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INTRODUCCION
ASPECTOS GENERALES SOBRE LA REPLICACION

La transferencia del materiazl hereditario de un organismo a
su progenie se basa en la duplicacién del écido
desoxirribonucléico para luego proceder a la transmisién de una
copia y con ella la informacion genética gque contiene (Avery,
1944; Hershey, 1952). Dicha informacion genética, va en el
interior de un organismo y en condiciones biolégicas adecuadas, se.
manifiesta de acuerdo a los flujos de informacion contemplados en
el.ngma Central de la Biologia Molecular (Crick, 1970), el cual
basicamente seflala que la expresién de la informacién genética se
da en el sentido acido nucléico—proteina y nunca al contrario.

Aun cuando entre los organismos es posible observar genomas
de DNA o de RNA, tanto de cadena sencilla como doble, y aungue sus
mecanismos de duplicacién pueden diferir ampliamente, todos sin
excepcién operan con base en la especificidad de apareamiento de
.bases: adenina con timina y guanina con citosina. Este hecho
esenclal fue derivado de los trabajos clasicos de Watson y Crick
(1953), que postularon el modelo de la doble hélice para el DNA; vy
de Messelson y Stahl quienes propusieron el mecanismo
semiconservativo de la replicacién.

En estudios posteriores se determino que la elongacién de una
cadena es catalizada por enzimas que fueron denominadas DNA'
polimerasas dirigidas por DNA (Kornberg et al, 1958). Estas
enzimas se han encontrado en extractos de todas las celulas
bacterlanas, vegetales y animales donde la sintesis de DNA se ha
medido. En E.coll las enzimas encargadas de polimerizar DNA que
se conocen son, la polimerasa I cde Kornberg, y las polimerasas II
y III.

El aislamiento vy cargcterizacién de las DNA polimerasas asi
como el estudio de mutantes de replicacién ern E.coli permitieron
la posterior elucidacion de los principales eventos del proceso
replicativo, De esta manera fue determinado el papel esencial de
un templado de DNA para la elongacién, dada su funcion de patrén
sobre el que es adicionado selectivamente cada deoxinucleotido
(dNTP), segﬁn el principlo de la complementaridad. Asi mismo se
fdentifico la participacién de otra molecula de acido nucleico



ﬂniciarse la repllcacion. Por otra parte, fue dilucidada la

ormacion ‘de un enlace fosfodiester entre el grupo hidroxilo 3’

el extremo crecientefdel "primero" y'el grupc tosfato 5' del dNTP

'_entrante, se dice por ello gque el gentido de la bioaintesia ea
§'-3' (5' a 3').

La replicacién procede secuencialmente a lo largo del
cromoesoma y slempre a partir del mismo origen, En experimentoé
autorfadiogréficos, el avance de la'replicacién se observa como
una horquilla deblido a la apertura de la doble cadena en el punto
de crecimiento., Dos patrones de replicacién serian consistentes
con la sintesis secuencial a partir de un punto estaﬁlecido: Una
que implica un avance unidireccional y otro que significa un
avance bidireccional. Se sabe que en E.coli la replicacién ocurre
bidirecclionalmente {Lewin, 1982). Por otro lado, los anélisls
autorradiqgréticos de su horquilla de replicacién, han permitide
proponer modelos para explicar la replicacién.de las dos cadenas
de la doble helice. Uno de ellos predice en la regién de la
horquilla un espaclo transitorio de cadena sencilla sobre un lado
del d&plex, mientras que el otro esta siendo replicado., Es decir,
que tna cadena (guia o "leading") se:replica primero y la otra
(rezadada o "lagging"), lo hace posteriormente,

El trabajo de R,.Okazaki (1968), entre otros, ha provisto

‘evidencias a favor de un proceso de replicacion semidiscontinua,
es decir que la sintesis es continua en la cadena guia, ?
discontinua en la rezagada.

Un modelo. propueato recientemente que 1gua1mente contempla la
replieacion simultanea de ambas cadenas en pequenoe trechos de




primasa, va gque puede sintetizar un "primero" de DNA., La apertura
v [ ' t
del duplex durante la replicacion podria resultar de la accion de
1}
helicasas tales comnn 1a nroteina rep, capazn de desenrrollar la

! .
cadena '3 a 5 y la helicasa II due actua sobre la cadena 5' a 3'.

Actualnente se tiene una lista de 15 enzimas (alrededor de 30
¢ . N ' . '
volipentidos) asaciadas a replicacgion ¥ hien nodrian ser

ilecz
doccubiievtas componentes adicionales del primosoma, helicasas v

suhonids
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"de DNA

va gue un fragmento
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paedz replicarse autonomaments,

las  seflales  que

regulan la& de su Inlcio, tstas regiones en aonlunto

copstituyen Jo due es denominado o

procariotle, X come obros

exttracrouncomal, NDlenon gong

cromosomas lineales Jde  eucariotes,  en

'
vrigenes de replicaclon,

kilobagses (Watson et al, 29

e regulan lo repllico

ledog, en camblo los gue

c
replicones  extracronosomales, tales como los

' .
plasmicdos, han si
facllidad de manipula

do  estudiados detalladamente deblido a su
cién en el labovatario, Mas  adelante e
detallaré ¢l modelo de regulacién de 1a replicaci&n descrito para
plésmidos tipo ColEl va que esta directamente relaclionado con este
trabajol Con este propésito, se mencionaran a continuacién
algunos aspectos génerales respecto a plésmidos que enmarquen
mejor la presentacién.



Figura 1. Esquema propuesto para la replicacién concurrente de las
cadenas guia y retardada por una polimerasa dimérica asociada con
el primosoma y una o més helicasas en un replisoma. Etapa I. En la
cadena guia la replicacién esté siempre mas avanzada, por lo que
las regiones replicadas simultaneamente no son complementarias.
Etapa II. Al plegar la cadena rezagada 180, se logra la misma
orientacion 3'~6' de la cadena guia en la horquilla. Etapa III, El
primero producido por el primosoma es extendido por la polimerasa,
al paso del primosoma sobre la cadena vrezagada, Al acercarse la
sintesis al extremo 5! del fragmento anterior, la cadena rezagada
es liberada. El replisoma volvera a empezar.,

helicne

polverernse §
4 ligase

) Leading Lovuing



Particion.

Las propiedades de un plésmido que -determinan gue pueda
mantenerse establemente en una poblac;én de bacterias de
crecimiento exponencial son principalmente, la particién y el
nﬁmero de coplas y en algunos casos, el control de la division
celular y la recombinacién sitio~especifica.

' Algunos plésmidos se mantienen en bajo numero de coplas,
debido a que estén acoplados al proceso replicativo del cromosoma
bgbteriano. Estos plésmidos, tienen un mecanismo de particién que
les garantiza que puedan ser transmitidos fielmente durante la
division celular. Ejemplo de ellos son, RI y pSC101. Otros
plésmidos no cuentan con un control estricto de su particién y lo
" gque asegura cierta fidelidad de transmision en una division
celular, a pesar de su segregacion aleatoria, es su alto numero de
copias que puede ser de 10 a 200. Ejemplo de estos plasmidos son
el ColEl, pMB1, CloDF13, etc.

Replicacion.

La replicacién de un plésmido es controlada de tal manera gue
un determinado plésmido en un huésped, bajo determinadas
condiciones, esta presente en un numero de copias promedio
definido. Teoricamente esto podria llevarse a cabo por saturacién
cinética, donde la replicacién serla controlada por una reaccion
de velocidad-limitante dependiente del huésped. Sin embargo, todos
los plésmidos estudiados hasta el momento, regulan su propia
replicacién a través de su informacién genética y mediante un
control negativo (Helinski et al, 1985). El principal inhibidor de
la rep]icacién puede ser una proteina (Agy), un RNA (CloDF13,
pT15, ColEl, FIX, etc), o una serie de repeticiones directas (RK2,
R6K, P II, RSF1010, pSC101, etc).

En la mayoria de los casos la replicacién del DNA plasmidico
hace uso del conjunto de enzimas utilizadas para replicar el
cromosoma huésped, de hecho algunos plésmidos se acoplan en este
proceso al cromosoma bacteriano, si bien se cree gue los
principios que usa el cromosoma bacteriano para replicarse son
distintos a los que usa el plasmldo.

Actualmente, se ha encontrado gue el control de 1a
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réplicacién de plésmidos 28 un proceso mas comélejo de lo que se
habla esperade y se cuenta con por lo menos cuatro esquemas bien
descritos para el control de la replicacién. De ellos el que
concierne al presente trabajo es el de los plésmidos tipo ColEl vy
por lo tanto solo éste sefé discutido con detalle.

REPLICACION DE PLASMIDO TIPO ColE1l,

Dentro de este grupo de plésmidos son considerados, al menos:
pMB1 (del cual deriva pBR322), pl15A, RSF1030, CleoDF13 y el mismo
CdﬁEl. Todos ellos son replicados unidireccionalmente por un
mecanismo que depende de enzimas de la bacteria huésped E.coll
tales como polimerasa de RNA, polimerasa I de DNA y RNAsaH. Estos
plésmidos contienen varias regiones de extensa homologia en la
zona del origen de replicacién {Selzer et al, 1983), de hecho 1la
poelimerasa I incorpora el primer dNTP en cualquiera de tres
nucleétidos sucesivos ubicados en el mismo lugar de una zona de .
j‘homologia practicamente identica (selzer et al, 1883; Tomizawa,

' 1977; Som et al, 1982).

La incorporacién del primer ANTP requiere un extremo 3'OH,
que es provisto por una molecula de RNA denominada "primero“. La
transcripcién del "primero“, tambien llamado RNAII, se inicia
aproximadamente 550 pares de bases antes del origen (Itoh et al,
1880), Los transcritos nacientes forman un hibrido con el
templadoc de DNA {Itoh et al, 1980). Cuando esto ocurre cerca del
origen, la ribonucleasa H (RNAsaH) reconoce y procesa el hibrido
en forma tal gue se obtiene un primero para la replicacion del
DNA. La slntesis de DNA es continuada despues de un tiempo por un
mecanismo tipo primosoma gque involucra otras proteinas de E.coll
como polimerasa III, DnaB y DnaG.

La formacion del "primero" esta regulada princ;palmente por
una funcion especificada ‘por el mismo plasmido. Se ha encontrado
que una regién localizada dentro de los 400 y 550 pares de bases
antes del origen esté involucrada en la regulacién del mumero de
coplas {Tomizawa et al, 1984). En esta regi&n se especifica otro
transcrito ademés del RNAII, el RNA I (Tomizawa et al, 1982), cuya
transcripcién se inicia 445 pares de bases antes del origen;
procede en direccion opuesta a la transcripcién del RNA II (es
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declir, se sobrelapa con él) vy termina cerca del promotor del RNA
II. Experimentos in vitro han demostrado que el RNA I es un
inhibidor de 1la formacién del "primero" {Masukata et al,
1984), yva que su interaccion con el RNAII, impide la formacion del
hlbrido RNAII/DNA templado. Es sabido que al menos los plésmidos
ColEl, pBR322 y CloDF13, expresan adicionalmente la proteina ROP
(o ROM), que de acuerdo a clertos experimentos (Masukata et al,
1984), participa en el control de la replicacién modulando la
interaccién del RNA I con el RNA "primero“.

