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INTRODUCCION 

ASPECTOS GENERALES SOBRE LA REPLICACION 

La transferencia del material hereditario de un organismo a 

su progenie se basa en la duplicacibn del ~cido 
desoxirribonucl~jco para luego proceder a la transmisibn de una 

copia y con ella la informaci~n gen~tica que contiene (Avery, 

1944; Hershey, 1952). Dicha informacibn gen~tica, ya en el 

interior de un organismo y en condiciones biolbgicas adecuadas, se 

ma~ifiesta de acuerdo a los flujos de informaci~n contemplados en 

el 
0

Dogma Central de la Biologla Molecular (Crick, 1970), el cual 

basicamente se~ala que la expresibn de la informacibn gen~tica se 
1 1 ' da en el sentido acido nucleico-proteina y nunca al contrario. 

Aun cuando entre los organismos es posible observar genomas 

de DNA o de RNA, tanto de cadena sencilla como doble, y aunque sus 
1 

mecanismos de duplicacion pueden diferir ampliamente, todos sin 

excepcibn operan con base en la especificidad de apareamiento de 

:bases: adenina con timina y guanina con citosina. Este hecho 

esencial fue derivado de los trabajos cl~sicos de Watson y Crick 

(19~3), que postularon el modelo de la doble h~lice para el DNA; y 

de Messelson y Stahl quienes propusieron el mecanismo 

semiconservativo de la replicacibn. 
1 ' En estudios posteriores se determino que la elongacion de una 

cadena es catalizada por enzimas que fueron denominadas DNA. 

polimerasas dirigidas por DNA (Kornberg et al, 1958). Estas 

enzimas se han encontrado en extractos de todas las c~lulas 
bacterianas, vegetales y animales donde la slntesis de DNA se ha 

medido.. En ~·f211 las enzimas encargadas de polimerizar DNA que 

se conocen son, la polimerasa I de Kornberg, y las polimerasas II 

y III. 

El aislamiento y car~cterizacibn de las DNA polimerasas asl 
1 

como el estudio de mutantes de replicacion en ~.fgli permitieron 

la posterior elucidacibn de los principales eventos del proceso 

replicativo. De esta manera fu~ determinado el papel esencial de 
un templado de DNA para la €longaci~n, aaaa sl~ funci~n de patr~n 
sobre el que es adicionado selectivamente cada deoxinucle6tido 

(dNTP), seg~n el principio de la complementaridad. Asl mismo se 

identific~ la participacibn de otra mol~cula de ~cido n~c1eico 
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·::(DNÁ\) RNAl,.que se aparea.con'el templado y que aporta.un.extremo.; 

~' ! • . ' '·, • : 1 .:, .'' .. " • ¡. . - ; . ' • . ' . ' . ' ' 1 • • : ; • .. ~:' ; • -~ ·,\ 

~3.>.,• :partir.del: cual se inicia. una .nuev•· cadena. Esta ~olecula '.Se_'\'./.. 
·~"·úa'mad~. p~l~~ro \•:'.~e sabe',qu~ en' áuae~~ia de ella no puede ).,:.y1::~~\ . 

• ; ' . ·; . •'." ;· J: '1 .::, ' ' ' . • • ,:·:·'.,/!··<:.\·,':~· ;; 
,;~iniciarse la replicacion. ·Por otra. parte, fue dilucidada .1a:":;/.:irl; .. :,:i;"'(.'; 
,;,~·;··;,. ., .. · .... ·'.····-·, .' ' .. : . . ;' ·¡~:;·!~·;:~·:;';,··~·· 

.. }').'::formacion de un enlace· fosfodiester entre el .grupo hidroxilo· 3 1-i(en/:; .. 
;!•''rt· 't, ''."'. •. '·, . ',. ·. ,: : . ' . . . . . ' . . c'Í • • •.>.~,,i :! /1 ;•~ 1 

:\'{;i;'.~}'. 1 el extremo crecient'e' 'del· .. "primero"· y el g·toupo. fosfato' 5 '. del:"d~TP:~\"?~-;:: 
:·.··"'' . entrante,· se dice p~; ~110 que el sentido de la bioslntesis e~Y%\:~~\':. 

ll'-.3 1 (11 1 a 3 1 ), •· :>· 
1 

La replicacion procede secuencialmente a lo largo del 
cromosoma y siempre a partir del mismo origen, En experimentos 

1 . 1 
autorradiograficos, el avance de la replicacion se observa como 
una horquilla debido a la apertura de la doble cadena en el punto 

1 1 
de crecimiento, Dos patrones de replicacion serian consistentes ' . . . 
con la sintesis secuencial a part!r de un punto establecido: Una 
que implica un avance unidireccional y otro que significa un 
avance bidireccional. Se sabe. que en ~·~911 la replicacibn ocurre 
bidireccionalmente (Lewin, 1982), Por otro lado, los an~lisis 

1 1 
autorradi~graficos de su horquilla de replicacion, han permitido 
proponer modelos para explicar la replicacibn. de las dos cadenas 

1 1 
de la doble helice. Uno de _ellos predice en la region de la 
horquilla un espacio transitorio de cadena sencilla sobre un lado 
del d~plex, mientras que el otro esta sien~o replicado, Es decir, 

1 1 

que una cadena (guia o "leading") se-.replica primer.o y la otra 
(rezagada o "lagging"), ·10 hace posteriormente. 

El trabajo de R.Okazaki (1966), entre otros, ha provisto 
evidencias a favor de un proceso de replicación semidiscontinua, 
es decir que la slntesis es continua en la cadena gula, y • ; 

discontinua en la rezagada. 
Un modelo.propuesto recientemente que igualmente contempla la 

'. '. ' \\¡,replicacion simultanea de ambas. cadenas en pequet\os trechos de 
'/'· ,· ,·, . ·•, .'.: .· ' . ' ' . ' t . 

