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INTRODUCCION

Los pl&smidos son moléculas de DNA extracromosomal que se re-
plican autbSnomamente. Esta moléculas pueden ser de diversos tamafios, --
desde 4000 hagta alrededor de 150 000 pares de bases. Cada tipo de plfs

nido se encuentra en un niimero caracterfstico de copias por célula.

1a estabilidad estf dentro de los fenSmenos fisiongicc;n y mo
leculares que involucran a los plésmidos. Hay dos significados diferen-
tes para el concepto de estabilidad. U:xo es el de estzbilidad estructu-
ral. En este, la estructura del plfsmido puede determinar rearreglos -
moleculares diferentes. Por ejemplo, las secuencias rcﬁotidn inverti--
das presentes en un plismido bueden recombinar y generar inversiones, --
mientras que las secuencias repetidas directas pueden inducir deleciones,
Otros eventos como la transposicién y recombinacién con otros plésmidos
pueden producir rearreglos en la molécula. Un plésmido que sufre ests =

tipo de rearreglos se considerarfa inestable.

El sequndo significado de estabilidad implica el mantenimien-

to del plésmido en la poblacién celular en el transcurso de las gonon--.

ciones. Si en una poblacidn, en donde originalmente todas las cé&lulas -



contenfan pldsmido, aparecen algunas nue 1o han perdido, se dice que el ~
plismido es inestable. Este trabajo trata de la estabilidad en esta se~-

gunda definicién.

1. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ESTABILIDAD DE LOS PLASMIDOS
8) Regulacidn de la replicacién.

Para que un plismido sea estable, se requiere que se re.pli;;ua
eficientemente en cada ciclo celular, de manera q\ie cada célula hija here
de un nimero adecuado de copias. Por lo unt.é, 1s reagulacién de la re~-
plicacién tiene gran influencia en la estabilidad. Este mecanismo de re-

gulacién determina el niimero de copias del plésmido por célula.

Se han propuesto dos modelos principales para explicar la regu
lacién de 1a replicacisn de los plfsmidos, El modelo de Jacob y col., -«
(1963), propone un control positivo con dos determinantes especificos: Un
gene estructural que codifica para una molécula que act@ia como iniciador
de la replicacifn y un sitio operader de la replicacién sobre el que ac-~-
tua el iniciador. En un cierto momento, el iniciador que estarfa unido a
membrana, activa la replicaciSn del pléismido generfindose dos moléculas de
plésmido unidas a la membrana, Jos sitios de unién a membrana se alejan
progresivamente durante el crecimiento, lo que asegura la equiparticién -
de las moléculas al dividirse la célula, posteriormente se vuelve & dar -

1s sefal de iniciacién.
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Pritchard (1969) y Pritchard y col. (1969) proponen un meca--
nismo donde se asegura que un evento de iniciacidn es seguido por otro,
s6lo cuande el volumen celular se ha duplicado. Para ello, se propone
un sistema de regulacidn negativa con dos determinantes: Un iniciador -
que se sintetiza constitutivamente y que Se encuentra en una concentra-~-
cién celular constante, y un inhibidor de la iniciacidn que se transcri-
be s8lo durante un periodo corto inmediatamente después del inicio de la
replicaciSn. E1 inhibidor reprime en este momento la replidacibn, perc
al aumentar la masa celular, se diluye y se produce la transicién del -

estado de inhibiciSn a inicio de replicacién.

NordstrSm (1983) revis§ y actualizé los modelos de ropucn--.
~cién de los plésmidos. Este autor propone que el control de replicacibn
incluya al menos una molécula inhibidora (pmte!n; o RNA) codificada por
el plismido., Esta molcula se expresa constitutivamente en proporcién a
la dosis génica, El sitio blanco del inhibidor no es el sitio del ori--

_gen de la replicacién (Danbara y col. 198l).

Uno de los sistemas de regulaciSn mejor comprendidos y que se
adeciia al modelo de Pritchard, es el de los pl&smidos tipo ColEl, En --
estos plésmidos, la mol@cula de RNA que sirve de primero de la replica--
cién se transcribe a partir de un promotor que se encuentra entre =550 y
«590 pares de bases del origen de replicacién. La transcripciSn de este
RNA © RNA II puede terminar en varios sitios despu@s del origen, formén-
dose un RNA pre-iniciador que es procesado por la RNasa H para formar un
iniciador funcional de 555 bases (Itoh y Tomizawa 1980). Se ha observa
do ‘que transcritos provenientes de promotores lejanos pueden invadir la

regibn de replicacién y. podrian funcionar como iniciadores.



En la regién de =410 a =450 existe un promotor orientado en la
direccién contraria al del pre-primero. A partir de ah{ se transcribe --
una molécula pequefia de RNA (RNAI) de aproximadamente 100 nucleStidos com
plementaric al extremo 5' terminal del primero. Este RNAI al interaccio-
nar con el RNAII impide que este Gltimo actiie como iniciador (Tomizawa y
col. 1981). La secuencia de bases del RNAI da posibilidades de formar =-
estructuras secundarias ya que tiene secuencias invertidas repetidas que
le dan la capacidad de formar tres estructuras de tallo y asa (Moritay =
Oka 1979). Es claro que las regiones con posibilidad de formar asa son -
muy importantes para la interaccidén inhibitoria del RNAI, aunque la es--
tructura tridimensional en que este RNAI funciona in vivo, esth en discu-
#i6n (Davison 1984 y Tomizawa 1984, 1985). Existe una protefna Rom de 63
aminoficidos codificada por el gene rop (Cesareni y col. 1982; Lacatena y
col. 1984). Esta protefna participa en la regulacifn aumentando la efi--
ciencia de la interaccién del hfbrido RNAI iniciador y (Tomizawa y Som --
1984). Aparentemente, Rom s§l0 juega un papel potenciador, ya que si no

existe el RNAI pierde su funcién represora.

En resumen, el mecanismo de la regulacién de la replicacién --
del plfsmido ColEl involucra la transcripcifn constitutiva de un RNA pre-
primero que es procesado por la ml; H para formar al iniciador o RNAII.
La funcién de este RNAII depende ds la concentracisn de dos molfculas in-
hibidorli: El RNAI y la protefna Rom. El RNAI interacciona con el RNAII
impidiendoc que funciones como iniciador, mientras que la protefna Rom au-
menta 1a eficiencia de la interaccifn RNAI - RNAII. La concentracién de
de RNAL es el factor mis importante en la regulacibn del niimero de copias

por célula.




Otro fendmeno en el que interviene el RNAI es en el de incom~
patibilidad. Cuando dos plésmidos no pueden coexistir establemente en -
una bacteria se dice que son incompatibles; esto se ha explicado como un
fenSmeno de competencia por la maguinaria de replicacién. En el caso de
los plésmidos tipo ColEl, las mutaciones que alteran la secuencia de ba-

. ses on las asag del RNAI modificadan la incompatibilidad. Dpavison -
(1984) propone un modelo en el que un dimero del RNAI es el inhibidor ==
funcional, y una de las asas es fundamental para la represifn. Los cam-
bics en las asas aumentan o disminuyen la eficiencia del represor. Aasf,
dos pl&smidos diferentes compiten por los represores y uno de ellos, " El
que e8 reprimido con mayor eficiencia, se replica menos que el otro y =

es desplazado en la poblacidn.

b) Mecanismos de estabilizaciSn,

Se han sncontrado genes que determinan o influyen en la esta-
bilidad de distintos plfismidos por tres mecanismos diferentes. El prime
ro es un macanismo de segregacisn anflogo al proporcionado por los cen--
trSmeros en las células eucariontes. Al replicarse un plfmmido, las dos

" copias resultantes se unizrfan a estructuras de membrana para formar el -
aparato de particién o "partisoma®, que separarfa las copias del plésmi~

do una a cada célula hija (modelo de Jacchb (1963).