» Se tienen algunas evidencias que sugieren gue el RNA II debe
adquirir una conformacién particular durante la transcripcién que
le permite formar un "primero" funcional, es decir que las
estructuras secundarias que se establecen a lo largo del RNA II
Juegan un papel importaﬁte en el control de eventos de
procesamiento del origen. Se ha encontrado gue cuando se Impide la
) formacion de estructura secundaria en él RNA II, debida a 1la
- sustitucion de GMP por un anélogo ({IMP) que no puede formar
puentes de hidrégeno con CMP, la formacion del primero se ve
inhibida (Lacatena et al, 1983; Tamm et al, 1983), Adicicnalmente
se han caracterizado mutaciones puntuales situadas entre el
promotor del RNA II y orl que afectan la estructura secundaria del
RNA II, asi como la formacién v estabilidad del hibrido DNA-RNA

(Tomizawa et al, 1984). En estas mutantes se ha visto que el
inicio de sintesis de DNA es menos frecuente, lo cual refleja que
la formacion del primero es menos eficiente. Asi mismo se ha
observado que estas mutaciones presentan accesibilidades distintas
a RNAsa T¢ y RNAsaA lo que significa que su RNA II tiene una
conformacion distinta (Tomizawa et al, 1981; Tomizawa et al,
1981b) .

Por otro lado, una série de evidenéias respecto a la
participacién del RNA I en el control del numero de coplas,
indican que esta molécula asume una conformacién gque comprende
tres estructuras de tipo tallo-asa y una cola de cadena sencllla
sobre el extremo 5'. Estas'caracterlsticas son tales que su
alteracion espacial produce una disminucion en la actividad del
RNA I (Tomizawa et al, 1981). Asl mismo, ciertos datos bioquimicos
sugleren que el RNA I ejerce un control negativo sobre la



Figura 2. Ilustracién esquemética de la formacién del primero Yy su
1nhibic16n por RNA I. Una explicacién de cada proceso se presenta
en la figura v en la introduccién. El dibujo entre paréntesis
indica el proceso abortive. Las lineas rectas representan las dos
cadenas de DNA; lineas onduladas, transcritos de RNA vy clrculos
peque®os, RNA polimerasa. El templado de DNA forma una estructura
de "ojo" desde el origen de replicacién de DNA (indicade por )
mientras el RNA hibridizado se elonga. Las flechas en la estructura
del "ojo" en el paso 5 indican el corte en el RNA hibridizado por
la RNAsaH. Una flecha mas gruesa indica el sitio preferido de corte
(Selzer y Tomizawa, 1982). Una linea gruesa en el "ojo" en los
pasos 6 y 7 es una nueva cadena sintetizada de DNA.
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replibacién del plésmido debido a que interacciona con el RNA
"primero" nasciente y tiene un efecto sobre la susceptibilidad de
éste a un procesamiento por la RNAasaH (Tomizawa et al, 1981b). Se
ha visto que si es adiclonado durante etapas tempranas de la
tfanscripcién del RNA II in witro, el RNA I se aparea a su regién
complementaria naciente y con ella se inhibe su procesamientc 400
nucle&tidos adelante, o sea en el origen (figura 2). En contraste,
el' RNA I no tilene efecto si es adicionado después gue se haya
cdmpletado la transcripcién del RNA IT (Wong et al, 1985). Una
explicacién a este fenomeno es gue una estructura temprana y‘
transitoria del RNA II es sensible a la asociacion con el RNA I y
que otras estructuras alternativas del RNA "primero", RNA I-
resistentes se van desa?rollando conforme la transcripcién procéde
{wong et al, 1985). '

Wong y Polisky han estudiado esta proposicién, al examinar la
estructura del RNA "primero" en etapas tempranas y tardias de su
* formacion. El analisls enzimatico de las estructuras secundarilas
suglere que se forman dominios estructurales alternativos conforme
el RNA "primerd" va siendo transcrito (figura 3}. Por otra parte,
ellos han determinado las constantes de velocidad para la
asociacién de moleculas de RNA IT de diferentes longiltudes con el
RNA I. Lo que estos experimentos demuestran es la existencia de
una "ventana de susceptibilidad" discreta, temporal y dependiente
de conformacion del RNA II para el RNA I, ya qgue el RNA IT en una,
etapa particular de su sintesis se asocla con el RNA I de 6 a 35
veces mas répido que cuande tiene otras formas mas largas o mas
cortas.

Estos‘ﬁltimos datos implican, en relacién a la regulacién
negativa que se deriva de la intéraccién RNA I-RNA II, gue el
conocimiento en el estado estacionario de estos transcritos puede
no ser suficlente para explicar como el numero de copias de los
plésmidos es mantenido in wvivo, va gque el reporte de Wong vy
Polisky suglere fuertemente que la cinetica de interaccion de
estas moleculas esta tambien en funcion de la conformacion del RNA
"primero".

Finalmente lo que estos resultados parecen estar poniendo de
maniflesto, es una estructura secundaria muy compleja a lo largo




] v {
RNA |
QIOVT ™ —

- - RANAII '
' e o vy
o v G _
E DOMOLODOON__
_‘lll

Fig 3. TlustraciSn esquendtica del proceso de unidn del XNA I y RNA TI gilves~
tres. El proceso pox pasos - ge hasa en los resultados descrites por Tomizaws -
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pusden ser xvotos, Kl apareo ‘sa propage-progresivamente sohre Jos palfndromes -
I, 17, T mientrns que las estructuras tallo~ ojal se disuelven (paso IV y -
V), Pinalmente, el RNA I se hibridiza a lo largo, sobre el RNA II (paso VI).
El andlisis del proceso de Aparcamiente in vitro entre el RVA I y una porcidn
del RNA TI (trawscrito de 240 nt, obtenido en wn"run-off')se hizo a partir del
- eanbio de gensibilidad del KNA I o KNasT) ( endomuclensa que ataca a). enlace -
'°'f°‘_'3"t°’¢‘ OpN), a diferentas ticwpos de incubacidn. El efecto:de distintas
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entas estructuras plegsdas a travég del aparcamicnlo de Jas bases complementa-
. r:".u. an el contro de los palindronns. 1A remecidn de 5 nucledtidos del extremo
5% dal RNA I, reduce sustancialmente su snkernccidn con ol MNA 1T, Probablewen

,' te ‘!I'fnﬂtoqshiellto empieza cerca extremo 5' del RNA I, etapa III,




Figura 4. Estructura secundaria del RNA II. Se presenta la
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del RNA IXI (figura 4), tal que ciertos cambios provocados por la
interaccién con el RNA I o por mutuaciones puntuales, pueden
generar estructuras alternativas que repercuten desfavorablemente
en la calidad del RNA II como sustrato de la RNAasaH o de la
polimerasa I de DNA, segﬁn sea el caso.

SENALES DE INICIO Y TERMINACION DE LA TRANSCRIPCION EN BACTERIAS

Como anteriormente se describio, para que el proceso de
reblicacion pueda iniciar, es necesario gue el DNA templado se
aparee con un "primero", el cual en algunos casos es una molecula
de RNA v en otros de DNA. Los origenes de replicacién tipo ColR1,
come ya se ha mencionado, utilizan un "primero" de RNA. De esta
forma un origen de repl%cacién tipo ColEl debera ‘ener una sefial
para que inicle la tranécripcién del "primero" y consecuentemente
la frecuencla con que inicie esta transcripcién afectara
directamente la frecuencia de replicacién.

En funcion de lo anterior, sera necesario incluir en este
trabajo algunos conceptos sobre las seflales gue dan inicio y
causan terminacién de la transcripcién en bacterias, asi como de
los mecanismos que la regulan.

La sintesis de RNA esta definida por una variedad de sefiales
especificas codificadas en el DNA, una de ellas es el sitic
especifico para el inicio de la transcripcién (promotor) y otra el
sitioc de terminacion de la transcripcién para la RNA polimerasa.

La regulacién transcripcional esté dada por la modulacién de
la eficlencia con la cual la RNA polimerasa puede interactuar con
estos sitlos.

" La secuencia de bases particular de DNA, con la que
interacciona la RNA polimerasa, determina en parte la efectividad
de un sitio de'iniciaciéﬁ‘(promotor) o de un sitio de terminacién.
As! mismo, diferentes moleculas efectoras pueden influenciar
positiva o negativamente esta interaccion entre la RNA polimerasa
y el DNA. En muchos casos, estas moléculas efectoras tambien’
reconocen una informacién contenida en la secuencia nucleotidica
del DNA templado, la cual puede estar adyacente o sobrelapada con
el sitio de accion de la RNA polimerasa (Goldberger et al, 1979).
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a) Inicio de la transcripcion

Promotores

El primer paso en la expresién de un gene ‘es el evento de
inicio de la transcripcién} un proceso catalizado por la RNA
polimerasa. El1 inicio de 1la transcripcién es un evento preciso que
ocurre en siltios especificos con orientaciones especificas en el
cromosoma. Esta especificidad resulta del reconocimiento por la
RNﬁ polimerasa de secuencias de DNA llamadas promotores. La
secuencia de un promotor determina la localizacion s orientacion
del extremo 5' del RNA mensajero y es un elemento importante en la
determinacion de la frecuencia del Inicio de la transcripcién.

Si1 bien un modelo simple ha bastado para definir la
estructura de un promotor en E.colil, se conocen algunas
excepciones a este modelo las cuales sugleren que posiblemente
existan varias estructuras élternativas para diferentes promotores
* y esto a su vez pudiera reflejar una ruta distinta para el
proceso del inicilo de 1la transcripcién para cada promotor
{Reznikoff et al, 1985).

Estructura de un promotor.

El primer enfoque que se utiliza para definir la localizacién
de un promotor es la identificacién de mutaciones que alteran su
reconocimiento por la RNA polimerasa. Estas mutaciones actuan
afectando directamente la interaccion promotor~RNA polimerasa. Sin
embargo, un analisis utilizando metodologias de genética clasica
' no provee los detalles necesarios para definir la estructura de un
promotor; para ello es necesario recurrir a un analisis de
secuencia de DNA acompafiado de una definicion bioquimica del punto
preclso de {niciacion del mensajero, La utllidad de secuenciar un
promotor resulta obvia: es la forma en gue se puede determinar una
estructura con la mayor finura posible. La determinacion del punto
de iniciacion de un mensajero es tambien critica ya gue establece
la orientacién del promotor; todo esto permite hacer una
comparacién del promotor en cuestién, con otros promotores cuya
secuencia es conocida,

Las conclusiones que han derivado de este tipo de ana lisis
se resumen en la figura 5; una secuencia hexanucleotidica {TATAAT)



FIGURA, 5

-45 -358 -10 41 +10
" . R ¢ 17 bp ’ . . .
secuenéia .
canonica | a tocTTGACAt t TAtAaT cat
\ \ I
mutacio- GAC A +GC cce
nes en TG T AA(+)
lacP
homolo- AAAA TTGCT TATAATA CATA TTGA
glas
entre
promoto
res de
T8

Fig.5. Esfructura de un promotor para la holoenzimas™ Las mutaciones

en lacP que se indican, decrecen todas la expresién de lacP, a menos

que sean seguidas por un (+)(incremento en la expresion). Las homologias
entre promotores de T5 se describen dentro del texto,
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se centra diez pares de bases antes del punto de iniciacion. Una
segunda secuencia hexanucleotidica (TTGACA) se centra
aproximadamente 35 p.b. arriba del punto de inicio. Aungue el
espacio entre la regién de -10 vy la regién de -35 es mas O menos
variable, una distancia de 17 p.b., parece ser la mas frecuente
(Hawley et al, 1983},

Los resultados que condujeron a estas generallzaciones son
los siguientes: 1. Las secuencias descritas fueron encontradas en
uq‘anélisis estadistico de mas de 100 promotores de E.coli. 2. La
mayorla de las mutaciones gue alteran la actividad de un promotor
presentan cambios en su secuencia de una forma predecible. p.e].
mutaciones gue aumentan la similitud de un promotor con el
canénico propuesto, aumentan la actividad del promotor y viceversa
(Youderian et al, 1982)f 3. Se puede generar teoricamente una
comparacién de actividades de promotores, a traves de la
comparacién de sus secuencias y esto colincide en forma general con
~ su comportamiento real (Mulligan et al, 1984).

