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IN'l'RODUCCION 

LO• p1'midoa 11<>n 1DOllculH de DNA extracromosomal que H re­

plican aut6nomamente. Esta moléculH pueden ser de diver11<>• talllañoa, -­

dHde 4000 hasta alrededor de 150 000 parea de bases. C&da tipo de pla!. 

aido se encuentra en un nGnlero caracter!atico de copias por c&lula. 

La estabilidad esta dentro de loa fenómenos fisiológicos y ~ 

lecularea que involucran a loa plasmidos. Hay dos significados diferen­

tes para el concepto de estabilidad. Uno ea el de estllbilidad Htructu­

ral. En este, la estructura del pl,lllllido puede determinar rearreglos -

1DOleculares diferentes. Por ej9J11>lo, las secuencias repetidas inverti-­

daa presentes en un plalllido pueden recombinar y generar inversiones, -­

mientras que .las secuencias repetida• directas pueden inducir deleciones. 

Otros eventos como la tranapo•ición y recombinación con otros plasaidos 

pueden producir rearreglos en la mo1acu1a. un plblllido que sufre ea te -

tipo de rearreglos se considerada inestable. 

El segundo significado de estabilidad implica el mantenimien­

to del plásmido en la población celular en el transcurso de las genera-­

ciones. Si en una población, en donde originalmente todas las células -
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conten!an plásmido, aparecen algunas que lo han perdido, se dice que el -

p1'tnaido es inestable. Este trabajo trata de la estabilidad en e•ta ae-­

gunda definición. 

l. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ESTABILIDAD DE LOS PLASMIOOS 

a) Re911laci6n de la replicación. 

Para que un pU.smido sea estable, H rÍtquiere que se replique 

eficientemente en cada ciclo celular, de manera que cada c6lula hija her!, 

de un nGmero adecuado de copias. Por lo tanto, la regulación de la re-­

plicación tiene gran influencia en la estabilidad. Este mec:ani•lllCI de re• 

gulación determina el número de copias del pl&smido por célula. 

Se han propuesto dos modelos principales para explicar la r99!!, 

lación de la replicación de los pl&smidos, El lllOdelo de Jacob y col. 

(1963), propone un control positivo con dos determinantH eapec.tficoa1 Un 

gene estructural que codifica para una molécula que ectGa CCllllO iniciador 

de la replicación y un •itio operador de la replicaci6n sobre el que ac-­

tua el iniciador. En un cierto 1110111ento, el iniciador que estada unido a 

1118111brana, activa la replicaci6n del plf11111ido gener,ndose do• lllOlaculaa de 

plSamido unidas a la membrana. IDs sitio• de unión a membrana ae alejan 

progresivamente durante el crecimiento, lo que asegura la equipartición • 

de laa moléculaa al dividirse la célula, posteriormente se vuelve a dar • 

la aeñal de iniciación. 
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Pritchard (1969) y Pritchard y ool. (1969) proponen un meca-­

niamo donde ae asegura que un evento de iniciaci6n es seguido por otro, 

a6lo cuando el volW11en celular se ha duplicado. Para ello, se propone 

un sistema de regulaci6n negativa con dos determinantes: Un iniciador -

que se sintetiza constitutivamente y que se encuentra en una concentra-­

ci6n celular constante, y un inhibidor de la iniciaci6n que ae transcri­

be s6lo durante un periodo corto inmediatamente después del inicio de la 

replicaci6n. El inhibidor reprime en este momento la repliéaci6n, paro 

al aumentar la masa celular, se diluye y se produce la transici6n del -

estado de inhibici6n a inicio de replicaci6n. 

NordstrO~ (1983) revis6 y actualiz6 los modelos de replica-­

ci6n de los pll11111idos. Este autor propone que el control de replicaci6n 

incluya al menos una molécula inhibidora (prote!na o RNA) codificada por 

el pla11111ido. Esta molécula se expresa constitutivamente en proporci6n a 

la dosis génica. El sitio blanco del inhibidor no es el sitio del ori-­

gen de la replicaci6n (Danbara y col. 19811• 

uno de los sistemas de regulaci6n mejor comprendidos y que se 

adecúa al modelo de Pritchard, ea el de loa pllsmidos tipo COlEl. En -­

estos pla11111idos, la molécula de RNA que sirve de primero de la replica-­

ci6n se transcribe a partir de un promotor que se encuentra entre -550 y 

-590 pares de bases del origen de replicaci6n. La transcripci6n de este 

RNA o RNA II puede terminar en varios sitios después del origen, fozm&n• 

dose un RNA pre-iniciador que es procesado por la RNasa H para formar un 

iniciador funcional de 55S bases (Itoh y Tomizawa 1980). Se ha observ!. 

do·que transcritos provenientes de promotores lejanos pueden invadir la 

región de replicaci6n y. podr!an funcionar como iniciadores. 
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En la regi6n de -410 a -450 existe un prOJ110tor orientado en la 

direcci6n contraria al del pre-pdmero. A partir de ahS: ae transcribe -­

una molécula pequeña de RNA (RNAI) de aproximadamente 100 nucle6tidoa CO!, 

plementario al extremo S' terminal del pr!mero. Este RNAI al interaccio­

nar con el RNAII impide que este último actúe como iniciador (Tolllizawa y 

col. 1981). La secuencia de bases del RNAI da posibilidadea de fo:rmar -­

estructuraa aecundariaa ya que tiene secuencias invertidas repetida• que 

le dan la capacidad de for11111r tres estructuras de tallo y ala (Morita y -

OkA 1979). Ea claro que la• regiones con posibilidad de foZlllAr asa aon -

muy illportantes para la interaccicSn inhibitoria del JWAI, aunque la ea-­

tructura tridimensional en que eate RNAI funciona !!!. vivo, eati en diacu­

.aicSn (Daviaon 1984 y 'l'Clllizawa 1984, 1985). Exiate una protelna Ralll de 63 

aminolcidoa codificada por el gene ~ (Cesareni y col. 19821 Lacatena y 

col. 1984). Esta proteS:r.a participa en la regulaci6n aumentando la efi-­

ciencia de la interaccicSn del hlbrido RNAI iniciador y (Tomizawa y Som --

1984). Aparentemente, Rolll scSlo juega un papel potenciador, ya que ai no 

existe el RHAI pierde au funci6n represora. 

En resumen, el aecaniamo de la regulaci6n de la replicacicSn -· 

del pll8111ido ColEl involucra la tranacripci6n conatitutiva de un RNA pre­

prlmero que ea proceaado por la RNaaa H para formar al iniciador o IUCAII. 

La funcicSn de eate RHAII depende de la concentracicSn de do• 110llculaa in• 

hibidoraa1 El RNAI y la protelna llom. El !!MI interacciona con el RNAII 

impidiendo que funciones como iniciador, mientraa que la protelna RDlll au• 

menta la eficiencia de la interaccicSn RNAI - RNAII. La concentracicSn de 

de RNAI es el factor más importante en la regulacicSn del número de copiaa 

por célula. 
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Otro fenómeno en el que interviene el RNAI es en el de incom­

patibilidad. cuando dos pl,amidos no pueden coexistir establemente en -

una bacteria se dice que son incompatiblesr esto 11e ha explicado como un 

fen6meno de competencia por la maquinaria de replicaci6n. En el caso de 

los pl&smidos tipo ColEl, laa mutaciones que alteran la aecuencia de ba-

. ses en laa asas del RNAI modificadan la incoznpatibilidad, Daviaon 

(1984) propone un modelo en el que un d!mero del RNAI es el inhibidor 

funcional, y una de las asas es fundamental para la repreai~n. LOs cui­

bios en las asas AUlllentAn o disminuyen la eficiencia del represor. As!, 

dos pl&smidos diferentes compiten por los represores y uno de elloa. · El 

que es reprimido con mayor eficiencia, se replica menos que el otro y -

es desplazado en la poblaci6n. 

b) MecaniAl>s de eatabilizaci6n, 

Se han encontrado genes que determinan o influyen en la e1ta­

bilidad de di1tintos pl&amidos por tres mecanismos diferente&. El prim!, 

ro ea un mecaniao de seqr.eqaci6n an&loqo al proporcionado por loa cen-­

trómeros en laa c•lulaa eucariontea. Al replicarse un plfamido, la1 dos 

copias resultantes se unir!an a estructuras de membrana para formar el • 

aparato de partición o "partisoma", que separada 1a1 copiaa del pl&mi­

do una a cada célula hija (modelo de Jacob (1963), 

uno de loa casos mejor conocidos ea el de el pl&amido F (09Ura 

e Hiraqa l983a), que posee tres genes involucrados en e1te 111ecani11101 

~~y~· Los dos primeros codifican para protelnaa de 41 y 37kd 

respectivamente (Wehlmann y Eichenlaub 1980 y tcomai y col. 1982) y ~ 

que e1 un sitio que se requiere en .=!.!_. El gene ~ 11r!a reconocido -· 
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por las prote!nas SopA y SopB, y junto con prote!nas del huésped formar!an 

el aparato de partici6n. Se han hecho experimentos que sugieren este t.!. 

