de 

restricción Rae III y Hinf 1, los patrones generados se 

con el del p8R435, observando que para la enzima 

fragmento que va del nucleótido 1448 al 2188, el cual 

compararon 

Hae I ll, el 

incluye la 

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

300pb, <figura 7 l. 

El plásmido obtenido se le llamó p8R437. Se determinó su nl'.imero 

de coplas en las cepas RRI, D1210 y JH!Ol <ver métodos>, se 

utilizaron, como control interno de número de copias, el plásmido 

pACYC184 que presenta 18 copias por cromosoma (49> y el pBR327, como 
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CE:R 

Parcial de ... ~_.. 
BamHl !:l 

Fig. 5. ·Alternativas de formación de derivados del plásmido 
pBR435.obtenidos con una digestión parcial de la enzima Bam HI 
y su posterior recircularización. 
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Fig. 6. Electroforesis de una digesti6n total 
con la enzima Bam HI de los plásmidos pBR435 y 

pBR437, señalando las bandas que corresponden 
a los fragmentos PAR y ROP. 
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Fig. 7. Caracterización del plásmido pBR437 
con la enzima Hae III, señalando el fragmen
to que desaparece y el que aparece con la 
deleción de PAR. 

·PBR435 
+IPTG 

pBR435 
-IPTG 

pBR437 
+IPTG 

pBR437 
-IPTG 

Fig. 8. Electroferograma de la determinación 
del número de copias de los plásmidos en con
diciones sin inducción (-IPTG) y con inducción 
(+IPTG). 
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control de efecto del Inductor en la• condiciones metabólicas de la 

célula. Se decidió probar en una cepa que no sobreproduj~ra el 

repre~or de lac, como RRI, y en otra cepa que también presentaYa la 

mutación lac <I~ >, como JK101, y ob•ervar el comportamiento de las 

plásmidos. En la <tabla IVJ, se reportan Jos resultados obtenidos 

para la determinación del número de copias en las diferentes cepas y 

también •e muestra un electroferograma del p8R435 el p8R437 en 

condiciones con sin inducción, <figura Sl, realizadas en la cep~ 

01210. Se observó un elevado número de copias de los plásmldos 

p8R437, 327, y 435 aún en condiciones sin Inducción en la cepa RRI a 

diferencia del comportamiento, de éstos, en las cepas JH!OI y Dl210 

bajo las mismas condiciones. Aunque de acuerdo a estos resultados 

existe una mayor regulación del número de copias en la cepa JH101 que 

en la 01210. Las pruebas para la determinación de estabilidad se 

realizarón en ésta última cepa Igualmente en condicione• de Inducción 

sin inducción. Los resultados obtenidos se muestran en la gráfica 

2: al y b>. Se decidió hacerlo en Ja Dl210 porque las pruebas antes 

J"eporladas por Zurita (25>, fueron hecha"i en esta cepa. 
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Tabla IV. NUHERO DE COPIAS DE LOS PLASH!DOS EN DIFERENTES CEPAS. 

Cepa Pl.asmldo Tamano!Kbl No. de coptas por cromosoma 

-!PTG +IPTG 

PACYCl84 4.0 18.0 18.0 

pBR437 4.1 52.S 94 

RR I p8R327 3.3 48.3 23.S 

PBR43S 4.8 41.8 197.3 

pACYCl84 4.0 18.0 18.0 

pBR437 4.1 27.3 98.3 

Dl210 PBR327 3.3 32.3 68.S 

pBR435 4.8 42.S 111.S 

PACYC184 4.0 18.0 18.0 

PBR437 4.1 20.8 90.17 

JKl01 PBR327 3.3 30.8 18.6 

p8R435 4.8 20.3 47.3 

pACYCl84, control de n~mero de copias; PBR437, una copta de cada uno 
1 

de los loe!: PAR, ROP y CER; p8R327, control del efecto del !PTG en 

el metab6lismo ..Se la cdlula; p8R43S, dos copias del locus PAR, una 

copia del locus CER y una copia del gene ROP. C-!PTG sin inductor, 

+!PTG con inductor). 



en coridiciones: a) Sin inducción; b) Con inducción (IPTG). 
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DlSCUSlON Y CONCLUSIONES. 