Uno de los casos mejor conocidos es el de el plésmido F (Ogura
e Hiraga 1983a), que posee tres genes involucrados en este mecanismos
SOpA s0pB y s0pC. Ios dos primeros codifican para protefnas de 41 y 37k4
respectivamente (Wehlmann y Eichenlaub 1980 y Komai y col. 1982) y sopC .

que es un sitio que se requiere en cis. EL gene sopC sex{a reconccido ~-



por las proteinas SopA y SopB, y junto con proteinas del huésped formarfan
el aparato de particién. Se han hecho experimentos que sugieren este ti
po de sistema para otros plésmidos: EL DNA del fago Pl que al lisogeni-
zar pasa a un estado circular citoplismico similar a un plésmido, tiene
un sistema de estabilidad muy parecido al F. El fago Pl tiene dos genes
{parh y parB) que codifican para proteinas de 42-44 kd y 34 kd respec;iv_g
mente, y un sitio en cis (Austin y Abeles 1983a y 1983b). El1 plésnmido --
pPSC101 posee un gene par que es necesario en cis para su ent.'abiudld, y-
que ademfis puede estabilizar pl&smidos no relacionados (Meacok y Cohen -~
1980). La regifn par tiene tres secuencias repstidas, dos directas.y la
central invertida (Miller y col. 1983). Diferentes deleciones en esta --
regifn dan diferentes grados de estabilidad (Tucker y col, 1984). Se ha
propuesto que esta regifn del plésmidc se une a membrana 'externl ( Rl
Gustafsson y col. 1983). El pl&smido Rl tiene dos 1&:1 de estabilidad,
parA y parB necesarios en cis (Gerdes y col. 1985) y que posiblemente --

funcionen como sitios de anclaje a membrana.

Un segundo mecanismo para la estabilidad de los plésmidos es
el de recombinacién sitio especffica que asegura la existencia de sufi--
cientes unidades a repartir monomerizando las moléculas multiméricas. --
Estas formas multiméricas se pueden formar por los sistemas de recombina
cibn interplasmidica de la bacteria, o al término del ciclo de replica--

cién del pl&smido.

El fago Pl posee un sistema de recombinacién con dos genes:
loxP ycxre (Austin y col. 1981). El gene loxP esel sitio en cis de recom
binacién; este sitio estf compuesto por no mis de 60 pares de bases y ==

contiene dos secuencias invertidas repetidas de 13 pares de bases, con -



un espaciador de 8 gque aparentemente es el punto da recombinacifn (Hoess
y col. 1982). El qene cre es funcional en trans y codifica para la re--
combinasa. El plésmido Clg DF13 posee un gene DATS que, al ser deletado
en las mutantes cop3 (mutantes con mayor nfimero de copias), las vuelve
inestables y les aumenta el grado de multimerizacién (Hakkaart y col. =~
1982 y 1984). Esta regidn produce la monomerizacifn de estos plismidos
por recombinacidn sitic especifica, y al igual que loxP, es capaz de for
mar estructuras secundarias que aparentemente requieren de transcripcitn

para que se exprese su funcién (Van den Elgzen y col. 1983).

El plésmido COIIBI tiene un gene cer funcional en cis con pro-
piedades de recombinacién similares a loxP y parB (Sumssrs y Sherratt
1984). Cuando se deleta cer, el plésmido se vuelve inestable, pero pus-
de reestabilizarse con el sistema de resolucién de Tnl. Se desconoce --
cual es la enzima responsable de la recombinacifn sitio especffica de --
cer, pero podria elt:?t codificada en el cromosoma y/o en el mismo plésmi

MO

Un tercer mecanismo es la inhibiciSn de la divisiSn celular -
cuando no existe un nmero de copias que asegure la segregacidn equitati .

va.

Un- sistema de este tipc se encuentra en el plésmido F, Enes
te él‘mido, ¢l gens ccdB codifica para un inhibidor de 1a dividién celu '
lar y el gene ccdA éan un represor de ese inh‘ibldor ‘(Oqun e Hiraga -- "
1983b), de manara que la concentracibn relativa de los ;;xoducm: de estos

dos genes contribuye a regular la divisién celular en relaciSn al nmero



de copias del plismido presente en células préximas a dividirse. Hay dos
/fases de lectura en esta zegl&ﬁ, que podrfan codificar pars protefnas de

8 y 11 kd (Miki y col. 1984).

¢) Informacién genética del hudsped.

Adends de la informacifn codificada por el plésmido, existe in
formacifn cromosomal que influye en la estabilidad de los plésmidos. En
. la bacteria mutante hopl8 los plésmidos mini-F estables (80;‘)‘*) aon inesta
bles, Esta mutante podria ser defectiva en una funcién esencial plti.ll
participacifn dgl mini-F. Se han reportado otras mutantes que tambifn -
afectan, en diferente grado, la estsbilidad de los plismidos. Es posible
que estas mutantes sean parcialmente defectivas para la replicacién del -

mini-F (Hiraga y col. 1985).

Otro tipc de informacién importante en estabilidad involucra -
los sistemas de recombinacién., Como se dijo, el equilibrio entre las ai- ’
ferentes formas multiméricas interviens en estabilidad, y los sistemas de
reconmbinacién inter e intraplasmfdica, pueden ser ide mrtlnch en ol ~--
fenbmeno., Activando el sistema de recombinacién recE, los plimmidos -~
parh” derivados del CIODF13, se mnt:loﬁon establemente como monSmeros ya
que en este caso el sistema de recombinacién recE suple al del plfmido -
(Hakkaart y col. 1982). Células rechk~y recBC sbcB producen la monowe-
rizacifn y estabilidad del pBR322 mientras gue en las mutantes g_o_glc- -
!b_q_n' recFl44, el plismido es inestable y se encuentra en forma mltinfe=-

rica (Krivonogov 1984).



2. HIPOTESIS

Tomando los datos de los ejemplos anteriores, podemos plantsar
dos estrategias prinCipales‘ de estabilizacién., la primera operarfa en el
caso de plésmidos de bajo niimero de copias, requerirfa de la presancia de
sistemas de particién con una funcién anlloén a la del centrémero de las
células eucariontes y de la recombinaciSn de las moléculas para producir
monSmeros para la segregaciSn. la segunda operarfa para plisl'nidos multico-
pia. En este caso, sSlo el nimero tan alto de copias asegura gue en el ~
momento de la divisién celular, las células hijas queden con al menos una
copia del plésmido, sin intervencisn de ningin otro mecanismo que no sea
el azar. En este (ltimo caso, proponemos que hay un solo parémetro impor
tante que determina el grado de estabilidad del plésmido: la distribucién
de unidlﬁu fi{sicas a repartir en la poblacién de ﬁélulu préximas a divi

dirse.

3. SUPOSICIONES

Existen algunas suposiciones que hay que tomar en cuenta si se

quiere explicar la estabilidad por la hipStesis de particién al azar.

1) 1La distribucién de c#lulas con un diferente nimero de uni-~
dades a repartir en poblaciones creciendo sin presién se--

lectiva se mantiene constants (Distribucifn al equilibrio).

ii) cCada subpoblacién tisne una probabilidad diferente de gens

rar células sin plésmido.



3ii) La frecuencia de produccién de células sin plésmido en una
generacidn es constante una vez que la poblaciones llega a

su distribucién al equilibrio.

iv) No importa cufl sea la presiSn selectiva sobre la pobla--
cién inicial; cuando é€sta desaparece, la poblacién tiende

a alcanzar su distribucién al equilibrio.

v) Un tiempo de generacién mayor o menor de la ‘lubpobhcwn de
células con plsmido con respecto a la que no lo posee

modifica la cinética de pérdida.