po de sistema para otros plbmidos: El DNA del fago Pl que al lisogeni­

zar pasa a un estado circular citoplismico similar a un pl&smido, tiene 

un sistema de estabilidad muy parecido al F. El fago Pl tiene dos genes 

(Ji!!!!_A y Ji!!!B) que codifican para prote!nas de 42-44 kd y 34 kd respectiv!. 

mente, y un sitio en.:.!!. (Austin y Abeles l983a y l983b). El pl&lllllido --
1 

pSClOl posee un gene E!! que es necesario en :.!.!. para su estabilidad, y -

que ademis puede estabilizar pl&smidos no relacionados (M .. cok y Cohen -­

l 980). La regi6n ~tiene tres secuencias repetidas, dos directas .y la 

central invertida (Miller y col. 1983). Diferentes deleciones en esta -­

regi6n dan diferentes grados de estabilidad (TUcker y col, 1984). Se ha 

propuesto qpe esta regi6n del pl&smido se une a membrana externa ( 
., 

Gustafsson y col. 1983). El pl&smido Rl tiene dos loci de estabilidad, 

Ji!!!!.A y Ji!!!B necesarios en .!:.!.! (Gerdes y col. 1985) y que posiblemente --

funcionen como sitios de anclaje a membrana. 

un segundo mecanillllO para la estabilidad de los pl,lllllidos es 

el de recombinaci6n sitio espec!fica que asegura la existencia de sufi-­

cientes unidades a repartir monomerizando las moléculas multi-'ricas. --

Estas formas multiméricas se pueden formar por los sistemas de recombill!, 

ci6n interplaam!dica de la bacteria, o al término del ciclo de replica--

ci6n del pl&smido. 

El fago Pl posee un sistema de recombinaci6n con do• gen••• 

~y~ (Austin y col. 1981). El gene ~es el sitio en~ de HCO!!!, 

binaci6n1 este sitio est& compuesto por no m&s de 60 parea de bases Y --

contiene dos secuencias invertidas repetidas de 13 pares de bases.' con -

\ 
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un espaciador de 8 que aparentemente es el punto da recombinaci6n (Roes& 

y col. 1982). El qene _e es funcional en~ y c:odifica para la re-­
'7 

combinasa. El pl&smido Clo DF13 posee un gene l!!,B que, al ser deletado 

en las mutante• cop3 (mutantes con mayor nGmero de copias), las vuelve 

ineatables y lea aumenta el grado de multimerizaci6n (Hakkaart y col. 

1982 y 1984). Esta ragi6n produce la monomerizaci6n de estos pl,Bllido• 

por recombinaci6n aitio espadfica, y al iqual que lmlJ', •• capa& de fO!, 

lllll' estructura• secundaria• que aparentemente requieren de ~ranacripci6n 

para que se exprese su funci6n (Van dan Elzen y col. 1983). 

El plbmido ColEl tiene un gene ~ funcional en :!!. con pro­

piedades de recombinaci6n ailliilarea a ~ y f!!.B (SU1118ra y Sherratt 

1984). cuando se delet:A ~¡ el pl4smido ae vuelve inestable, pero pua­

da reeatabilizarse con el sistema de resoluci6n de 'l'n!• Se dasconoc:a -­

cual es la enzima responsable de la recombinaci6n sitio eapec!fica da -­

~· pero podda estar codificada en el cromosoma y/o en al miUD p1'a.!. 

do. 

Un tercer mecaniamo ea la inhibici6n da la divisi6n celular -

cuando no existe un nÚlllaro da copias qua asegure la Hgreqaci6n equitat!, . 

Ya. 

un sistema de e1ta tipo se encuentra en al pl,lllllido I'. In •!. 

ta pl,ftlido, al. gana ~ codifica para un inhibidor de la dividi6n Cal!!, 

lar y el gene ~ para un represor de ese inhibidor (Ogura e Hira~ -­

l983b), de manera que la concentraci6n relativa de loa productos de estos 

dos genes contribuye a regular la divisi6n celular en relaci6n al nlimero 
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de copias del pl&smido preaente en células prSxiJus a dividirH. Hay dos 

,fases de lectura en ••ta regi6n, que pocSdan codificar para proteS:naa de 

8 y ll kd (Miki y col, 1984), 

c) Infonnación genética del huésped. 

Adem&a de la inforinaci6n codificada por el plilllRido, existe i~ 

foxmaci6n craaioaomal que influye en la estabilidad de loa p1'mdoa. Bn 

' la bacteria mutante !2218 los p1'11111idos llini-r establea (SOp +) eon ineat!_ 

bles. Esta mutante podría Hr defectiva en una funci6n eHncial para la 

participaci6n del lllini-F. Se han reportado otras mutantes que tambi&n •• 

afectan, en diferente grado, la estabilidad de loa pl,aaidoa. 18 posible 

que estas mutante• sean parcialmente defectivas para la replicacidn del• 

lllini-F (Hiraga y col. 1985). 

Otro tipo de informaci6n importante en estabilidad involucra • 

los si•t-• de recombinación, como •• dijo, el equilibrio entre las di-

ferentes formas multim6ricas interviene en eatabilida4, y loa aiat:elta9 de 

recOllbinaci6n inter e intraplalllltdica, puedan Hr ~ illportancia en el -­

fen6meno. Activando el aiat1111a de recombinación !!2,E, loa plllllido• 

'f!!!!o- derivados del CloDFl3, se mantiene~ establemente CClllO mon&leroa ya 

que en aste caso el sist91& de recombinaci6n !!2,E suple al del p1'mido • 

(Hakkaart y col. 1982). calula• ~y !!2,BC.- ~- producen la., ..... 

rizaci6n y estabilidad del pBR322 lllientras que en las mutantH !!f!!IC- -­

~B- ~Fl44, el plásmido ea inestable y se encuentra en forllll 1111ltiml•• 

rica (Krivonogóv 19841 • 
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2. HIPOTESIS 

Talllllndo 101 datos de los ejemplos anteriores, podemos plantear 

dos Htrategias principales de Htabilización. La primera operada en el 

caso de pl,smidos de bajo número de copias, requerir!a de la presencia de 

si•tlma• de partición con una función aniloga a la del centrdmero de las 

c¡lulas eucariontes y de la recombinacidn de las llOl,culas para producir 

mn&neros para la segregación. La segunda operada para p1's~dos multico­

pia. En este caso, sdlo el niimero tan alto de copias asegura que en el -

1110111ento de la división celular, las c¡lulas hijas queden con al menos una 

copia del pl,lllllido, sin intervención de ningún otro 1111Canismo que no sea 

el azar. En Hte Gltimo caso, proponemos que hay un solo parúetro ÜlllO! 

tente que detel'lllina el grado de estabilidad del pl'8mido 1 la distribución 

de unidades f!sicas a repartir en la población de células prdxilllas a div!, 

dirse. 

3. SUPOSICIONES 

Existen a.lgunas suposiciones que hay que tomar en cuenta 11i H 

quiere explicar la e1t:abilidad por la hipótesis de partición al azar. 

i) La distribución de calula• con un diferente nGmero de uni­

dades a repartir en poblaciones creciendo sin presión ··-­

lectiva se mantiene constante (Distribución al equilibrio). 

ii) cada subpoblación tiene una probabilidad diferente de 9811!. 

rar calules sin pl,smido. 
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iii) La frecuencia de producción de células sin pl&smido en una 

generaci6n es constante una vez que la poblaciones llega a 

su diatribuci6n al equilibrio. 

iv) No importa cu&l sea la preai6n selectiva sobre la pobla-­

ci6n inicial1 cuando ésta desaparece, la poblaci6n tiende 

a alcanzar su diatribuci6n al equilibrio. 

v) Un timpo de generaci6n mayor o menor de la ~ubpoblaci6n de 

dlulas con pl'8mido con respecto a la que.no lo posee 

1110difica la cinética de pardida. 
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II 

OBJETIVO 

El objetivo de eate trabajo ea determinar 1i efectiv ... nte la 

e1tabilidad de 101 pllsmidos multicopia se debe a la diatriblaci6n de ca­
lula1 con diferente nGmero de unidades a repartir. 