La subunidad de la RNA polimerasa que da especificidad al
reconocimiento de un promotor es la proteina o°(Reznikoff et al,
1985). Ademas de esta proteina, hay otras subunidades o asl como
otras RNA polimerasas (como las de algunos bacteriéfagos), que
obviamente reconocen como promotores secuencias distintas a las
descritas. Una observacion sorprendente es gue la misma subunidad
C“%resenta varias excepciones respecto al patrén general de
reconocimiento ‘propuesto; dichas excepciones pueden proveer
informacién interesante acerca de como ocurre el inicio de la
transcripcién y de como puede ser regulado, Algunos de estos
comportamientos atlpicos se mencionan a continuacién:

-~ Hay clertas mutaciones en promotorés que no afectan ninguna de
las secuenclas canonicas descritas. Asl por ejemplo en el promotor
Lac existe la mutacion P'la (en -18), S7 (en +8) y P"111 (en +10)
(Dickson et al, 1975; Magquat et al, 1980). Se han dado diversas
hip&tesis para expllcar estas mutantes, Por su parte H,Bujard ha
diseflado un anélisls de secuencia comparativo, usando unicamente
promotores extremadamente fuertes gque programan la expresién del
fago T5. Este anélisis extendio la secuencia canonica al incluir
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una secuencia AAAA cerca de -43, una secuencia TTGA hacia abajo,
entre +5 y +9 y una tendencia general hacia la riqueza de A/T
(Deuschle et al, 1986). Alternativamente otras posiciones en el
promotor podrian ser reconocidas por la RNA polimerasa, pero ser
significativas en el proceso global, solc cuando los sitios
canénicos de reconocimiento no estan presentes.

i 1
" = Algunos promotores carecen de una de las secuenclas canonicas

(-10 o -35) sin que pueda observarse un efecto en la actividad del
promotor. Un ejemplo es el promotor Pre*, una mutante del promotor
LPre, que no tiene una regién de -35 en lo absoluto, si bien
presenta un -10 canonico (Reznikoff et al, 1983).

- El modelo de secuencias canonicas para promotores propuesto,
predice que la informacion arriba de -35 no debla tener influencia
sobre la actividad del promotor, lo cual se puede probar haciendo
deleciones que progresivamente se aproximen a la regién de -35.
~Este tipo de estudio se ha hecho para LacUV5 obteniéndose los
resultados espefados, es decir, que hacia arriba de -35 no se
encuentran secuencias que afecten la eficiencia del promotor (Yu
et al, 1985). Sin embargo algunos resultados distintos se han
observado con otros promotores. Por ejemplo, en el caso de P115,
al llegar a la posicién de -42 se presenta un decremento de
actividad de 3 veces {Yu et al, 1985). Estas deleciones podrian
estar definiendo una secuencla que compensa por la ausencia de una
secuencia canonica en la regién de -35. Resultados mas dramaticos
se han reportado para los promotores que iniclan las
transcripciones de tyrT, rrnB, ilvIH, ilvG y la expresién de nifLA
de X.pneumoniae. En estos casos deleciones que terminan desde 15
a 145 p.b. antes de -35 causan un decremento en la expresién del
promotor de hasta 10 veces' (Drumond et al, 1983). No se ha
definido si estas deleciones tienen un efecto debido a que
contienen alguna regién especifica»o si es simplemente por
modificarse su composicién de bases, )

Como se pueden explicar los efectos causados desde distancias
tan lejanas con respecto a las secuencilas canonicas? Acerca de
esto se han planteado algunas explicaciones alternativas: Las
secuencias hacia arriba del promotor podrian tener algun papel
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regulatorio vy no necesariamente constituir parte del promotor. Por
ejemplo, podrian tener un sitio de union para una proteina de
regulacién positiva, o un sitio donde actuara la DNA girasa, de
tal forma que se pudiera generar y localizar la superhelicldad

'~ adecuada para la maxima actividad del promotor; otra posibilidad
seria simplemente gue estas secuenclas representaran parte del
promotor; finalmente, las secuencias en cuestion podrian afectar
localmente la conformacién del DNA por un efecto de
"telestabilidad" (Botchan, 1976) generade en virtud de su
secuencia o composicién. serla diflcil definir si dado este caso,
las secuencias hacia arriba del promotor podrian entrar en la
definicion de promotor,

- Las secuencias hacla abajo de las regiones canonicas pueden
tambien afectar la actividad de algunos promotores, pero exceptio
por el analisis de secuencia para T5 descrito antes, esta
posibilidad no se ha explorado aun.

b) Seflales para la regulacién de la transcripcién.

Una de las conclusiones mas importantes gue han derivado de
los estudios hechos en el ultimo cuarto de sigio, es que la
regﬁlacién de la actividad de un gene es con frecuencia el
resultado de regular el inicio de su transcripcién.

Los diversos mecanismos mediante los cuales la frecuencia del
inicio de 1la transcripcién puede ser afectada incluyen entre
otros: (a) la accion de protelnas regulatorias gue inhiben
(reprimen) el inicio de la transcripcién; (b} la accién de
proteinas regulatorias que estimulan {activan) e} inicio de 1la
transcripcion; vy {(c¢) 1la regulacién de la topologla del DNA,

La regulacién negativa de la transcripcién fue la primera en
ser elucidada a traves de' los trabajos hechos con el operén lac vy
ha sido la mas ampliamente documentada, Sin embargo, en este
texto no sera revisada, ya que no concierne directamente a este
trabajo.

1. Regulacién positiva del inicio de 1a transcripcién.
El descubrimiento de que muchos sistemas son positivamente
regulados, es decir que la frecuencia de su inicio de
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transcripcién es aumentada por una proteina activadora, se debié
principalmente a los trabajos de Englesberg con el regulén de
arabinosa (Lee, 1978). Para ejemplificar este sistema aqui, se
describiré la activacion de la expresion de lacP, de la cual es
responsable el complejo CAP-cAMP (proteina activadora catabolica-
monofosfato de adenosin 3' 5 ciclico).

En este sistema se ha visto gue el maximo nivel de la
expresién de lac, asi como de otros operones gue codifican
funciones catabélicas, es modulado por la presencla de otras
fuentes de carbono en el medio tales como glucosa. La forma en
que esto ocurre es la siguiente: Los productos catabélicos de
glucosa influyen sobre la concentracion de CAMP a traves de un
mecanismo que no se ha definido totalmente. cAMP se une con la
proteina CAP y este comﬁlejo reconoce secuenclas especificas en el
DNA. Se sabe que tales secuencias se localizan alrededor del
sitio de iniciacién de la transcripcién (deCombrugghe et al,

©1984). La union de cAMP-CAP a su sitio de reconocimiento causa la
activacion de la transcripcién, ya que facilita la union de la RNA
polimerasa al promotor (Watson, 1975).

2. Regulacién del Inicio de 1la Transcripcién a través de la
Topologia del DNA.

In vivo, el templado para la transcripcién es una helice
superenrrcllada negativamente. Dado que la presencia y grado de
superenrrollamiento afectan la energla requerida para
desnaturalizar cualquier regién de la molécula Yy puesto que la
formacion de un complejo entre la RNA-polimerasa y el promotor
implica la presencia de una zona localizada de DNA cadena sencilla
(Siebenlist et al, 1980); el cambio de las caracteristicas de
superenrrollamiento de un templado deberla afectar las propliedades
de su promotor, por lo tanto, este podria ser un mecanismo para
regular el inicio de la transcripcién. De hecho, segﬁn reportes
de Gellert (1981), el caracter superhelicoidal afecta las
propiedades de un templado, si bien en una forma extrafia, ya que
. algunos promotores son estimulados por el superenrrollamiento
negativo y otros son inhibidos, los efectos de superhelicidad

sobre el proceso del inicio de la transcripcién, se ha mostrado en
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numerosos estudios hechos in vitro (Malan et al, 1984) y en
estudios in yvivo, utilizando inhibildores- de la girasa (Sanzey,
1979) . Se sabe que la misma girasa regula el inicio de su
transcripcién en funcion de variaciones de la densidad del

superenrrollamiento Yy que esto tiene importancia fisiolégica
{Menzel et al, 1983).

c) Terminacién de la transcripcién.

El cromosoma de organismos procarilotes esté organizado a
través de unidades transcripcionales. Tal organizacién implica que
ademés de seflales de iniclo, existan seflales de terminacién que
definan el extremo 3' de una unidad. Respecto al evento de
terminacion y las seflales gque lo hacen posible en procariotes, se
encuentra una literatura muy extensa de la cual se mencionarén los
aspectos mas importantes

Por analogia con los promotores, los terminadores pueden ser
_considerados "constitutivos" y "regulables" y esto guarda una
estrecha correlacion con factores de dependencia, ya sea para
compensar una caracteristica estructural ausente en la seflal de
terminacio'n, o para lograr una mayor versatilidad en el proceso
{Platt et al, 1986}.

La l1dea inicial de que los sitios de terminacién deblan
compartir caracteristicas estructurales solo ha resultado cierta
para los casos mas simples, habiéndose encontrado una gran
variedad y complejidad de seflales sin relacion alguna., Una
caracteristica general de la terminacion es que, si bilen la
seflales estan codificadas en el DNA, el reconocimiento esta
mediado por el RNA transcrito, siendo las propiedades
estructurales mas importantes que las particularidades de su
secuencia.

La seflal mas simple capaz de causar terminacion es una serie
de residuos de uridina, precedidos de una regién rica en GC, con
una secuencla palindrémica gque permite al transcrito naclente
formar una estructura de tallo-asa. Esta estructura.causa la
terminacion de un transcrito por sl misma, es decir sin la

participacién de factores protéicos. A este tipo de terminadores
se les ha denominado rho independientes.
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En situaciones mas elaboradas, como es el caso de la
terminacion dependiente de la proteina rho, las secuencia y
estructura de las sefiales determinantes no muestra ninguna
caracteristica comﬁn aparente.

De igual forma gue en la terminacion simple, las seflales
funcionales para la terminacion dependlente de rho residen en el
RNA y pueden involucrar una estructura secundafia; sin embargo,
como se ha mencionado, el analisis de su secuencia solo ha
permitido derivar ciertas caracteristicas generales, estas son:
(a) la secuencia contenida en la regién de terminacién no puede
causar terminacién por si misma, {b}secuenclas considerahlemente
arriba del punto donde cesa la transcripcién inician la sefial de
terminacién, aparentemeﬂte via interacciones entre rhe y el mRNA,
{e) una regién comprendida en 80 p.b contiene toda la informacion
requerida para gque ocurra terminacién, (d) la secuencia presente
:'donde ocurre la terminacién, no parece cumplir con ningﬁn
requerimiento de composicién o especificidad (Platt et al, 1986).

Regulacién de la terminacion.

Polaridad
En E.coll los genes de operones policistrénicos se expresan
coordinadamente. Sin embargo se ha observado que puede haber
diferencia en 1la expresién de un gen distal al promotor con
respecto a un gene proximal que refleja su dependencia de
para’ metros externos {Danchin et al, 1980). Se sabe gue esta
diferencia es causada por terminacién prematura de la
transcripcién que resulta del desacoplamiento de la transcripcién
'y la traduccién~cuando esta ultima es interrumpida por codones de
terminacion o -por otros mecanismos. Este fenomeno conocido como
polaridad, parece ser comun a todos los operones policistrénicos Yy
puede ocurrir aun bajo condiciones normales de crecimiento, si
bien se ve incrementado por temperatura (polaridad natural) o
variaciones metabélicas espec%ficas (polaridad metabélica).
El acoplamiento de la traduccion y la trancripcién ocurre de
tal forma que los ribosomas traducen un mRNA tan pronto como .este
esta siendo sintetizado, por mecanismos gue no estén aun bien

claros, Una de las consecuencias de esto es que se previene la
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terminacién de la transcripcién dentro de regiones que codifican
para una proteéna. Se ha encontrado que la terminacién en reglones
codificantes para proteinas es absolutamente dependiente de rho en
todos los casos gque se ha examinado. Presumiblemente la
terminacién dependiente de rho es frecuente en secuencias que no
han evolucionado especificamente como sefidles de terminacién
(Morgan, 1986).