DNAt':t~~~+.~~Mf ;,J,e~~,~·1·~;1~~~-~;~r: ;.d~., una .P,~_l..imera.sa .dim_er_ica asociada 
.,untconjunto~de•protelnae,,,replicativas"denominado "pr.imoaoma" y a\·/ 
:.~~'.l~~-·l:-;~~~~1~,;:11~1vr~·~~~i·;~i¡i~ci~' ::~~~~-id~ e~ una estructura ~~,"(' 
~~~•t1~·~;<iS¡~~~~-i'~~~:w~i~i'i~~~~>tico~nb~~~·.i' l 9a2 l ; · .. La po1imera&a ·.' :);;\?'::· 
: ~ ;;;ht:•:.(~ . .. : .:.,'. :¡"·,',;{ :·,;· ·~' •: / · .. ;;,_.1.: •. t·~:V:·.t~~~;. ·;'' ·j! ~:1\1.'.-; •. , ·.-:'< '. ·f1... .,1.': >r·: '' ; '• •, ", . , . .'.' . t . . •.'.\ •1,.i ~ ·: 

II:~ha·;aido;:relacionada ·.con> el:tprimoaoma ~.:Esta .enzima H · dimerica·'.:': ,i 
~::•;i.,,.:1;\j.1 '.;.i!~;:.".:•'.,..;:~<·,•~ ·)it.;•1 \"'l':'.<'~"'1··::;;..!~:.(:~·.-, .. :·;·,':·tr\.t,: ~·.;~,.:,;, ·_;:>~:.,. , , · .... ,. ·.,, ·;, f" 

, J.tiene· un:aitio:'.'activo:·en'.cada'aubunidad, •Igualmente se ha•" ·.;,.;':,.•.:;· 
~i;i /a~~~1ad~ a· e~te ~o~junt:~ d~ p~~telná~? la· protelna dnaG llamada .. 



primasa, ya que puede sintetizar un "primero" de DNA. La apertura 

del rl~ple~t dur~r~1:R la replicacibn podr!a resultar de 
1 

la accion de 
' heJ{caABR tal~s ~1lD~ ~~ ~~1)teina rerJ, capaz de dcsenrro!Jar la 

1 
cadena 3 c. 5 y la helic.as<:~ II que actua sobre la cadena 5' ,, 3'. 

ActualrnentR se t~e?1A 

;•1 

llnt~ de 15 enzimas (alrededor de 30 

replicaQibn ? h~~n Dodr!~n sAr 

' ' . 
pa=t!~ CL~ s~1:~~~c~¿s ~~11:·1001:~~~1··. un i c~1:; : ::. .:··.:·:·:-.1.1.-.:. q o~~.:.:;•.: i:•z ~; ';~!-.? 

' tt=::1~.:r.r...r..:1:1L, /\.::·e:.J1~1.'!.t1:.4 el.el o:.:.~s~n r:'.1-~ :::8~):i( .. 1c:.r:.:-~ t::::~.r;:ten ::i:.·c;:iones 
' 

1¡l\t? t::1.)1.1!:.~1.;>;112a f2: :n.:<.ti~·;~.2.~ C1'=<"1(.1tit":(l ln~1:(--SrJ .. ('.i.11 :•~-r.~ !_JVC" \~n frRumento 
' de DHA p· .. u~·'-~.2 1·eplicarse 2.uti:1nol?l.;<.!:~1?1:~_ 1:-, ;_1_•_.; t cn:1c1 :1..2.~:; 7e~r.i:.=.1c rf1.1t·) 

, . .......... :: ... ·i::.··1···:·1-:.:..3. de su ~nic:o. 
1 

r:i:1rl~.tit~~.yen )o c11·..r:· r;•s.; r11~no1]~::~1;;..1ir.1 -..1: ,_~~:~r1l)c1.1n, 

lJ!'f"JG8.:0:' icJ"-.t?, 

cromosomas lineales 1le c~cariut0s, 
1 

o~!~ene~ d~ :·eplica~!o:!, 

ki!obases (Watson et a!, :977). 

tienen muchos 

:oo 

s.:.dr:i tu1.;:-.:rn.e:1tr: el12c::d;:;~du~, e!1 c~.mb.:.o : 1)s (~·,:.e ::1;.·~:: .. :;:~.:·: e: r1: .:.:-:ic.:!.o 

de re!.Jllr.:-?.'~:.:r:'!:l i.;"'.~ ~:eplici:)!lC<;:: t::~·:tr::\c:::·rJl:lCH:om2.J..r:=s, t::".le~; como ios 

pl~smidos, h~11 sido ~s¿~~diacio~ detalladamente deb!rlo a su 
' facilidad de manipulacinn Rn el ~abnT~tn~:n. x~~ adelAntA s~ 

detallar¡ el modelo de regulaci¿n de la replicaci¿n descrito ~ara 
' plasmidos tipo ColE1 ya que esta directamente relaclunado con este 

trabajo·. Con este 
1 

proposito, se mencionar~n a 
1 

continuacion 

algunos aspectos generales respecto a pl~smidos que enmarquen 
1 

mejor la presentacion. 



Figura 1. Esquema propuesto para la replicación concurrente de las 
1 1 

cadenas guia y retardada por una polimerasa dimerica asociada con 

el primosoma y una o m~s helicasas en un replisoma. Etapa I. En la 
1 1 1 

cadena guia la replicacion esta siempre mas avanzada, por lo que 

las regiones replicadas 

Etapa II. Al plegar 

orientación 3'-5' de la 
1 

simultaneamente no son complementarias. 

la cadena rezagada 180, se logra la misma 

cadena gula en la horquilla. Etapa III, El 

primero producido por el primosoma es extendido por la polimerasa, 

al paso del primosoma sobre la cadena rezagada. Al acercarse la 

slntesis al extremo 5 1 del fragmento anterior, la cadena rezagada 

es liberada. El replisoma volver~ a empezar. 

\.'llvl•v 
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Particibn. 
1 

tas propiedades de un plasmido que-determinan que pueda 
1 

mantenerse establemente en una pob~acfon de bacte=ias de 

crecimiento exponencial son principalmente, !a part!cibn y el 

n~mero de copias y en algunos casos, el control de la divisibn 
1 1 

celular y la recombinacion sitio-especifica. 
1 1 

Algunos plasmidos se mantienen en bajo numero de copias, 

d8bido a que est~n acoplados al proceso replicativo del cromosoma 

bacteriano. Estos pl~smidos, tienen un mecanismo de particibn que 

les· garantiza que puedan ser transmitidos fielmente durante la 
1 

division celular. Ejemplo de ellos son, RI y pSC101. Otros 

pl~smidos no cuentan con un control estricto de su particibn y lo 
1 

di vis ion que asegura cierta fidelidad de transmisibn en una 
~ 1 1 

celular, a pesar de su segregacion aleatoria, es su alto numero de 
1 

copias que puede ser de 10 a 200. Ejemplo de estos plasmidos son 
·,f el ColEl, pMBl, CloDF13, etc . 

.,, .. 
Replicacion. 

1 1 
La replicacion de un plasmido es controlada de tal manera que 

1 1 
un determinado plasmido en un huesped, bajo determinadas 

condiciones, esta presente en un n~mero de copias promedio 
1 1 

detinido. Teoricamente esto podria llevarse a cabo por saturacion 

cin~tica, donde la replicacibn serla controlada por una reaccibn 

de velocidad-limitante dependiente del hu~sped. Sin embargo, todos 
1 

los plasmidos estudiados hasta el momento, regulan su propia 

replicaci~n a trav~s de su informacibn gen~tica y mediante un 

control negativo {Helinski et al, 1985), El principal inhibidor de 
1 1 \ la replicacion puede ser una proteina (~~),un RNA {CloDF13, 

pTl&, ColEl, FII, etc), o una serie de repeticiones directas (R~2, 

R6K, P II, RSF1010, pSC101, etc), 

En la mayor!a de lo¿ casos la replicacibn del DNA plasmldico 

hace uso del conjunto de enzimas utilizadas para replicar el 

cromosoma hu~sped, de hecho algunos pl~smidos se acoplan en este 

proceso al cromosoma bacteriano, si bien se cree que los 

principios que u~a el cromosoma bacteriano para replicarse son 

distintos a los que usa el pl~smido. 
Actualmente, se ha encontrado que el control de la 
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replicacion de plasmidos es un proceso mas complejo de lo que se 

habla esperado y se cuenta con por lo m.enos cuatro esquemas bien 

descritos para el control de la replicacion. De ellos el que 

concierne al presente trabajo es el de los pl~smidos tipo ColEl y 
l ., 

por lo tanto solo este sera discutido con detalle. 

REPLICACION DE PLASMIDO TIPO ColEl. 
' Dentro de este grupo de plasmidos son considerados, al menos: 

-, 
, pM~l (del cual deriva pBR322), p15A, RSF1030, CloDF13 y el mismo 

C¿lEl. Todos ellos son replicados unidireccionalmente por un 
' -. mecanismo que depende de enzimas de la bacteria huesped g.sgll. 

-, 

tales como polimerasa de RNA, polimerasa I de DNA y RNAsaH. Estos 
l ' plasmidos contienen varias regiones de extensa homologia en la 

zona del origen de replicacion {Selzer et al, 1983), de hecho la 
polimerasa I incorpora el primer dNTP en cualquiera de tres 

l 
nucleotidos sucesivos ubicados en el mismo lugar de una zona de 
homologla practicamente id~ntica (Selzer et al, 1983; Tomizawa, 

1977: Som et al, 1982). 
La incorporacion del primer dNTP requiere un extremo 3'0H, 

que es provisto por una mol~cula de RNA denominada "prlmero". La 
transcripcion del "prlmero", tambi~n llamado RNAI!, se inicia 
aproximadamente 550 pares de bases antes del origen {Itoh et al, 
1980). Los transc~itos nacientes forman un hlbrido con el 

te.mplado de DNA (Itoh et al, 1980). Cuando esto ocurre cerca del 
origen, la ribonucleasa H (RNAsaH) reconoce y procesa el hlbrido 

en forma tal que se obtiene un primer.o para la replicacion del 

DNA. La s!nte~is de DNA es continuada despu~s de un tiempo por un 
mecanismo tipo primosoma que involucra otras protelnas de g.~li 
como polimerasa III, DnaB y DnaG. 

' ' l La formacion del "primero" esta regulada principalmente por 
' : ' una funcion especificada por el mismo plasmido. Se ha encontrado 

que una regibn localizada dentro de los 400 y 550 pares de bases 
' ' l antes del origen esta involucrada en la regulacion del numero de 

copias {Tomizawa et al, 19~4). En esta regibn se especifica otro 
transcrito adem~s del RNAII, el RNA I (Tomizawa et al, 1982), cuya 

l 
transcripcion se inicia 445 pares de bases antes del origen; 
procede en direccibn opuesta a la transcripcibn del RNA !I {es 
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decir, se sobrelapa con él) y termina cerca del promotor del RNA 

II. Experimentos in yit!..Q han demostrado que el RNA I es un 
1 1 

inhibidor de la formacion del "primero" (Masukata et al, 

1984), ya que su interaccibn con el RNAII, impide la formaci~n del 

hlbrido RNAII/DNA templado. Es sabido que al menos los pl~smidos 
ColEl, pBR322 y CloDF13, expresan adicionalmente la proteina ROP 

(o ROM), que de acuerdo a ciertos experimentos (Masukata et al, 
• 1 

1984), participa en el control de la replicacion modulando la 
1 1 

in\teraccion del RNA I con el RNA "primero". 
Se tienen algunas evidencias que sugieren q~e el RNA II debe 

1 1 
adquirir una conformacion particular durante la transcripcion que 

1 

le permite formar un "primero" funcional, es decir que las 

e~tructuras ~ecundarias que se establecen a lo largo del RXA :: . 
juegan un papel importante en el control de eventos de 
procesamiento del origen. Se ha encontrado que cuando se impide la 

! formacibn de estructura secundaria en el RNA II, debida a la 

·,. sus ti tucibn de GMP por un an~logo ( IMP) que no puede formar 

puentes de hidrbgeno con CMP, la formacibn del primero se ve 

inhibida (Lacatena et al, 1983; Tamm et al, 1983). Adicionalmente 

se han caracterizado mutaciones puntuales situadas entre el 

promotor del RNA II y ori que afectan la estructura secundaria del 
RNA II, asl como la formacibn y estabilidad del hlbrido DNA-RNA 

(Tomizawa et al, 1964). En estas mutantes se ha visto que el 

inicio de slntesis de DNA es menos frecuente, lo cual refleja que 

la formacibn del primero es menos eficiente. Asl mismo se ha 

observado que estas mutaciones presentan accesibilidades distintas 

a RNAsa T4 y R~AsaA lo que significa que su RNA II tiene una 

conformacibn distinta (Tomizawa et al, 1981; Tomizawa et al, 

1981b). 

Por otro lado, una ~erie de evidencias respecto a la 

participaci~n del RNA I en el control del n~mero de copias, 
' 1 indican que esta molecula asume una conformacion que comprende 

tres estructuras de tipo tallo-asa y una cola de cadena sencilla 
sobre el extremo 5'. Estas·caracterlsticas son tales que su 

alteraci~n espacial produce una disminuci~n en la actividad del 

RNA I (Tomizawa et al, 1981). Asl mismo, ciertos datos bioqulmicos 
sugieren que el RNA I ejerce un control negativo sobre la 



Figura 2. Ilustracihn esquem~tica de la formacihn del primero y su 

inhibicihn por RNA I. Una explicacibn de cada proceso se presenta 
1 1 

en la figura y en la introduccion. El dibujo entre parentesis 

indica el proceso abortivo. Las lineas rectas representan las dos 
cadenas de DNA; lineas onduladas, transcritos de RNA y circulas 

peque·os, RNA polimerasa. El templado de DNA forma una estructura 

de "ojo" desde el origen de replicacibn de DNA (indicado por 
mientras el RNA hibridizado se elonga, Las flechas en la estructura 
del "ojo" en el paso 5 indican el corte en el RNA hibridizado por 

la RNAsaH. Una flecha mas gruesa indica el sitio preferido de corte 
(Selzer y Tomizawa, 1982). Una linea gruesa en el "ojo" en los 
pasos 6 y 7 es una nueva cadena sintetizada de DNA. 

FORMATION OF PRIMER INHIBITION OF PRIMER FORMATION 
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RNAll 
1, TrlnlCllption lni1ia1ion •11& 31; 
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2', Compllllon o1 ANA 1 

¡ WI .. r¡nlNlia 

. ' 3, RtWDNA llWbrid ~ ~ ~ 3', nlllClion o1 RNA 1 
" 11111 RNAll IGnnllion. cowPln9 .. 
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replicacibn del pl~smido debido a que interacciona con el RNA 
1 

"primero" nasciente y tiene un efecto sobre la susceptibilidad de 
1 

este a un procesamiento por la RRAasaH (Tomizawa et al, 1981b). Se 

ha visto que si es adicionado durante etapas tempranas de la 
1 1 

transcripcion del RNA II in vitrQ, el RNA I se aparea a su region 

complementaria naciente y con ello se inhibe su procesamiento 400 
1 

nucleotidos adelante, o sea en el origen (figura 2). En contraste, 

el.· RNA I no tiene efecto si es adicionado despu~s que se haya 

cqmpletado la transcripci~n del RNA II (Wong et al, 1985). Una 

explicaci~n a este fen~meno es que una estructura temprana y 
1 

transitoria del RNA II es sensible a la asociacion con el RNA I y 

que otras estructuras alternativas del RNA 11 pri1nero", RNA !

resistentes se van desarrollando conforme la transcripci~n procede 

(Wong et al, 1985). 

Wong y Polisky han estudiado esta 

estructura del RNA "primero" en etapas 

' propoGicion, al examinar la 

tempranas y tardlas de su 

~-· formaci~n. El an~lisls enzim~tico de las estructuras secundarias 

su~iere que se forman dominios estructurales alternativos conforme 
1 

el RNA "primero" va siendo transcrito (figura 3), Por otra parte, 

ellos han determinado las constantes de velocidad para la 
1 1 

asociacion de moleculas de RNA !! de diferentes longitudes con el 

RNA I. to que estos experimentos demuestran es la existencia de 

una "ventana de susceptibilidad" dis.creta, temporal y dependiente 
1 

de conformacion del RNA II para el RNA !, ya que P-1 RNA II en una. 
1 

etapa particular de su sintesis se asoc~a con el RNA I de 6 a 35 
1 