En funci6n de laa suposiciones anteriores podemos hacer una · ~­

serie de prediccione1 aobre el fenómeno: 

i) una poblaci6n bacteriana con un plaSllido ••table debe te­

ner una diatribuci6n de unidades a repartir tal, que no exiatan aubpobl!. 

cionea con nGmero muy bajo de 1•• mi11111as (la probabilidad de pfrdida del 

pll1111ido en la divi1i6n de una cllula con 6 unidad•• ea de 0,03), Para 

que no exiatan dichas 1ubpoblacione1 1 el pllamido debe tener una regul!. 

ci6n de la replicaci6n precisa y·un 1istema 4e"monomerisaci6n eficiente. 

ii) Una poblaci6n bacteriana con pll.mido ineatable debe poaeer 

aubpoblaciones con bajo nGmero de unidades a repartir (probabilidad de -

p¡rdida de o.s para divisi6n de una cSlula con do1 unidades). Eato po-­

dr!a deberse a un sistema de monomerizaci6n deficiente y/o a una regula• 
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ci6n poco precisa. 

Sistema experimental 

'l'Omando en cuenta lo arriba mencionado, es ideal un sietma ex­

perimental con pl,smidos con diferentes distribuciones de unidad•• a repar­

tir. E•to H puede 109Z"ar con plbmido1 con diferencias en lo• repreeore1 

de la replicaci6n cCllO la protelna Rom y el RNAI, produciendo p1a1aidoe -­

con diverso nGmero de copias, y con pl&saidoa con distinta 
1

eficiencia de 

mo11C1111eriuci6n. 

1.01 plbmido1 tipo ColBl preaentan diversidad en ••ta• caract.! 

deticH, por·lo que son un modelo adecuado para e1te tipo de aperiaentoa. 
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III 

MATERIAL Y ME'l'ODOS 

1. CEPAS Y PLASMIDOS 

En este trabajo se utilizaron dos cepas de !• ,!12!!1U21 C600 -­

(r-, .thr- leu- thi- tac-) y GM31 (F- i!!_lt2 i!!_T22 !!!,-14 ~Yl !l!-S .!:!!!,-1 

!!!,-6 ~-1 .!:!?!!.A31 ~136 his-4 !!!,•78 ~-1 2•6 iupE44) • 

Los pl'8midos utilizados fuerona pBR322, Bolivar y col. 

(1966b)1 pBR327, Sober6n y col. (1980)1 pBR329, covarrubias y &olivar 

(1982)1 COlEl, Bazaral y Helinski. (1968)1 pDSll09, oou9an y Sherratt 

(1977)1 y pIOl y pT7 construidos en este trabajo. 

2. TRANSFORMACION 

Se crecieron c¡lulas en lledio Luria a 37•c hasta una densidad 

6ptica de 0.4. (SSO nm), y se transformaron siguiendo el protocolo de 

COhen y col. (1972), con la lllOdificaci6n de que las soluciones de cac12 y 

lllCl tenlan MgC12 a una concentraci6n SmM. 
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3. ESTABILIDAD DE LOS PLASMIOOS 

Las c&lulas se crecieron en matraces nefelom&tricos de 125 cm3, 

con 10 =3 
de Jaedio Luria en un baño a 37ºC y con agitaci6n de 210 rp11. -

Se hicieron diluciones cuando el cultivo estaba en 0,4 de densidad 6pti--

ca a 550 11111, En cada diluci6n se tomaron allcuotas para hacer un rastreo 

de cuentas viables en cajas de Petri con Luria s61ido y se parcharon 100 

-3 colonias en cajas de Luria con ampicilina 0.2 1119 C111 para determinar el , 
porcentaje de c&lulas re1iatentes. 

4. DISTRIBUCION DE RESISTENCIA A AMPICILINA 

La• calulaa provenientes de laa condicione• experimental•• d• 

eatabili"-4 (mmer:o 3 de eata secci6n) o de gradiente• de sacaron (nG.e-

ro 7 de ••ta aecci6n), 1e diluyeron y ae sembraron por e1patulado en ca--

jaa de.Petri con Luria a difarentea concentraciones de ampicilina, desde 

O.l hasta 9 1D!J r:a-3 en algunos caso1. Las cajas se prepararon 12 boras -

ante• del experimento y •• preincubaron a 37•c. 

S. l'URil'ICACION DE PLASMIDOS 

La purificaci6n de los pl'8mido1 ae hizo como describen aoll-

var y col. (1977a): liais alcalina con sos, cromatografla en Biogel A-So 

y centrifugaci6n en gradientes de C•Cl con ioduro de propidio, 

La amplif icaci6n de loa pl,allidos con el gene de reaiatencia 

a cloramfenicol se hizo con 300 µg cm-3 de espectinolllicina. 
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6. LIS11DOS CLAROS 

Para obtener lisados claros de la& cepa• con los pl&llllido•, •e 

utilir.6 el método de lisis alcalina con sos (Maniatis y col. 1982). Elite 
. 3 

mét.odo se adaptó en nuestro laboratorio para voUimenes de 20 Clll de cult! 

vo con o.s unidades de densidad óptica a 550 nn, precipitando con etanol 

20 minuto• a -2o•c y utilizando la centr!fuqa SOrvall RC-SB. 

7. SEPAMCION DE LAS CELULAS EN GRADIENTES DE SACAROSA 

3 Se cultivaron 7.5 cm de Luria con la cepa que H requeda en 

la1 condicione• experimental•• de e•tabilidad ha1ta una den1idad dptica 

de 0.45, loa cultivos se centrifuqaron a 5000 rp111 por 10 Dlinuto1 a 4°C. 

se reauapendieron en 0,3 crn3 de amortiquador BSG est&ril a 4°c (NaCl o.as' 

ICH2P04 0.03\ NA2HP04 0.06' y qelatina 0.001\) y •e colocaron •o!)r• un gra­

diente lineal de sacarosa preparado en tubos corex de 15 CD1
3• El gradien-

te •e prepar6 por conqelarniento y desconqelamiento de una •olucidn da .. --

caro•a al 30' (Sacarosa 30\, NaCl O.l M, EDTA 0.005 M y Tria o.Ol M pH 7.5). 

La eoluci6n 1e conqela a -2o•c y •• de•conqala a 4ºC 5 hOras ant.a de la -

cantrif.u9aci6n. se centrifug5 el gradiente en el rotor 1184 a 4 000 ria -­

por 7 minuto• en la Sorvall JIC-58. Se colectó el tercio inferior y H re­

piti6 el procedimiento por segunda vez. Se tomaron lH cllulH corre•pon• 

dientas a la mitad inferior del ae9Qndo gradiente, •• diluyeron y se •1&1-· 
braron en cajas de Luria con ampicilina a diferente• concantracionaa pera 

el en•ayo de distribución de resistencias. 
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8, DIGESTION CON NUCLEASAS Y LIGADO DE FRAGMEN'roS DE DNA 

La1 enzimas utilizadas en este trabajo fueron: DNasaI, ~I, 

?_!!I, !22,RII, !!!!!ffi, !!!_I y ligasa de T4. Las reacciones con e11ta1 enzi­

ma• •e hicieron de acuerdo a las especificaciones del fabricante. 

9. ELEC'l'ROPORESIS EN GEL 

a) Electrofore•i• en gel de agarosa. 

Para la separaci6n de pl,lllido• o fragmento• de DNA •e prepar! 

ron gel•• de agazo•a al 0,8\ en placa• (13 x 11 x o.is cin), lo• gele• se 

•ometieron a electrofore•i• vertical en &110rtiguador BA (Tri• o.os M, 

EDTA 2 lllK, NaCl 0,018 M plf 8.1). La• electrofore•is para las detemina--

cione• del grado de 111Ulti..risaci6n se corrieron a 60 V y para los exper!, 

mento• de número de copia• relativo y ssparaci6n de fra9119nto• de DNA a -

80 v. 

bl Minigeles 

3 Sobre vidrio• de 7 .S x S cm se colocan 10 Clll de agaron l\, -

se corren horhontallllente a eo V en amortiguador BBO (Tris 0.09 M, Na21DTA 

2.S llM y H3B03 0.09 M pH B.2) de 30 a 40 llinutos. 

e) Electrofore•i• en gel de poliacrillllllida, 

Para Hparar fra9111ento• de DNA se prepararon placa• (12 x 11 x 

o.is cm) con gel•• de poliacrilamida (T • 7,5\, e• 2,66\) en amortigua--

dor BBO y •• corrieron a 80 v. 
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d) Electroforesis en agarosa de bajo punto de fusión. 

Se usaron las mismas condiciones que en la electroforesis en --

agarosa solo que con agarosa de bajo punto de fusión (Bio-Rad). La elec--

troforesis se corrió a 4°C. 