Antiterminacion

La expresi&n de diferentes genes y operones puede ser
independientemente modificada a traves de controlar el érado de
terminacién en un punto dado, haciendo uso de distintos
mecanismos., Existen factores protéicos especificos que pueden
reducir o prevenir la terminacién, ya sea modificando 1la
polimerasa o secuestrando la sefial de terminacion. Los sistemas de
antiterminacion mejor caracterizadeos involucran dos proteinas del
bacteriéfago X: ¥y Q, que encienden la expresién de genes
tempranos y tardlos durante el crecimiento lltico. Las propiedades
de la protelna N han sido extensamente estudiadas (Greenblett,
1981) y se ha visto que la polimerasa modificada po} N causa
avance de la transcripcién sobre un sitio de terminacién tanto rho
dependiente como independiente. Existen requerimientos
adicionales para este sistema: un sitio utilizado por N, que actua
en cis (nut), las proteinas del huésped nus y otros componentes
aun no identificados.

La antiterminacién causada por la proteina Q ha sido menos
estudiada, si bien se ha identificado en el DNA un sitio de
utilizacion de Q (qut) vy la participacién de nusA.

Recientemente se ha encontrado en E.coli que en operones paré
RNAs ribosomales (operones grn), se da el fenomeno de
antiterminacién para seflales rho~dependientes (Morgan, 1986). La
idea de que los transcritos ribosomales debian presentar
antiterminacion surgié de los estudios de polaridad en operones
que codifican para mRNAs que se traducen. El fenémeno de polaridad
demostro gue para que un mRNA sea eficilentemenie tiranscrito de un
extremo a otro, es necesarlo el acoplamiento de la traduccion vy la
transcripcién. Este hecho condujo a hacer estudios gue demostraban
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que mecanismos de antiterminacién en operones rrn, compensahan la
falta de acoplamiento para reducir la terminaciéﬁ prematura.
Aunque el sistema de antiterminacion en E.coli no ha sido tan
extensamente estudiado como el de lambda, se han encontrado
clertas similitudes, (por ejemplo homologias de secuencias con los
sitios nut vy 1la participacién de las mismas proteinas nus). Sin
embargo recientemente se han tenido evidencias gue sugieren un
mecanismo de antiterminacion adicional mas simple que no involucra
factores analogos a N y Q. Por ejemplo, se ha visto que los
promotores P1 y P2 de rrnC, confieren capacidad de lectura por
encima de una seflal de terminacién a través de secuencias que

radican en sus regiones hacia arriba del promotor{Holben et al,
1985) .,
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Por algﬁn tiempo, el grupo de trabajo del cual forme parte
durante mi maestria, tuvo como linea de investigacién el
desarrollo de vehiculos de clonac:én. De esta forma, a partir de
algunos proyectos concretos sobre la exprésién de genes de E.coli,
surgié la necesidad especifica de construir un vector cuyo nﬁmero
de coplas fuera regulable. Esta construccion era ademas
interesante porgque presentaba la posibilidad de ser ampliamente
utilizada vya que, en muchos casos, particularmente en estudios de
investigacién bésica, un vehiculo es requerido en monocopia para
acercarse mas a las condiciones en que normalmente se expresan los
genes del cromosoma y en cambio, en otras etapas del mismo
experimento (como en la purificacién), es necesario tener el
plésmido como multicopia.

Asi pues, la obtencion de un plésmido cuyo numero de copias
fuera regulable, se constituyé como uno de los proyectos del
laboratorio. Como consecuencia de esto, nuestra necesidad de
conocer los mecanismos gque regulan la replicacién de plésmidos
pBRs se hizo patente.

La estrategia inicial para la regulacién del nﬁmero de copias
consistio en la regulacién del promotor deli”primero" o RNA II, el
cual como ya se mencioné en la introduccién es el gque determina la
iniclacion de la replicacién en un punto dado del plésmido. Ya que
los pBRs son plésmidos multicopia, para llevarlos a su estado de
monocopia se intentaria reprimir al promotor menclionado mediante
la insercién de un operador, en un sitio inmediatamente 'hacia
arriba del promotor. E1 trabajo se 1levo a cabo en el plésmido
pBR327 por ser éste un plésmido pequefio en el cual se han deletado
regiones dispensables que se encuentran presentes en pBR322. Esta
caracterlstica del pBR327 hacia mas facil la manipulacién de la
regién que se ubica entre el promotor del RNA IT y el gen de
resistencia a ampicilina cuando se aplicaba seleccion para los dos
genes de resistencia.

La estrategia wmencionada involucré, en un principlo, 1la
generacién de un sitio ﬁnico de restriccién necesario para la
posterior insercion del operador en el lugar deseado. La creacion
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de tal sitio, pudo lograrse, mediante la deleclon de un fragmento
de Saula, obteniéndose el plésmido pBR~14 que contiene una
gecuencia de reconocimiente para BglIX figura 6). E1 pBR-14
sufrié una delecién gque se inicia en la posicién ~44 con respecto
al inicio de la transcripcién del "primero" e incluye 920 p.bh. mas
que comprenden parte del gene de resistencia a ampicilina.

BEs importante senalar aqui que, la de:ecién originalmente
pianeada para la creacion del sitio para BglII, implicaba la
péfdida de un fragmento wucho menor {85 p.b.}) comprendido entre
los sitios -44 y =129 con respecto al promotor., Sin embargo esta
delecion nuneca pndo aislarse (de entre aproximadamente 500
colonias estudiadas), Cabe mencionar gque el aislamiento del pPBER-
14 era un evento menos probable va que fue encontrade como una
cotransformante junto' con el pBR327 {en el proceso de
transformacién es muy poco probvabile gue dos pléasmidos diferentes
transformen una misma célula). Por otro lado el pBR-14 tiene un
tamaflo considerablemente menor al de la delecion provacada
originalmente,

Estas observaciones, nos condujeron a hacer un analisis de
otros plésmidos obtenideas (aquéllos en los ¢ue no se habia
generado un sitlo pero que hablan experimentade algan cambio) vy
encontramos gque en ninguno de ellos se perdia la secuencia que
origlinalmente pretendiamos deletar, vya fuera porgue ocurrian
repeticiones, o porgue ocurrian deleciones en otros sitios. Todo
lo anterior nos sugirié gque el fragmenta que queria deletarse
inicialmente contenia una secuencia importante para la replicacién
del plasmido.

Haciendo una comparacién de la secuencia rnontenida en el
pBR327 con la que en el pBR-14 la sustituyé {la inmediata al sitilo
de BgllI, a paftir de -44), encontramos gue la secuencia presente
en el primero es muy similar en el pBR-14 a partir de la sexta
base y hasta la base correspondiente a la posicién ~58.

pBR327 §! AGAAA&GAECAAAGGATCTTCTTGAQBTCCTTT TTC“GCGCGIAA:QEGCTGC“3’

PBR-14 5' GTMA_._GCTGAACATCTTCT’““Y‘?'“CC’"’“"‘”‘T'“TC’I‘GPG"‘G:AA_’:‘_CIGCTGCTD‘
-2

Ademas, fue comparada la secuencia contonida en el pBR327 con



Sl parcint

- Ligasa T4




Ligasa T4

Wik 32 ' SaudA parcial )

FlouRA G

P




-2t

las de otros plésmidos tales como el CloDF13, ColEl, pMBS, etc y
observamos que la regién mencionada es conservada en todos estos
plésmidos.

Posteriormente, se intenté hacer una insercién de un
oligonucleétido sintetico en el sitio de BglIl del pBR-14, Este
experimento no logré hacerse directamente” en pBR-14, aunque se
lograria posteriormente, después de insertar otro origen de
replicacién en este plésmido {ver resultados).

Por todos los anteriores argumentos, pensamos que la
secuencia descrita tenia algﬁn efecto en Ia replicacién del
plésmido gque, o0 blen era esencial para la viabilidad del plésmido
o, no pérmitia el aislamiento de plésmidos que carecleran de ella
en las condiciones normales de seleccion, Esta  sugerencia
resultaba interesante puesto que ninguno de los reportes
publicados en relacion a plésmidos tipo ColEl ha conslderado la
posibilidad de gue una secuencia arriba del promotor del prlmero
tenga algunsg funcion en el inicio de la replicacién, aungue
clertaments se ha reportado la existencia de un sitio de
terminacion lacalizado entre las posiciones ~20 y -50 con respecto
al Inicio de la transcripcién del "primero" tanto para el plésmido'
CloDF13 (Stultje et al, 1981) como para el plésmidd pBR322 (von
Gabain et al, 1883}. Este terminador hgbiera sido escindido al
efectuarse la delecion originalmente planeada (de -44 a -~129). Se
ha propuesto que su funcion es la de detener la transcr;pcién que
viene de regiones hacia arriba del origen con el fin de evitar que
se dispare el numero de coplas de tal forma gue pueda ser letal
para la celula. Un caso como este ha sido vreportade para el
plésmido CloDF1i3, en el cual ocurre la expresién de un gene
anterior al origen en forma muy Intensa. Se ha visto que
mutacliones que impiden la terminacion en el terminador menclonado,
son letales para la célula (Stuitje et al, 1981). Sin embargo en
el «caso del pBR327, el gene que precede al origen y se transcribe
en la misma direccién (Pp-lactamasa), tiene su proplo terminador vy
ademas no se transcribe con tanta fuerza como lo hace el gene que
precede al origen de CloDF13 y por lo tanto no consideramos gue el
terminador situado en la regién previa al origen resulte esencial
para el pBR, ni que puedan explicarse las observaciones va
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seflaladas por la posible pérdida del terminador mencionado., De
cualquier forma, cabe agregar que en el pBR-14, la estructura que
corresponde a dicho terminador es restituida, aunque plerde
estabilidad, ya que para regenerase da lugar a una protuherancia
("bulge") . La figura 7 facilita 1la comprensién de esta idea.
Creemos que es muy probable gque esta estructura siga siendo
funcional como terminador en el pBR-14.

' Considerando el lugar donde radica la secuencia posiblemente
involucrada en la replicacién, nos parecié que seria probable que
ejerclera su efecto a través de afectar el funcionamiento del
promotor del RNAII. Por otra parte, al analizar las condiciones
particulares bajo las cuales opera el promotor del RYNAII, esta
idea se hacla muy sjgniﬁicativa. Tales condiciones son:

1- El promotor del RNAII inicia la transcripcién de un transcrito
que procede en direccion opuesta al del RNAI, siendo el promotor
" del RNAI mucho mas fuerte que el primero (5 veces, in vitro). Se
ha visto que cuando ocurre una transeripcién convergente, cada uno
de los transcritos involucrados influye sobre la transcripcién de
su opuesto causando una disminucién (Ward et al, 1979). En estos
casos, la transcripcién mas afectada es la gque proviene del
promotor mas débil. P.ej. para el caso de los promotores trp y PL
en A, la transcripcién del primero es totalmente blogqueada por la
'transcripcién a partir de PL, cuando este ultimo se esta
expresando con una fuerza 10 veces mayor que la de trp.

2~ E1 RNA IT es un RNA muy largo, no es traducido y tiene la
posibilidad de formar muchas estructuras secundarias alternativas,
ya gque en esto se basa la formacién de un hibrido adecuado para el
reconocimiento de la RNAsaH. Como se explicé en la introduccién,
l1a sintesis total de un MRNA requiere del acoplamiento de la
transcripcién vy traduccién, dado gue la RNA polimerasa es pausada
por la presencia de estructuras secundarias y esto en ocaslones
conduce a la terminacion prematura de un transcrito. De esta
forma se ha visto gue un RNA estructurado gque no es traducido,
como es el caso de los RNAs ribosomaleé y tRNAs, tienen
requerimientos adiclonales que en alguﬁas ocasiocnes radican en
secuencias hacia arriba de su promotor (Lamond et al, 1983). vy en
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respecto al inicio de la transcripcic'm del RNAII, en el plésmido
pBR327 vy b} estructura palindrémica que lo sutituiria en el pBR-14
en la misma posicic’m, probablemgnte funcional como terminador.
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otros consiste en la implementacion de mecanismos especificos de

antiterminacion para lograr una transcripcién eficiente (Holben et
al, 1985).