veces mas rapido que cuando tiene otras formas mas largas o mas 

cortas. 
1 ' 1 Estos ultimos datos implican, en relacion a la regulacion 

negativa que se deriva de la interaccibn RNA I-RNA !!, que el 

conocimiento en el estad~
0

estacionario de estos transcritos puede 

no ser suficiente para explicar como el n~mero de copias de los 
1 

plasmidos es mantenido in viYQ, ya que el reporte de Wong y 

' ' l?olisky sugiere fuertemente que :a cinetica de interaccion de 

estas mol~culas esta tambi~n en funcihn de la conformacibn del RNA 
"primero". 

Finalmente lo que estos resultados parecen estar poniendo de 

manifiesto, es una estructura secundaria muy compleja a lo largo 
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Figura 4. Estructura secundaria del RNA II. Se presenta la 

estructura para el RNA II que tiene la mas baja energfa de 

formaciÓn bajo ciertas restricciones. Estas restricciones son: no 
1 

se permitio apareamiento de las guanosinas presentes entre las 
posiciones -401 y -393 y de uridinas entre las posiciones -502 y 

-337, que son los sitios principales de corte de la RNAsaH. 

IV VI 
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del RNA II (figura 4), tal que ciertos cambios provocados por la 
1 

interaccion con el RNA I o por mutuaciones puntuales, pueden 

generar estructuras alternativas que repercuten desfavorablemente 

en la calidad del RNA II como sustrato de la RNAasaH o de la 
1 

polimerasa I de DNA, segun sea el caso. 

SENALES DE INICIO Y TERMINACION DE LA TRANSCRIPCION EN BACTERIAS 

Como anteriormente se describih, para que el proceso de 

replicacibn pueda iniciar, es necesario que el DNA templado se 
aparee con un "primero", el cual en algunos casos es una mol~cula 
de RNA y en otros de DNA. Los origenes de replicacibn tipo ColE1, 

como ya se ha mencionado, utilizan un "prlmero" de RNA. De esta 
t 1 

forma un origen de replicacion t:po ColEl debera tener una sefial 

para que inicie la tran~cripcihn del "prlmero" y consecuentemente 
1 1 

la frecuencia con que inicie esta transcripcion afectara 
f directamente la frecuencia de replicacibn. 

~· En funcibn de lo anterior, ser~ necesario incluir en este 

trabajo algunos conceptos sobre las sefiales que dan inicio y 
1 1 

causan terminacion de la transcripcion en bacterias, asi como de 

los mecanismos que la regulan. 
t 1 

La sintesis de RNA esta definida por una variedad de sefiales 

especificas codificadas en el DNA, una de ellas es el sitio 
1 1 

especifico para el inicio de la transcripcion (promotor) y otra el 
1 1 

sitio de terminacion de la transcripcion para la RNA polimerasa. 
1 1 1 

La regulacion transcripcional esta dada por la modulacion de 

la eficiencia con la cual la RNA polimerasa puede interactuar con 

estos sitios. 

La secuencia de bases particular de DNA, con la que 

interacciona la RNA polimerasa, determina en parte la efectividad 
1 ' 1 de un sitio de 'iniciacion (promotor) o de un sitio de ter1ninacion. 

Asi mismo, diferentes mol~culas efectoras pueden influenciar 

positiva o negativamente esta interaccibn entre la RNA polimerasa 

y el DNA. En muchos casos, estas mol~culas efectoras tambien 
1 • 1 

reconocen una informacion contenida en la secuencia nucleotidica 

del DNA templado, la cual puede estar adyacente o sobrelapada con 
el sitio de accihn de la RNA polimerasa (Goldberger et al, 1979). 
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a) Inicio de la transcripcion 

Promotores 

El primer paso en la expresihn de un gene ·es el evento de 

inicio de la transcripcih~. un proceso catalizado por la RNA 
1 

polimerasa. El inicio de la transcripcion es un evento preciso que 
1 1 

ocurre en sitios especificos con orientaciones especificas en el 

cfomosoma. Esta especificidad resulta del reconocimiento por la 

RNA polimerasa de secuencias de DNA llamadas promotores. La 
/ 1 1 

se'cuencia de un promotor determina la localizacion y orientacion 

del extremo 5 1 del RNA mensajero y es un elemento importante en la 
1 1 

determinacion de la frecuencia del inicio de la transcripcion. 

Si bien un modelo simple ha bastado para definir la 

estr·uctura de un promot<;>r en ¡;;_. f.9.li. se conocen algunas 

excepciones a este modelo las cuales sugieren que posiblemente 

existan varias estructuras alternativas para diferentes promotores 

y esto a su vez pudiera reflejar una ruta distinta para el 

proceso del inicio de la transcripcihn para cada promotor 

(Reznikoff et al, 1985). 

Estructura de un promotor. 

El primer enfoque que se utiliza para definir la localizacihn 
1 

de un promotor es la identificacion de mutaciones que alteran su 

reconocimiento por la RNA polimerasa. Estas mutaciones actuan 

afectando directamente la interaccihn promotor-RNA polimerasa. Sin 

embargo, un an~lisis utilizando metodologlas de gen~tica cl~sica 
no provee los detalles necesarios para definir la estructura de un 

promotor; para ello es necesario recurrir a un an~lisis de 

secuencia de DNA acompaftado de una definicihn bioqulmica del punto 
1 

preciso de inioiacion del mensajero. La utilidad de secuenciar un 

promotor resulta obvia: eS la forma en que se puede determinar una 
1 

estructura con la mayor finura posible. La determinacion del punto 

de iniciaci~n de un mensajero es tambi~n crltica ya que establece 
1 

la orientacion del promotor; todo esto permite hacer una 
1 1 

comparacion del promotor eri cuestion, con otros promotores cuya 

secuencia es conocida. 

Las conclusiones que han derivado de este tipo de ana lisis 

se resumen en la figura 5; una secuencia hexanucleotldica (TATAAT) 



secuencia 
1 

canonica 

mutacio-
nes en 

lacP 

homolo
g ias 

entre 

prometo 
res de 

T5 

-45 

a 

AAAA 

FIGURA.5 

-35 -10 

, 17 bo • 

tc~at t 

GAC A 
TG T 

TTGCT 

+GC 

TAtAaT 

ccc 
AA(+) 

TATAATA 

. +1 +10 

cat 

CATA TTGA 

Fig. 5. Est'ructura de un promotor para la holoenzimacr~ Las mutaciones 
1 

en lacP que se indican, decrecen todas la expresion de lacP, a menos 
que sean seguidas por un (+)(incremento en la expresion). Las homologias 

entre promotores de T5 se describen dentro del texto. 
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se centra diez pares de bases antes del punto de iniciacihn. Una 

segunda secuencia hexanucleotldica (TTGACA) se centra 

aproximadamente 35 p.b. arriba del punto de inicio. Aunque el 
1 1 

espacio entre la region de -10 y la region de -35 es mas o menos 

variable, una distancia de 17 p.b. parece ser la mas frecuente 

(Hawley et al, 1983). 
Los resultados que condujeron a estas generalizaciones son 

los siguientes: l. Las secuencias descritas fueron encontradas en 
1 1 

un' analisis estadistico de mas de 100 promotores de !:;_.fCol1_. 2. La 

m~yorla de las mutaciones que alteran la actividad de un promotor 

presentan cambios en su secuencia de una forma predecible. p.ej. 
mutaciones que aumentan la similitud de un promotor con el 

canbnico propuesto, aumentan la actividad del promotor y viceversa 

(Youderian et al, 1982)'. 3. Se puede generar teoricamente una 
1 1 

comparacion de actividades de promotores, a traves de la 

comparacibn de sus secuencias y esto coincide en forma general con 

,. su comportamiento real (Mulligan et al, 1984). 

La subunidad de la RNA polimerasa que da especificidad al 

reconocimiento de un promotor es la protelna OJ"(Reznikoff et al, 

1985). Ademas de esta protelna, hay otras subunidades .-as! como 
• 1 

otras RNA polimerasas (como las de algunos bacteriofagos), que 
obviamente reconocen como promotores secuencias distintas a las 

descritas. Una observacibn sorprendente es que la misma subunidad 

.-~presenta varias excepciones respecto al patrbn general de 

reconocimiento·propuesto; dichas excepciones pueden proveer 

informacibn interesante acerca de como ocurre el inicio de la 
1 

transcripcion y de como puede ser regulado. Algunos de estos 
comportamientos atlpicos se mencionan a continuaci¿n: 

- Hay ciertas mutaciones ~n promotores que no afectan ninguna de 

las secuencias canbnicas'~escritas. Asl por ejemplo en el promotor 

Lac existe la mutacibn P~la (en -16), S7 (en +6) y P~lll (en +10) 

(Dickson et al, 1975; Maquat et al, 1980). Se han dado diversas 
hipbtesis para explicar estas mutantes. Por su parte H.Bujard ha 

1 • 

dise~ado un analisis de secuenc:~ comparativo, usando unicamente 

promotores extremadamente fuertes que programan la expresihn del 
fago T5. Este analisis extendib la secuencia canbnica al incluir 
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una secuencia AAAA cerca de -43, una secuencia TTGA hacia abajo, 

entre +5 y +9 y una tendencia general hacia la riqueza de A/T 

(Deuschle et al, 1986). Alternativamente otras posiciones en el 

promotor podrlan ser reconocidas por la RNA polimerasa, pero ser 

significativas en el proceso global, solo cuando los sitios 

canÓnicos de reconocimiento no est~n presentes. 

' - Algunos promotores carecen de una de las secuencias canonicas 

(-10 o -35) sin que pueda observarse un efecto en la actividad del 
promotor. Un ejemplo es el promotor Pre*, una mutante del promotor 

' LPre, que no tiene una region de -35 en lo absoluto, si bien 

presenta un -10 canbnico (Reznikoff et al, 1985). 

- El modelo de secuencias canhnicas para promotores propuesto, 

predice que la informaci~n arriba de -35 no debla tener influencia 

sob.re la actividad del promotor, lo cual se puede probar haciendo 

:,, deleciones que progresivamente se aproximen a la regibn de -35. 

.J 

1 
J 

J 
1 

J 

1 

J 

1 
....J 

. ' rEste tipo de estudio se ha hecho para LacUV5 obteniendose los 

resultados esperados, es decir, que hacia arriba de -35 no se 

encuentran secuencias que afecten la eficiencia del promotor (Yu 

et al, 1985). Sin embargo algunos resultados distintos se han 

observado con otros promotores. Por ejemplo, en el caso de Pll5, 
' al llegar a la posicion de -42 se presenta un decremento de 

' actividad de 3 veces (Yu et al, 1985). Estas deleciones podrian 

estar definiendo una secuencia que compensa por la ausencia de una 

secuencia canÓnica en la regihn de -35. Resultados mas dram~ticos 
se han reportado para los promotores que inic:an las 

' transcripciones de tyrT, rrnB, ilvIH, ilvG y la expresion de nifLA 

de K·2!l!rn!!l.9n1!!!· En estos casos deleciones que terminan desde 15 
' a 145 p.b. antes de -35 causan un decremento en la expresion del 

promotor de hasta 10 veces' (Drurnond et al, 1983). No se ha 

definido si estas deleciones tienen un efecto debido a que 

contienen alguna regibn especlfica o si es simplemente por 

' modificarse su composicion de bases. 

Como se pueden explicar los efectos causados desde distancias 
' tan lejanas con respecto a las secuencias canonicas? Acerca de 

esto se han planteado algunas explicaciones alternativas: Las 

secuencias hacia arriba del promotor podrlan tener algun papel 
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re¡ulatorio y no necesariamente constituir parte del promotor. Por 
' ' ' ejemplo, podrian tener un sitio de union para una proteina de 

' regulacion positiva, o un sitio donde actuara la DNA girasa, de 

tal forma que se pudiera generar y localizar la superhelicidad 

adecuada para la m~xima actividad del promotor; otra posibilidad 

serla simplemente que estas secuencias representaran parte del 
' ' promotor; finalmente, las secuencias en cuestion podrian afectar 

. ' localmente la conformacion del DNA por un efecto de 

"t-lestabilidad" (Botchan, 1976) generado en virtud de su 

secuencia o composicibn. Serla dif lcil definir si dado este caso, 

las secuencias hacia arriba del promotor podrlan entrar en la 

definicibn de promotor. 

' - Las secuencias hacia abajo de las regiones canonicas pueden 

tambi~n afectar la actividad de algunos promotores, pero excepto 

' por el analisis de secuencia para T5 descrito antes, esta 

r·posibilidad no se ha explorado aun. 

b) Se~ales para la regulacibn de la transcripcibn. 

Una de las conclusiones mas importantes que han derivado de 

los estudios hechos en el ultimo cuarto de siglo, es que la 

reg~lacibn de la actividad de un gene es con frecuencia el 

' resultado de regular el inicio de su transcripcion. 

Los diversos mecanismos mediante los cuales la frecuencia del 

inicio de la transcripcibn puede ser afectada incluyen entre 

otros: (a) la acci¿n de prote!nas regulatorias que inhiben 

' ' (reprimen) el inicio de la transcripcion; (b) la accion de 

protelnas regulatorias que estimulan (activan) el inicio de la 

transcripcion; y (c) la regulacibn de la topolo~la del DNA. 

La regulacibn negativa de la transcripcibn fue la primera en 

ser elucidada a trav~s de·' los trabajos hechos con el operbn lac y 

ha sido la mas ampliamente documentada. Sin embargo, en este 
1 

texto no sera revisada, ya que no concierne directamente a este 

trabajo. 

' ' 1. Regulacion positiva del inicio de la transcripcion. 

El descubrimiento de que muchos sistemas son positivamente 
regulados, es decir ~ue la frecuencia de su 1nicio de 
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transcripcibn es aumentada por una protelna activadbra, se debib 

principalmente a los trabajos de Englesberg con el regulbn de 
1 

arabinosa (Lee, 1978). Para ejemplificar este sistema aqui, se 
1 1 1 

describira la activacion de la expresion de lacP, de la cual es 