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

Despu¡s de electroforesis se tiñó el gel con bromuro de etidio 
~ 1 

(10 µg cm ) , se visuali~ el DNA con luz ultravioleta y se cortaron las -

bandas deseadas. ID& fr.aCJlllentos de agarosa con el DNA se colocaron en las 

cúaras de electroelución en el compartimento correspondiente al polo n•CJ!, 

tivo con amortiguador TE (Trizma-base 10 mM y Na2EDTA 1 .e pH 8). Las cu­

bas se llenaron con amortiguador TEA (Trizma-base 0.2 M, Acetato de sodio 

0.06 M y Na2EDTA 9 mM pH 8.1). Se aplicaron 100 V por 1,5 horas. Se in-­

virtieron 101 electrodos por 3 minutos. Se tom6 el amortiguador de la c'-

mara correspondiente al polo positivo y se repitió la operación para aume.!!. 

tar el rendimiento. El amortiguador con el DNA se extrajo con un volWHn 

de fenol-cloroformo y la fase acuosa se precipit6 con 2.5 volGmenes de e~ 

nol y se incubÓ a -20ºC por 12 horas. Otro sistema usado para recuperar -

DNA de geles fue el mitodo de Wie1lander (1979), a partir de geles de aga­

rosa de bajo punto de fusión. Se cortaron las bandas deseadas, se recupe-

raron fundiendo la agarosa a 65°c, se extrajo con fenal-cloroformo y se --

precipit6 con etanol como •e describió anteriormente. 

11. DENSI'roMETRIA 

IDs.geles de agaroH teñidos con bromuro de etidio aiguiendo --

las recomendaciones de ~jan y col. (1983), 1e fotografiaron con negativos 



18 

JCodak royal pancromática 4141 con tiempos de exposici6n de 2,5, 3 y 3.5 -

minutos, los negativos se sometieron a densitometrlas a 600 nm en el e•--

pectrofot6metro Gilford 250. 

12, MARCAJE DE DNA CON 3H-TZMIDINA Y SEPARACION EN GRADIENTES DE CLORURO 

DE CESIO 

Ante• de la li•is •e incubaron 5 cm3 de Luria en condicione• -
1 

experimentales de estabilidad, hasta una densidad 6ptica de 0.6 a 550 ra. 

Aproximadamente 5 a 6 generacione• antes se añadi6 al medio 20 '11114
3 de me• 

til-3H-timidina (New England NUclear 1 JllCi ca3 con 71.7 Ci m mol-1), El 

li•ado y el gradiente de cloruro de ce•io •e hicieron de acuerdo a la• e! 

pecificaciones de Womble y col. (1977), El gradiente •e fraccion6_ con --

• bomba peri•dltica y lH fracciones H colectaron sobre filtro•. Lo• fi! 

tro• se proce•aron de la siguiente manera: '1'CA 10\ por 20 minuto•• TCA 

5\ por 20 minutos (dos veces) 1 Etanol 90\ 20 minutos (dos vece•). Se de-

jaron secar y se colocaron en viales con mescla de centelleo (PPO 0,8\ y 

POPOP 0.01' en tolueno) y se C!>ntaron en contador de centelleo Uquido, 

13, MICROSCOPIA ELECTRONICA 

s_iguiendo el protocolo de Davis y col, (1971), se prepararon -

rejillas para micro•copS:a con DNA purificado de bacterias creciendo en --

las condiciones experimentales de estabilidad. Se observaron a 8 y 30 -­

ail a11111entoa en el micro•copio electr6nico Jeol 100. 
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IV 

RESULTADOS 

_l, CONSTRUCCION Y PIASMIDOS 

Con el objeto de obtener pl&smidos con diferente• dietribucio-­

nH de unidades a repartir, se eliqieron tres p1'1D1ido• tipo ColEl que ti!, 

nen diferente nÚll\ero de copiae1 pBR322, pBR327 y pBR329, El pl,nido -­

pBR322 tiene reportada• alrededor de 60 copias por c'lula y el pBR327 trae 

vecH úa, Por otro lado, el pBRl22 tiene el gene !3!. funcional, alentraa 

que a loa 'otro• doa pl(11111ido• se les delet6 parte de e•a re9i6n (Fig. 1). 

Por otro lado, el p8Rl29 tiene un gene que codifica para la ensilla cloraa­

fenicol acetil tranaferaaa. La inserci6n de este gene aep¡ar6 al promotor 

anti•tet del promotor del qene !?!!.• mientras que en el pBRl27 y pBR322 ••­

tos do• prD1110tores est&n pr6xm•. 

Estos pl,11111idos contienen el gene ~ que codifica para la en-­

zima 8•1actamaea que confiere resistencia a ampicilina, La preHncia de • 

este gene pe1:111ite determinar el número d• copias del pl(llllido por calula -

y •U diatribuci6n en la poblaci6n bacteriana, ya que el nivel de reeiaten• 

cia celular al antibi6tico •• proporcional al niÍlllero de genH !?!!, (Uhlin y 

Nordatr&n 1977), Debido a la inaerci6n del gene de la cloramfenicol acetil. 

, 
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transferasa en el pBR329, es posible que !?!!, se transcriba con una efici!,11 

cia diferente a la de los genes~ de los pl&smidos pBR322 y pBR327, y -

por lo tanto, determine un nivel de resistencia a 1111picilina por copia --

distinto. 

CONSTRUCCION pIO'I 

Orl ~ ,.,, 
la111Ht 

11-lilio • Nl 
1-litlodllGlllHI 
A - lilio di AvG l 

.. pIO'I 

Orl 

• 
Te 

• 
Te 

Figura l. construcción del pl'8mido pIOl. Amp1 gene de re1bte!!, 
cia a ampicilina. Tc1 gene de resi1tencia a tetraci­
clina. Ori1 origen de ·replicación; '.!221 gene del re-­
p~sor Rolll. 
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con el objeto de obtener un pl&smido con las caracter!sticas -

de replicaci6n y nGmero de copias del pBRl22·y la milllllll transcripci6n del 

gene!!!!. que el p8R329, ae construy6 el plásmido pIOl (Fig. 1). Para es­

to se cortaron 101 plásmidos pBR322 y pBR329 con E!iI y ~I, El corte 

con !!!,I del pBR329 se hizo con el objeto de cortar la banda con el ori-­

gen de replicaci6n y separar mejor en un gel de agarosa la banda con el -

gene de resistencia a cloramfenicol. En la Figura 2 ae muestran algunas 

digestiones que comprueban el patr6n esperado para el pIOl,' La segunda -

bAnda de la digestidn con !S.2.ftII del pBR322 tiene parte del origen de re­

plicaci6n y se eneuentra en el pIOl mis no en el pBR329. La tercera bAn• 

da que aparece en la digeati6n con !:2,RlI del pBR329 contiene parte del -

gene de la cloramfenicol acetil tranaferaaa no aparece en el pBR322 y aL 

en el pIOl. 

El plásmido estable elegido como contzol fu' el COlEl por au 

gran ho1110lo9!a con la reqi6n de replicaci6n del p8R322. El pl,llllido -­

COlEl euece del gene !!!!. por lo que no es posible cale11lar su nGmero de 

copias por c'lula y su distribución utilizando el fenotipo de resistencia 

a ampic:ilina. Por otra parte, no es posible estudiar facilmente au esta­

bilidad, pues contiene un gene para la producei6n de colicina El y otro -

que confiere inmunidad a esta colicina, por lo que en una poblaeión bact!. 

riana, la dlula que pierde al p1'11111ido ea eelec:cionada negativ-nte. -­

Sin embargo, existen derivados de este plásmido C01110 el pDS1109, con in-­

serciones de Tn! en el gene de producci6n de colicina. Por un ledo se -­

inactiva el gene de colicina con lo que ea posible eatudiar eat:Albilid&d y 

por otro el Tn!. contiene al gene !?.!!, lo que permite calcular al número de 

copias por célula. Un problema que tienen estos derivados ea que el gene 
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.!'i9111"a 2. Caracterizaci6n del pIOl por patrOnea de reatricci.Sn. a,e1 
p8R322. b,d,91 pIOl. c,f1 pBR329. a,b,c1 diqeati6n con 
!!!I y ~I. e,f,91 dige•ti6n con !E2_RII. 
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~ eat& dentro de un tranapoa6n y puede movilizar•• inteqr'ndo•• al cre11112. 

aoaa, ••to proporcionada un nGmero. de gene•~ .. yor que el nGniero de -­

copias del pl,1mido. 

con el fin de obtener el pl&smido control con el gene de S-lac-

tamasa inm5vil, se hizo una digesti6n parcial del pDS1109 para delatar pa! 

te de la tranaposasa y uno de los extremo• neceaario1 para la tran1poai-

ci6n, dando como resultado el pT7 (Fig. 3), En la Fiqura 4 se llUHtra la 
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caracterización del pT7. La pérdida de la tercera banda confirma la ide!!. 

tidad del pl&amido. 

CONSTRUCCION pT7 

E 

, 
t"'A Plfl 
, tlitHtlotl """ pOS+109 

'°'°''' • 

".ipa 3. 