3- E1 transcrito del RNA II se encuentra en su camino con un
terminador aproximadamente 40 p.b. después del punto en que inicia
{Stuber et al, 1981}, Se cree gque este terminador evita el paso de
transcritos que vienen desde arriba del RNA II vy gue pudieran
elevar el nﬁmero de coplas. No obstante 1o  anterior, los
transcritos salientes del promotor del RNA II no parecen ser
afectados significativamente por este terminador, lo cual sugiere
que pudiera exlstir un mecanismo especlfico para evitar su
terminacion.

Todos los antecedentes y consideraciones antes descritos nos
sugirieron que hab&a una regién regulatoria hacila arriba del
origen que posiblemente estaba Iinvolucrada en el controi del
nunero de coplas. Dado gue esto no habla sido descrito
anteriormente para plésmidos tipo ColEl y va gque en ¢general nos
interesa el conocimiento de los factores involucrados en el
mecanismo de replicacién de este tipo de plésmidos, consideramos
importante el definir la participacién de la regién mencionada en
las funciones del plésmido. Asi mismo lo anterior resultaba
esencial para el objetivoe de regular ‘el numero de copias del
pBR327. Por tales motivos se propuso como objetivo para la
presente tesis el sigulente:

Determinar si una regién hacia arriba del promotor del
"primero“ de replicacién del plésmido PBR327, situada entre las
posiciones -44 y -129, se requiere para que este se transcriba
optimamente y estudiar sus efectos sobre la replicacién Y el
numero de copias de dicho plésmido. Un objetivo secundario que se
lograrla con este trabajo era 1la obtencion de construcciones
necesarlas para la obtencion de un vector de clonacion cuyo nimero
de coplas pueda regularse.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y Q;égm;gg§. Las cepas de E.coli Ki2 y los

plésmidos usados en este trabajo se describen en la sigulente
tabla:

Designacién Caracteristicas relevantes Referencia
Cepas
RR1 F , proA2z, leuB6, thi-1, lacyl Bolivar et al.
' rspL20, hsdSrb mb ., (1977)
JM101 {(lac, pro) thi, strh, endA, sbcB15, Messing el al.
, supE, F'traD36, proA, lacIg) (1981)
“ (polA ts) polA ts (polimerasal de DNA Gomez-Eichelmann
temperatura sensible) (1981)
N100 (gal ET K, recA , lac , pro ) Adhya et al
' {19786)
Plésmidos
'PBR327 Ap': T Soberon et al
{1980)
pACYC184 cm'; Tc'; Chang et al,
(1978)
pKO1 Ap’. Rosenberg et al
. (1983)
psciol Tc'; Cohen et al
, (1983)
pBR-14 Tc¥; : Este trabajo
pBR-15 cm’; Tc¥ : Este trabajo
pBR-18 cm’; Te¥ Este trabajo
PBR-18b . ¢m'; TcY Este trabajo
pBR-15b emY; Tc' Este trabajo
pH1 Ap"” Este trabajo
pB2 Ap* Este trabajo

pB3 Ap' Este trabajo
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Medios, reactivos y enzimas. Como medio de cultivo se utilizo el

medio Luria. Para las cepas que contenian el pKOl1 o sus derivados
se utilizod Agar McConkey (Difco}.El1 medlo solido se hizo con
bacto-agar Difco. Los antibioticos (Sigma) se afladieron a las
concentfaciones siguientes: Ap 100 ug/ml; Cm 40 ug/ml; Tc 30 ug/ml.
“Los nucleétidos se adquirieron de P.L. Biochemicals; el { - p)
dATP, 400 ci/mmol, se compré de Amersham International y los
oligonucleétidos. sinteticos se prepararon por el método del
fosfotriester en soporte solido descrito por Tto et al. (1982).

Las enzlimas de restriccién se compraron de P.L.Biochemicals y
New England Biolabs. La ligasa de T4 se purific$ de acuerdo al
procedimiento descrito por Panet et al. (1973). La DNA polimerasa
I (fragmento Klenow) se adquirié de Boeringher Manheim vy la
nucleasa de S1 se compré de Amersham International, La
polinucleotido cinasa de T4 fue adgquirida de Bio-Labs. Las
digestiones de DNA de plésmido se llevaron a cabo segﬁn las
condiciones sugeridas por New England Bio-labs.

Electroforesis en geles de agarosa y acrilamida. Las condiciones
para electroforesis han sido descritas por Bolivar et al (1977) y
fueron utilizadas sin modificaciones.

Los geles fueron tefiidos con Bromuro de etidio (sigma)
utilizado en solucién (dmg/ml) y se visualizaron con una lampara de
UV de onda corta.

Para fotografiar los geles se usé un filltro de gelatina
amarilla No.9 Kodak Wratten y pelicula Polaroid NP tipoc SS con una
camara MP-5 Polaroid.

Los fragmentos fueron eluldos de geles de agarosa o acrilamida
como describe Maniatis et al, (1982).

ggnatruccién ¥y caracterizacion de plésmidos recombinantes. Para 1la

construccion de todos los plésmidos se utilizaron técnicas
"standard" de DNA recombinante, esencialmente en la forma en gque se
describen en el manual de Maniatis et al. (1982). La
. caracterizacion de las recombinantes se llevo a cabo buscando
patrones de restriccion en minipreparaciones de plésmido. Algunas
veces la deteccion de las recombinantes se hizo mediante
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hibridacién en colonia de acuerdo al método gque describen Grunstein
y Hogness (1975).

Fosforilacion y marcaje radiocactive de oligonucleotidos. El

producto oligonucleotidico de una slntesis quimica no esta
fosforilado en su extremo 5'. La fosforilacion se llevo a cabo con
ATP radioactivo (para segulr al oligo), adicionando 50 uCi de [
{-P]ATP a una mezcla de polinucleotido cinasa, con 20-40 pmolas del
oligonucleétido. Después de 30 min., se adicionaron 10 nmoles de
ATP frio v se incubo durante 10 minutos.

Transformacién. Las células de g.gg;i de la cepa RR1 y N100 fueron

preparadas para la transformacién por el método decrito por Cohen
et al (1972) y optimizado por Hanahann (1984). No se hizo ninguna
modificacion a estos metodos.

g;ggggggiég!gg DNA de p;égm;gg. La extraccién Yy purificacién de
plésmido, cuando eran requeridas pequefias cantidades se hizo de
acuerdo al metodo de 1!sis alcalina reportado por Blrnboim y Doly,
(1979) y modificado por Ish Horowicz para minipreparaciones de
plésmido.

Cuando se requirileron cantidades grandes se utilizé el método
de lisado claro de Betlach. et al. (1976). En este caso el DNA fué
preparado de cultivos celulares crecidos a fase logaritmica 4
amplificados por la adicién de 300 wug/ml de sulfato de
espectinomicina.

Qggggmiggglég de secuencia. Las determinaciones de secuencia
nucleotidica se hicieron utilizando el metodo de "terminadores
dideoxy" reportado por Sanger (1979) después de la correspondiente

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

Determinaciones de gﬁmggg de copias. E1 numero de coplas de los
plésmidos fue determinado de acuerdo al metodo descrito por Mosser
'y Campbell (1983), con algunas modificaciones. La cepa de E.coli
RR1 conteniendo el plésmido cuyo numero de coplas se quisiera
determinar, fue crecida en 100 ml de medio luria con 10 ug/ml de
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tetraciclina hasta una, dehéidéd‘énfica de 0.5 & 0.6 0.7, a 550 nm.
Despues de diluir los cultivos auna densidad oleca de 0.5, 80 ml
de cada cultivo fue mezclado con-una cantidad igual de un cultivo
igualmente d*luzdo “de RR1 conteniendo el plasmido pAGYCle, como
un control interno. El pACY134 tiene un numero de copias de 18 por
" cromosoma {Chang et al, 1978). La celulas se lisaron nor ol metodo
de lisis alcalina (Birnbelim v Daly, 1979), v el DXNA fue
lin@arizado con HindIII para eliminar las formas multimericas. Las
cautidades relativas de DNA de plasmido se cuantificaron por
anélisis densitométrjcn de fmtogvafias de los geles en un
espectrofotémutru Zeckuann modelo DU-3

]
Determinacion de actividad de galactokinasa. Se llevaron & cabo

determinacliones de actividad de galX de las clonas conteniendo los
plésmidos pKO1, pH1, pB2 y pB3 con el fin de conocer la actividad
del promotor del RNA II en todas estas contrucciones.

El metodo gque se utilizo para el ensayo de galactokinasa fue -
derivado y modificado por Rosenberg (1981) a partir de los
reportes de Wilson et al, y Adhya et al, (1979). Consiste en lo
sligulente: Las células contenlendo el plésmldo pKo1l o un derivado.
de éste, se crecen a fase logaritmica {(0.D.6850 = 0,6) en medio MBS
con fructuosa como fuente de carbono. Llegado este punto, se
transfiere una allcucta de 1 ml & an  {ubo eppendori y we le
adicionan 40 ul de buffer de lisis (100 mMM EDTA; 100 mM DTT; 50
mM Tris pH8) y unas cuantas gotas de tolueno. Las muestras son
vigorosamente agitadas vy posteriornente colocadas en un agltador
de 37C pare facilitar la evaporaci&n del tolueno. En este momento
las células estén listas para iniciar el ensavyo.

3n adiclionan 20 ul de muestra a B0 ul de mezcla de  resccion
conteniendo lo sugulente: ’

20 ul de mezcla 1 {DTT bHmM¥,; NaF 16mM)
50 ul de mezcla 2 (MgCleB8mM; Tris pHS 200mM; ATP 3.2 nmM)
10 ul de Gﬁbalactosa {20 uM)

Se incuba lo anterior por 15-30 min a 32C, se toman 50 ul vy
se colocan en un filtro DEB1 de 2.5 cm de diémetro, se lava con
agua hasta que una-mvestra blanco contenga menos de 1000 cpm. Las

unidades de galactokinasa se expresan como nanuunoles de galactosa
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fosforilada por min por ml de celulas a OD (650nm) = 1,0,

Después de que el ensayo se termina, se toman 25 ul de dos
muestras selecclonadas al azar y se transiieren a dos filtros
adicionales. Estos dos filtros no son lavados. Todas los filtros
son secados con una pistola de alre y se cuentan con 5 ml de
econoflunr,

Para calcular las unidades de galactokinasa, se uti]izé la
siguliente formila, Esta asume que una eflclencia de conteo de 40%
para carbono-14 y que han sido utillizados 20 ul de alicuoia para

el ensayo:

galactokinasa = (cpm-blanco) ® 5200
{unidades) cuentas promedio de ® tiempo X OD(650)
filtros no lavados de lcubacion

Se utillzc D-(1~1C) galactosa Amersnam a 50 uGi por aumol, La
galactosa marcada se diluye a una actividad especiflica [lnal de

4.5 = Io‘dpm/umol,
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RESULTADOS.

Como se vera a lo largo de esta seccién, el desarrollo del
proyecto estuvo caracterizado por una serie de Imprevistos que
dificultaron la interpretacién de algunos de los experimentos.
Muchos de los problemas que se presentaron fueron consecuencia de
la complicada actividad transcripcional de los plésmidos pBR que
fueron usados para el trabajo, (al respecto de ésta, se presenta
una descripcién en la figura 9). Sin embargo, el uso de estos
plésmidos estaba Jjustificado, por un lado porgue el fenomeno de
interes fue encontrado en ellos ¥y por otro lado, porgue eran los
gue queriamos manipular para su regulacién.