responsable el complejo CAP-cAMP (protelna activadora catabblica

monofosfato de adenosln 3 1 5' clclico). 
1 

En este sistema se ha visto que el maximo nivel de la 
1 1 

expresion de lac, asi como de otros operones que codifican 

funciones catabblicas, es modulado por la presencia de otras 

fuentes de carbono en el medio tales como glucosa. La forma en 
1 

que esto ocurre es la siguiente: Los productos catabolicos de 
1 1 

gl~cosa influyen sobre la concentracion de cAMP a traves de un 

mecanismo que no se ha definido totalmente. cAMP se une con la 

protelna CAP y este complejo reconoce secuencias especlficas en el 

DNA. Se sabe q'ue tales secuencias se localizan alrededor del 
1 1 

sitio de iniciacion de la transcripcion (deCombrugghe et al, 

~ 1984). 
1 

La union de cAMP-CAP a su sitio de reconocimiento causa la 

activacibn de la transcripcibn, ya que facilita la uni~n de la RNA 

polimerasa al promotor (Watson, 1975), 

1 1 1 

2. Regulacion del Inicio de la Transcripcion a traves de la 

Topologla del DNA. 
1 1 

In yivo, el templado para la transc.ripcion es una helice 

superenrrollada negativamente. Dado que la presencia y grado de 

superenrrollamiento afectan la energla requerida para 

desnaturalizar cualquier regibn de la mol~cula y puesto que la 
' formacion de un· complejo entre la RNA-polimerasa y el promotor 

implica la presencia de una zona localizada de DNA cadena sencilla 

(Sieb~nlist et al, 1980); el cambio de las caracterlsticas de 

superenrrollamiento de un templado deberla afectar las propiedades 

de su promotor, por lo tanto, ~ste podrla ser un mecanismo para 

regular el inicio de la transcripci~n. De hecho, seg~n reportes 

de Gellert (1981), el caracter superhelicoidal afecta las 

propiedades de un templado, si bien en una forma extra~a, ya que 

algunos promotores son estimulados por el superenrrollamiento 

negativo y otros son inhibidos. Los efectos de superhelicidad 

sobre el proceso del inicio de la transcripcibn, se ha mostrado en 
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numerosos estudios hechos in yitro (Malan et al, 1984) y en 
estudios in yiv2 1 utilizando inhibidores· de la girasa (Sanzey, 

1979). Se sabe que la misma girasa regula el inicio de su 
1 1 

transcripcion en funcion de variaciones de la densidad del 

superenrrollamiento y que esto tiene importancia fisiolbgica 

(Menzel et al, 1983). 

1 1 
c) Terminacion de la transcripcion. 

1 

El cromosoma de organismos procariotes esta organizado a 
1 1 

traves de unidades transcripcionales. Tal organizacion implica que 

adem~s de se~ales de inicio, existan seffales de terminacibn que 

definan el extremo 3' de una unidad. Respecto al evento de 
1 

terminacion y las senales que lo hacen posible en procariotes, se 
1 

encuentra una literatura muy extensa de la cual se mencionaran los 

aspectos mas importantes 

Por analogla con los promotores, los terminadores pueden ser 

considerados "constitutivos" y "regulables" y esto guarda una 

estrecha correlacibn con factores de dependencia, ya sea para 

compensar una caracterlstica estructural ausente en la seffal de 

terminacio'n, o para lograr una mayor versatilidad en el proceso 

(Platt et al, 1986). 
La idea inicial de que los sitios de terminacibn deblan 

compartir caracterlsticas estructurales sol~ ha resultado cierta 

para los casos mas simples, habi~ndose encontrado una gran 

variedad y complejidad de seffales sin relacibn alguna. Una 
1 1 

caracteristica general de la terminacion es que, si bien la 
1 

seftales estan codificadas en el DNA, el reconocimiento esta 

mediado por el RNA transcrito, siendo las propiedades 

estructurales mas importantes que las particularidades de su 

secuencia. 
1 

La seftal mas simple capaz de. causar terminacion es una serie 
1 

de residuos de uridina, precedidos de una region rica en GC, con 
1 

una secuencia palindromica que permite al transcrito naciente 

formar una estructura de tallo-asa. Esta estructura.causa la 
terminacibn de un transcrito por sl misma, es decir sin la 

1 1 
participacion de factores proteicos. A este tipo de terminadores 
se les ha denominado rho independientes. 

1 •· 
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En situaciones mas elaboradas, como es el caso de la 

terminacibn dependiente de la protelna rho, las secuencia y 

estructura de las sefiales determinantes no muestra ninguna 
1 1 

caracteristica comun aparente. 
1 

De igual forma que en la terminacion simple, las sefiales 

funcionales para la terminacibn dependiente de rho residen en el 

RNA y pueden involucrar una estructura secundaria; sin embargo, 
1 

como se ha mencionado, el analisis de su secuencia solo ha 
1 

permitido derivar ciertas características generales, estas son: 
1 1 

(a) la secuencia contenida en la region de terminacio11 no puede 
1 1 

causar terminacion por si misma, (b)secuencias considera~lemente 
1 

arriba del punto donde cesa la transcripcion inician la sefial de 
1 ' terminacion, aparentemente via interacciones entre rho y el mRNA, 

1 1 
(c) una region comprendida en 80 p.b contiene toda la informacion 

1 
requerida para que ocurra terminacion, (d) la secuencia presente 

~· donde ocurre la terminaci~n, no parece cumplir con ning~n 
1 

requerimiento de composicion o especificidad (Platt et al, 1986). 

1 1 
Regulacion de la terminacion. 

PQlaridad 
1 

En g.soli los genes de operones policistronicos se expresan 
coordinadamente. Sin embargo se ha observado qu~ puede haber 

1 
diferencia en la expresion de un gen distal al promotor con 

respecto a un gene proximal que refleja su dependencia de 

para' metros externos (Danchin et al, 1980). Se sabe que esta 
1 

diferencia es causada por terminacion prematura de la 

transcripci~n que resulta del desacoplamiento de la transcripci~n 
1 

·y la traduccion·cuando esta ultima es interrumpida por codones de 
' 1 terminacion o por otros mecanismos. Este fenomeno conocido como 

1 1 
polaridad, parece ser comun a todos los operones policistronicos y 

puede ocurrir aun bajo condiciones normales de crecimiento, si 

bien se ve incr.ementado por temperatura (polaridad natural) o 

variaciones metab~licas espec~flcas (polarjdad metab~lica), 
1 1 

El acoplamiento de la traduccion y la trancripcion ocurre de 

tal forma que los ribosomas traducen un mRNA tan pronto como.este 
1 

esta siendo sintetizado, por mecanismos que no estan aun bien 

claros. Una de las consecuencias de esto es que se previene la 
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1 1 

terminacion de la transcripcion dentro de regiones que codifican 
1 1 

para una proteina. Se ha encontrado que la terminacion en regiones 
' codificantes para proteinas es absolutamente dependiente de rho en 

todos los casos que se ha examinado. Presumiblemente la 

terminacibn dependiente de rho es frecuente en secuencias que no 
. ' han evolucionado especificamente como sel'íales de terminacion 

(Margan, 1986). 

Antiterminacion 
1 

La expresion de diferentes genes y operones puede ser 

independientemente modificada a trav~s de controlar el grado de 

' terminacion en un punto dado, haciendo uso de distintos 

mecanismos. Existen factores prot~icos especlficos que pueden 
1 

reducir o prevenir la terminacion, ya sea modificando la 

' polimerasa o secuestrando la sel'íal de t~rminacinn. Los sistemas de 

' ' antiterminacion mejor caracterizados involucran dos proteínas del 

bacteribfago A: N y Q, que encienden la expresibn de genes 

tempranos y tardlos durante el crecimiento lltico. Las propiedades 

de la proteína N han sido extensamente estudiadas (Greenblett, 

1981) y se ha visto que la polimerasa modificada por N causa 

avance de la transcripcibn sobre un sitio de terminacihn tanto rho 

dependiente como independiente. Existen requerimientos 

adicionales para este sistema: un sitio uti)izado por N, que actua 

en cis (nut), las protelnas del hu~sped nus y otros componentes 

aun no identificados. 
1 ' La antiterminacion causada por la proteína Q ha sido menos 

estudiada, si bien se ha identificado en el DNA un sitio de 

' ' utilizacion de Q (qut) y la participacion de nusA. 

Recientemente se ha encontrado en ~.coli que en operones para 

RNAs ribosomales (operones rrn), se da el fenomeno de 
' . 

antiterminacion para seftales rho-dependientes (Margan, 1986). La 

idea de que los transcritos ribosomales deblan presentar 
1 ' antiterm!nacion surg!o de los estudios de polaridad en operones 

1 

que codifican para mR~As que se traducen. El fenomeno de po1aridad 

' demostro que para que un mRNA sea eficientemente transcrito de un 
1 

extremo a otro, es necesario el acoplamiento de la traduccion y la 

transcripcibn. Este hecho condujo a hacer estudios que demostraban 
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que mecanismos de antiterminaci~n en operones rrn, compens~ban la 
1 

falta de acoplamiento para reducir la terminacion prematura. 
1 

Aunque el sisteina de antiter1r.inacion en :¡;;.col:i no ha siclo tan 

extensamente estudiado como el de lambda, se han encontrado 

ciertas similitudes, (por ejempl1:i homologias de secuencias con los 

sitios nut y la participaci~n de las mismas protelnas nus). Sin 

embargo recientemente se han tenido evidencias que sugieren un 

mecanismo de antiterminaci~n adiciona.1 mas simple que no involucra 

fa·ctores analogos a N y Q. Por ejemplo, se ha visto que los 

promotores Pl y P2 de rrnC, confieren capacidad de lectura por 

encima de una seftal de terminac~~n a trav~s ~e secuencias que 

radican en sus regiones hacia arriba del promotor(Holben et al, 

1985). 



-19-

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION 

Por alg~n tiempo, el grupo de trabajo del cual form~ parte 

durante mi maestrla, tuvo cor.10 linea de investigacibn el 
' ' desarrollo de vehic~los de clonac!on. De esta forma, a partir de 

algunos proyectos concretos sobre la expre'sibn de genes de J;;..sol,!., 
' ' surgio la necesidad especifica de construir un vector cuyo 

de copias fuera regulable. Esta construccibn era 

' numero 

' ademas 

interesante porque presentaba la posibilidad de ser ampliamente 

utilizada ya que, en muchos casos, particularmente en estudios de 

investigacibn b~sica, un vehlculo es requerido en monocopia para 

acercarse mas a las condiciones en que normalmente se expresan los 

genes del cromosoma y en cambio, en otras etapas del mismo 

experimento (como en la purificacibn), es necesario tener el 

pl~smido como multicopia. 

Asi pues, la 'obtencibn de un pl~smido cuyo numero de copias 

fuera regulable, se constituyb como uno de los proyectos del 

laboratorio. Como consecuencia de esto, nuestra necesidad de 
' ' conocer los mecanismos que regulan la replicacion de plasmidos 

pBRs se hizo patente. i 
' ' La estrategia inicial para la regulacion del numero de copias 

consistib en la regulacibn del promotor del, "primero" o RNA II, el 

cual como ya se mencionb en la introduccibn es el que determina la 

iniciaci~n de la rePlicaci~n en un punto dado del pl~smido. Ya que 

los pBRs son pl~smidos multicopia~ para llevarlos a su estado de 

monocopia se intentarla reprimir al promotor mencionado mediante 
1 

la insercion de un operador, en un sitio inmediatamente hacia 

arriba del promotor. El trabajo se llevb a cabo en el pl~smido 
' ' pBR327 por ser este un plasmido peque~o en el cual se han deletado 

regiones dispensables que se encuentran pr'esentes en pBR322. Esta 

caracterlstica del pBR327 hacia mas f~cil la manipulacibn de la 
1 

region que se ubir:a entre el promotor del RNA II y el gen de 
' resistencia a ampicilina cuando se aplicaba seleccion para los dos 

genes de resistencia. 

La estrateg!a 

generacibn de un 

posterior insercibn 

mencionada involucrb, en un principio, la 

sitio unico de restriccibn necesario para la 
1 

del operador en el lugar deseado. La creacion 
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1 de 

de 

tal sitio, pudo lograrse, mediante la deleclbn de un fragmento 

Sau3A, obteni~ndose el pl~smido pBR-14 que contiene una 

secuencia de reconocimiento para BglII (figura G). El pBR-14 
, 1 ' sufrio una delecion que se inicia en la posicion -44 con respecto 

al inicio de la transcripcibn del "prlmero" e incluye 920 p.b. mas 

que comprenden parte del gene de resistencia a ampicilina. 

Es importante senalar aqul que, la de~ecibn oriainalmente 

planeada para la creacibn del sitio para BglII, implicaba la 

p~rdida de un fragmento mucho menor (85 p.b.) comprendido entre 

los sitios -44 y -129 con respecto al promotor. Sin embargo esta 

' delecion 

colonias 

nunca pnc1o 

estudiadas). 

aislarse (de entre aproximadamente 500 

Cabe mencionar que el aislamiento del pBR-
' 14 era \\n evento menos i:¡robable ya que fue encontrado como una 

cotransformante junto con el pBR327 (en el proceso de 
' ' trans:formacion es muy poco probable que dos plaasmidos diferente~• 

transformen una misma c~lula). Por otro lado el pBR-14 tiene un 

tama~o considerablemente menor al de la deleci~n provocada 

originalmente. 

Estas observaciones, nos condujeron a hacer un 

otros pl~smidos obtenidos (aqu~llos en :os que 
' 

an~lisis de 
' no se habla 

generado un sitio pero que habian experimentado algun cambio) y 