II

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar si efectivamente la
estabilidad de los plésmidos multicopia se debe a la distribucifn de cé-

lulas con diferente nimero de unidades a repartir,

En funcién de las suposiciones anteriores podemos hacer una = =~

serie de prediccicnes sobre el fenGmeno:

i)} Una poblaciSn bacteriana con un plésmido estable debe te-
ner una distribucidn de unidades a repartir tal, gque no existan subpobla
ciones con nfimero 'muy bajo de las mismas (la probabilidad de pérdida del
plésmido en la divisién de una cflula con 6 unidades es de 0.03). Para
que no existan dichas subpoblaciones ; el plismido debe tener una regula

cifn de la replicacifn preciss y un sistema de monomerizacidn eficients.

ii) Una poblacién bacteriana con plésmido insstable deba poseer
subpoblaciones con bajo niimero de unidades a repartir (probabilidad de ~
pérdida de 0,5 para divisién de una célula con dos unidades). Esto po--

drfa deberse a un sistema de monomerizacién deficiente y/o a una regula-




cién poco precisa.

Sistema experimental

Tomando en cuenta lo arriba inencionado. es ideal un sistema ex-
perimental con plismidos con diferentes distribuciones de unidades a repar-
tir, Esto se puede lograr con plésmidos con diferencias en los represores
de la replicacién como la protefna Rom y el RNAI, produciendo plésmidos --
con diverso niimero de copias, y con pl&smidos con distinta 'of:lcionch de

monomerizacién.

Los plésmidos tipo COlEl presentan diversidad en estas caracts

risticas, por ‘1o que son un modelo adecuado para ests tipo de axperimentos.
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MATERIAL Y METODOS

1. CEPAS Y PLASMIDOS

En este trabajo se utilizaron dos cepas de E. coliKkl2: C600 --
(F°, thr leu thi” rac’) y GM31 (F galK2 galT22 ara-14 lacYl xyl-5 thr-l’

deu-6 thi-l tonA3l str-136 his-4 tsx-78 mtl-l dcm-6 supEdd).

Los plésmidos utilizados fueron: ' PBR322, Bolivar y col. -
(1966b) ; pBR327, Soberén y col. (1980); pBR329, Covarrubias y Bolfvar ==
(1982) ) ColEl, Bazaral y Helinski (1968); pDS1l09, Dougan y Sherratt --

(1977): y pI0} y p17 constzu!dos.en este trabajo.

2. TRANSFORMACION

Se crecieron c§lulas en medic Luria a 37°C hasta una densidad
Sptica de 0.4 (550 nm), y se transformaron siguiendo el protocolo de =--
Cohen y col. (1972), con la modificacién de que las soluciones de c-c12 Yy

MCl tenfan MgCl, a una concentracién 5mM.




3. ESTABILIDAD DE 1OS PLASMIDOS

1as células se crecieron en matraces nefelomftricos de 125 cns,
con 10 cm3 de nedio Luria en un bafio a 37°C y con agitaciSn de 210 rpm. -
Se hicieron diluciones cuando el cultivo estaba en 0.4 de densidad Spti--
ca a 550 nm. En cada dilucién se tomaron alfcuotas para hacer un rastreo
de cuentas viables en cajas de Petri con Luria S5lido y se parcharon 100
colonias en cajas de Luria con ampicilina 0.2 mg cm-3 para'dotermimr el

porcentaje de células resistentes.

4. DISTRIBUCION DE RESISTENCIA A AMPICILINA

Las cflulas provenientes de lai condiciones expsrimentales de
estabilidad (nfmero 3 de esta seccifn) o de gradientes de sacarosa (nfime- |
ro 7 de esta seccifn), se diluyeron y se sembraron por espatulado sn ca=-
jas de Petri con Luria a diferentes concentraciones de ampicilina, desde
0.1 hasta 9 mg cn-a en algunos casos. las cajas se prepararon 12 horas -

antes del experimento y se preincubaron a 37°C.

S. PURIFICACION DE PLASMIDOS

La purificacifn de los plismidos se hizo como describen Bolf-
var y col. (1977a): lisis alcalina con SDS, cromatogzraffa en Biogel A-50

y centrifugacién en gradientes de CsCl con ioduro de propidio.

La amplificaciSn de los plésmidos con el gene de resistencia

a cloramfenicol se hizo con 300 ug - de espectinomicina.



6. LISADOS CLAROS

Para obtener lisados claros de las cepas con los plésmidos, se
utilizf el método de lisis alcalina con SDS (Maniatis y col. 1982). Eate
método se adaptS en nuestro laboratorio para voldmenes de 20 an3 de culti
vo con 0.5 unidades de densidad Sptica a 550 mm, precipitando con etanol

20 minutog a =20°C y utilizando la centrffuga Sorvall RC-5B.

7. SEPARACION DE LAS CELULAS EN GRADIENTES DE SACAROSA

Se cultivaron 7.5 cm3 de Luria con la cepa que se requerfa en
las condiciones experimentales de estabilidad hasta una densidad Sptica
de 0.45, los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Se resuspendieron en 0.3 cn3 de amortiguador BSG estéril a 4°C (NaCl 0.85%
mzl’o N 0.03% NaZHPo4 0.06% y gelatina 0.001%) y se colocaron sobre un gra-
diente lineal de sacarosa preparado en tubos corex de 15 cna. El gradien-
te se preparS por congelamiento y descongelamiento de una solucifn de sa--
carosa al 306 (Sacarosa 308, NaCl 0.1 M, EDTA 0.005 My Tris 0.01 M pH 7.5).
1a solucién se congela a =20°C y se descongsla a 4°C 5 horas antes de la =
centrifugacién. Se centrifugS el gradiente en el rotor HB4 a 4 000 rpm --
por 7 minutos en la Sorvall RC-5B. Se colects el tercio inferior y se re-
pitiS el procedimiento por segunda vez. Se tomaron las cflulas correspon-
dientes a2 la mitad inferior del segqundo gradiente, se duuyc_ron y se sd—-

braron en cajas de Luria con ampicilina a diferentes concentraciones para

el ensayo de distribucién de resistencias.



8. DIGESTION CON NUCLEASAS Y LIGADO DE FRAGMENTOS DE DNA

Las enzimas utilizadas en este trabajo fueron: DNasal, EcoRI,
Pstl, ECORII, BamHi, Aval y ligasa de T4. Las reacciones con estas enri-

mas se hicieron de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

9. ELECTROFORESIS EN GEL

a) Electroforesis en gel de agarosa. '

Para la separacibn de plésmidos o fragmentos de DNA se prepara
ron geles de agarcsa al 0,8% en placas (13 x 11 x 0.15 cm), los geles se
sometieron a clcctroforuh‘ vertical en amortiguador BA (Tris 0.05 M, --
EDTA 2 mM, NaCl 0,018 M pH 6.1). Las electroforesis para iu determina=--
ciones del grado de multimerizacién se corrieron a 60 V y para los experi

mentos de niimero de copias relativo y separacibén de !rpgl-ntop de DNA a -

80 v.

b) Minigeles

Sobre vidrios de 7.5 x 5 ¢m se colocan 10 cn> ae agarosa 18, -
5o corren horizontalnente a B0 V en anortiguador BBO (Tris 0,09 M, Ne,EDTA

2.5 mM y H,BO, 0.09 M pH 8.2) de 30 a 40 minutos. '

¢) Electroforesis en gel de poliacrilamida.

- . ]

Para separar fragmentos de DNA se pupa;:aron placas (12 x 11 x
0.15 cm) con geles de poliacrilamida (T = 7.5%, C = 2,66%) en amortigua--

dor BBO y se corrieron a 80 V.



d) Electroforesis en agarosa de bajo punto de fusidn.

Se usaron las mismas condiciones que en la electroforesis en --
agarosa s0lo que con agarosa de bajo punto de fusién (Bio-Rad). La elece~

troforesis se corrid a 4°cC.

10. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DE GELES DE ELECTROFORESIS

Después de electroforesis se tifi6 el gel con bromuro de etidio
(10 ug cm's), se visualizf el DNA con luz ultravioleta y u’ cortaron las -
bandas deseadas. los fragmentos de agarosa con el DNA se colocaron en las
cimaras de electroelucién en el compartimento correspondiente al polo nega
tivo con amortiguador TE (Trizma-base 10 mM y m2MA l =M pH 8). lLas cu-
bas se llenaron con amortiguador TEA (Trizma-base 0.2 M, Acetato de sodio

0.06 M y Na_EDTA 9 mM pH 8.1). Se aplicaron 100 V por 1.5 hoxas. Se in--

2
virtieron los electrodos por 3 minutos. Se tomd el amortiguador de la cé-
mara correspondiente al polo positivo y se repitié la operacién para aumen
tar el rendimiento, El amortiquador con el DNA se extrajo con un volumen

de fenol-cloroformo y la fase acuosa se precipits con 2.5 volimenes de eta
nol y se incubS a =20°C por 12 horas. Otro sistema usado para recuperar -
DNA de geles fue el método de Wieslander (1979), a partir de geles de lgl;
rosa de &jo punto de fusién. Se cortaron las bandas deseadas, se recupe-

raron fundiendo la agarosa a 65°C, se extrajo con fenol-cloroformo y se --

precipité con etanol como se describié anteriormente.

11, DENSITOMETRIA

Los .geles de agarosa tefildos con bromuro de etidio siguiendo --

las recomendaciones de Rojan y col. (1983), se fotografiaron con negativos



Kodak royal pancromitica 4141 con tiempos de exposicién de 2.5, 3 y 3.5 =
minutos, 1os negativos se sometieron a densitometrfas a 600 nm en el es--

pectrofotSmetyro Gilford 250.

3

12. MARCAJE DE DNA CON “H-TIMIDINA Y SEPARACION EN GRADIENTES DE CLORURO

DE CESIO

Antes de la lisis se incubaron 5 cm3 de Luria en condiciones -
experimentales de estabilidad, hasta una densidad &ptica dc’ 0.6 a 550 nm,
Aproximadamente 5 a 6 generaciones antes se afiadis al medio 20 m3 de me-
til-JH-timidina (New England Muclear 1 mCi cm’ con 71.7 Ci mmol™)). E1
lisado y el gradiente de cloruro de cesio se hicieron de acuerdo a las es
pecificaciones de Womble y col. (1977). El gradiente se frlccioné‘ con ==

" bomba peristfiltica y las fracciones se colectaron sobre filtros. Los fil
tros se procesaron de la siguiente manera: TCA 10% por 20 minutos; TCA
5% por 20 minutos {(dos veces); Etanol 90% 20 minutos (dos veces). Se de-
jaron secar y se colocaron en viales con mezcla de centellsc (PPO 0.8% y

POPOP 0.01% en tolueno) y se contaron en contador de centelleo liquido.

13. MICROSCOPIA ELECTRONICA

~ Siguiendo el protocolo de Davis y col. (1971), se prepararon -
rejillas para microscopfa con DNA purificado de bacterias creciendo en --
las condiciones experimentales de estabilidad. Se observaron a 8 y 30 --

mil aumentos en el microscopio electrénico Jeol 100.



RESULTADOS

1. CONSTRUCCION Y PLASMIDOS

Con el objeto de obtener plismidos con diferentes distribucio=-

nen diferente nfimero de copias: pBR322, PBR327 y pBR329. El plésmido =--

l
I
!
nes de unidades a repartir, se eligieron tres plismidos tipo ColEl que tie }
J
pPBR322 tiene reportadas alrededor de 60 copias por célula y el pBR327 tres %

veces mis. Por otro lado, el pBR322 tiene el gene rop funcional, mientras

que a los otros dos plésmidos se les delet5S parte de esa regibn (rig. 1).
Por otro lado, el pBR3I29 tiene un gene que codifica para la enzima cloram=-
fenicol acetil transferasa. A inserciSn de este gene separ$ al promotor
anti-tet del promotor del gene bla, mientras que en el pBR327 y pBR322 es-

tos dos promotores estin préxiwos. .

Estos plésmidos contienen el gene bla que codifica para la en--
zima B-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina. Ia presencis de -
este gene permite determinar el niimero de copias del plésmido por célula -
y su distribucibn en la poblacién bacteriana, ya que el nivel de resisten-
cia celular al antibiStico es proporcional al nimero de genes bla (Uhlin y

flo:d-t:em 1977). Debido a la insercidn del gene de la cloramfenicol ‘acotil. :



transferasa en el pBR329, es posible que bla se transcriba con una eficien
cia diferente a la de los genes bla de los plismidos pBR322 y pBR327, y -
por lo tanto, determine un nivel de resistencia a ampicilina por copia --

distinto.

CONSTRUCCION pIO4

' cm
8
P pBR329 Te
Amp
: A
Ori ; Ori
pul Mot
BamHI SomHI
Mol

P -~ Sitio ge PuI
B = $itio g0 BomHI
A=Stiods Aval

Figura 1. Construccidn del plésmido pIOl. Amp; gene de resisten
cia a ampicilina, Tc; gene de resistencia a tetraci-
clina, Ori; origen de replicacibn. Igp) gene del re--
presor Rom. ‘



Con el objeto de obtener un pldsmido con las caracter{sticas -
de replicacién y niimero de copias del PBR322'y la misma transcripcifn del
gene bla que el pBR329, se construyé el plésmido pIOl (Fig. 1). Para es-
to se cortaron los plismidos pBR322 y pBR329 con Pstl y BamHI, EI corte
con Aval del pBR329 se hizo con el objete de cortar 1a banda con el ori~-
gen de replicacién y separar mejor en un gel de agarosa la banda con el ~
gene de resistencia a cloramfenicol. En la Figura 2 se muestran a‘lqunns
digestiones que comprueban el patrdn esperadoc para el pI0l, La segunda -
banda de la digestidn con ECORII del pBR322 tiene parte del origen de re-
plicacibn y se encuentra en el pI0l més no en el pBR329. Ila tercera ban-
da qus lpince en la digestién con EcoRII del pBR329 contiene parts del -

_gene ds 1a cloramfenicol acetil transferasa noc aparece en el pBR322 y sl

en el pIOL.

El plismido estable elegido como control fuf el ColEl por su
gran homologfa con la regién de replicaciSn del pbR322. El plsmido -~
ColEl carece del gene bla por 1o que no es posible calcular su nimerc de
copias por c8lula y su distribucifn utilizando el fenotipo de rasistencia
a ampicilina. Por otra parte, nc es posible estudiar facilmente su ssta-
bilidad, pues contiene un gene para la produccifn de colicina El y otro -
que confiere inmunidad a esta colicina, por lo que en una poblacién bacts
riana, la célula que pierde al plésmido es lalccciémda negativamente, ==
$in embargo, existen derivados de este plésmido como el pDS1109, con ine=

serciones de Tnl en el gene de produccién de colicina. Por un lado se -~
inactiva el gene de colicina con lo que es posible estudiar enubilidaa y
por otro el Tnl contiene al gene bla lo que permite calcular el nimero de

copias por célula. Un problema que tienen estos derivados es que ’cl gene
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.Figura 2. Caracterizacién del pIOl por patrones de restriccién. a,e;
pBR322. b,d,g; p10l. c,f; pBR329. a,b,c; digestibn con
Pstl y BamHI. e,f,g) digestién con EcORII.

bla estf dentro de un transposfn y puede movilizarse integréndose al cromo
soma, esto proporcionarfa un ninero de genes bla mayor qus el niimero de --

copias del plésmido.

Con el fin de obtener el pl&smidc control con el gens de B-lac-
tamasa inmSvil, se hizo una digestifn parcial del pDS1109 pars deletar par

te de la transposasa y uno de los extremos necesarios para la transposi-

cién, dando como resultads el pT? (Fig., 3)., En la Fiqura 4 se muestra la



caracterizacifn del pT7. la pérdida de la tercera banda confirma la iden

tidad del plésmido.