Esta serauna narracién cronolégica del trabajo. Para
facilitar su comprensiéq se mencionara aqui cue lo gue esta te'sis
demuestra es gue una regién Inmediatamente arriba del promotor del
RNAII, afecta positivamente 1la transcripcién de este y por lo
tanto, el nimero de copias del plésmido. Evidencias menos
" contundentes sugieren gque el elemento relevante es la secuencla
que se regeneré en la construcci&n del pBR-14, a la cual vya me
referi en la seccién de antecedentes.

En la siguiente presentécién las posiciones de bhases se
referiran al sitio -de iniciacion de Ia transcripcién del RNAII,
asi mismo, el promotor del RNAII seré referido como RNAIID.

A. Construcciones de plésmidos.

La primera estrategia obvia que se utilizo para el estudio. de
la regién inmediatamente arriba del RNAIIp consistio en alterar la
secuencia hacla arriba de -44 y evaluar sus efectos a traves del
numero de copias y estabilidad del plésmido. jopt plésmido en el que
se llavaran a cabo tales alteraciones tenia que cumplir con
algunos reqﬁisitos de acuerdo & las suposiciones que entonces se
manejaban. Estos requisitos eran: que hublera un sitio dnice de
restriccion en ia regién gque nos interesaba estudiar que
permikiera introducir mutaciones; que el plésmido que fuera a
sufrir tales mutaciones garantizara el poder ser aislado aungue su
origen de replicacién perdiera su funcionalidad totalmente y; que
la caracteristica fenotipica gue fuera a usarse para la seleccion
de las nmutantes permitiera el aislamiento de plésmidos de alto o



-30~

bajo numero de copias con igual probabilidad.

El plésmido pPBR327 no cumplia~ con tales requisitos
especlialmente porgue no tenla un sitio unico de restriccion en la
regién gue nos interesaba., El p3R-i4, en canbio tenia un sitio
ﬁnico de restriccién para BglII en la posicién -44 que resultaba
muy apropiado para iniroducir alteraciones de la secuencia, y por
tal motivo se decidio utilizarlo. Sin embargo, este plésmido como
tal no era el mas adecuado para buscar efectos de replicacién, va
que al haber sido generado por una delecion que se 1levo parte del
gen de resistencia a ampicilina, sblo es seleccionable como tet"
La resistencia a tetraciclina es en general débil y bensamos por
ello que al seleccionar para tet” pudiera estarse seleccionando
indirectamente a aquéllos'plésmidos gque presentaran un alto numero
de coplas. Por otro lado, el pBR-14 tampoco permitiria el
aislamiento de un plésmido en el cual el origen de replicacién
hubiera perdido su funcionalidad. )

Con la intencion de solucionar estos Inconvenientes, se
procedié a hacer dos construcciones. La primera de ellas consistio

en insertar un "casette" que confiere resistencla a cloranfenicol
en el sitio de EcoR1 del pBR-14. El plésmido resulitante,
denominado pBR-15, es tal que el gen e resistencia a
clioranfenicol se lee’en el mismo sentido ,que el de tetracicilna,
es decir en sentido contrario al origen.

Para contender con la posibilidad de perder la viabllidad del
plésmido al alterar su secuencla hacia arriba de ~44, se decidio
proveer al pBR-15 de otro origen de replicacién. El origen que se
eligié fue el del plésmido psSC10l por las éiguientes razones: &l
plésmido pSClOl tiene un mecanismo de replicacién muy distinto al
de los plésmidos tipo ColEi, lo cual 1los hace compatibles
(Collins, 1977); existian antecedentes en los cuales estos dos
origenes se habla incluido en el mismo replic&n {Cabello et él,
i876) y; en una condicién polA en donde el origen tipo ColEl no
es fuﬁcional, el origen de pSC10i si lo es, mlientras que en una
condicién polA+ esta situacién se Invierte, Tal circunstancia
nos permitir-ia hacer experimentos en forma diferencial.

?1 origen de pSCid1 fué obt%g%do como un fra?mento de Yitcll
y fue clonado en el sitio de HindIII del plasmido pBR-15. La
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presencia del origen de pSClo0lse selecciqné por conferir
replicabilidad en condiciones polA, Como esperébamos el pl-asmido
resultante, llamado pBR-18, se comporté como un plésmido de alto
numero de coplas en condiciones polA+ indicando que el origen de
pBR estaba activo.

Bl plésmido pBR-18 tenia yva todas las caracteristicas
necesarias para analizar la regién hacla arriba de -44, es declr,
contaba con un origen de replicacion adicional; que permit!ria
aislar mutantes cuya replicabilidad dependiente .del origen de pBR
hubiera sido impedida y tenia el gene que confiere resisfencia a
cloranfenicol, cuya expresién permite la seleccion de pl asmidos
monhocopia, En este plésmido se procedié a alterar la regi&n de
~44. Para ello se lénearizé con BglII vy se recircularizé en
presencia de un i8mevro ‘sintético cuya secuencia de bases era
ATe e 6eeh rac. . ¥ que provela wuwn sitio de Smal a traves del
cual se podian identificar las clonas gue 1lo contenian. TLa
transformacién se recuperé en condiciones polA. Se selecclonaron
algunos plésmidos con sitio de Swal Yy otros sin este.
Posteriormente se observo gue en corndiclones polA+ las hacterlas
cuyos plésmidos tenian sitio de Smal, producian parches mas
pequeﬁos que las otras cuando el medio contenia altos niveles de
cloranfenicol, Se escogié uno de los plésmidos gue tenlan 1a
insercion del oligonucleétido y se le denoming pBR18-b,

21 hecho de que el plé$mido PBR1BYL presentara menor
resistencia a cloranfenicol podia explicarse a traves de dos
hipétesis alternativas, una de ellas era que la alteracion de la
secuencia hacla arriba de -44 hublera obligado a estos p:émfdns a
depender del origen de pSC101i, gue es de bajo numero de coplas, vy
la otra era que dicha alteracion hubiera tenido como consecuencia
una disminucion considerable en &l numero de coplas conferido por
el’ origen de pBR. Para distingulr entre estas dos posibilidades,
se decidio guitar el origen de p3C3i01 del

)
2R~ T plasmido

e &b,
resultante, el pBR-18h, es eguivalente al pP3R-15 excepto porque
contiene la insercion descrita en la posicién -44. Su existencla
demostro gque el origen de pSCi101 era prescindible en el pBR-18b y
por ende que la alteracion en la regién de -44 no es letal para un

t
plasmido tipo pPER. Sin  embargo la menor resistencia a
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cloranfenicol indicaba que el origen no funclionaba optimamente.
Cuandon cabia la posibilidad de gue modificaciones en la regién de
~44 fuesen letales, manejabamos dos hip&tesis opuestas: gue el
origen no funcionara o que 1lo hiciera a tan alto nivel que
interfiriera con el funcionamiento de la celula huésped. Con la

construccion del pPBR-15b fue posiblé descartar la segunda
hipétesis.

B. Determinacién de'nﬁmero de coplas de los plésmidos pBR327,
pBR-14, pBR-15 y pBRi&-b.

A través de los experimentos descritos en la anterior
seccién, se obtuveo la mutante deseada (pBR15h) para la observacién
del efecto de la regién hacla arriba de -44, sobre ‘el origen de
replicacién. Se decidio entonces hacer determinaciones del numero
de coplas y estabillidad de las construcciones mencionadas, Para
este fin se utilizaron 1los procedimientos gue se indican en la
seccion de Materiales v Metodos. Los resultados obtenidos en este
experimento se presentan en la tabla numero 2. Como puede
observarse hay marcadas diferenclas en los numeros de coplas de
todos 1los plésmidos. No obstante, como resultara claro mas
adelante, algunas de estas diferenclas son debidas a efectos
transcripclionales provenientes de otras regiones del plésmido no
relaciondas con el origen de replicacién péro gque se transcriben
sobre este generando "primeros" utiles para iniciar replicacién.
Independientemente de estos efectos gque seran discutidos mas
adelante, exlste una clara diferencia entre los plésmidos pBR-15 y
pBR-18b, los cuales deben presentar la misma actividad
transcripcional proveniente de reglones hacia arriba del origen,
ya que su ﬁnica diferencia es la alteracién que se presenta eh
-44.

Antes de adentrarse en la explicacién de los resultados
obtenidos, conviene hacer referencia a la figura 9 y a la tabla 1,
en donde se sefialan los sitios de terminacion e inicio de
transcripcién que se han determiando en el plésmido pBR327, y se
expresan las fuerzas de los promotores y el grado de terminacion
que se da en los puntos sefialados. Asl mismo en la figura -9 se
muestran cuales terminadores y promotores se yieron afectados en
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FIGURA 8. SENALES DE INICIO Y TERMINACION DE LA
TRANSCRIPCION EN PBR327 Un promotor se seflala con el simbolo

“4, la direccion es indicada por el nmismo simbolo. Un

terminador se seflfala con el simbolo 5L. Los transcritos gque

e s
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cada una de las construcciones descritas. De esta manera, puede
observarse que el aumento del numero de copias gue presenta el
pBR-14 con respecto al pBR327, se explica por la delecion
circunstancial del terminador del gene de ampicilina y por el
"acercamiento del promotor de este mismo gene, asi como del
promotor del anti-tet, Los efectos de los cambios sufridos en -44
en el pBR~14, no pueden ser apreclados en esta comparacién.

El plésmido pBR-15 muestra una disminucién de su nﬁmero de
cdbias con relacion al pBR-14. Fsto muy probablemente es debido a
la insercién del gene de cloranfenicol que aleja el promotor del
anti-tet vy probablemente tambien disminuye su actividad ya que se
transcribe en sentido opuesto a el. Finalmente el pBR-15b tiene un
numero de copias menoy al del pBR-15 y a cualquiera de los otros
p]ésmidos. No hay razén para suponer gque el pBR-15b sufra wuna
menor actividad transcripcional provenlente de promotores hacila

« arriba del origen que el pBR-15, y en todo caso podria suponerse
" le contrario, yva que el terminador que en el pBR327 se localiza en
la regién de hacia arriba de ~44 (posicién -20 a =50}, que fué
descrito en la seccién de antecedentes, es parciamente restituido
y muy probablemente funcional en el pBR-15, y en cambio en el
pBR-15b es totalmente destruido, si bien es importante menclonar
que al ser secuenciado el DNA que se introdulo en el pBR-15b en la
posicién de -44, se encontro que se habian insertado tres unidades
repetitivas del oligonucleétido mencionado, que ¢generaron la
sigulente secuencia:

(L 08
GTAAAAGATGCTGAKgATC%CCCGGGAGATCTCCCGAGATCTCCCngATdfTCTTGAGATCCTTTT auﬂl,
¥ ot -5
Ynsevi@

Esta secuencia tienef'posibilidad de formar una estructura
secundaria estable, pero no posee la regién de poliU que
caracteriza a los terminadores rho independientes, ni ha sido una
secuencla gue evoluclonara como terminacdor, por lo ue
consideramos que es poco probable que funcione como tal,

Lo anterior permite concluir gque la disminucion del numero de
copias que presenta el pBR-15b .con respecto al pBR-15 se debe a

efectos sobre el crigen de replicacién causados por la diferencia
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de secuencia a partir de -44. Los promotores de los plésmidos
pBR-14, pBR-15 y pBR-~15b fueron secuenciados comprobéndose que no
hablan sufrido ninguna mutacion.