1 

Construcción del pl&amido pT7. INDJ irmmidad a colicina. 
Od1 origen de replicación. *>b1 lllDVilidad. IR1 secuencia 
invertida repetida del .'In!• ~' transpoaaaa. !!!R.R re-­
presor-resolvasa. '!?!!,1 B-lactama ... 

2. NUMERO DE COPIAS 

a) Relación pl,lllllido•cromoSOlllA, 

-

Para determinar el número de copias de pl,smido por crOllDIOll&, 

se 111&rcó el DNA total con 3H-timidina y se separó en DNA circular cerrado 
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(plásrnido) y DNA lineal (cromosoma) en un gradiente de cloruro de cesio -

con ioduro de propidio. El cultivo se inici6 con células recién sacadas 

-3 de presi6n selectiva (tetraciclina 25 µg cm ) y la lisis celular se efe.s_ 

tu6 de 8 a 9 generaciones después. En la fiqura 5 se muestra uno de los 

gradientes. 

-~ "- f -
~!; 
.. 

·:f. • 
t.;J 
·' 

u 
l., 

u 

Figura 4. caracterizaci6n del pT7. a,fr ColEl. b1•1 yr7. e.di 
pDS1109 • .,b,c1 digestiSn con !!:2,Rl. d,e,fr digeat16n con 
!!!,I. 
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Figura S. Gradiente de cloruro de cesio con ioduro de propidio: de ·una 
extracci6n de DNA total de la cepe C600/pT7. (a) plbmiclo -
(b) crc:.msma. 

El dato calculado del gradiente .. el nGmero de copiH por cro­

mosoma. Para convertir '•te a número de copias por c•lula, se utili.S el 

criterio de que en promedio, el número de cromollOllllls de una poblaci6n en 

crecimiento exponencial es de 1.5, Por aste m&todo, al ColEl y al pT7 -

H lea encontr6 un número de copias muy semejante, De dos gradientes pe• 

ra el COlEl ae obtuvieron 11.S !. 2.5 copias por c•lula, y de tres 9radie!!. 
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~ 
1 

pr1 pBR~27 

Figura 6, Densitometda de un gel de agaroaa para pT7 y pBR327. En la 
parte auperior derecha ae muestra la foto del carril que ae 
utiliró para eata denaitometr!a. 
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tes para el pT7 ll .:!:. 3,2 Esta semejanza era de esperarse, pués alllbos pl&!, 

mi.dos tienen el mismo replic6n. 

bl NÚmero de copias relativo. 

Un se911ndo sistema para determinar el número de copias es hace!. 

lo relativo a algún otro pl&smido. El pl&smido que utilil&llOs COlllO.con--­

trol fue el pT7, debido a la correlaci6n en el nGmero de copias que H en­

contr6 con el OolEl 118dido por gradientes en cloruro de c:e•io. Se •1cla­

ron volGiaenes iguale• de cultivo a la llÚ.tllllll densidad cSptica, uno de la ce­

pa oon pT7 y otro de la cepa con el pl,Bllido a analilar. Se lis6 la ••-­

cla y el DMA se digiri6 con !E!!,RI para lineariaar ambos pl,aú.dos y se se­

parcS por electroforesis en un gel de agaroH (Fig. 6). Por otra parte se 

s.-br6 una altcuota del cultivo para deteniinar el porcentaje de c'1ulas -

con pl&lllllido, para calcular de manera ús precisa el nGllero de copias por 

c'lula. El negativo de la fotograf{a de los geles se S011eti6 a densit:Glle­

tda. Los resultados de densitometdas de dos a ocho negathos H mues--­

tran en la Tabla l. 

3. DIS'l'RIBUCION DE RESISTENCIA A AMPICILINA 

a) Distribuci6n relacionada con el número de copias promedio. 

ExperiaentalMnte determinuos el porcentaje de cllulas resis-­

tentes a diferentes concentraciones del antibidtico, Esto se grAfica COllO 

una curva de frecuencia acumulada (Fi9, 7) con la que se determina la dis• 

tribuci6n de resistencia a ampicilina. Esto Último se hace tolllndo inter­

valos de resistencia a 1110do de clases y del intervalo de c0ncentraci6n llls 



Tabla l. Número de copias promedio determinado por 
densitometría de geles de agarosa. 

Pl&lllllido Número de copias Número de copias 
relativo por cl!ilula* 

pT7 l ll 

pIOl 3.34 ! 0.17 37 

pBR322 s.ss ! 0.47 61 

pBR327 6.76 ! 2.93 74 

pBR329 l.84 ! 0.03 20 

* Se tom6 como referencia el número de copias del -­
pT7 obtenido por gradientes de cloruro de cesio con 
ioduro de propidio. 

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

28 

éon la distribuci6n es posible calcular la reaiatencia pro.e-

dio y hacer la relaci6n con el número de copias promedio para establecer 

el nivel de resistencia por copia. una de las suposiciones sobre la di!, 

tribuci6n de copias era que '•ta llega a una aituaci6n de equilibrio, 

La Figura 8 ea una demoatraci6n de que esto sucede. 

La diatribuci6n de laa c'lulaa resistentes no cambia aprecia­

blemente en loa pl,lllllidos pT7, pIOl y pBR329, al menos de la generaci6n 

SO a la 100. NO H determin6 esto para los p1'11111idoa pBR322 y pBR327, 

En la Figura 7 se observa el porciento de células reaiatentea a diferen• 

tea concentracionea de ampicilina para tres pl&amidoa y en la Figura 9 -

las diatribucionea que de ahí se derivan. 
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Figura 7. curva de reeistencia a ampicilina de dlula• en equilibrio. 
CAl pBR329, (O) pIOl y (•l pT7. 
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Figura s. Diatribuci6n de nivele• de resistencia a aaipicilina del plaa­
lllido pIOl a diferente• ganeracion••· (----) Generaci6n cero, 
cé~ulas en una preai6n selectiva de tetraciclina de 50 µg -­
cm • <-•-•-) generaci6n 53 sin preai6n selectiva en la• con­
diciones de loa experilllentoa de estabilidad. <----} 9eneraci6n 
109 en las miamaa condicione• que la 9eneraci6n 53. 
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FiCJUra 9. Di•tribuci6n de re•i•tencia a ampicilina de cepa• en equili­
brio (·•-•-) pBR329, (--) pIOl y (•••) pT7, 

La Tabla 2 mu••tra la re•btencie a ampicilina por copia del 9!. 

na de e-lactama•a. Si •e compara la re•i•tencia del pT7 con la de lo• de• 

.a., re•ulta ser más alta, esto H podda deber a que el qene !!!!. del pT7 

viene del Tn!• mientras que el gene !!,!;! de lo• otros plasmido• proviene -
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del Tnl_. como se explicó en la construcción de los pl&smidos, el plOl y 

el pBR329 deben de tener un nivel de resistencia por copia igual, y as! 

sucede. El pBR322 y el pBR327 dan mayor resistencia probablemente por el 

hecho de tener el pro1110t.or anti-tet m&s cercano al 9ene de B-lactamasa lo 

que producir!a un mayor nivel de transcripción de ese gene. 

Tabla 2. Resistsncia a ampicilina por copia del 9ene de B-lactamasa(a). 

Plaaido Resistencia promedio NÚlllero de copias 
a ampicili~ (b) por º'lula (c) 

(µ9 cm l 
--···· -----~--

p'1'7 2294 ll 
plOl 1616 37 

p8R329 937 20 

pBR322 7540 61 

pBll327 6695 74 

(a) En las condicione• de estabilidad en equilibrio. 
(b) PrceecUo de histogramas COlllD el de la Figura 9 
(c) 'l'Ollllldo de la Tabla l. 

Resistencia por 
~ia _1 (µ9 cm copia ) 

208 

44 

47 

124 

90 

b) Distribución de la resi&tencia a uipicilina en las calwas 
cercanas a la división. 

Las c&lulas que participan activamente en el fen&aeno de e•tab!. 

lidad son aquellas que •e est&n dividiendo y produciendo calulas sin plas-

mido, por lo tanto para caracterizar el fen5meno es necesario determinar 

la distribución de unidades a repartir de las c¡lules cercanas a la divi­

sión. Para tal propósito se elaboraron curvas de resistencia a 1111>icili-

na de células 9randes (cercanas a la división) separada• en gradientes de 
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sacarosa. Se tom6 el valor de la Tabla 2 para determinar el intervalo de 

resistencia por copia y as! sacar la distribución de copias que se mues--

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

lor de cada qrSfica es acU111ulativo. 