CONSTRUCCION pT7

A gy

g 0
digestion ]
poreiat

E-Sitie do EooRI
P= Sitie do Putl

Figura 3. Construccifn del plésmido pT7. Inm; immunidad a colicina.

) ori; origen de replicaciSn. Moby movilidad. IR; secusncia .

invertida repetida del Tnl. tnpA; transposasa. tnpR re--
presor-resolvasa. 'bla: B-lactamama.

]
2. NUMERO DE COPIAS

a) Relacién plismido-cromosoma.
Para determinar el nimero de copias de plésmido por cromosoma,

se marcS el DNA total con 3H-timidina y se separS en DNA circular cerrado



(plésmido) y DNA lineal (cromosoma) en un gradiente de cloruro de cesio =
con ioduro de propidic. El cultivo se inici8 con células recién sacadas
de presifn selectiva (tetraciclina 25 ug cm-B) Y la lisis celular se efec
tud de 8 a 9 generaciones despu@s. En la figura 5 se muestra unc de los

gradientes.

Figura 4. CaracterizaciSn del pT7. a,f; ColEl., b,e; PT7. <.&
pDS51109, &b,c; digestiSn con EcoRI. d,s,f; digestifn con

PstI.
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Figura 5. Gradiente de cloruro de cesio con ioduro de propidio de'una
extraccién de DNA total de la cepa C600/pT?. (a) plismido -
(b} cromosoma.

El dato calculado del gradiente es el niimero de copias por cro-
mosoma. Para convertir éste a niimero de copias por cflula, se utilizs el

criterio de que en promedio, el niimero de cromosomas de una poblaciSn en

‘crecimiento exponencial es de 1.5. Por este método, al ColEl y al pT7 -

se les encontrS un nimero de copias muy semejante. De dos gradientes pa-

ra ¢l ColEl se obtuvieron 11.5 + 2.5 copias por célula, y de tres gradien




pr? pBR327

Figura 6. Densitometr{a de un gel de agarosa para pT7 y pBR327. En la- '
parte supsrior derecha se muestra la foto del carril que se
utilizé para esta densitometrfa.



tes para el pT7 11.+ 3.2 Esta semejanza era de esperarse, pués amhos plig

midos tienen el mismo replicdn.
b) Nimero de copias relativo.

Un segundo sistema para determinar el niimero de copias es hacer
lo relativo a algin otro plésmido. El plismido gue utilizamos como .con---
trol fue el pT7, debido a la correlaciSn en el nimero de copias que se en- .
contré con el ColEl medido por gradientes en cloruro de cesio. Se mercla-
ron yolﬁmanel igquales de cultivo a la misma densidad Sptica, uno de la ce-
pa con pT7 y otro de la cepa con el plésmido a analizar. Se 1is la mez--
cla y el DNA se digiri6 con EcoRI para linearizar ambos plésmidos y se se-
pard por electroforesis en un gel de agarosa (Fig. 6). Por otra parts se
sembrS una alfcuota del cultivo para detsrminar el porcentaje de cflulas -
con plésmido, para calcular de manera mis precisa el nimero de copias por
célula. El negativo de la fotograffa de los geles se sometis a densitome-
trfa. Los resultados de densitometrfas de dos a ocho negativos se mues=--

tran en la Tabla 1.

3. DISTRIBUCION DE RESISTENCIA A AMPICILINA

a) Distribuci6n relacionada con el nfimero de copias promedio.

Experimentalmente dsterminamos el porcentaje de células resis--
tentes a diferentss concsntraciones del antibiftico. Esto se grafica como
una curva de frecuencia acumulada (Fig. 7) con la gue se determina la dis-
tribucién de resistencia a ampicilina. Esto filtimo se 'huco tomando inter-

valos de resistencia a modo de clases y del intervalo de concentracibn mis



Tabla 1.

Nimero de copias promedic determinado por
densitometria de geles de agarosa.

28

Pl8&smido Nimero de copias Nimero de copias
relativo por célulat

PT7 1 11

p10l 3.34 ¥ 0.17 37

PBR322 5.55 + 0.47 61

PBR327 6,76 + 2,93 74

pBR329 1.84 + 0.03 20

* Se tomd como referencia el nimero de copias del —-
pT? obtenido por gradientes de cloruro de cesio con

ioduro de propidio.

alto hacia cero se resta el procentaje de la clase inmediata anterior.

Con la distribucifn es posible calcular la resistencia prome-

dio y hacer la relacisSn con el nimero de copiasg promedic para establecer

el nivel de resistencia por copia. Una de las suposiciones sobre la dis

tribucién de copias era que £sta llega a una situacién de equilibrio, --

1a Figura 8 es una demostracién de que esto sucede,

La distribucién de las células resistentes no cambia aprecia-

bimente en los plismidos pT7, pIOl y PBR329, al menos de la generacién

S0 a la 100. No se determinS esto para los plésmidos pBR322 y pBR327.

En la Figura 7 ge observa el porciento de células resistentes a diferen-

tes concentraciones de ampicilina para tres plésmidos ylon 1a Figura 9 -

las distribuciones que de ahf se derivan.

~



Celulas Resistentes ( % )

1000 2000 3000

Ampicilina ( ug ecm™3 )

. Pigura 7. Curva de resistencia a ampicilina de células en oquilibrib.

(A) pBR329, (0) pIOl y (@) pT7.
/
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pistribucibn de niveles de resistencia a anpicilina del plés-
mido plOl a diferentss generaciones. (—) Generacién cero,
cé%ulas en una presién selectiva de tetraciclina de 50 g ==
cm”. (~e=e-) generacién 53 sin presién selectiva en las con-
diciones de los expsrimentos de estabilidad. {=--=-) generacién
109 en las mismas condiciones que 1a generacién 53.

Figura 8.
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Figura 9. DistribuciSn de resistencia a ampicilina de cepas en equili-
brio (-s-+=) pBR329, ( ) pIOl y (--=) PT7.

La Tabla 2 muestra la resistencia a ampicilina por copia del ge
ne de f-lactamasa., Si se compara la resistencia del pT7 con la de los de-
afs, resulta ser mis alta, esto se podrfa deber a que el gene bla del pT?

viene del Tnl, mientras que el gene bla de los otros plésnidos proviene -



del Tn3. Como se explicd en la construccifn de los plésmidos, el pIOl y
el pBR329 deben de tener un nivel de resistencia por copia igual, y asf
sucede. ELl pBR322 y el pBR327 dan mayor resistencia probablen'nm:e por el
hecho de tener el promotor anti-tet mis cercanc al gene de B-lactamasa lo
que préduclria un mayor nivel de transcripcibn de ese gene.

Tabla 2. Resistencia a ampicilina por copia del gene de B-lactamasa (a) .

T

Plismido Resistencia promedio Nimero de copias Resistencia por

a lmpicuiga (b) por célula (¢) ia -1

‘ {ug cm”) (g cm™ copia )
pT7 2294 11 "~ 208
pIol 1616 kY] 'Y
pBR329 937 - 20 47
. PBR322 7540 ' 61 124
pBR327 6695 -4 90

(a) En las condiciones de estabilidad en equilibrio.
(b} Promedio de histogramas como el de la Fiqura 9
(c) Tomado de la Tabla 1,

b) DistribuciSén de la resistencia a ampicilina en las células

cercanas a la divisién.