encontramos que en ninguno <le ellos se perdía la secuencia que 

originalmente pretendlamos deletar, ya fuera porque ocurrian 

repeticiones, o porque ocurrlan deleciones en otros sitios. Todo 

lo anterior nos sugirib que el fragmento s~a querla deletarse 

inicialmente contenla una secuencia importante para la replicaci~n 
dE!l pl~smido. 

' Haciendo una comparacion de la secuencia ~ontenida en el 

pBR327 con la que en el pBR-14 la sustituy~ (la !nmediata al sitio 

de BglII, a partir de -44), encontramos que la secuencia presente 

en el primero es muy similar en eJ pBR-14 a partir de la sexta 

base y hasta la base correspondiente a la posici~n -55. 

pBR327 5' AGAAAAGATCAAAGGA.TCTTC'l:.TQ.MlA°"CCTT'rTTTTCTGCGCGIAA:.C1'.GCTGCT3' 
•• , •19 

PBR-14 5' GTAAAAGbTGCTGAAGATCTTr.~T~~r~TCCTTTTTTTCTGCGCG~GCTGCT3' 
.,, •10 

' Ademas, fue comparada la secuencia contenida en el pBR327 con 
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1 
las de otros plasmidos tales como el CloDF13, ColEl, pMB9, etc y 

observamos que la regibn mencionada es conservada en todos estos 
1 

plasmidos. 

Posteriormente, se intent¿ hacer una 
1 

insercion de un 

oligonucle~tido sint~tico en el sitio de BglII del pBR-14. Este 
1 

experimento no logro hacerse dlrectamentec en pBR-14, 
' 1 lograria posteriormente, despues de insertar otro 

replicacibn en este ~:~smido (ver resultados). 

aunque 

origen 

se 

de 

Por todos los anteriores argumentos, pensamos que la 
secuencia descrita ten1a alg~n efecto en la replicacibn del 

1 1 
plasmido que, o bien era esencial para la viabilidad del plasmido 
o, no permitla el aislamiento de pl~smidos que carecieran de ella 

en las condiciones normales de seleccibn. Esta su,erencia 
resultaba interesan~e puesto que ninguno de los reportes 

publicados en relacibn a pl~smidos tipo ColEl ha considerado la 

posibilidad de que ~na secuencia arriba del promotor del primero 

tenga alguna funcibn ' en el inicio de la replicacion, aunque 
ciertamente se h'a reportado la eKistencia de un sitio de 

terminacibn localizado entre las posiciones -20 y -50 con respecto 
al inicio de la transcripci~n del t•pr!mero'' tanto para el pl~smido ' 

CloDF13 (Stuitje et al, 1981) como para el pl~smidó pBR322 (von 

Gabain et al, 1983) . Este terminador ht<,biera sido escindido al 

efectuarse la delecion originalmente planeada (de -44 a -129). Se 
1 1 

ha propuesto que su funcion es la de detener la tra~scr~pcion que 

viene de regiones hacia arriba del origen con el fin de evitar que 
1 

se dispare el numero de copias de tal forma que pueda ser letal 

para la c~lula. Un caso como este ha sido reportado para el 
pl~smido CloDF13, en el cual ocurre la expresiOn de un gene 

anterior al origen en forma muy intensa. Se ha visto que 

mutaciones que impiden la terminacion en el terminador mencionado, 
1 

son letales para la celula (Stuitje et al, 1981). Sin embargo en 
el caso del pBR327, el gene que precede al origen y se transcribe 

1 
en la misma direccion 1p-lactamasa), tiene su propio terminador y 

1 

ademas no se transcribe con tanta fuerza como lo hace el gene que 

precede al origen de CloDF13 y por lo tanto no consideramos que el 

terminador s!tuado en la reglen previa al origen resulte esencial 
para el pBR, ni que puedan explicarse las observaciones ya 
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seftaladas por la posible p~rdida del terminador mencionado. De 

cualquier forma, cabe agregar que en el pBR-14, la estructura que 

corresponde a dicho terminador as 
1 

restituida, aunque pierde 

estabilidad, ya que para regenerase da lugar a una protuberancia 

("bulge") La figura 7 facilita la comprensibn de esta idea. 

Creemos que es muy probable que esta estructura siga siendo 

funcional como terminador en el pBR-14. 

Considerando el lugar donde radica la secuencia posiblemente 
1 1 ' involucrada en la replicacion, nos parecía que seria probable que 

1 
ejerciera su efecto a traves de afectar el funcionamiento del 

promotor del RNAII. Por otra parte, al analizar las condiciones 

particulares bajo las cuales opera el promotor del R~AII, esta 

idea se hacla muy signif/cativa. Tales condiciones son: 

1- El promotor del RNAII inicia la transcripcibn de un transcrito 
1 

que procede en direccion opuesta al del RNA:!:, siendo el promotor 

del RNAI mucho mas fuerte que el primero (5 veces, in vitro). Se 

ha visto que cuando ocurre una transcripcibn convergente, cada uno 
' de los transcritos involucrados influye sobre la transcripcion de 

su opuesto causando una disminucibn (Ward et al, 1979). En estos 
1 

casos, la transcripcion mas afectada es la que proviene del 
1 

promotor mas debil. P.ej. para el caso de los promotores trp y PL 

en~. la transcripcibn del primero es totalmente bloqueada por la 

· transcripcibn a partir de PL, cuando este ~ltimo se est~ 
expresando con una fuerza 10 veces mayor que la de trp. 

2- El RNA II es un RNA muy largo, no es traducido y tiene la 

posibilidad de formar muchas estructuras secundarlas alternativas, 

ya que en esto se basa la formacibn de un hlbrido adecuado para el 

reconocimiento de la RNAsaH. Como se explicb en la introduccibn, 

la s!ntesis total de un mRNA requiere del acoplamiento de la 
1 1 

transcripcion y traduccion, dado que la RNA polimerasa es pausada 

por la presencia de estructuras secundarias y esto en ocasiones 
1 

conduce a la terminacion prematura de un transcrito. De esta 

forma se ha visto que un RNA estructurado que no es traducido, 

como es el caso de los RNAs ribosomales y tRNAs, tienen 

requerimientos adicionales que en algunas ocasiones radican en 

secuencias hacia arriba de su promotor (Lamond et al, 1983). y en 
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Figura 1· a) terminador presente entre las posiciones -48 y -21 con 

respecto al in1c10 de la transcripcibn del RNAII, en el plasmido 

pBR327 y b) estructura palindrbmica que lo sutituirla en el pBR-14 
1 

en la misma posicion, probablemente funcional como terminador. 



otros consiste en la implementacibn de mecanismos especlficos de 

antiterminacibn para lograr una transcr1pcibn eficiente (Holben et 

al, 1985). 

3- El transcrito del RNA II se encuentra en su camino con un 

' terminador aproximadamente 40 p.b. despues del punto en que inicia 

(Stuber et al, 1981). Se cree que este terminador evita el paso de 

transcritos que vienen desde arriba del RNA II y que pudieran 

' elevar el numero de copias. No obstante lo .anterior, los 

transcritos salientes del promotor del RNA II no parecen ser 

afectados significativahlente por este terminador, lo cual sugiere 

que pudiera existir un mecanismo especlfico para evitar su 

' terminacion. 

Todos los antecedentes y consideraciones antes descritos nos 

sugirieron que habla una regibn regulatoria hacia arriba del 

origen que posiblemente 

' numero de copias. 

estaba involucrada en el control del 

Dado que esto no habla sido descrito 

' anteriormente para plasmidos tipo ColEl y ya que en general nos 

interesa el conocimiento de los factores involucrados en el 

' ' mecanismo de replicacion de este tipo de plasmidos, consideramos 

importante el definir la participacibn de la regibn mencionada en 

las funciones del ' p:asmido. As.l. mismo lo anterior resultaba 
; ' esencial para el objetivo de regular el numero de copias del 

pBR327. Por tales motivos se propuso como objetivo para la 

' presente tesis el siguiente: 

Determinar si una ' region hacia arriba del promotor del 

' ' ' situada entre las "primero" de replicacion del plasmido pBR327, 

' posiciones -44 y -129, se requiere para que este se transcriba 
' ' optimamente y estudiar sus efectos sobre la replicacion y el 

ntimero de copias de dicho pl~smido. Un objetivo secundario que se 

lograrla con este trabajo era la obtencibn de construcciones 

necesarias para la obtenci¿n de un vector de clonaci~n cuyo número 

de copias pueda regularse. 



MATERIALES Y METODOS 

Qfill~§! bacteria!1_2~ 
1 

plasmidos usados 

y J21~smido§!. Las 

en este trabajo 

cepas de g.Qoli K12 y los 

se describen en la siguiente 

tabla: 

1 
Designacion 

Cepas 

RRl 

.JM101 

(polA ts) 

NlOO 

Pl~smidos 

pBR327 

pACYC184 

pKOl 

pSC101 

pBR-14 

pBR-15 

pBR-18 

pBR-18b 

pBR-15b 

pHl 

pB2 

pB3 

1 

Caracteristicas relevantes 

.F , proA2, leuB6, thi-1, lacYl 

rspL20, hsdSrb mb . 

((lac, pro) thi, strA, endA, sbcB15, 

supE, F'traD36, proA, laciq} 

pal~ ts (polimerasaI de DNA 

temperatura sensible) 

(gal E T K , recA , lac , pro ) 

Ap1; Te,..; 

cm"; Te Y; 

Ap", 

Te"; 

Te"; 

cm"; Te" 

cm1'; Te" 

cm'; Te" 

cm'; Ter 

Apl" 

Apr 

Apr 

Referencia 

Boli var et al. 

(1977) 

Messing el al . 

(1981) 

Gomez-Eichelmann 

(1981) 

Adhya et al 

(1976) 

1 
Sobe ron et al 

{1980) 

Chang et al. 

(1978) 

Rosenberg et 

(1983) 

Cohen et al 

(1983) 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

al 



1 

Med.!Q§., !fil!Ct,!yQ§ y ~nzimfü¡. Como medio de cultivo se utilizo el 

medio Luria. Para las cepas que contenlan el pKOl o sus derivados 

se utilizó Agar McConkey (Difco),El medio sÓlido se hizo con 

bacto-agar Difco. Los antibibticos (Sigma) se afiadieron a las 

concentraciones siguientes: Ap 100 ug/ml; Cm 40 ug/ml; Te 30 ug/ml. 

Los nuclebtidos se adquirieron de P.L. Biochemicals; el ( - p) 

dATP, 400 ci/mmol, se comprb de Amersham International y los 

oligonucleÓtidos. sint~ticos se prepararon por el m~todo del 

fosfotriester en soporte sblido descrito por Ita et al. ( 1982). 

Las enzimas de restriccibn se compraron de P.L.Biochemicals y 

New England Biolabs. La ligasa de T4 se purificb de acuerdo al 

procedimiento descrito por Panet et al. (1973). La DNA polimerasa 

I (fragmento Klenow) se adquirib de Boeringher Manheim y la 

nucleasa de 51 se comprb de Amersham International. La 

polinucleotido cinasa de T4 fue adquirida de Bio-Labs. Las 
1 1 

digestiones de DNA de plasmido se llevaron a cabo segun las 

condiciones sugeridas por New England Bio-labs. 

El~trofQ.!~is ~ ~le§. s'!~ fül'.§.rosa y §.Cril~id§.. Las condiciones 

para electroforesis han sido descritas por Bolivar et al (1977) y 

fueron utilizadas sin modificaciones. 

Los geles fueron tefiidos con Bromuro de etidio (sigma) 
1 

utilizado en solucion (4mg/ml) y se visualizaron con una lampara de 

UV de onda corta. 
1 

Para fotografiar los geles se uso un filtro de gelatina 
1 

amarilla No.9 Kodak Wratten y pelicula Polaroid NP tipo SS con una 
1 

camara MP-5 Polaroid. 

Los fragmentos fueron eluidos de geles de agarosa o acrilamida 

como describe Maniatis et al, ( 1982). 

1 1 1 
CoM_trlli<cign y _s:ar!!Qteri~cign de 2.lª-!:?migg§. !~Ql!lbi!:@!1!~§.· Para la 

construccibn de todos los pl~smidos se utilizaron t~cnicas 
"standard" de DNA recombinante, esencialmente en la forma en que se 

describen en el manual de Maniatis et al. (1982). La 

.caracterización de las recombinantes se llevó a cabo buscando 

patrones de restricción en minipreparaciones de pl~smido. Algunas 

veces la detección de las recombinantes se hizo mediante 



hibridaci~n en colonia de acuerdo al m~todo que describen Grunstein 

y Hogness (1975). 

~oril2_Eion Y. ~!'..!!!U~ .radioactiYf! 

producto oligonucleot!dico de una 

de QJlgQn~OtidQ.2. 

s!ntesis qu!mica no 
1 1 

El 
1 

esta 

fosforilado en su extremo 5 1 • La fosforilacion se llevo a cabo con 

ATP radioactivo (para seguir al oligo), adicionando 50 uCi de [ 

t-P]ATP a una mezcla de polinucleotido cinasa, con 20-40 pmolas del 

oligonuclehtido. Después de 30 min., se adicionaron 10 nmoles de 

~ATP fr!o ~ se incubo durante 10 minutos. 

Tra!l.§fo!l!!acihn. Las células de ~·E2li de la cepa RRl y NlOO fueron 

preparadas para la transformacihn por el método decrito por Cohen 

et al (1972) y optimizado por Hanahann (1984}. No se hizo ninguna 
1 1 

modificacion a estos metodos. 

~~12ª!:Sf<ion !de La extraccibn y 
1 

purificacion de 
1 

plasmido, 

acuerdo al 

( 1979) y 

pl~smido. 

cuando eran requeridas pequefias cantidades se hizo de 

m~todo de lisis alcalina reportado por Birnboim y Doly, 

modificado por Ish Horowicz para minipreparaciones de 

Cuando se requirieron cantidades grandes se utilizh el método 

de lisado claro de Betlach. et al. (1976}. 
1 

En este caso el DNA fue 
1 

preparado de cultivos celulares crecidos a fase logaritmica y 

amplificados por 

espectinomicina. 

1 

la 
1 

adicion de 300 ug/ml de sulfato de 

Dete!l!!inª2ion 9~ ~ecuencia. Las determinaciones d~ secuencia 

nucleot!dica se hicieron utilizando el método de "terminadores 

dideoxy" reportado por Sanger (1979} después de la correspondiente 

subclonacion en vectores de M13 (Messing et al. 1981). 

Determinaciones de nume,rQ de f<QJ2.!~. El numero de copias de los 

plésmidos fué dete~minado de acuerdo al método descrito por Mosser 

y Campbell (1983), con algunas modificaciones. La cepa de ~.coli 
. 1 1 

RRl conteniendo el plasmido cuyo numero de copias se quisiera 

determinar, fué crecida en 100 ml de medio luria con 10 ug/ml de 



... 
l 

l 
tetraciclina hasta una densidad'bptica de o.5 a o.6 o.n. a 550 nm. 

Despu~s de diluir los culti~os a una densidad bptica de 0.5, 80 ml 

de cada cultivo fué inezclado. con una cnnt ldad igual de un cultivo 

igualmente di luldo ·de RR1 con tenienc1o el t>l~sm:i do r1ACYC1011, como 