Debe notarse que o1 pBR-15b tiene menor nﬁmero'de coplas que
el PpBR327 y aungue una comparacién directa entre estos dos
plésmidos no es del todo vélida, resulta significativo.este hecho,
puesto gque la presencia de un sitio de terminacion adicional
justamente antes del promotor del RNAIT en el pBR327, haria
suponer que en éste ocurre menor actividad transcripcional sobre
el origen proveniente de otros promotores vy esto conduce
nuevamente a la conclusién de gque el pBR-15b presenta alteraciones
funcionales de su replicacién atribuibles a 1la secuencia vya
seflalada.

Los resultados de estabilidad son consistentes con las
variaciones en el nﬁmero de copias.

C. Construcciones en pKO1 _

La dificultad para interpretar directamente los datos
obtenidos a traves de los anteriores experimentos, hizo clara la
necesidad de aislar transcripcionalmente el'origen de replicacién.
Para ello hubiera sido necesario insertar algunos terminadores
fuertes en la regién inmediatamente hacia arriba del RNAIIp. No
obstante no contabamos con sitios de restriccion adecuados en
todos los casos que permitieran hacer dicha insercion. Por esa
razon decidimos alternativamente aislar el promotor del RNAII y
estudiar su funcionamiento en otro contexto, es decir dirigiendo
la transcripcién del gene de galactokinasa presente en el plésmi@o
pKO1. ’

El plésmido pKO1 fue diseﬁado‘especificamente para el estudio
de promotores (McKenney et al, 1981) in vive y para tal fin cuenta
con el gene de galactokinasa, el cual carece de promotor y en su
lugar existen diversos sitios Unicos de restriccion (McKenney et
al, 1981). Adicionalemente en la regién hacia arriba de tales
sitios, se inserto un terminador fuerte que aisla
transcripcionalmente al gene galK. En este sistema se Inserta el
promotor due desee estudiarse en cualquiera de los sitlos de
restriccion mencionados y se obsgrva su fuerza como una funcion de
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la actividad de galactokinasa, la cual puede medirse en un ensayo
relativamente sencillo.

De esta forma, fueron insertados en pKOl1 paralelamente tres
diferentes fragmentos provenientes de los plésmidos pBR327 y pBR-
14. Uno de ellos, aislado como un fragmento de Hpall de 404 pares
de Dbases del PpBR327 contenia la secuencia hacia arriba de -44
originalmente presente en el pBR327, ademas del promotor del
RNAII, este plasmido se 1llamo pH1. Otras caracteristicas
eqtructurales contenidas en este fragmento se presentan en la
figura 11, El otro fragmento, producto de la digestién doble
BglII-HpalI, contenia igualmente el promotor del RNAII, pero el
sitio de BglII delimitaba la posicién -44, de tal forma que no
tenla la secuencia del PBR327 a partir de este punto. A este
plésmido se le denominéApBZ.

Un-tercer fragmento aislado del pBR-14 como consecuencia de
cortar con BglII-HaelIlI, contenia tanto el promotor del RNAII como
“ el del RNAI, si bien el inserto quedé orientado de tal forma que
el promotor del RNAII dirigia la transcripci$n de galactokinasa,
En esta construccién tambien fué alterada la secuencla a partir de
-44 hacia arriba. Este plésmido fue denominade pB3. Un mapa de los
plésmidos descritos se presenta en la figura 11,

Las construcciones hechas en pK0l fueron transformadas en una

cepa galKk y pudleron seleccionarse en placas de McConkey-
' galactosa, en donde aquéllas bacterlas que no expresan
galactokinasa, como. seria el caso de las ¢ue portan el plésmido
pKOl sin promotor, forman colonias blancas y aquellas que estan
expresando galactokinasa, es decir las que tienen promotor, forman
colonlas rojas,

Vale la pena mencionar que se hilcieron otras construcciones,
todas las cuales estaﬁén delimitadas hacia arriba y hacla abajo
por los mismos sitios de. restriccién. Estas construcciones
contenian el promotor del RNAII en todos los casos pero algunas
tenlan mutaciones hacia arriba de -44 introducidas con un

oligonucleétido sintetico. En tales p]ésmidos, se observo en
' férma superficial la actividad de galk, segﬁn la intensidad del
color de las colonias que formaban en McConkey y se encontro que
habla consistencia con la idea de que la expresién de galK se ve
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DISCUSION

Este trabajo demuestra esenclalmente que variaciones en 1la
secuencia hacla arriba de =44 del promotor del RNA II, tienen
efectos en la transcripcién de este RYA. VYuestra evidencia mas
‘clara al respecto proviene de comparar las actividades de
galactokinasa de las colonias gque contienen los plésmidos H1'y B2.
El plésmido H1 conserva la secuencia hacia arriba de -44 igual a
lai del pBR327 y el plésmido B2 contiene una secuencia diferente a
partir de esta misma posicién {la cual es aportada por el pKO1l).
La actividad de galactokinasa que presenta el pH! es tres veces
superior a la del pB2.

Una segunda conclusion gue deriva de las construcciones en
pK0Ol se observa a traves de la actividad de galactokinasa
conferida por el plésmido pB3 (ver resultados). En este plésmido
la secuencia hacia arriba de -44 tambien ha sido alterada y por
“otra parte, refleja mejor las condiciones en las gque se expresa
el RNAIIp in vive, vyva que dincluye el promotor del RNA I
transcribiendose en forma opuesta al RNAII, de Iigual manera que
como ocurre en el origen de replicacién. El hecho de que el pB3
presente actividad de galactokinasa demuestra que la transcripcién
del RNAITI no es totalmente dependiente de la secuencia hacila
arriba de -44.

Los plésmidos pBR-15 y pBR-15b cuyo nunero de coplas fue
determinado, confirman la funclonalidad de una secuencia hacla
arriba de -44, dada la diferencia de sus numeros de copia y ademas
sugieren que en el pBR-15 se restituye en un clerto grado la
funcion gque ejerce tal secuencia en el plésmido ﬁBR327. Si esto
es asi, las caracteristicas de secuencia que el pBR-15 (o pBR-14)
tiene en comﬁn con el pBR327 en su regién de -44 hacla arriba,
podrian sugerir una cilerta caracterizacion de la secuencia
involucrada en la funcgén descrita, En este sentido, la regién que
resulta mas homéloga entre los plésmidos mencionados se localiza
entre las posiclones -49 ¢ -58, en donde ambos presentan la
secuencia AAAAGAT solo desfasada por una base, Es importante
recordar que el pBR-14 fue el unico plésmido con variaciones en la
regién hacia arriba de =44, gque pudo aislarse durante el
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experimento de delecion que se describio en la seccién de .
antecedentes. )

Otra caracteristica notable respectc & la secuencia que
circunda la zona de -44 es que es muy rica en A/T, situacion gue
prevalece en el pBR-14 y que es alterada en los plésmidos pBR-15b
¥y pB2. La relevancia de esto sera discutida mas adelante.

Una observacién gue puede ser de utilidad para ia
delimitacién de la regién que afecta al promotor en su extremo mas
distal, es que en el plésmido PBR327 la secuencia proveniente del
origen de replicacién del pMB9 incluye hasta 1la posicién -59,
hacia arriba de la cual se inicia la secuencia correspondiente al
gene de ampicilina (Sutcliffe, 1979). Esto indicaria gue la zona
de influencla sobre el RNAIIp no se extiende mas alla de 1la
posicién mencionada. Lo anterior no es demostrado directamente e
incluso podria pensarse (ue reglones propias del gene de
ampicilina fueran responsables clrcunstancialmente del efecto
observado. Al respecto, puede argumentarse gue las sefiales
involucradas en el inicio, regulacién K terminacion de la
transcripcién del gene de ampicilina han sido estudiadas y se .
encuentran bilen localizadas en el plésmido PBR322 y sus derivados
(von Gabain et al, 1983; Stuber et al, 1981). Por esta razén se
puede afirmar que en la regién de ampicilipa gue se incluye en el
plésmido Hi no existe ningun elemento qhe pueda explicar 1la
activacién de la transcripcién del RNAII.

Con el fin de explorar la posibilidad de que 1la secuencia
hacia arriba de -44 pueda ser definida como parte del promotor o
bien como un elemento regulatorio, se presenta a continuacién \in
analisis de la estructura del RNAIIp y se recuerdan las
condiciones en las gue normalmente se expresa.

El promotor del RNAII tiene un -35 (TTGAGA) y un -10 {TANNNT) casi
canonicos, la distancia entre estos es de 17 p.b.. Su actividad
medida in vitro lo define como un promotor de fuerza media. Estas
caracteristicas no sugieren la necesidad de extender la estructura
del promotor para un funcionamlente éptimo. Por otra parte, se
mencionaron anteriormente algunas evidencias de que la
transcripcién de un RNA es afectada in vive por la expresién
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opuesta de otro RNA, cuando uno de ellos se transcribe con mayor
fuerza. ILa expresién del RNAI vy el RNAII ocurre en forma anéloga,
siendo el RNA II el que se expresa con menor fuerza. Aungue no se
ha demostrado que la transcrpcién del RNA II se vea afectada por
la transcrpcién del RNA I, una situacién de este tipo si
justificaria la necesidad de una secuencia que aumentara la fuersza
del RNAIIp.

Otras consideraciones pertinentes en relacion a esta idea
incluyen las evidencias que Travers ha presentado con respecto a
secuencias hacia arriba de -35 que afectan el funcionamiento de un
promotor (Lamond et al, 1983). Estas evidencias no han definide un
consenso en cuanto a posicién o en cuanto a secuencia. Una
caracteristica interesante que presentan muchos de los promotores
en los que Travers ha definido requerimientos hacia arriba es que
son promotores que Iniclan transcripcién de operones de tRNAs o
RNAs ribosomales. Los transcritos de estos operones, como vya se
» dijo antes, son muy estructurados y no son traducidos,
circunstancla gque los predispone a sufrir clerta polaridad (ver
introduccién). Esta situacién se presenta también en el caso del
RNAII y permite sugerir que los promotores gque originan RNAs no
traducibles pudieran haber desarrollado un requerimiento de este
tipo, con el fin de aumentar el inlcio de su transcripcién.

Otro dato que ha sido propuesto por H.Bujard en relacion a la
extensién de la estructura de un promotor ha sido ya comentado en
la introduccién y se refiere a la presencia de una regién rica en
A/T en la vecindad del promotor (Deuschle et al, 1986)., Con
respecto a esto ya se ha mencionado gque el plésmido pBR327 tiene
una regién de.alto contenido de A/T alrededor del promotor del RNA
II; especificamente, en la regién que abarca las posiciones de -35
a -55, su contenido es de un 70%., En el pBR-14 la regién que
incluye 1las posiciones mencionadas contiene tambien un alto
contenido de A/T (72%). Sin embargo, en el pBR-15b en la regién
que va de -35 a ~55 hay un 30% de bases A/T, es decir se vuelve
fundamentalmente rica en G/C y en la clonacion hecha en pKo1,
(pB2), tambien se ve disminuldo su contenido de A/T  (42%). Todo
lo anterior sugeriria gque es la composicién de bases en la

vecindad del promotor la que determina su funcionamiento 6ptimo.
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Sea este el caso o sea gue participa una secuencia especifica (de
entre las cuales la mas significativa es AAAAGAT), consideramos
que existen razones cue explican la presencia de un requerimiento
estructural hacia arriba del promotor para su funcionamliento
éptimo.

Estas razones estan principalmenté relacionadas con las
caracteristicas del transcrito que se produce y con las
condiciones en que éste se sintetiza.