A 

º··1 ~ ... ~J 
e 20 >47 

e 0.14 o e 
u 

0.401 z o.os 

"' :;:) 
o.O. u 0.04 

"' a: ..... o.oz O.OI 

IO >ZO 20 >U 

COPIAS 
o 

º·ª1 o 

... 1~ 
~~~~·11 
-~ 

20 40 IO >M 

COPIAS 

Figura 10. Distribución del número de copias de plbmido en dlulaa cer 
canas a división. A) pBR327, B) pT7r C) pBR322J O) pIOl y -
E) pBR329. 
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4. GRADO DE MULTIMERIZACION 

De células creciendo en las condiciones d• estabilidad, se hi--

cieron tre1 extracciones de plásmido por el m&todo de lisis alcalina. Se 

corrieron electroforesis en. geles de agarosa y ae hillD densitometr!a a --

tres negativos con 4 a S carriles con diferente cantidad de DNA (Figs. 11, 

12 y 12), y se cuantificaron las diferentes especie• 11e>leculares. Para --

1 e 1 . ! i:º 

. , ...,_ ....... ~; . .. t!o.. •• 

Figura 11. Especie• moleculares del pl&smido pT7 en electroforasia en -
geles de agarosa. a) y b) marcadore11 a) di9e1ti6n con -­

. EcoRI, b) di9Hti6n con DNaaal c_.f) diferentes cantidad•• de 
'DÑA. u-mon6mero superenrrollado, m1-mon6mero lineal, ar~ 
n6mero relajado y ds-dtmero superenrollado. 
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Figura 12. E1pecie1 moleculare1 del pl,8111ido pBR327 1eparada1 por elee• 
tzofore1ia en geles de agaro1a a y b 111arcadore11 a) di9e1•• 
ti6n con P1t1, b) dige1ti6n con DNaaaI, c-g) diferente• can­
tidad11 d9"'i)NA. 111-moniSmero lineal, d1-d!Jllero 1uperenrrolla 
do, dl·dbiero lineal, dr-c!!mero relajado y t·t.td111ro. -

identificar la1 diferentes especies 11Dleculare1 •• u1aron COllO controle• 

pl,111ido digerido con ~RI o ~I para localiur el mon6mero lineal, y -

una nuestra digerida brevemente con DNa1aI pera localizar a 101 mon6Nro1 

y d!meros relajados, LOs porcentajes de lH diferente• especi11 11 111u11-
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Figura 13, E1pecie1 moleculare1 del p1'1mido pBR329 1eparada1 por elec­
trofore1i1 en gelH de agaro1&, a y b) urcadore11 a) di--
9e1ti6n con P1tI, b) di9e1ti6n con DNa1aI, c-9) diferente• -
cantidadH dii'iiNA. ma-mn&nero 1uperenrrolado, ml-t10n6Mro 
lineal, mr-mon6mero relajado y di-probable dmro 1uperenr~ 
llado, 

tran en la Tabla 3, ColEl y pT7 tienen un grado de dimerizaci6n sillilar, 

El hecho de encontrar d!meros para COlEl y pT7 era inesperado, puH COlEl 

posee el 1itio de recombinaci6n .!:.!!. y el pT7 tiene, adem&s de .!:.!!. el 1i1-

tama de reaoluci6n de Tn!.• Para 101 otro1 pl,smido1 derivado• del pBR327 
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se esperaban datos similares; sin embargo, el pBR322 y el pBR327 están 

pr&cticamente como d!meros, mientras que el pBR329 y el pIOl como mon&n!. 

ros. COllD técnica auxiliar para evaluar el grado de mul timerizacicSn de 

los pl&lllllidos, se hizo microscp!a electrcSnica del pIOl. En la Figura -

14 se muestra d!mero y moncSmero. Se analizaron 508 moléculas y se enco!!. 

tr6 89·,5\ de moncSmero y 10.5\ de d!mero, dato semejante al reportado en 

la Tabla 3. 

Tabla 3, Porcentaje de especies moleculares 
de diferentes pl&smidoa tipo ColEl. 

Especies moleculares (\) 

Pl&lllDido MoncSmeros D!meros Tetd111eros 

ColEl 83.8 16.2 o 
pT7 85.7 14.3 o 
pIOl 91.5 8.5 o 
pBR322 0.4 92.6 7 

pBR327 o 97.8 2.2 

pBR329 89.8 10.2 o 

5. DSI'l'RIBUCION DE UNIDADES A REPARTIR 

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

multilllerización (Tabla 3), se obtuvo la distribuci6n de unidades a r•PB!:. 

tir (Fig. 15). 



Figura 14. Hicrocop!a electr.Snica de moléculas de pIOl, tomada a ---
30 ooo aumentos. M-mooomero, D-d!mero. 
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UNIDADES A REPARTIR 

FiCJUr• 15. Diatribuci6n de unidades a repartir. A) pT71 B) pB"221 
C) pBR3271 d) pIOl y E) pBR329. 
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6, TIEMPOS DE GENERACION 

Para deteZlllinar la ventaja o desventaja en el crecimiento de -

la• células sin pli1mido con respecto a las que lo tienen se hicieron ---

curvas de crecimiento, La Tabla 4 muestra la relaci6n de crecimiento en-

tre las cepas con y sin plásmido. 

Tabla .. 4, Relaci6n de crecimiento de la cepa C600 con 
y sin p1'smido. 

Plillllido (a) Tiempo de 9enerac~n (b) R (c) 

a) 

b) 

c) 

2.469 !. o.142 1.000 :!:. 0.115 

Col El 2.552 :!:. 0,168 0.967 :!:. 0.119 

pT7 2.480 !. 0.085 0.995 :!:. 0.091 

pIOl 2.395 !. 0.101 1.030 :!:. 0.102 

pBR322 2.440 !. 0.328 1.010 :!:. 0.193 

pBR327 2.332 :!:. 0,332 1.048 :!:. 0,192 

pBR329 2.469 !. 0,131 1.019 !. 0.113 

De 9 a 16 experimentos excepto para la cepa C600 20 8!. 
perilaentoa. 
Pendiente de la curva de crecimiento 
R .·Ti!!llPO de generaci6n de C600 

Tiempo de generaci6n de C600 con pllmnido 

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

guna ventaja o desventaja selectiva de las bacterias con pllsmido sobre 

las que no lo tienen1 pues las diferencias no son •.ignificativa1. 
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7, CINETICAS DE PERDIDA DE LOS PLASMIDOS 

Para cada pl,amido ae.,realizaron de 4 a 7 experimentos de cin§. 

tica de pérdida. Estos experimentos se iniciaron con c&lulas que previa-

mente se hablan cultivado con presión selectiva, 1in embarqo, la presión 

•electiva no fue siempre la misma, en alqunas ocasione• era tetraciclina 

y en otras 11111>icilina, Por otro lado con el tiempo estos antibióticos se 

deqradan, y en el caso de la ampicilina las milllllla bacterias deqradan el 
1 

antibiótico. 

Comparando las curvas de cinatica de p&rdida de un millllD pl'8-

mido no H encontraba que en la millllll generación hubiera el miao porcan­

taje de. pkdida, Elito podda explicarse to11111ndo en cuenta la 1upoaición 

de que la población Uega a un equilibrio. Se vió que las diferente• --

curvas eran similares, lo que era diferente era el número de qeneracione1 

en que se inicia la p&rdida, poliblemente por que en cada experimento la 

población tardó un tiempo diferente en llegar al equilibrio, 

toa datos da la Fiqura 16 •• elaboraron con cinaticas de m1 -

de un experi111nto para cada capa, la corrección se hizo tomando com:> es--

tandar algÚn valor del porcianto de pérdida vqr. para el pIOl 71' en la -

generación 80, Para 101 otro1 exper11111ntos a 101 valor11 c1rcano1 a 71' 

(69-73') 1e les a1ign6 la generación ochenta y •e 1\llllÓ o re1t6 la diferen 

cia en generaciones. En la Fiqura 16 se qrafican 101 datos axperillenta-­

las y la curva teórica, la interpretación y discusión de estos resultados 

se pr111ntar'n en la sección de discusión. 
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Figura 16. Cinliticaa de p¡irdida. (o) puntas experimentalH (-) 
curva teórica, A) pBR3221 B) pBR3271 C) pBR3291 
D) pIOl y El ColEl. 
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V 

DISCUSION 

Se han reportado varios mecanismos que influyen en la .. tabi­

lidad de los pllsmido1 de bajo número de copias, aomo ·101 aist ... 1 de -­

uni6n a lllelllbrana, recombinaci6n 1itio espec!fica e inhibici6n de diviai6n 

celular. En el CHO de los plllllllidoa multicopia tipo ColEl el Gnico -­

canino de e1tabilizaci6n bien e1tudiado ea el de la re1oluci6n de mult! 

mero• por recollbinaci6n aitio eapec!fica, La estabilidad de 101 p1'ai­

do• tipo pBR322 ha sido menoa e1tudiada e inclu1ive hay dato• contradic­

torios en la literatura en cuanto a au grado de e•tabilidad (NOack y col. 

1981). 

En este trabajo 1e propu10 y en1ay6 experimentalmente una bi­

p6te1ia para explicar la e1tabilidad de pllamidoa multicopia <-'• de 10 

copiaa promedio por c6lulal. E1ta bip6telia propone que el Gnico parÚ!. 

tro que determina la e1tabilidad de un p1'lllido multicopia e1 la diatri­

buci6n del número de unidad•• a repartir en la poblaci6n de cflula1 cer­

canas a la diviai6n. 101 pllamidoa multicopia, a diferencia de 101 pll!. 