·un control interno. El pACY184 tiene un m'.imero de copias de 18 por 
t t 

cromosoma (Chancr et al. 1978). La celulas se lisaron por el metodo 

de lisis alcalina (Birnbolm y Doly, 1979), y el D~A 
1 

fue 
1 

linearizado con HindIII para eliminar las formas multimericas. Las 
t 

cantidades relativas de DNA de plasmido se cuantificaron por 
t 

analisif.; densitom~trJco de fotoarafias d~ los geles en un 
t 

espectrofot0m·~ t""'J 3ed::u<:1n01 nwr.1elo Dt:-8. 

' ~~!!llna.d,Qfl de g:tividag g~ .aalactokina§. Se llevaron a cabo 

determinacio~es de actividad de ga!K de las clonas conteniendo los 
pl~smidos pK01, pHl, pB2 y pB3 con el fin de conocer la actividad 

del promotor del RNA II en todas estas contrucciones. 
1 j 1 

El metodo que se utilizo para el ensayo de galactokinasa fue 

derivado y modificado por Rosenberg ( 1981) a partir de los 

reportes de Wilson et al, y Adhya et al, (1979). Consiste en lo 
' ' siguiente: Las celulas conteniendo el plasmldo pK01 o un derivado. 

de ~ste, se crecen a fase logarltmica (O.D.650 = 0.6) en medio M56 

con fruch\osa 

transfiere una 

como fuente de carbono. Llegado este punto, se 

allcuota de 1 ml a un tubo opvendorf y ~e le 

ul de buffer de ilsis ( 100 mMM EDT.Z\.; 100 mM DTT; 50 adicionan 40 

mM Tris pH8) y unas cuantas gotas de tolueno. Las muestrc.s son 

vigorosamente agitadas y pcsteriu~aente colocadas en un agitador 

de 37C J?<'.~"<'. facilitar le. ev::'.porc.c:'..1'.1u clel l1:i:'..Utn10. Er: C$te m1.1mento 
1 1 

las celulas estan listas para iniciar el enRayu. 

So) .:;dicionan 20 u.1 de mu•;ost:ra a 80 ul d.t:.> me;:cl>'I 1.11~ 

conteniendo lo suguiente: 

20 til de mt'?.Cla 

. ' r·e2cc.ion 

50 ul de mezcla 2 (MgClt.SmM; Tris p'.-!9 200mM; ATP 3.2 mM) 

10 ul de C~galactosa (20 ~M) 
Se incuba lo anterior por 15-30 min a 32C, se toman DO ul y 

' en \tn filtro DE8 l de 2, f• cm de diametro, se lava con 

agua hasta que una·muesti-a blanco contenga menos de 1000 cpm. Las 

unidades clé' aaJé.'lci.okinasa se expresan ..:omo l•''1'H1l11n]es de galactosa 



fosforilada por min por ml de c~lulas a 00 (650nm) = 1.0. 

Oespu~s de que el ensayo se termina, se toman 25 ul de dos 

muestras seleccionadas al azar y se transfieren a dos filtros 

adicionales. Estos dos filtros no son lavados. Todas los filtros 

son secarlos con un.;i. pistol;;i de aire y se cuentan i:-•Jn 5 ml de 

econo!luor. 
1 

Para calcul~r las unidades ~e galactokinasa, se utilizo la 
' siguient•~ formu1;;., Est.:i arsume r.1u" 1u1.:1 •of.lcienciLl de conteo ((e •>O~~ 

para carbono-14 y que han sido utilizados 20 ul de alicuota para 

el ensayo: 

galactokin;:isa 

(unidades) 

(cpm-blanco) 

cuentas promedio de 

filtros no lavados 

5200 

x tiempo x 00(650) 

de icub<:1cion 

Se utillz¿ D-(1-11CJ g¿ilactosa l'lmershélm a 50 11,Ci pr.>.t' .nmol, :,a . 
galactosa marcada se diluye a una actividad especifica final de 

4.5 x lo'npm/omo~ .. 



RESULTADOS. 
1 1 

Como se vera a lo largo de esta seccion, el desarrollo del 

proyecto estuvo caracterizado por una serie de :~previstos que 
1 

dificultaron la interpretacion de algunos de los experimentos. 

Muchos de los problemas que se presentaron fueron consecuencia de 
1 

la complicada activ!dad transcripcional de los plasm!dos pBR que 
' fueron usados para el trabajo, (al respecto de esta, se presenta 

• 1 

una descripcion en la figura 9). Sin embargo, el uso de estos 
1 

pl~smidos estaba justificado, por un lado porque el fenomeno de 
1 1 

interes fue encontrado en ellos y por otro lajo, porque eran los 

que querlamos manipular para su 
1 1 

Esta serauna narracion 

1 

regulacion. 

cronolbgica del trabajo. Para 

facilitar su comprensibr; se menc:!onar~ aqul c;¡ue l'o que es-ta te'sis 
' demuestra es que una region inmediatamente arriba del promotor del 

' RNA!I, 

tanto, 

afecta positivamente la transcripcibn de este y por lo 
' el numero de 

' contundentes sugieren 

copias del pl~smido. Evidencias menos 

que el elemento relevante es la secuencia 
1 ' que se regenero en la construccion del pBR-14, a la cual ya me 

referl en la seccibn de antecedentes. 

En la siguiente 

referir~n al sitio 

presentacibn las posiciones de bases se 

·de iniciacibn de la transcripcibn del RNAII, 
1 ' asi mismo, el promotor del RNAII sera referido como RNAI:~. 

A. Construcciones de pl~smidos. 
1 

La primera estrategia obvia que se utilizo para el estudio.de 

la regibn inmediatamente arriba del RNAIIp consistib en alterar la 

secuencia hacia arriba de -44 y evaluar sus efectos a ' traves del 

n~mero de copias y estabilidad del pl~smido. El pl~smido en el que 

s~ llav~ran a cabo tales alteraciones tenla que cunplir con 

algunos requisitos de acuerdo a las suposiciones que entonces se 

manejaban. Estos requisitos eran: que hubiera un sitio ~nico de 

restriccibn en :a regibn que nos interesaba estudiar que 

permitiera introducir mutaciones; que el pl~smido que fuera a 

sufrir tales mutaciones garantizara el poder ser aislado aunque su 

origen de replicacibn perdiera su funcionali~ad totalmente y; que 

la caracterlstica fenotipica que fuera a us~cse ?ara la selecc~bn 
de las mutantes permitiera el aislamiento de pl~smidos de alto o 



-3o~ 

1 

bajo numero de copias con igual probabilidad. 

El plasmido pBR327 no c-.;mplia · con tales requisitos 

especialmente porque no tenla un sitio ~nico de restriccion en la 

regibn que nos interesaba. El pBR-14, en ca~bio tenla un sitio 
1 1 1 

unico de restriccion para BglII en la posicion -44 que resultaba 

muy apropiado para introducir alteraciones de la secuencia, y por 

tal motivo se decidib utilizarlo. Sin embargo, este pl~smido como 
1 1 

tal no era el mas adecuado para buscar efectos de replicacion, ya 
1 1 

que al haoer sido generado por una delecion que se llevo parte del 

gen de resistencia a ampicilina, sb10 es seleccionable como tet~ 
ta resisteñcia a tetraciclina es en general d~bil y pensamos por 

ello que al se:eccionar para tetr pudiera estarse seleccionando 
1 1 1 

indirectamente a aquellos plasmidos que presentaran un alto numero 

de copias. Por otro lado, el pBR-14 tampoco permitirla el 

aislamiento de un pl~smido en el cual el orlgen de replicacibn 

hubiera perdido su funcionalidad. 
1 

Con la intencion de solucionar estos inconvenientes, se 

procedi~ a hacer dos construcciones. La primera de ellas consistih 

en insertar un "caset~e" que confiere resistencia a cloranfenicol 

en el sitio de 

denominado pBR-15, 

EcoRl del pBR-14. 

es tal que el 

El 

gen 

pl~smido resultante, 

de resistencia a 

cloranfenicol se lae'en el mismo sentido ~ue el de tetraciclina, 

es decir en sentido contrario al origen. 

Para contender con la posibilidad de perder la viabilidad del 

plasmido al alterar su secuencia hacia arriba de -44, se decidib 

proveer al pBR-15 de otro origen de replicacibn. El origen que se 
' t f • 

elig!o fu~ e: del plasmido pSC101 por las siguientes razones: ~1 

plasmido pSC101 tiene un mecanismo de 
1 

replicacion muy distinto al 
1 

de los plasmidos tipo ColEl, lo cual los hace compatibles 
1 

(Collins, 1977); existían antecedentes en los cua~es estos dos 

orlgenes se habla incluido en el mismo replicbn {Cabello et al, 
1 

1976) y; en una condicion polA en donde el origen tipo ColE1 no 

es funcional, el origen de pSC101 si lo es, mientras que en una 
1 1 

condicion polA+ esta situacion se invierte. Tal circunstancia 

nos permitir"ia hacer experimentos en forma diferencial. 

El origen de pSC101 fu~ obte,r¡ido como un fragmento de :'.:·-.en 
t ~: .. 

y fue clonado en el sitio de HindIII del pl~smido pBR-15. La 
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presencia del origen de pSC101se 
1 

selecciqno por conferir 

replicabilidad 
1 

en condiciones polA. Como esperabamos el pl"asmido 
1 1 

resultante, llamado pBR-18, se comporto como un plasmido de alto 
1 

numero de copias en condiciones polA+ indicando que el origen de 

pBR estaba activo. 
1 

pl~smido pBR-18 tenla ya todas las ca:rc.cter:!sticas 

necesarias para analizar la regibn hacia arriba de -44, es decir, 

contaba con un origen de replicacion adicional, que permitir!a 

ai~lar mutantes cuya replicabilidad dependiente.de: origen de ~SR 
' hubiera sido impedida y tenia el gene que confiere resistencia a 

1 1 
cloranfenicol, cuya expresion permite la seleccion de pl"asm1dos 

monocopia. En este pl~smido se procedib a alterar la regibn de 

-44. Para ello se l~nearizb con BglII y se recircularizb en 

presencia de un 18mero 
1 

sintetice cuya sec·~encia de era 
1 ' .GllT.c:lt~~~t~~CTA{o y que proveia un sitio de SmaI a traves del 

' cual se podian icentificar las clonas q~e lo 

·r transformacibn se 

algunos pl~smidos 

' recupero en condiciones polA. Se 

con sitio de SmaI y otros 
1 

1 

contenian. La 

seleccionaron 

sin ' este. 

Posteriormente se observo que en condicion~s polA+ las hacterias 

' cuyos plasmidos tenlan sitio de Smé.!I, 
1 

parches mas 

peque~os que las otras cuando el medio contenia altos niveles de 

cloranfenicol. Se escogib uno de los pl~smidos que ten!an la 

insercibn del oligonuclebtido y se le denmninb pBRlB-b. 

El hecho de que el pl~smido pBR18b presentara menor 

resistencia a cloranfenicol podla explicarse a trav~s de dos 

hipbtesis alternativas, una de ellas era que la alterac);.,~, de la 
1 

secuencia hacia arriba de -44 hubiera obligado a estos p:amldne a 

depender del origen de pSC101, que es de bajo n~mero de copias, y 
l 

la otra era que d!c!-ia al terac ion hubiera ten.'..do como co::secuenc ia 
1 • 1 

una disrninucion considerable en el numero de cop!as co~fe~ido por 

el origen de pBR. Para distinguir entre estas dos posibilidades, 

se decidib quitar el origen de p3C101 de: ~3?-:Sb. ~~ ~:~srnido 
resultante, el pBR-15b, es equivalente al pSR-15 excepto porque 

contiene la insercibn descrita e;1 :a pos!ci~n -4-!. St; e:-"istenr.ia 

demostr~ que el origen de pSC101 era prescindible en el pBR-lBb y 

por ende que la alterac!bn en la regibn de -4~ no es leta: para un 

' plasrnido tipo pBR. Sin embargo la menor resistencia a 



cloranfenicol indicaba que el origen no funcionaba optimamente. 

Cuando cabla la posibilidad de que modificaciones en la regibn de 
1 

-44 fuesen letales, manejabamos dos hipotesis opuestas: que el 

origen no funcionara o que lo hiciera a tan alto nivel que 

!nterf!riera con el 
' construcc!on del 

:~ncionamiento de la c~lula hu~sped. 
pBR-15b fu~ posibl¿ descartar la 

Con la 

segunda 
1 

hipotesis. 

1 1 

B. Determinacion de numero de copias de 
1 

los plasmidos pBR327, 

pBR-14, pBR-15 y p3R15-b. 
1 

A traves de los experimentos descritos en la anterior 

secc!~n, se obtuvo la mutante deseada (pBR!5b) para la observacibn 

del efecto de la regibn hacia arriba de -44, sobre el origen de 

replicacibn. Se decid!b entonces hacer determinaciones del n~mero 
de copias y estabilidad de las construcciones mencionadas. Para 

este fin se utili~aron los procedimientos que se indican en la 
1 1 

seccion de Materiales y Metotlos. Los resultados obtenidos en este 
1 

experimento se presentan en la tabla numero 2. Como puede 
1 

observarse hay marcadas diferencias en los numeras de copias de 
1 1 1 

todos los plasmidos. No obstante, como resultara claro mas 

adelante, algunas de estas diferencias son debidas a efectos 

trans¿ripc!onales provenientes de otras regiones del pl~smido no 

relaciondas con el origen de replicacibn pe~o que se transcriben 

sobre ~ste generando ''prlmeros 11 ~tiles para inicíar replicacibn. 

Independientemente de estos efectos que ser~n discutidos m~s 
1 

adelante, existe una clara diferencia entre los plasmidos pBR-15 y 

pBR715b, los cuales deben presentar la misma actividad 

transcripcional proveniente de regiones hacia arriba del origen, 
1 1 

ya que su unica diferencia es la alteracion que se presenta en 

-44. 
1 

Antes de adentrarse en la explicacion de los resultados 

obtenidos, conviene hacer referencia a la figura 9 y a la tabla 1, 
1 

en donde se se~alan los sitios de terminacion e inicio de 
1 1 

transcripcion que se han determiando en el plasmido pBR327, y se 

expresan las fuerzas de los promotores y el grado de terminacibn 

que se da en los puntos se~alados. Asi mismo en la figura ! se 
muestran cuales terminadores y p~6motores se vieron afectados en 
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DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS 

?LAMIDO COPIAS/CROMOSOMA 

pACY184 18 

pBR327 30 

pBR-14 60 

pBR-15 45 

pBR-15b 15 
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alrededor 650 630 La term1nac1on en Boyar et al. (1977) ¡ 
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IAp 1 "3110lt2) "1080 Von G•b•1n et al. 11982 

"3070( t3) .. 1140 Broeiue et al, 11982). 
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"'º 000 Stuber il Bujard (1981). 
2700(tal ... 2310-2210 opueata No ae conoce Queen 6: Roaenberg (1981 
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del reloj e igual a1gnif1ca en el ais•o aentJdo. 



.. ·~ 

pBR 327 

FIGURA' 9. SEÑALES DE INICIO Y TERMINACION DE LA 
TRANSCRIPCION EN PBR327 Un p~omotor se sefiala con el slmbolo 

"/J., la direcci~n es indicada por el mismo slmbolo. <Jn 

terminador se sefiala con el slmbolo St. Los transcritos que 

/ 
'• ,, 