Las cflulas que participan activamente en ¢l fenfmeno de estabi
1idad son aquellas que se estfn dividiendo y produciendo células sin plés-
. mido, por lo tanto para caracterizar el fenimenc es necesario determinar
la distribucifn de unidades a repartir de las células cercanas a la divi-
sibn. Para tal propésito se elaboraron curvas de resistencia a ampicili-

na de células grandes (cercanas a la divisién) separadas en gradientes de



_ sacarcsa. Se tomb el valor de la Tabla 2 para determinar el intervalo de

resistencia por copia y asf sacar la distribucidn de copias que se mues--

tra en la Figura 10. Debido al alto nivel de resistencia, el Gltimo va--

lor de cada grifica es acumulativo,
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Figura 10. bpistribuciSn del niimero de copias de plismido en células cer
canas a divisién. A) pBR327; B) pT7; C) pBR322; D) pIOl y _

E) pBR329,



4. GRADO DE MULTIMERIZACION

De células creciendo en las condiciones de estabilidad, se hi--
cieron tres extracciones de plésmido por el método de lisis alcalina. Se
corrieron electxoto:es;a en geles de agarosa y se hizo densitometrfa a --
tres negativos con 4 a 5 carriles con diferente cantidad de DNA (Figs. 11,

12 y 12), y se cuantificaron las diferentes espscies moleculares. Para --

ne oo bl v - g
Bl o u

Figura 1l. Especies moleculares del plésmido pT7 en electroforfsis en -
geles de agarosa. &) y b) marcadores: a) digestién con ' --
ECORI, b) digestién con DNasal c-f) diferentes cantidades de
DNA. ms-monSmero superenrrollado, ml-monSmero lineal, mr=mo
némero relajado y ds-dimero superenrollado.



Figura 12. Especies moleculares del plismido pBR327 separadas por elec-
troforesis en geles de agarosa a y b marcadores: a) diges--
tién con PstI, b) digestifn con DNasal, c-g) diferentes can-
tidades de DNA, ml-monSmeroc lineal, ds-dimero superenrrolla
do, dl-df{mero lineal, dr-dimero relajads y t-tetrfmero.

identificar las diferentes especies moleculares se usaron como controles
plismido digerido con EcoRI o PstI para localizar el monSmero lineal, y -

una muestra digerida brevemente con DNasal para localizar a los monSmexos

y dfmeros relajados. 1los porcentajes de las diferentes especies se mues- .
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Figura 13. Especies moleculares del plismido pBR329 separadas por eslec-
troforesis en geles de agarosa. a y b) marcadores: a) di--
gestiSn con Pstl, b) digestiSn con DNasal, c-g) diferentes -
cantidades de DNA. ms-monémero superenrroladc, ml-monSmero
lineal, mr-monSmerc relajado y ds~probable dfmero superenrro
llado,

tran en la Tabla 3, ColEl y pT7 tienen un grado de dimerizacidén similar.
El hecho de encontrar dfmercs para ColEl y pT7 era inesperado, pues ColEl
posee el sitio de recombinacién cer y el pT7 tiene, ademfis de cer el sis-

tema de resolucién de Tnl. Para los otros pléismidos derivados del pBR32?7



se esperaban datos similares; sin embargo, el pBR322 y el pBR327 estin -

pricticamente como dimeros, mientras que el pBR329 y el pIOl como mondme

ros. Como técnica auxiliar para evaluar el grado de multimerizacién de

los plismidos, se hizo microscpia electrénica del pIOl. En la Figura -

14 se muestra dimero y mondmero,

Se apalizaron 508 moléculas y se encon

tré 89.5% de mondmero y 10.5% de dimerc, dato semejante al reportado en

la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de especies moleculares
de diferentes pl&amidos tipo ColEl.
Especies moleculares (%)
Pl&smido MonSmeros Dfmeros Tetrimeros
ColEl 83.8 16,2 (o]
pT? 85.7 14.3 -0
p1ol 91.5 8.5 0
pBR322 0.4 92.6 7
PBR327 0 97.8 2.2
pBR329 89.8 10.2 0

S. DSITRIBUCION DE UNIDADES A REPARTIR

A partir de la distribucién de copias (Fig. 10) y el grado de

multimerizacién (Tabla 3), se obtuvo la distribucién de unidades a repar

tir (Fig. 15).
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Figura 14. Microcopfa electrdnica de moléculas de pIOl, tomada a ---
30 000 aumentos, M-monSmero, D-df{mero.
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6. TIEMPOS DE GENERACION

Para determinar la ventaja o desventaja en el crecimiento de -

las células sin plésmido con respecto a las que lo tienen se hicieron ==~

curvas de crecimiento,

tre las cepas con y sin pldsmido,

LA Tabla 4 muestra la relacidn de crecimiento en-

Tabla .4, Relacién de crecimiento de la cepa C600 con
y sin plésmido.

Pl&snido (a)

Tiempo de guncracgdn (b)

R (c)

ColEl

- pT?
p10l
pBR322
PBR327
PBR329

2.469 * 0.142
2.552 + 0.168
2.480 + 0.085
2,395 + 0.101
2,440 + 0.328
2,332 + 0,332
2.469 + 0.131

1.000 # 0.115
0.967 + 0.119
0.995 + 0.091
1.030 #+ 0,102
1.010 + 0.193
1.048 + 0,192
1.019 + 0.113

a) De 9 a 16 experimentos excepto para la cepa C600 20 ex

perimantos,

b) Pendiente de la curva de crecimiente

¢) R = Tiempo de generacién de C600
Tiempo de generacidn de C600 con plAsmido

De los datos de la Tabla 4, no se puede decir que exista al-

guna ventaja o desventaja selectiva de las bacterias con plésmido sobre

las que no 1o tienen; pues las diferencias no son significativas.



7. CINETICAS DE PERDIDA DE LOS PLASMIDOS

Para cada plismido se realizaron de 4 a 7 experimentos de ciné
tica de pérdida. Estos experimentos se iniciaron con células que previa-
mente se habfan cultivado con presifn selectiva, sin embarge, la presién
selectiva no fue siempre la misma, en algunas ocasiones era tetraciclina
Y en otras ampicilina. Por otro lado con el tiempo estos antibifticos se
degradan, y en el casc de la ampicilina las mismag bacterinfs degradan el

antibidtico.

Comparando las curvas de cinftica de pardida de un mismo plés-
mido no se encontraba que en la misma generaciSn hubiera el mismo porcen-
taje de pérdida. Esto podrfa explicarse tomando en cuenta la suposicién
de que la poblacién llega a un equilibrio. Se vi5 que las diferentes --
curvas eran similares, lo que era diferente era el nimerc de generaciones
en que se inicia la pérdida, posiblemente por que en cada experimento la

poblaciSn tards un tiempo diferente en llegar al eguilibrio.

Los datos de la Figura 16 se elaboraron con cinfticas de mis -
de un experimento para cada cepa, la correccién se hizo tomando como es--
tandar algin valor del porciento de pérdida vgr. para el pIOl 71% en la -

_generaciém 80. Para los otros experimentos a los valores cercanos a 71%
(69-73%) se les asignS la generaciSn ochenta y se sumb o rest§ la diferen
éh en generaciones. En la Figura 16 se grafican los datos experimenta--
les y la curva teSrica, la interpretacifn y discusiSn de estos resultados

se presentarfin en la seccibn de discusifn.
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curva tefrica. A)  pBR322; B) pBR327; C) pBR329;
D) pl10l1 y E) ColEl. .



DISCUSION {
1

Se han reportado varios mecanismos que influyen en la estabi-
lidad de los plésmidos de bajo nimero de copias, como 'los sistemas de -
unién a membrana, recombinaciSn sitio especffica e inhibicién de divisisn
celular. En el caso de los plismidos multicopia tipo ColEl el Gnico me~
canismo de estabilizacién bien e.uudiado es el de la resolucibn de multf
meros por recombinacibn sitio especffica., La estabilidad de los plésmi-
dos tipo pBR322 ha sido menos estudiada e inclusive hay datos contradice
torios en 1la literatura en cuanto a su grado de estabilidad (Noack y col.

1981).