El analisis anterior considera la posibllidad de que haya un
elemento cercano al promotor, gque bien podria ser definido como
parte de él Yy que constitutivamente activa su inicio, pero existe
también la posibilidad de gque Jla secuencia hacia arriba del
promotor sea una sefial Independiente gue participa en la
regulacién de la transcripcion a traves de interaccionar con otra
molécula efectora tal como una proteina. La regulacién del inicio
de 1la transcripcién del "primero" tendria como consecuencia
variaciones en el numero de coplas. Estas variaciones podrlan
reflejar una coordinaci&n entre el "ciclo de vida" del plésmido v
las condiciones metabolicas de su huésped. No obstante, a 1la 1luz
de los resultados gque aqui se presentan, no es posible analizar
tal hipétesis, aungue cabe seflalar que durante la amplificacién,
donde no hay replicacién del cromosoma bacteriano, ocurre
replicacién de plésmido, lo cual no serla totalmente consistente
con la sugerencia anterior. De cualquier forma, sl el caso del
RNAIIp fuera este, la proteina que interaccionaria con su
secuencia hacla arriba de -44, serla codificada por el cromosoma
bacteriano, puesto gue las unicas proteinas gue son codificadas
por el pBR327 son aquellas que le confieren resistencia a un
antibiético, (P-lactamasa y tet).

Otro aspecto regulatorio que debe ser considerado en este
contexto, se vrefiere a la regulacién de 1la terminacién, cuyas
caracteristicas generales han sido delineadas en la Introduccion.
Para ello debe recordarse que a lo largo del origen ocurre la
formacion de diversas estructuras secundarias en las cuales podria
esperarse que haya pausamiento de la RNA-polimerasa, aborcion o
incluse terminacion en presencia de rho. De hecho se ha
determinado la presencia de un terminador 40 p.b. después del
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inicio de 1a transcfipcién del RNAIIp, o ]
Tsta situacion suglere gue podria exlstir on . mecanlemo que

asegure la transcripci&n eficlente por encima de las sstructuras

mencionadas, es decir, que impida la terminaciéh. Bl procese de

Ll )
antiterminacion fue descrito va, en el infcio de este tradbajlo, se

—

mencioné entonces que se ha encontrado un caso en E.goll, en e
cual se ha demostrado gue un promotor puede conferir a la RNA-
polimerasa capacidad de transcriﬁir por encima de terminadores rho
dependientes. Lo anterior fue reportado por Holben et al (1985)
para el operén ribosomal rrnC. Este autor define la
antiterminacién comoe un evento simple de disminucion de 1la
eficiencia de terminacion Y no como un mecanismo especifico de
régu]acién transcripcional. Se ha propuesto, en forma
especulativa, que la antiterﬁinacién causada por los promotores de
rrnc podria ser consecuencia de una interaccion poco usual de la

RNA polimerasa permitida por la estructura del promotor. Bajo.
este mismo concepto podria suponerse gue el promotor del RNAII vy
la secuencia que lo circunda ,podrian ejercer la funci&n de
antiterminador como un mecanismo sustitutivo del acoplamlento de
la traducciom v la trauscvipciﬁn. Ciertamente los plésmidos pH1 v
pR2 no  incluyen las secuencias gue dan lugar a la mayoria de las
estructuras gue se forman a lo largo del RNA II, sin embarge la
anterior hipétesjs sigue siendo vélida vy las dlferencias de
actividad de gal¥ podrian ser explicadas en funcién de ella, va
que el terminador situado en el Interior del origen sl esta
presente en estas construccicnes.

En este sentido, conslderamos digno de seflalarse gue entre
las secuencias hacia arriba de P1P2 de rrnC y RNAIIp hay
homologias significativas vy vuelve a ser sobresaliente el alto
contenido de A/T que se encuentra en la regién; caracteristica e
es ademés compartida con los otros promotores de operones
rihosomales. A continuacion se alinean las secuencias gue se
encuentran hacla arriba de los promulores mencionados con el fin

1
de destacar las caracteristicas seflaladas.

rrnC AGAAAATTATTTTAAATTTCCTC TibTCA
~35

RNAIIp AGAARAGATC AAAGGATCTTCTTGAGA
Foiblitol iy e
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Por otra parte, debe mencionarse ¢ue la estructura en tandem
de los promotores de operones ribosomales, parece ser importante
para explicar el comportamiento particular de la transcripcién en
estos operones.

Finalmente, a manera de conclusién, me gustaria seflalar que,
en funcion de 1las analcgias oue aqui se presentan, lo que a
nuestro parecer es la hipétesis mas fundamentada respecto a la
definicion Y funcion de 1la secuencia hacia arriba de -44 que
activa la transcripcién del RNAII es que, debido a gue es un
promotor que transcribe un RFA estable y no traducido, tiene un
requerimiento adicional simllar a los que se  presentan en olros
promotores de este tipo. Este requerimiento se manifiesta como una
exteneién del promotor que hien puede actuar haciendo posible una
1nteracc15n dlstinta entre la RNA polimerasa y el lemplado ya sea
para aumentar la frecuencia del inicio de la transcvipcién, o hien
para causar una mayor eficlencia de transcripcién a 1m largo del
templado, por disminuir la probabllidad de terminacion. o muede
excluirse la posibilidad de gue Io anterior se lleve & czbo con la
parficipacién de alguna protm%na efectora cuvaes recquerimnientos de
reconocimiento sean minimos ¥ N0 nuy evidentes & traves e in
secuencia. Experimentos cdque ayudarian a  evaluar esta ulvima
posibilidad involucrarian transcripc&ones in vitro, uwtilizando
templados del RNAII y su promotor, que hacla arriha representaran
dlstintas deleclones hasta =30 vy hacla abajo incluyeran las
estructuras secundarias que se forman en este transcrito.

Por otra parte, para descartar 1a hipétesis Ae  gue 14
secuencia hacla arribva de ~44, esté divectamente involucrada en la
regulacién del inicio de 1la replicacién podria efectuarse un
estudio en donde se midiera el numero de coplas de bacterias (de
E.coll ) con distintas velocidades de duplicacién de su poblacién;
v en funcién de diferentes condiciones metabolicas y
posteriormente observar las variaciones de este comportamiento al
alterar la secuencia mencionada.

bt
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RESUMEN

La renl‘racion del nla smido pBR322 y sus derivados procede
mediante wn mecanismo tipo ColEl, cuyos elementos claves son dos
molecules de RNA: o RNAIT, qgue vnrliona  como pr%mnrn para la
replicacién y el RYAT gue os un inbibhtdor de la yep]icacién, va
que al ser capav de formar wn hibride con 2 RNAII, impide oue
es 11{imo actie come ."imero.

A traves de clevtos erperinentos hechos en el laboratorio se

encontraron  evideac?

hY

s de que una secuencia ubicada hacla arriba
del promotor del RNAII {entre la posici&n —af* y -66), tenia
efectos sobre el control de la replicacién del 1 simido pBR327.

Como un primer enfoque para prohar esta hipﬂtesig se  construyeron
4 plésmidos llamados p»BR-15, pBR15b, pBR-18 Vv pBR-18b en los

[ 1)
cuales se harian determinaciones de mumere e conia v de asta

1
maneya se obtendria informacidn acerca de uu canacidad  Jde

! .
replicaciem, ZBstos plasnideos presentaban dlferencias de  secuencila

'
cto al pBR32?2 y sus derivados, en la region que Drecede

&
'
al prometor del RNAII, a partir de la peosiclon -£44 hacla arriba,
figura £ Ilustra " los slasnidos e Lonadon v EY

T 1
continvacion se hace una breve historia de ellos a traves de la

cual se aprecian sus caracteristicas distintivas.

- El pBR-14, un plésmido cuya construccion se decribe con detalle
en la secclon de antecedentes, fue utllizado para la construccién
del pBR-15 y a partir de este ultimo derivaron a su vez los
plasmidos pBR-18, pBR~18b y pBR-15b en forma sucesiva. El pBR~-14
era el plasmido mas adecuado para estos experimentos porgue
presenta un sltio unico para la enzima BglII, sltuado muy cerca
del promotor del RNA II (en ~44), caracteriqtica que lo distingue
de pBR327 v pBR322, Por otra‘ parte, aunque el pBR 14 tambien
presenta ciertas diferencias de secuencia en la region e nos
interesaba estudiar (entre -44 y -5B), conserva aquéllas gque
parecen ser importantes para el efecta observado en la
replicacién.

) .
® La posiclon indicada se refiere en todos los casos al sitio

donde inicla la transcripci&n el RNATT.
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- El PBR15 se obtuvo despuéskde insertar el gen de clovanfenicol
en 21 sitio de EcoRl del plésmido PBR~14.

- Z1 pBR~18 es producto de insertar el origen de replicacién del
plésmido pSC101, en el sitic de EindIII gue se localiza dentro del
gen de resistencia a tetraciclina del plésmido pBR-13,

- BEn el sitio de Bglil del plésmido pBR-18 se intredujo un
oligonucleétido sintetico. De esta manera se modificé la secuencia
presente a partir de la posicién ~44, por 1la insercion de 32 p.b..
Bl plasmido resultante se le denomino pBR-18b. '

- El plésmido pBR-15b se abtuvoe por delecion del origen de pSC101
al cortar el pBR-18b con la enzima HindIII. El pBR-15H es
equivalente al pBR-15 excepto por la modificacion de secuencia que
se introdujo en 21 sitlo de BglIi.

La construccién del pBR-18 y p3R-18L :ué necesqacia pacsa garantlzar
metodclégicaménte Y obtencién de dos plésmidos, cuya ﬁnica
diferencla fuera la secuencia ubicada inmediatamente hacla arriha
dae -44, En relacion a v aaterler debe menclonavse que
inicialmente cabla ia Gupmslaién cde gue el pdR-1GL como tal no
fuera viable debido a que la alteraclion de secuencla causada a
partir de -44, podria impedir totalmenie el funclonamiento del
orligen. Si éste hublera sido ¢l caso, la presencia del origen de
paCiol en el PBR-18h hublera asegurado la replicacién ¥
aislamiento de  este pl&&miﬂo. 3in  embavgn el pBR-3i&L pudo
obtenarse, sl blen, como se describe mas adelante, presentando una
replicacién mas deficiente.
BEn los plésmido$ PER-45, pIR-15L, pAR32T y pBR-14 se llevaron
‘
1

. \
a cabo determinaciones de nunero de copla, ohteriendose que hab

Lo
g =

diferencias Importentes entre 2llos. Uow resulitados se  presentan
en la tabla 2 ¥y se discuten anmpliamente w»v »l teitln, &
disminueion en el nimere e ceplas que presenta el pBR-10L
coplas por célnla) con respecto al pIR~-1G {456 copias por célu}a)
fue consistente con la hipotesis de cue vna secuencia hacia arriba
de -44 afecta la replicacjén de los plésmidos pPBR.

Como una segunda aliternativa para prohar la hipétesls va
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mencionada y con el fin de explorar si el efecto observado ocurria
a través de una regulacién de la transcripcién del RNA 1II, se
procedié a hacer algunas Inserclones de fragmentos que contenian
el promotor del RNA II, dentro del sitio de Smal del plésmido pKOo1
(probador de promotores). Estas inserclones condujeron a la
obtencién de los plésmidos pHl y pB2, entre otros., Las
caracteristicas relevantes de estos plésmidos son:

- El plésmido pH1 contiene el promotor del RNAII y la secuencila
que lo precede en el pBR327 (hasta mas arriba de -585).

t
- El plasmido pB2 contiene &l promotor del RNAII. Sin embargo, a
partir de la posicién -44 contiene una secuencia diferente (la
cual es aportada por el pROL).

En lus plésmidos pidl vy pB2 se hicieron determinaciones de
actividad de galactokinasa (gue en este caso variaria unicamente
en funcién de la actividad del prometor) vy se encontré gue el
plésmido Pl presentaba una actividad tres veces mayor a la del
pB2. ‘ '

Este resultado demostré claramente gue una regién
Inmediatamente arriba del promotor del RNATI, activa su
transcripcién y esto tlene consocuencias sobre la replicacién y el
numero de coplas de los plésmidos pBR.

En la seccion de discusion que presenta esta tésis se hace un
analisis detallado acercax de la delimitacion de la secuencia
involucrada en el efecto descrito y asi mismo, se discuten las

1 1
circunstancias gue explicarian la activacion observada,
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