cada una de las construcciones descritas. De esta manera, puede 
1 

observarse que el aumento del numero de 

pBR-14 con respecto al pBR327, se 

circunstancial del terminador del gene 

acercamiento del promotor de este 

copias que presenta el 
1 

explica por la delecion 

de ampicilina y por el 

mismo gene, 
1 

asi como del 

promotor del anti-tet. Los efectos de los cambios sufridos en -44 
1 

en el pBR-14, no pueden ser apreciados en esta comparacion. 
' ' t 1 

El plasmido pBR-15 muestra una disminucion de su numero de 
1 

copias con relacional pBR-14. Esto muy probablemente es debido a 
1 

la insercion del gene de cloranfenicol que aleja el promotor del 

anti-tet y probablemente tambi~n disminuye su actividad ya que se 

transcribe en sentido opuesto a ~l. Finalmente el pBR-15b tiene un 
1 

numero de copias meno~ al del pBR-15 y a cualquiera de los otros 
1 1 ' 

plasmidos. No hay razon para suponer que el pBR-15b sufra tina 

menor actividad transcripcional proveniente 

arriba del origen que el pBR-15, y en todo caso 

de promotores hacia 

podrla suponerse 

lo contrario, ya que el terminador que en el pBR327 se localiza en 
1 1 1 

la region de hacia arriba de -44 (posicion -20 a -50), que fue 

descrito en la secci~n de antecedentes, es parciamente restitu!do 

y muy probablemente funcional en el pBR-15, y en cambio en el 

pBR-15b es totalmente destruido, si bien es importante mencionar 

que al ser secuenciado el DNA que se introdujo en el pBR-15b en la 
1 1 1 

posicion de -44, se encentro que se habian insertado tres unidades 
1 

repetitivas del oligonucleotido mencionado, que generaron la 

siguiente secu~ncia: 

GTAAAAGATGCTGAAGATCTCCCGGGAGATCTCCCGAGATCTCCCGG
0

GATCTTCTTGAGATCCTTTT ~NI\!._, 
-19 

Esta secuencia tiene: posibilidad de formar una estructura 
1 

secundaria estable, pero no posee la region de poliU que 

caracteriza a los terminadores rho independientes, ni ha sido una 

secuencia que evolucionara como terminador, por lo que 

consideramos que es poco probable que funcione como tal. 

Lo anterior permite concluir que la dlsminuci~n del n~mero de 

copias que presenta el pBR-15b~on respecto al pBR-1~ se debe a 
1 

efectos sobre el origen de replicacion causados por la diferencia 



de secuencia a partir d~ -44; Los promotores de los pl~smidos 
1 

pBR-14, pBR-15 y pBR-15b fueron secuenciados comprobandose que no 

hablan sufrido ninguna mutacibn. 
Debe notarse que el pBR-15b tiene menor n~mero de copias que 

1 
el pBR327 y aunque una comparacion directa entre estos dos 

1 1 

plasmidos no es del todo valida, resulta significativo este hecho, 
1 

puesto que la presencia de 

justamente antes del promotor 

un sitio de terminacion adicional 

de: RNAII en el pBR327, har!a 
1 

suponer que en este ocurre menor actividad transcripcional ~obre 

el origen proveniente de otros promotores y esto conduce 

nuevamente a la conclusibn de que el pBR-15b presenta alteraciones 
1 

funcionales de su replicacion atribuibles a la secuencia ya 

seftalada. 

Los resultados de estabilidad son consistentes con las 
1 

variaciones en el numero de copias. 

C. Construcciones en pKOl 

La dificultad para interpretar directamente los datqs 
1 

obtenidos a traves de los anteriores experimentos, hizo clara la 

necesidad de aislar transcripcionalmente el origen de replicacibn. 

Para ello hubiera sido necesario insertar algunos terminadores 
1 

fuertes en la region inmediatamente hacia arriba del RNAIIp. No 
' • 1 obstante no contabamos con sitios de restriccion adecuados en 

1 

todos los casos que permitieran hacer dicha insercion. Por esa 
1 

razon decidimos alternativamente aislar el promotor del RNAII y 

estudiar su funcionamiento en otro contexto, es decir dirigiendo 
1 1 

la transcripcion del gene de galactokinasa presente en el plasmi~o 

pKOl. 

El pl~smido pKOl fu~ diseftado especificamente para el estudib 

de promotores (McKenney et al, 1981) in yivQ y para tal fin cuenta 

con el gene de galactokinasa, el cual carece de promotor y en su 

lugar existen diversos sitios ~nicos de restriccibn (McKenney et 
1 

al, 1961). Adicionalemente en la region hacia arriba de tales 

sitios, se insertb un terminador fuerte que aisla 

transcripcionalmente al gene galK. En este sistema se inserta el 

promotor que desee estudiarse en cualquiera de los sitios de 

restriccibn mencionados y se observa su fuerza como una función de 



la actividad de galactokinasa, la cual puede medirse en un ensayo 

relativamente sencillo. 

De esta forma, fueron insertados en pKOl paralelamente tres 
' diferentes fragmentos provenientes de los plasmidos pBR327 y pBR-

14. Uno de ellos, aislado como un fragmento de HpaII de 404 pares 
' de bases del pBR327 contenia la secuencia hacia arriba de -44 

originalmente presente en el pBR327, adem~s del promotor del 

RNAII, este pl~smido se llamo pHl. ' Otras caracteristicas 

eatructurales contenidas en este fragmento se 

figura 11. El otro fragmento, producto de 

presentan en la 

' la digestion doble 
' BglII-HpaII, contenia igualmente el promotor del RNAII, pero el 

1 
sitio de BglII delimitaba la posicion -44, de tal forma que no 

tenla la secuencia del pBR327 a partir de este punto. A este 
t 1 ! 

plasmido se le denomino pB2. 

un.tercer fragmento aislado del pBR-14 como consecuencia de 

cortar con BglII-HaeIII, contenla tanto el promotor del RNAII como 

,. el del RNAI, si bien el inserto quedb orientado de tal forma que 
1 1 

el promotor del R~AII dirigia la transcripcion de galactokinasa. 
1 1 1 

En esta construccion tambien fue alterada la secuencia a partir de 

-44 hacia arriba. Este pl~smido fue denominado pB3. Un mapa de los 

pl~smidos descritos se presenta en la figura 11. 

Las construcciones hechas en pKOl fueron transformadas en una 

cepa galK y pudieron seleccionarse en placas de McConkey

galactosa, en donde aqu~llas bacterias que no expresan 

galactokinasa, como serla el caso de las que portan el pl~smido 
1 

pKOl sin promotor, forman colonias blancas y aquellas que estan 

expresando galactokinasa, es decir las que tienen promotor, forman 

colonias rojas. 

Vale la pena mencionar 

todas las cuales estacan 

por los mismos sitios de 

que se hicieron otras construcciones, 

delimitadas hacia arriba y hacia abajo 

re~triccibn. Estas construcciones 

contenlan el promotor del RNAII en todos los casos pero algunas 

tenlan mutaciones hacia arriba de -44 introducidas con un 

oligonucle~tido sint~tico: 1 ' En tales plasmidos, se observo en 
' forma superficial la actividad de galK, segun la intensidad del 

color de las colonias que formabnn en McConkey y se encontrb que 

habla consistcincia con la idea de que la expresibn de galK se ve 
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DISCUSION 

Este trabajo demuestra esencialmente que variaciones en la 

secuencia hacía arriba de -44 del promotor del RNA II, tienen 

efectos en la transcripcibn de este R~A. Nuestra evidencia mas 

clara al respecto proviene de comparar las actividades de 

galactokinasa de las colonias que contienen ~os pl~smidos Hl y B2. 
1 

El plasmido Hl conserva la secuencia hacia arriba de -44 igual a 

la del pBR327 y el pl~smido 82 contiene una secuencia diferente a 

partir de esta misma posicibn (la cual es aportada por el pKOl). 

La actividad de galactokinasa q~e presenta el pHl es tres veces 

superior a la del pB2. 

Una segunda conclusibn que deriva de las construcciones en 
• 1 

pKOl se observa a traves de la actividad de galactokinasa 

conferida por el pl~smido pB3 (ver resultados). En este pl~smido 
la secuencia hacia arriba de -44 tambi~n ha sido alterada y por 

··otra parte, refleja mejor las condiciones en las que se expresa 

el RNAIIp in vi~, ya que incluye el promotor del RNA I 

' transcribiendose en forma opuesta al RNAII, de igual manera que 

como ocurre en 

presente actividad 

del RNAII no es 

arriba de -44. 

el origen de replicaci~n. El ·hecho de que el pB3 
1 

de galactokinasa demuestra que la transcripcion 

totalmente dependiente de la secuencia hacia 

1 1 
Los plasmidos pBR-15 y pBR-15b cuyo numero de copias fue 

determinado, confirman la funcionalidad de una secuencia hacia 
1 

arriba de -44, dada la diferencia de sus numeres de copia y ademas 

sugieren que en el pBR-15 se restituye en un cierto grado la 

funcibn que ejerce tal secuencia en el pl~smido pBR327. Si esto 

es asl, las caracterlsticas de secuencia que el pBR-15 (o pBR-14) 

tiene en com~n con el pBR327 en su regibn de -44 hacia arriba, 

podrian sugerir una cierta caracterizacihn de la secuencia 

involucrada 1~n la funciQn descrita. En este sentido, la regibn que 
1 • 1 

resulta mas homologa entre los plasmidos mencionados se localiza 

entre las posiciones -49 y -56, en donde ambos presentan la 

secuencia AAAAGAT solo desfasada por una base. Es importante 

recordar que el pBR-14 fue el ~nico pl~smido con variaciones en la 

regibn hacia arriba de -44, que pudo aislarse durante el 



1 

J 

experi.mento de 

antecedentes. 

1 

delecion que 

1 

-38 

se 
1 

describio en seccibn de . 

Otra caracteristica notable respecto a la secuencia que 

circunda la zo11a de -44 es que es muy riéa en A/T;. situacibn que 

prevalece en el pBR-14 y que es alterada en los pl~smidos pBB-15b 
' y pB2. La relevancia de esto sera discutida mas adelante. 

1 

Una observacion que puede ser de utilidad para la 

delimitacibn de la regibn que afecta al promotor en su extremo mas 

distal, es que en el pl~smido pBR327 la secuencia proveniente del 

origen de repllcacibn del pMB9 incluye hasta la posicibn -59, 

hacia arriba de la cual se inicia la secuencia correspondiente al 

gene de ampicilina (Sutcliffe, 1979). Esto indicarla que la zona 

de influencia sobre el RNAIIp no se extiende mas all~ de la 

posicion mencionada. Lo anterior no es demostrado directamente e 

incluso podrla pensarse que regiones propias del gene de 

ampicilina fueran responsables circunstancialmente del efecto 

observado. Al respecto, puede argumentarse que las se~ales 

involucradas en el inicio, regulacibn y terminacibn de la 
1 

transcripcion del gene de ampicilina han sido estudiadas y se .~ 

encuentran bien localizadas en el pl~smido pBR322 y sus derivados 
1 

(von Gabain et al, 1963; Stuber et al, 1981). Por esta razon se 

puede afirmar qlte en la 
1 

region de ampicilina que se incluye en el 
1 

plasmido Hl no existe ningun elemento que pueda explicar la ., 1 
activacion de la transcripcion del RNAII. 

Con el fin de explorar la posibilidad de que la secuencia 

hacia arriba de -44 pueda ser definida como parte del promotor o 

' bien como un elemento regulatorio, se presenta a continuacion ~n 

an~lisis de la estructura del RNAIIp y se recuerdan las 

condiciones en las que normalmente se expresa. 

El promotor del RNAII tiene un -35 (TTGAGA) y un -10 (TANNNT) casi 

canOnicos, 1a distancia entre estos es de 17 p.b .. su actividad 

medida in ~!:.Q lo define como un promotor de fuerza media. Estas 

caracterlsticas no sugieren la necesidad de extender la estructura 

del promotor para un funcionamiento bptimo. Por otra parte, se 

mencionaron anteriormente 
transcripcibn de un RNA es 

algunas 
af ectpda 

evidencias 
in vi:'lQ por 

de 
la 

que la 

expresibn 



opuesta de otro RNA, cuando uno de ellos se transcribe con mayor 

fuerza. La expresion del RNAI y el RNAII ocurre en forma anAloga, 

siendo el RNA II el que se expresa con menor fuerza. 

ha demostrado que la transcrpcion del RNA II se vea 
1 1 

la transcrpcion del RNA I, una situacion de 

Aunque no se 

afectada por 
1 

este tipo si 

justificarla la necesidad de una secuencia que aumentara la fuerza 

del RNAIIp. 
Otras consideraciones pertinentes en 

1 
relacion a esta idea 

in_cluyen las evidenc·ias que Travers ha presentado con respecto a 

secuencias hacia arriba de -35 que afectan el funcionamiento de un 

promotor (Lamond et al, 1983). Estas evidencias no han definido un 

consenso en cuanto 
1 

1 
a posicion o en cuanto a secuencia. Una 

caracteristica interesante que presentan muchos de los promotores 

en los que Travers ha dkfinido requerimientos hacia arriba es que 
1 

son promotores que inician tra~scripcion de operones de tRNAs o 

RNAs ribosomales. Los transcritos de estos operones, como ya se 

~ dijo antes, son muy estructurados y no son traducidos, 

circunstancia que los predispone a sufrir cierta polaridad (ver 
1 1 1 

introduccion}. Esta situacion se presenta tambien en el caso del 

RNAII y permite sugerir que los promotores que originan RNAs no 

traducibles pudieran haber desarrollado un requerimiento de este 

tipo, con el fin de aumentar el inicio de su transcripcion. 
1 

Otro dato .que ha sido propuesto por H.Bujard en relacion a la 
1 

extension de la estructura de un promotor ha sido ya comentado en 

la introduccion y se refiere a la presencia de una regibn rica en 

A/T en la vecindad del promotor (Deuschle et al, 1986}. Con 

respecto a esto ya se ha mencionado que el pl~smido pBR327 tiene 
' . una region de.alto contenido de A/T alrededor del promotor del RNA 

II; especificamente, en la region que abarca las posiciones de -35 

a -55, su contenido es de un 70%. En el pBR-14 la region que 
1 

incluye las posiciones mencionadas contiene tambien un alto 

contenido de A/T (72%). Sin embargo, en el pBR-15b en la region 