En este trabajo se propuso y ensayS expsrimentalmente una hi-
pStesis para explicar la estabilidad de plsmidos multicopia (mfis de 10
copias promedio por c#lula). Esta hipStesis propone que el inico jalrlng_
tro que dctomli.na la estabilidad de un plfsmido multicopia es la distri-
bucidn del niimero de unidades a repartir en la poblacién de células lcor-
canas a la divisién. Los pléismidos multicopia, a diferencia de los plis
midos de bajo nimero de copias, segregarfan al azxar; es decir que no re-

quieren de unidn a estructuras celulares. Para determinar la distribu--



cién de unidades a repartir en la poblacifn, se necesita cuantificar el
nimero de copias por célula, su distribucién y el grado de multimeriza--

cibn.

1a hipStesis se ensayS usando al pT7, un derivado del COlEl =-
como control de plismido estable y al pBR322 y algunos de sus derivados -

como plinﬂdo- inestables.

A continuacifn se discuten las caracter{sticas relacionadas -
con estabilidad previamente reportadas para estos plismidos, las predic-
c¢iones en cuanto a las distribuciones de unidades a repartir segin la hi
pStesis, los resultados obtenidos y su comparacién con los resultados --

tebricos.

Del plfsmido COlEl se sabe que tiene de 8 a 18 copias por cé-
lula en promedio, que poses un sitio de recombinacifn sitio espescffica,
‘cer y que codifica para los represores RNAI y Rom y que es estable. --
Siendo COlEl estable y con las caracteristicas anteriores, se espera que
su distribucién de unidades a repartir de las c§lulas cercanas a la divi
si6n no presente subpoblaciones de alto riesgo de pérdida. El modelo --
del apéndice predice que una poblacién en donde todas las células tienen
un nGmero de unidades a repartir de 12, en la generacidn 100, con el es-
quema experimental utilizado no se detectarfan nis de un 2,58 de cflulas
sin plésmido. Esto es factible dentro del rango reportado para el ColEl
de 8 a 18 copias por célula en promedio, Por otro lado, si ger es un --
sistema de recombinacibn eficiente se esperarfa la ausencia de multfme--

ZO8.



En este trabajo se encontrd un nimero de copias promedio de -
11 que esti dentro del rango esperado. La distribucién de copias de la
poblacién de c&lulas cercanas a la divisiSn proporciona subpoblaciones =
con un nimero de copias suficientemente bajo como para causar pétciida me
dible en 100 generaciones (4 a‘ 10 copias). Por otro lado se encontrf --
una cantidad considerable de dfmeros para ColEl y pT7 (apmx;mdmnte -
158). 1los datos de dimerizacién son suficientemente confiables. Esto -
podria significar que en la cepa utilizada (C600), la recosbinacidn si--
tio especffica a nivel de la secuencia cer es parcialmente eficiente pa-
ra monomerizar a ColEl, o que existe un sistema que favorece la fqmci&n
de df{meros, pues el pT7 que tiene cer y el sistema de r;nolu;:lén de Tnl

presenta un porcentaje de dimerizacifn similar al encontrado para COlEL.

10s datos experimentales dan como resultado una distribucién
con subpoblaciones de hasta 3 unidades a repartir, esto serfa caracterfs
tico de un plismido inestable como lo muestra su curva tedrica (Fig. 16).
108 datos de multimerizacién son confiables, mientras que las curvas de
resistencia a ampicilina tienen desviaciones estandard muy grandes, y --
los errores en estas se reflejar{an en errores en la distribucién. Se -
podrfa intentar determinar las distribuciones usando tetraciclina que es
un antibiStico no degradado por la bacteria, en vez de mmpicilina ya que
la tetraciclina aparentemente también presenta una relacién directa de -
nivel de rcsistoncia y nimero de genes. Por otro lado, los oxpcthcﬁtol
de determinaciSn del nimero de copias por gradientes en cloruro de cesio
tanpoco son muy reproducibles. Sin embargo, una poblacifn estable debe -
de tensr subpoblaciones con un nimero mfnimo de 1l unidades a repartiz,

y la diferencia con la distribucién experimental con hasta 3 unidades a




_repartir, es muy grande comc para explicar las diferencias por error ex-

perimantal.

La distribucibn de unidades a repartir indica que si la segre
gacién es al azar, el plésmido ColEl debe de u? inestable; ﬁ.n embargo,
los plésmidos ColEl y su derivado pT7 son estables en las condiciones --
experimentales utilizadas, esto sugiere gque debe de haber un sistema de
segregacifn tipo centrémerc. Ya Kline y Miller (1975) y lu;'i.no y col, -=-

- (1976) .detectaron un porcentaje de moldculas de COlEl que cosedimenta --
con el cromosoma de E. coli y que los derivados de ColEl con fragmentos

de DNA con secuencias invertidas ripotidu se unen dos veces mis al cro-
mosoma (Xline y col. 1978). Esto podrfa sugerir que en el caso de ColEl,
la unién plismido-cromosoma, posiblemente a través de secuencias inverti
das repetidas, es otro parimetro que contribuye a determinar la estabili

dad de estos plésmidos.

Se sabe que los plésmidos derivados de pBR322 son inestables
. aungque existen condiciones en que el pBR322 y el pBR325 son estables --
(Noack y coi. 1981), que sus niimeros de copias son altos (Mayor que 20),
que algunos de ellos poseen el represor Rom y otros no, estos Gltimos --
tienen un mayor nimero de copias, no se sabe si se unen a membrana o cro
msom; ni si tienen funciones anilogas a cer y pax. Dentro de la hip6-
tesis de inttic:lén al azar se esperarfa que siendo inestables, las célu-
las cercanas a la divisiSn tuvieran subpoblaciones con un niimero de uni-
dades a repartir con posibilidades de producir células sin pléamido (me-

nor o igual a 10). ~



Se encontré que el pBR329 y el pIOl tienen un niimero de copias
de 20 y 37 respectivamente y presentan un bajo porcentaje de dimerizacibn
{aproximadamente 10%), mientras que el pBR322 y el pBR327 tienen un nime
ro de copias mayor (61 y 74 respectivamente) y précticamente todas las -
moléculas del plésmido son dfmeros. Para estas diferencias se pueden --

proponer algunas explicaciones.

El nfmero de copias mis alto del pBR327 y pBR322 podrfa deber-
se a que los RNA transcritos a partir de promotores distales al p;:omtor
del RNA primero pueden llegar a la regibn del origen de la replicacién y
funcionar también como primeros. En estos plésmidos podrfan funcionar el
promotor de bla y el anti-tet que estfn relativamente pz&xinos‘ Yy que indu
cen transcripcién hacia ori, mientras cque en pIOl y pBR329 el gene de re-
sistencia a cloramfenicol se intercala entre el promotor del gene bla y el
promotor anti-tet y aleja mis a este (ltimo de ori, por lo que disminuirfa
la posibilidad de que los RNA transcritos a partir del anti-tet funcionen
como primeros; esto provocarfa una disminucién en el némero de copias de

estos plésmidos.

Esta explicacifn se apoya en el hecho de que pBR322 y pBR327
presentaron mayores niveles de resistencia a ampicilina (anti-tet cercanc

a bla} que el encontrado para pIOl y pBR329 (anti-tet lejanc a bla).

Por otro lado, el pBR3I27 tiene mfs coplas que el pBR322; esto
.se explica por el hecho de que pBR327 no tiene Rom y el pBR322 si, por --
tanto se replica menos. Sin embargo, es parad8jico que el pIOl con Rom =

L]

‘tenga ms copias que el PBR329 sin Rom. Se habfa propuesto que Rom podr{a



disminuir la varianza en el niimero de copias (Summers y Sherratt 1985); =
sin embargo, si se cbservan las distribuciones de la Figura 9, se ve que
para pI0l con Rom hay mayor varianza que para pBR329 sin Rom. For lo tan
to es posible que la varianza sea inherente al sistema de replicacién y
que dependa mis del nimero de copias, que de la presencia de la protefna

Rom.