Según los datos reportados por Zurita el; al (50), el locus PAR, 

le confiere mayor estabilidad al plásmido PBR327. Sin embargo en 

pl~smldos con número de copias regulable y en condiciones de 

inducción, o sea, alta n~mero de copias, la presencia del locus PAR 

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

fenómeno se lntroduJeron otros locl que aumentaran el efecto de 

estabilidad y regulación de los p\ásmidos. Al realizar la 

caracterización de uno de estos plásmidos se observó que la 

estabilidad aún no es adecuada además de que no fueron reproducibles 

los datos antes reportados de el número de copias del Plásmido pBR435 

en condiciones sin inducción, en ninguna de las cepas pYobadas. Por 

lo anterior, se pensó, que existe un comportamiento anormal en la 

regulación del númeYo de copias en las cepas a las cuales se 

inlroduJo al pU,.,mido pBR437 obteniendo un alto número de copias, aún 

en condiciones sin inducción. Para el caso de la cepa RRl el efecto 

se puede eMPlicar porque no sobreproduce el yepresor, y no puede 

regular finamente el promotor, por lo tanto, existe abundante 

replicación del plásmido en esta cepa. En las cepas JH101 D12l0 que 

si presentan la mutación (l~I (381, no se pudo obtener menos de 20 

copias por cromosoma. El comporlamienlo anterior contrasta con los 

resultados obtenidos por Zurita (251, pero es esperable dada la 

estructura del plásmido construida·, ya que los Plá'imidos control si 

con5ervan su número de copias normal. Es importante aclarar que no se 

pudo recuperar la cepa Dl210 en la cual se hicieron las 
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caracterizaciones de los plAsmidos construidos por Zurita <25>, por 

lo que se recurrió a utilizar otros stocks de esta misma cepa sin 

lograr obtener resultados cercanos a los reportados anteriormente. 

De la gráfica 2¡ al y bl, obtenidas en las pruebas de 

estabilidad con los plásmldos pBR435 y p8R437 en condiciones sin y 

con inducción, se observó que los plásmldos en baJo número de copias 

son todos estables, sin embargo en condiciones de inducción esta 

caractertstica se pierde, aunque se obtiene una cinética de perdida 

menor en el pBR437 en comparación al pBR435. Este fenómeno es dificil 

de ewplicar. No es claro porque dos copias de PAR pueden hacer que 

disminuya la estabilidad, ni porque aún en un número sustancialmente 

mayor de copias se observa una cinática de pérdida mc\s pYonunciada. 

La observación de éstos fenómenos sugiere que la construcción_ de 

un plásmldo tipo Col E 1 con un número de copias realmente baJo, y 

suficientemente estable yequlere una rnayoy comprensión del 

comportamiento de los elementos genéllcos implicados. 

Finalmente para lograr aceYcarse más al objetivo deseado, se 

pueden sugerir algunas alternativas. 

Idealmente, se aspiraría a tener un primero de replicación 

idéntico al original, ya que, nuestras construcciones involucran un 

promotor ·original parcialmente activo y uno regulable que transcribe 

unos 40 nucleótidos adicionales en el primero. Se ha descrito que la 

regulación fina del número de coplas debe tener un efecto positivo 

sobre el grado de estabilidad relativo al número de copias (261. 

Por otra parte, el comportamiento de los loci de estabilidad 

está suJeto a variables que no están bien entendidas. Por eJemplo, se 
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ha reportado que el locus CER debe .ser transcrito para funcionar 

13ól. El locus PAR presenta el fenómeno super PAR-, y contiene un 

terminador de transcripción, sin embargo, no se sabe de qué manera 

operan estos fenómenos o cual es su significado. Se podrta evaluar la 

funcionalidad de los loci en diversas orientaciones, localizaciones y 

con diversos grados de transcripción, para lograr el meJor efecto. 

Existen por otro lado una serle de alternativas de manipulación 

para graduar el nómero de copias. Esencialmente puede graduarse la 

fuerza del promotor regulable introduciéndole mutaciones que lo 

desvlen del consenso, pero sin inducir perdida de actividad. También 

se puede introducir una copla adicional del segmento que codifica 

para el RNA l. Finalmente, se pueden maneJar mutaciones puntuales en 

el DHA que codifica para el primero, disminuyendo su actividad. 

En conclusión, el presente lrabaJo es un acercamiento adicional 

al obJetlvo de conocer y manipular los mecanismos de replicación 

estabilidad en plásmidos de .§.. Coli. Se requiere un mayor 

conocimiento del sistema y una mayor cantidad de experimentos, pero 

se puede proponer que el obJetivo planteado se puede lograr con los 

elementos ahora disponibles. 
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ABRElllACIONES. 

Amp - Resistencia a ampicillna. 

BSA - Seroalbumlna Bovina. 

CER - Determinante para la conversión de PlAsmidos mult{meros en mon6ftleros. 

Cm - Resistencia a Cloramfenicol. 

DNA - Acido desoxiribonucléico. 

EDTA- Etilendinitrilotelracelato dlsódico. 

!PTG- lsopropil B-D-tiogalactopiranoso. 

ug - Hicrogramo. 

ul - Hicrolitro. 

ng Hanogramo. 

nm - Nanomelro. 

O.D.- Densidad óptica. 

PAR - Partición. 

pb - Pares de bases. 

RHA Acldo ribonucléico. 

ROP - Proteína reguladora. 

rpm - Revolucione~ por minuto. 

Te Resistencia a Tetraciclina. 

11 - Volts. 
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