que va de -35 a -55 hay un 30% de bases A/T, es decir se vuelve 
1 

fundamentalmente rica en· G/C y en la clonacion hecha en pKOl, 
1 1 

(pB2), tambien se ve disminuido su contenido de A/T (42%). Todo 

lo anterior sugerirla que es la composicion de bases en la 
1 

vecindad del promotor la que determina su funcionamiento optimo. 



-'lo-

Sea este el caso o sea que participa una s~cuencia especifica (de 

entre las cuales la mas significativa es AAAAGAT), consideramos 

que existen razones que explican la presencia de un requerimiento 

estructural hacia arriba del promotor para su funcionamiento 
1 

optimo. 

Estas razones 

caracterlsticas del 

estan principalmenté 

transcrito que 

condiciones en que ~ste se sintetiza. 

se 

relacionadas 

produce y 

con 

con 

las 

las 

El an~lisis anterior considera la posibilidad de que haya un 

elemento cercano al promotor, que bien podrla ser definido como 
1 

parte de el y que constitutivamente activa su inicio, pero existe 
1 

tambien la posibilidad de que la secuencla hacia arriba del 

promotor sea una seftal independiente que participa en la 
1 1 1 

regulacion de la transcripcion a traves de interaccionar con otra 
1 1 1 

molecula efectora ~al como una proteina. La regulacion del inicio 
1 1 1 

de la transcripcion del ttprimero" tendria como consecuencia 

variaciones en el n~mero de copias. Estas variaciones podrlan 

reflejar una coordinacibn entre el "ciclo de vida" del pl~smido y 

las condiciones metabblicas de su hu~sped. No obstante, a la luz 
1 

de los resultados que aqui se presentan, no es posible analizar 

tal hipbtesis, aunque cabe seftalar que durante la amplificacibn, 

donde no hay replicacibn del cromoso¡na bacteriano, ocurre 

replicacibn de pl~smido, lo cual no serla . totalmente consistente 

con la sugerencia anterior. De cualquier forma, si el caso del 

RNAIIp fuera este, la protelna que interaccionarla con su 

secuencia hacia arriba de -44, serla codificada por el cromosoma 

bacteriano, puesto que las ~nicas protelnas que son codificadás 

por el pBR327 son aquellas que le confieren resistencia a un 
' antibiotico, (f-lactamasa y tet). 

Otro aspecto regulatorio que debe ser considerado en este 

' ' contexto, se refiere a la regulacion de la terminacion, cuyas 

caracterlsticas generales han sido delineadas en la Introduccion. 

Para ello debe recordarse que a lo largo del origen ocurre la 

formacibn de diversas estructuras secundarias ~n las cuales podr!a 

esperarse que haya pausamiento de la RNA-polimer~sa, aborcibn o 
1 

incluso terminacion en presenci,a de rho. De hecho se ha 
1 

determinado la presencia de un terminador 40 p.b. despues del 



j 

J 
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. ' inicio de la transcripcion del RNAIIp. 

!':sta slt\\adhn •:rngiere q\\e podrla eidstir cm. 1necanlsmo c;I\\e 
' asegure la transc:ipcion efjr:jpnte por enc1ma ci• las astructuras 

menc.ionad;,r,, es ded r, que impicia la termtnar..ihn. F.1 iwor:r•sc1 ele 
1 

f\1e dcsc1·ito ya, en el in1c:1o de este trq1,ajo, a~ 

mencionh entonces q\i.e se ha encontrado '-ll"l caso en g,Qol.:!.. en el 

cual se ha demostrado que un promotor puede co11fe1•ir a la RNA

polimerasa capacidad de transcribir por encima de terminadores rho 
• 1 

dependientes. Lo anterior fue reportado por Holben et al (1985) 
1 

para el operan 

' antiterminacion 

ribosomal rrnc. Este 

como \m evento simple de 

autor define 

' disminucion de 

la 

la 
eficiencia de terminaci~n y no como un mecanismo especlfico de 

' regulacion transcripcional. Se 
. ' 

ha propuesto, en forma 

especulativa, que la antiterminacion causada por los promotores de 

rrnC 11odr.\r.1 ser con~;ec\1N1cia de una interacci~n pr~co us\1.al de la 

RNA polimeraaa permitida por la estructura del promotor. Bajo 

este mismo concepto podrla S\1.ponerse que el promotor del RNAII y 
la secuencia que lo circunda podrian ejercer la funcibn de 

antiti~!'l\\i!1·"'.•·1ui• como \\11 mecanismo sustitutivo del <:1.coplamiento de 

la tre.d\ll'Ci~•n y la tr;;tl!SC" :pe i ,\ll. Ciertamente .los pl~<;;m.hlos pHl y 

pB2 no incluyen las secuencias que dan lugar a la mayor!a de las 

estructuras que se forman a lo largo del RNA II, sin embargo la 

anterior hip¿tesls sigue siendo v~lida y las Q!ferencias de 

actividad de gaH: podrlan ser explicadas en funci~n r1e ella, ya 

que el terminador situado en el interior del origen si est~ 
presente en estas constr\1.cciones. 

En es te sen ti do, col!~' .'..de!·amos dign<J de s•:l'ialarse que entre 

las secuencias hacia arriba de P1P2 de rrnC y RNAIIp hay 

homologlas significativas y vuelve a ser sobresaliente el alto 

contenido de A/T que se encuentra en la regihn: caracter!stica gue 

' es ademas ccimpartida con los otros promotores de operones 

ribosomales, A continuacibn se alinean las secuencias que se 

encuentran hacia arriba de los promulo~es mencionados con el fin 
' de destacar las caracterist!cas sel'ialadas. 

RNAIIlJ 

rrnC 

AGAAAAGATC AAAGGATCTTCTTGAGA - -::w--
AGAAAATTATTTT~TTTCCTC TTGTCA 

-36 



Por otra parte, debe mencionarse que la estructura en tandem 

de los promotores de operones ribosomales, pa!'ece ser importante 

para explic~r el comportamiento particular de la transcripcibn en 

estos operones. 

Finalmente, a manera de conclusibn, me gustarla senalar que, 

en funcibn de lris anr.tloglas que r.1qul se presentan, lo que a 
t 

nuestro parecer es la hipotesis mas fundamentada respecto a la 
1 1 

definicion y funcion de la secuencia hacia arriba de -44 que 
1 

activa la transcripcion del RNAII es que, debido a que es un 

promotor que transcribe un R~A estable y no traducido, tiene un 

requerimiento adicional similar a los que se presentan en otros 

promotores de este tipo. Este requerimiento se manifiesta como una 

extensibn del promotor que bien puede actuar hacien~o posiLle una 

interaccibn distinta entre la RNA polimerasa y el lamplatlo ya sea 
1 

para aumentar la frecuencia del inicio de la transcr!pclon, o bien 
1 

para causar una mayor eficiencia de transcripcion ~ :0 1Rrgn del 
1 

templado, por ülsminuir la probab~:110acl de ternd.nacii':·1n. ~:o ¡1ner1c 

excluirse la posibllidad de que Jo anterior se lleve a cabo con la 

partir.:ipr.tr::t~n de Alguna prote\i1.-=1 ef~ctn1·r.1 r.nyoG r~t]118l"imi~ntofl de 
, 1 

reco11ocimiento sean mi11imos y no rn1i.y r::v1r1E~n~r.·s-. ;; ti."'i;i.Ves r11=~ .1:--t 
' 1 secuenc!a. E;~peri171ento~~ que ayt:darian a t:vaJn.~1· E·st.~ ~:!. t:~:na 

1 

invollicrarian tr11nsr:ripc.ioru~s i.TI v.i t2·2 1 ·.:iti.i1.~.:i.nc1o 

templados del RNAII y :3U promotor, qne h::1ch. C\l'l'iha rej?:'•?S•2nta1·,,r, 

distintas delaciones hasta -~5 y hacja abajo tncluye~an las 

estructuras secundarias que se forman en este transcrito. 

Por otra parte, 

secuencia hacia arriba 

1 

para descartar l.'1 hiriotPsis c1e el\!'.· 

1 1 1 

'· ,., 

regulacion del inicio de la replicacion podria efectuarse un 

estudio en donde se midiera el n~mero de cop!~s c1e bacterias (c1e 

y en 

1 ' 
con distintas velocidades de duplicacion de su vublacion; , 
funcion de di fer entes condiciones me tab•~•l i cas y 

posteriormente observar las variaciones de este comportamiento al 

alterar la secuencia mencionada. 

~ 11 ... 



RESUMEN 

La replicaci¿n del pl~smJdo pBR322 y sus derivados procede 

mediante un mecanismo tipo ColEl, cuyos elementos claves son dos 
' como primnrn parA la 

' replicaci~n y e1 RNl\T q1.1A ;_•s 1n1 :~~-!~·ii1'r~1">1' d8 1;; r13pJicñcion, ya 

' que al ser capaz de formar un hibridn co~ el RNAII, lmp!Ge sue 
' ' ' este ult1~10 act~~P ~n~~ :~~~!merc1. 

' A travPs l~t~ r: .i e·: to';:i 1::-~-: 1:ie1· i1:ti::11 !..uLl lle e hu-:: E:'!l i:.ol labo!'a tu'.!.. lo se 

encontraro:! ev~e~~1c!as ¿e que ~~a secue~cia ub!ca<la hac!a ar~ilJa 

tlel p:•omotor del Il.NAII (~·ntre ~11 prJsici~n -44• y -·5!j), tenia 

' ' efectos sobre el control de la replicacion de: p!aGmido pBil.327. 

' Como un primer enfo~ue para probar esta hip11tesis se construyeron 
' 4 plasmidos llamados pBR-15, pBRl5b, pBR-18 y pBR-16b en lns 

cuales se ha1·lan r1etermin;;1cinnes c1r~ n~
1

un0ro .. 1 . .,, 1~r~r11.-. ;¡ rl.-, •'!Sta 

manera se obtendrla .i11form·'.:\Cl~1:1 ;~ce~·c;:\ C.e '...-;t1 c;:=..~1ac.1rlr.tc1 t1r=' 

' revl 1 car. il"1n. 

con respecto al pBR322 y sus derivados, en la reaibn que precede 
1 

al p:·omotor del RNAII, a va~tir de la pos!~!t•l1 -4~ hac~~ arriba. 

~a fi:.:;\ira 

' cont!nuac!o~ se 

s ' ;;1lc~Sl:-t!dos !(lt:•i 1 (': (i!J~.(1(1:_; d. 

el:os a trav~s de la 

cual se aprecian sus caracteristicas distintivas. 

- El pBR-14, un pl~smido cuya construccibn se decribe con detalle 
' 1 en la seccion de antecedentes, fue utilizado para la constr\tccion 

1 1 
del pBR-15 y a partir de este ultimo derivaron a su vez los 

pl~smidos pBR-18, pBR-18b y pBR-15b en forma sucesiva. El pBR-14 

era el 
1 

plasmido mas adecitado p<1ra estos eitperimentos porque 

presenta un sitio ' unico para la enzima BglII, situado muy cerca 
' del promotor del RNA II (en -44) t característica que lo distingue 

' de pBR327 y pBR322. Por otra parte, aunque el pBR-H, tambien 

presenta ciertas diferencias de secuencia en 

interesaba estudiar (entre -44 y -55), 

parecen ser importantes para el 

replicacion. 

efecto 

' la region r,¡1.te nos 

' conserva aquellas que 

observado en la 

• La posicl¿n l~Qjcada se refler·~ en tu~os ~os casas al sitio 

donde inicia la transcripcibn el RNATI. 



- El pBR15 se obtuvo desp\t~G de insertar el gen de clot''.'111.Eenicol 

en el sitio de EcoRl del Pi~smido pBR-14. 

- El pBR-18 es producto de insertar el origen de replicaci~n del 
' plasmido pSC101, en el :dtio de HincUII que se localiza dF!ntro del 

gen de resistencia a tetraciclina del pl~smido pBR-15. 

- En el sitio de Bgl!I del pl~smido pBR-18 se introdujo un 

oligonucletitido sint~tico. De esta manera se modificb la secuencia 
' 1 presente a partir de la posicion -44, por la insercion de 3i p.b., 

1 1 
Al plasmido resultante se le denomino pBR-18b. 

- El pl~smido pBR-15b se obtuvo por deleci6n del origen de pSC101 

al cortar el pBR-lBb con la enzima HindIII. El pBR-15b es 

equivalente al pBR-15 eJtcepto por la modificaci~n de secuencia que 

se introdujo en el sitio de BgH! .. 

1 < 1 
La cc1nstr\.ir;1::::lr.:1n r .. ~el pPiR-18 y p:3R.·-Á8b .. ·tu:• n1?r;e::t'~.-u.-:lc1 ri·:L·:'·?l g¿t:ra.nt:l;:ar 

f ! t ' 
m1;1t:orlologicamente la r.i'btei1cion de dos p1asmlt1Qs, ,~ .. uya \tnica 

diferencia fuera la secu~ncia ubicada inmediatamente hacia arriba 

de -44. En relacid n a :u ~nterlor debe mencionarse que 

inicialmente cabla Ja $Uposlclbn de que el p8R-lDb como tal no 

fuera viable debido a que la alteracibn de secuenclM causada a 

partir de -.:.4, podrla impedir totalmente el func.l.<.in<1mit:'nto tie1 

origen. Si ~ste hubiera sido el caso, la presencia del origen de 
' pSC101 t3l1 .el pBR-lSb hubiera asegurado la replicacion y 

aislamien';:o 
1 

de este plüsm.1rlo. Sin emh.:\1.,00 e:: pB~-jJ~) pnrlo 

obtenerse, si bien, como se describe mas adelante, presentando una 
1 

replicacion mas defi~lAnte . . 
En los pjasrrddo!:.; ¡1B7\-·:!'.i I ¡13::\ el.'ji), J.)~R327 y pBR-14 ~-.H~· ~ 18v¿.,.ron 

' . a cabo rjetermina<.~ionc:is el~ 11<.n1Pr.íJ ,1e t"':\)[1~·:1, nhh:~tdenc:1ose.• 1]\H:o 11a1~1tj:-.. 

P.n la tabla 2 y se discuten amp1.1;:imQ1Üe ,.. · •' te<-: ::1,. .. .... 1 

dismlnucibn en o: . 
nnmr~ l,C r1<~ e np :l.. ti r.. <T1..1e . ' copias por celula) con respecto al pBR-1D (4D copiae por celula) 

fu~ com;ii-d:ente con la hl¡iotesis de cine \1nc1 ""':r:-.wnc::la hacia arrib<t 
' 1 de -44 afecta la replicacJon de los plasmidos pBR. 

Como una seg\mda alt:ernativa para probar la 
1 

hipotesls ya 



mencionada y con el fin de explorar si el efecto observado ocurria 

a trav~s de una regulacibn de la transcripcibn del RNA II, se 

procedib a hacer algunas inserciones de fragmentos que contenlan 
1 

el promotor del RNA II, dentro del sitio de SmaI del plasmido pKOl 

(probador de promotores). Estas inserciones condujeron a la 
1 1 

obtencion de los plasmitlos pHl y pB2, entre otros. Las 

caracterlsticas relevantes de estos pl~smidos son: 

- El pl~smido pHl contiene el promotor del RNAII y la secuencia 

que lo precede en el pBR327 (hasta mas arrjha de -55). 

1 
- El plasmiclo pB2 contient:'! el promotor del RNAII. Sin embEt1·go, a 

1 
partir de la posicion -~' contiene una secuencia diferente (la 

cua 1 es a por ta da por e 1 t•KO l ) . 

1 

En los plabmldos pH1 y pB2 se hicieron determinaciones de 
1 

actividad de galactokinasa (que en este 

en fu11ci¿n de la ac·tividatl tl~l promoto1•) 

caso variarla unicamente 
1 

y se encentro que el 
1 

plasmiclo pHl presenlaba una actividad tres veces mayor a la del 

pB2. 
1 

Este de111os tro 

inmediatameule arriba del 

claramente 

promotor del 

que 

RNA!I, 

1 
una region 

activa su 
1 1 

transcripcion y esto tiene consacuencjas sobre la replicacion y el 
1 1 

numero de copias de los plasmidos pBR. 

En la secc!¿n de cliscusihn que presenta esta 
1 

tes i ~ se hace un 
1 

analisis detallado acerca la 
1 

delimitacion de la secuencia 

involucrada en el efecto descrito y asi mjsmo, s~ discuten )as 
1 1 

circunstancias que explicarían Ja ~~t1vacion observada. 
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