mido• de bajo número de copias, 1e9re9ar!an al azar1 e1 decir que no re­

quieren de uni6n a estructuras celulares. Para determinar la diatribu--
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ci6n de unidades a repartir en la población, se necesita cuantificar el 

número de copias por c&lula, su distribución y el grado de multimeriza-­

ción. 

La hip6tesis se ensayó u1ando al pT7, un derivado del ColEl -­

- control de pl'8mido estable y al pBR322 y algunos de sus derivados ,;, 

como pl,smidos inestables. 

A continuación se discuten las caracterlsticas relacionadas -

con estabilidad previamente reportadas para estos plllllllidos, las predic­

ciones en cuanto a las distribuciones de unidades a repartir según la h! 

p6tesis, los resultados obtenidos y su comparación con los resultados -­

te6ricos. 

Del p1'11111ido ColEl se sabe que tiene de 8 a 18 copias por c•­

lula en prOll8dio, que posee un sitio de recombinación sitio especlfica, 

·~ y que codifica para los represores RNAI y Rom y que •• estable. 

Siendo COlEl estable y con las caracterlsticas anteriores, se espera que 

su distribución de unidades a repartir de las c'lulas cercanas a la div! 

sión no presente subpoblacion•• de alto riesgo de pkdida. El modelo -­

del apandice predice que una poblaci6n en donde todas las c•lulas tienen 

un nGlllero .de unidades a repartir de 12, en la 9eneraci6n 100, con el ••­

qu- experimental utilizado no se detectadan -'• de un 2.S\ de c•lulas 

sin pl,11111ido. Esto es factible dentro del rango reportado para el COlEl 

de 8 a 18 copias por c&lula en promedio. Por otro lado, si .!:!!_ •• un -­

sistema de recombinaci6n eficiente se esperarla la ausencia de 11Ultt.e--

ros. 
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En este trabajo se encontró un número de copias promedio de -

11 que está dentro del rango esperado. La distribución de copias de la 

población de células cercanas a la división proporciona subpoblaciones -

con un número de copias suficientemente bajo como para causar pérd,ida m!. 

dible en 100 generaciones (4 a 10 copias). Por otro lado se encontró -­

una cantidad considerable de d!meros para COlEl y pT7 (aproximadamente -

15\). U>• datos de dimerización son suficientanente confiables. Esto -

podrla significar que en la cepa utilizada (C600), la rec<lllDinación si-­

tio especlfica a nivel de la secuencia ~ es parcialmente eficiente pa­

ra monamerizar a COlEl, o que existe un si&~ que favorece la formación 

de dlmezos, pues el pT7 que tiene:!!. y el sistma de resolución de Tn!. 

presenta un porcentaje de dillerización similar al encontrado para COlEl. 

U>s datos experj.Jaentales dan CC11110 resultado una distribución 

con subpoblaciones de hasta 3 unidades a repartir, Hto serla caracted!. 

tico de un plbmido inestable como lo muestra su curva Wrica (Fig. 16), 

U>s datos de multillerización son confiables, mientras que las curvas de 

resistencia a ampicilina tienen desviaciones •standard 1111y grandes, y -­

los errores en estas se reflejarlan en errores en la distribución. Se -

podrla intentar determinar las diltribuciones usando tetraciclina que es 

un antibiótico no degradado por la bacteria, en vez de upicilina ya que 

la tetraciclina aparentemente talllbi¡n presenta una relación directa de -

nivel de resistencia y nGmero de genes. Por otro lado, los experimientos 

de determinación del número de copias por gradientes en cloruro de cesio 

tallpOCO son muy reproducibles. Sin embargo, una población estable de!:Mt -

de tener subpoblaciones con un número alnimo de 11 unidades a repartir, 

y la diferencia con la distribución experimental con hasta 3 unidades a 
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repartir, es muy grande como para explicar las diferencias por error ex­

perimental. 

La distribuci6n de unidades a repartir indica que si la segr!. 

gaci6n •• al azar, el pl¡smido ColEl debe de ser inestable1 sin embargo, 

los pl,smidos ColEl y su derivado pT7 son estables en las condiciones -­

experillentales utilizadas, esto sugiere que debe de haber un sistema de 

segregaci6n tipo centr6mero. Ya Kline y Miller (1975) y Kline y col. 

(1976) .detectaron un porcentaje de molécula• de ColEl que cosedimenta 

con el cromosoma de!• ~y que 101 derivados de COlEl con fragmentos 

de DNA con 1ecuencias invertidas repetidas H unen dos veces -'• al cro­

mosoma (Kline y col, 1978). Esto podr!a sugerir que en el caso de ColEl, 

la uni6n pl(smido-cromosoma, posibl-nte a trav&s de secuenciaa invert!_ 

das repetidas, es otro par&metro que contribuye a determinar la .. tabil! 

dad de estos pl¡smidos. 

Se sabe que los pl,smidos derivados de pBR322 son inestables 

aunque existen condiciones en que el pBR322 y el pBR32S son estable• -­

(Noack y col. 1981), que 1us números de copias 10n alto• (Mayor que 20), 

que alquno1 de ellos po1Hn el represor Roa y otros no, e1to1 Gltims -­

tienen un mayor número de copia1, no se sabe si •• unen a Jlllmbrana o c~ 

mosoma, ni li tienen funciones an&logas a .!:.!!!:. y 2!!.• Dentro de la hip6-

te1is de partici6n al azar se e1perar!a que 1iendo ine1table1, las c6lu­

la1 cercanas a la divisi6n tuvieran 1ubpoblacionea con un número de uni­

dades a repartir con posibilidades de producir c'lula1 1in pl(lllftido (me­

nor o .iCJUAl a 10). 
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Se encontró que el pBR329 y el pIOl tienen un número de copias 

de 20 y 37 respectivamente y presentan un bajo porcentaje de dilllerizaci6n 

(aproximadamente 10\), mientras que el pBR322 y el pBR327 tienen un niim!. 

ro de copias mayor (61 y 74 respectivamente) y pr,cticamente todas las -

llOl¡culas del plasmido son dímeros. Para estas diferencias se pueden -­

proponer alqunas explicaciones. 

El número de copias mis alto del pBR327 y pBR322 podrla deber­

•• a que los RNA transcritos a partir de promotores di1tales al pr0nr:>tor 

del RNA prlnero pueden llegar a la regi6n del origen de la replicaci6n y 

funcionar tambi¡n como prlneros, En e1tos plasmido1 podrla~ funcionar el 

promotor de ~y el anti-tet que esdn relativamente pr6ximos y que ind~ 

cen transcripci6n hacia ~· mientras que en pIOl y pBR329 el gene de re-

1is tencia a cloramfenicol se intercala entre el promotor del gene ~ y el 

promotor anti-tet y aleja mis a este Último de ori, por lo que disminuirla 

la posibilidad de que los RNA transcritos a partir del anti-tet funcionen 

como prlmeros1 e1to provocada una diaminuci6n en el nGmero de copias de 

e1to1 pl,smidos, 

E1ta explicaci6n 1e apoya en el hecho de que pBR322 y pBR327 

presentaron mayores nivele• de resistencia a empicilina (anti-tet cercano 

a~) que el encontrado para pIOl y pBR329 (anti-tet lejano a !?!!,) • 

Por otro lado, el pBR327 tiene da copias que el pBR3221 Hto 

se explica por el hecho de que pBR327 no tiene Rom y el pBR322 si, por -­

tanto se replica menos, Sin embargo, es parad6jico que el pIOl con Rom -

tenga mis copias que el· pBR329 sin Rom. Se habla propue1to que Rom podrla 
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disminuir la varianza en el número de copias (S1111111ers y Sherratt 1985)1 -

•in embargo, si se ob•ervan las distribuciones de la Figura 9, •e ve que 

para pIOl con ROlll hay mayor varianza que para pBR329 sin RDm. Por lo t&!!, 

to es posible que la varianza sea inherente al sistema de replicaci6n y 

que dependa m&s del nGmero de copias, que de la presencia de la proteína 

Rom. 

Con respecto al grado de dimerizaci6n.diferente •e puede pen-­

Ar que la capacidad de la bacteria para recombinar loa aultbero• produ­

cido• por lo• propios •i•tmaa• da recolllbinaci6n y por la terminaci6n de -

la replicaci6n es .. turabla, y con el alto nlímero de copias del pBR322 y 

pBRl27 •• seleccionan loa d!meroa por poseer alguna ventaja selectiva pa­