Con respecto al grado de dimerizacién diferente se puede pen--
sar que la capacidad de la bacteria para recombinar los multimeros produ=
cidos por los propios sistemas de recombinacidén y por la terminacifn de -
la replicacibn es saturable, y con el alto nfimero de copias del pBR322 y
PBR327 se seleccionan los d{meros por poseer alguna ventaja selectiva pa-
ra replicarse como ya se ha propuesto, y que este hacho, aunado a un sis-
tema poco eficiente de gnnex.‘aciGn de monSmeros, desplace la poblacién ha-

cia dimeros.

Una posibilidad mfg, es que el gene de la cloramfenicol acetil
transferasa posea sacuencias de recombinacifn especffica que no estén en

el pPBR322 y pBR327. Se sabe que la secuencia Chi de 8 pares de bases =-

(Smith y col. 1981) y secuencias similares a Chi (Cheng y Smith . 1984)

recombinan via el sistema RecBC y que dichas secusncias no estfn en el

pBR322, Estas secuencias se buscaron dentro del gene de resistencia a
cloramfenicol pero no se encontraron. Sin ambargo, esto no excluye la -
posibilidad de que exista otro tipo de secuencias que favorezca la :oooé_

binacién de pIO1 y pBR329 con respecto a pBR322 y pBR327.



Con los datos de niimero de copias y multimerizacién se obtuvo
1a distribucibn de unidades a repartir. Estas distribuciones, junto con
el factor R, se usaron para alimentar el programa de el modelo matemfti-
co del apéndice. Por otro lado se hicieron experimentos de cinética de
pérdida para comparar las curvas teSricas con las experimentales. En =-
todas las cin@ticas experimentales se observa una curvatura negativa; --
esto sugiere gue existe alguna desventaja para las c§lulas con plésmidos
de alto niimero de copias con relacifn a las células sin plfsmido. Aunque
los valores de R tienen una desviacién estandard tal que las diferencias

no son significativas, esto Gltimo indica que s{ hay una desventaja.

las cinéticas teSricas y experimentales para pI0l y pBR329 --
concuerdan, nientras que las de pPBR322 y pBR327 no. En este caso, otra
ver la curva teSrica predice una estabilidad menor que la encontrada ex-
perimentalmente. Esto podria deberse a errores en la distribicién de uni
dades a repartir debido a la desviacién estandard de las curvas de resis
tencia a ampicilina. Otra explicacién que podrfa proponerse ss gue el -
grado de dimsrizicién no sea homogéneo para todas las subpoblaciones, en
donde las subpoblaciones con altas copias tienen plfismido preferencial--
mente en forma dimfrica, mientras que las de bajas copias no han satura-
do los sistemas .de ucombinaciér; y estin como monSmeros., Esto modifica-
rfa 1a distribucién de unidades a repartir disminuyendo la fraccién de -
subpoblaciones con bajo nimero de unidades a repartir, lo que se expresa
rf{a en una mayor estabilidad del plésmido. Esta explicacién podr{a pro-
barse cultivando cflulas en un medio que seleccione a las lubpobhclo'nn

celulares con un alto niimero de copias (por ejemplo medio con una alta -



concentracibn de ampicilina o tetraciclina), y ver si en estas células -

el nimero de multimeros es mayor que el encontrado para la poblacifn ce-
lular total. Otra posibilidad es que el modelo matemiitico no incluya =-
pardmetros importantes para determinar la estabilidad de estos plésmidos,
perc como para pIOl y pBR329 s{ correlaciona, posiblemente las discrepan
cias se deban a desv:{aciones por el altc nimerc de copias, o a la dimeri-
zacifn que en este caso es la mayor diferencia entre los plésmidos pIOl

'

¥y DBR329, y pBR322 y pBR327.

En resumen podemos concluir que los pl&smidos pBRI22 y pBR327
tienen un mayor nimero de copias que sus derivados p10l y 951;329. Esto
podrfa deberse a una mayor formacién de primeros generados por transcrip
cién a partir del promotor anti-tet. El sistema de recombinacién sitio
especffico cer no es 100% eficiente en nuestras condiciones. Para célu-
las con un alto nimero de copias de un plfsmido, sxiste un factor de des
ventaja (mayor tiempo de generacifn) con respecto a las células sin pls
mido, Las distribuciones de unidades a repartir de los plésmidos pIOl y
PBR329 tienen las caracter{sticas esperadas para un plésmido inestable,

y sus cinfticas de pérdida son similares a las predichas por el modelo -
de segregacifn al azar. Las distribuciones de unidades a repartir de ==
los plismidos pBR322 y pBR327 también tienen caracteristicas de pléismido
inestable, auniue la cinética de pérdida experimental es mis lenta que la
cinética tefrica de segregacifn al azar. El pT7 es un plésmido estable
cuya distribucibén de unidades a repartir tiene caracteristicas de un plés
mido inestable por lo que podria tener un sistema de particiSn adicional

a cer que probablemente sea de unidn a cromosoma.
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APENDICE

1. NMODELO MATEMATICO

i

1a probabilidad de aparicifn.de una célula sin plismido en un

procesc al azar estf definida por:

1 ‘
P - 2 (A‘l,
Y :
donde u es el nmero de unidades a repartir del plismido en la cflula an
tes de dividirse, y la fraccién de perdida en esa poblaciSn estf determi

nada por:

fmo—— - — (A=-2)

Si la poblacién estf compuesta por un nimero m de distintas -
subpoblaciones con niisero de unidades a repartir diferente en el ;eunho'
de la divisiSn celular, con A-2 podemos obtener la frecusncia de pérdida
de cada subpoblacifn. Conociendo la fracciSn de cada subpoblacisn en la
poblacibn totnl; podemos encontrar la fracciSn de plrdida global de la -

poblacifn por medio de A=3,



m
= L fs, (A=3)

es la fraccién de pérdida de la poblacidn total, m el nimero de sub~-
poblaciones, fi la fraccidn de pérdida de la subpoblacidn iésima y s i "
la fraccidn de la subpoblacién iésima en la poblacién total. Es necesa
rio asumir que la distribucién de las unidades a repartir se encuentra
en equilibric. Con la ecuaciSn A-3 se encuentra en una generacién,
81 queremos saber la cinética de pérdida debemos tomar en cuenta a las

células que han perdido plasmido en las generaciones anteriores como se

expresa a continuacibn:

F = (l-Fn-;) + Fn-l (A=4)

!‘n s la fraccién de thdid;a en la generacifn enésima y F _yen la gene
racidn anterlor. Si existe un factor selectivo favorable para alguna de
las poblaciones (con o sin pl&smido), que provogue el crecimiento més s
pido, la cinética sufrird desviaciones positivas o negativas. El factor
selectivo R es 1a relacién entre el crecimiento de las células sin pléis-
mido con respecto a las gque lo poseen, as{ se deduce la ecuacifn A-5.

Ppm 1- (R 4R R (A=5)

donde Pn es la fraccisn de pérdida de la generacifn en€sima.

2, SIMULACIONES

.Se elaborb un programa en pascal del modelo (ecuacibn A-5) y se

hicieron algunos ensayos para comprobar algunas predicciones del modelo.



a)

b)

c)

LIS ’

Dos plésmidos con el mismo niimerc de copias promedio pero con
diferente distribucién, deben de perderse de manera diferente

(Fig. 17,

De dos plismidos con el mismo nimero de copias pero diferente
grado de multimerizaciSn el mfis multimerizado debe perderse -

mis répido (Fig. 18).

La ventaja o desventaja selectiva de la poblacién con plésmido
en relaciSn a la poblacién sin plésmido modifica la cintica -

de manera positiva o negativa respectivamente (Fig. 19).
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