ra replicarH como ya •• ha propuesto, y que aste hacho, aunado a un sis­

tema poco eficiente da genaraci6n de 110n&leroa, desplace la poblacidn ha­

cia d!meros. 

una posibilidad m&s, ea que el gene de la cloramfanicol acetil 

tranafaraaa posea secuencia• de recombinaci6n específica qua no ••~ en 

el pBRl22 y pBRl27. Se •abe que la secuencia Chi da 8 parea da baaa• -­

(Smith y col, 1981) y secuencia• similares a Chi (Chang y Smith 1984) -

recombinan v!a el •i•telllll Recae y que dichas secuencia• no e•t&n en el -

pBR322. Estas •acuenciaa se buscaron dentro del gene da resistencia a -

cloramfenicol paro no •• encontraron. Sin Glbargo, esto no excluya la -

posibilidad de que exista otro tipo de aecuenciH que favorasca la r8CO!!!. 

binaci6n da pIOl y p8Rl29 con respecto a pBRl22 y pBR327. 
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Con los datos de número de copias y multimerización se obtuvo 

la distribuci6n de unidades a repartir, Estas distribUciones, junto con 

el factor R, •e usaron para alimentar el programa de el modelo lllllt..Sti­

co del ap&ndice, Por otro lado se hicieron experimentos de cinética de 

pérdida para COlllpilra:r las cu:rvaa te6ricas con las experimentales, En -­

toda• las cinéticas experimental•• se observa una curvatura negativa1 -­

esto sugiere que existe alguna desventaja p¡a:ra la• células con pl,llllidos 

de alto número de copias con relaci6n a las c&lulas sin pl&mnido. Aunque 

los valores de R tienen una desviaci6n estanda:rd tal que la• diferencias 

no son significativas, esto Gltilllo indica que s! hay una de•ventaja, 

Las cinéticas te6:ricas y experimentales para plOl y pBR329 

concuerdan, mientras que las de pBR322 y pBR327 no. En e•te ca•o, otra 

vez la curva te6rica predice una estabilidad menor que la encontrada ex­

perimentalmente, Esto podda deberse a errores en la distribici6n de IJ!!.i 

dadas a repartir debido a la de•viaci6n estanda:rd de las curvas de re•i!. 

tencia a a111>icilina, Otra explicaci6n que podda proponerH H que el -

grado de diN:rbaci6n no sea holllogélllO para todas l•• •ubpoblacione1, en 

donde las •ubpoblacione• con altas copias tienen pllmnido preferencial-­

mente en forma dimlrica, mientras que las de bajas copias no han.satura­

do los sist-s de recOlllbinaci6n y estln como mon&ae:ros, Dto S>difica­

:r!a la distribución de unidades a repartir diaminuyendo la fracci6n de -

subpoblaciones con bajo nGmero de unidades a :repartir, lo que •• exp:re•.!. 

da en una mayor estabilidad del pl,mnido, Esta explicaci6n podda pro­

barse cultivando c¡lulas en un medio que seleccione a las •ubpoblaciones 

celulares con un alto número de copiH (por ejeq>lo medio con una alta -
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concentración de ill11picilina o tetraciclina), y ver si en estas células -

el número de mult!meros es mayor que el encontradQ para la poblaci6n ce­

lular total. Otra posibilidad es que el JllOdelo llllltemltico JIO incluya -­

parámetros importantes para determinar la estabilidad de estos pllsmidos, 

pero como para pIOl y pBR329 s! correlaciona, posiblemente la1 dilcrepa!l 

cias se deban a desviaciones por el alto número de copias, o a la diaeri­

zación que en este caso es la mayor diferencia entre los plllllidos pIOl 

y pBR329, y pBR322 y pBR327. 

En resumen podemos concluir que los plbmido• pBR322 y pBll.327 

tienen un lllllyor número de copias que 1us derivados pIOl y pBR329. Ellto 

podda deberse a una lllllyor formaci6n de pdmeros generados por tranacri2. 

ci6n a partir del promotor anti-tet. El sist .. de recombinaci6n sitio 

espec!fico ~ JIO es 100\ eficiente en nuestras condiciones. Para c•1u­

las con un alto número de copias de un pl,11111ido, existe un factór de de.! 

ventaja (mayor tianpo de generación) con respecto a la1 c•lulas 1in pla!_ 

mido. Las diltribuciones de unidades a repartir de 101 p1'1111ido• pIOl y 

pBR329 tienen las caracterl1ticas e1peradas para un p1a .. ido ine1tahle, 

y sus cin&ticas de pardida son similares a lH predicba1 por el 9Ddelo -

de segregación al azar. Las distribuciones de unidade1 a repartir de -­

los pllsmidos pBR322 y pBR327 también tienen caracterlsticas de pllllaido 

inestable, aunque la cinética de pérdida experilllental ea 11&1 lenta que la 

cinética te6rica de segregación al azar. El pT7 es un pll1mido estable 

cuya distribución de unidades a repartir tiene caracterl1tica1 de un pll! 

mido inestable por lo que podrla tener un sistema de partici6n adicional 

a .!:!!_que probablemente sea de uni6n a cromoaoma. 
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VI 

APENO ICE 

1. MODELO MATEMATICO 

La probabilidad de aparici.Sn.da wia.c,lula •in p1'miclo an un 

procHo al aur utS definida por1 

(A-1) 

donde u •• el nGaiaro de unidade• a repartir del p1'1111ido en la c'lllla ª.!!. 

tea de dividirae, y la fracci.Sn de perdida en esa poblaci.Sn aat& detezm!. 

nada por1 

(A-2) 

Si la poblaci.Sn ••ti COlll¡JU••ta por un nGiaaro • da diatinta• -

aubpoblacion•• con nGmero de unidad•• a repartir diferente en •l 1111111nto · 

de la diviai6n celular, con A-2 pod90a obtener la frecuencia de p&rdida 

de cada aubpoblaci.Sn. conociendo la fracci6n de cada aubpot»laci.Sn an la 

poblaci6n total, podamo• encontrar la fracci.Sn de p&rdida global de la -

pobl•ci6n por medio de A-3. 
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l. l. 

(A-3) 

es la fracción de pérdida de la población total, m el número de sub--
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poblaciones, fi la fracción de pérdida de la subpoblación iésima y si -

la fracción de la subpoblación iésima en la población total. Es naces!_ 

rio asumir que la distribución de las unidades a repartir. se encuentra 

en equilibrio. con la ecuación A-3 se encuentra en una generación, 

1i queremos saber la cinética de pérdida debemos tomar en cuenta a las 

células que han perdido plásmido en las generaciones anteriores como se 

expresa a continuación: 

F • (1-F -1) 
n n · 

+ F -1 
n 

(A-4) 

Fn es la fracción de pérdida en la generación enésima y Fn-l en la gen!. 

ración anterior. Si existe un factor selectivo favorable para alguna de 

las poblaciones (con o sin plásmidoJ, que provoque el crecimiento m&s r! 

pido, la cinética sufrirá desviaciones positivas o negativas. El factor 

selectivo R es la relación entre el crecimiento de las c•lulas sin plis-

mido con respecto a las que lo poseen, ad se deduce la ecuación A-5. 

+ Fn-1 R (A-5) 

donde Pn ea la fracción de pérdida de la generación enésima. 

2, SUIUI.lCIONES 

.se elaboró un programa en pascal del modelo (ecuación A-5) y se 

hicieron algunos ensayos para comprobar algunas predicciones del modelo. 
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a) Dos plbmidos con el mismo nÚIQero de copias p:r:omedio pero con 

diferente diatribuci6n, deben de perderse.de lllllnera diferente 

(Fig, 17), 

b) De doa pl'8midos con el mino número de copias pero diferente 

grado de multimerizaci6n el mis multimerizado debe perderH -

-'• r&pido (Fig. 18). 

c) La ventaja o.desventaja selectiva de la poblaci6n con pl&amido 

en relaci6n a la poblaci6n sin pl&smido modifica la cin,tica -

de manera positiva o negativa respectivamente (Fig, 19), 
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Figura 17. A) Di•tribuci6n da copia• de loa pllllllido• X 
y Y1 B) Cin,tica de p6rdida de loa 11iaea • 
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r.igura 18. A) Diatribuci6n da unidad•• a repartir, X -­
monóinero Y dlmaro1 B) cin,ticaa da p&rdida. 
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Figura 19. Cinaticaa de pardida para el pl,aido 
x de la figura 17 con diferente factor 
de HleccicSn. 
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