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1 - lNTRODUCCIO" 

1.1-ilspactos generaln sobre la r"?Plicacion 

L.¡· tr•nsferencia del m•teri1l hereditario de un organismo 1 su 

progenie, se basa en la duplicación del acido nucl•ico Para luego 

proceder con la transmi,ión de una copia y con ella la Información 

91n1ttc.¡ que·contlene il,~1. Dicho 1cervo genetico, ya en el Interior 

de un organismo y en condiciones blol69tcat adecuad1s se hace 

m1nif i1sto ifenotipoi mediante los .fluJos de lnformaclOn contemplados 

en el Dogma C1ntr1l de la Biologla Holecular<Jl, el cu1l btslcamente 

sen•l• que la IMPresión de 11 inform1ción 91n•tlc1 se d1 en ti 

sentido ácidos nucleicos -> prote1n1s y nunc1 11 contrario. 

Kun cuando entre los organtsmot '' Posible observar 91nom11 de 4cldo 

detoxirribonucleico iDNili o o leido ribonucleico iRNill ,tanto c1dena 

une ll h como doble, y aunque sus sus mecanismos de d•JP llcac Ión P•Jede 

diferir 1mpllamente, todos sin excepción operan con bate en la 

.e¡pecif icidad de apareamiento de bates: 1d1nin1 con tlmln• <ur1cilol 

y 9u1nin• con cltocin1. Este hecho 1sencl1l fue Primaramente 

PrOPuetto por Uatson 1 Crick en l~SJ 11 postular el modelo de la 

dubl-i hoUict y el modo Hmicon11rv1tivo dt repllc1ción del DNil 

i.J,S1. 

NOTil: El Pottulado de 11 dóble htlict de DNil, fue b1'ticamente 

el Prod~cto del trabaJÓ realizado en el laboratorio C1vendi1h de 

Calllbridge Y el Kin9'1 College de Londre' por R.H.~ranklln 16l, 

H.H.Ullkin¡ i7i, J.D.Uatton y F.H.C.Crick. La equivalencia de ba,es 

abtervada por Chargaff en el fue un antecedente cruci1llSl. 



51 me.:anismo semio:onservoltivo de replicación fue demostrado por los 

t1Kperimentos de Hatthew Huelson y Franklin Stahli9l, los c:udes 

Pdrmltidron distingui~ las cadenas parentales de las hiJas. 

Posteriormente, estudios bioqutmicos de la bios1ntesis tanto de 

nuc:leOtidos como de coenzimu ,empezaron a ilucidar los eventos 

tienciales del proceso blosint•tico, tal como. la tormaciOn de un 

enlace fosfodii1ler entre el grupo hidroxilo 3' en el eKtremo 

creciente de una c1den1 de DNA, llamado ••prlmero•• y el grupo 

fosf~to 5 .. del deoxinucleólldo ldHTPJ entr1nte, se dice por ello que 

el sentido de la biostntnh ts 5"-;. 3' <5,.. 1 3' l. Dnpu4s fue 

deicubierto que 11 elongación de la cadena es catalizada por enzlm1s 

denominadas Pollm1r111s de DHA dirigidas por DNA <lvl y que se hin 

encontrado en extractos de toda1 lis c4lulas bacterianas, ve9et1l1s y 

animalei donde la s1ntesis de DHA se ha medido. Estas enzimas 

iigualmente RNA Poltm1r1s1 dlrt9td1 por DNA y DNA poltmer1sa dirigida 

por RNAI son las unicas entre las enzimas que Para elegir y proces1r 

su sustrato requieren de una molecula templado, ademis de que su 

mecanismo enztmattco de elongact6n no requiere reconocer una 

secuencia específica dt b11es • 

Ei importante enfatizar el papel angular del templado tn la 

elongaciOn del DNA en do1 aspectos: 1.-como una estructura sobre la 

que H aparea o.tri molicula de actdos nudticos que aporlil 11 olfemo 

J·, ,.,. dtclr, el ••prtmero11 • En ausencia del primero ninguna 

polimeraia de DNA conocida puede iniciar una nueva cadena; 2.- Co~o 

uM uc:uencta de buu sobre lu que u -1dlcton1do selecllvamtnl't 

cada dNTP por el principio de 11 compl•mentartdad, es decir, un 

temPlado en tl 1enltdo estricto. 

En E.coli las enzimas encartadat de pollmertzar DHA, meJor dtscrita1, 



iOn la Pollmerasa 1 o de Kornberg , r las pollmerasas· 11 r llI. 

Lo1 primeros anallsis del proceso de replicación, esencialmente 

autorradiogríficos, indicaban que 11 orqullla de r•Pllcaclón del 

cromosom1 de E.coli, se eMtendla en un solo sentido, sin embargo esto 

no pareei..i congruente con la dirección de rtplicacion, 5 a J··, r la 

anticompl•mentarldad de la doble helice. ~ar.a resolver esta paradoJ1, 

se han propuesto modelo1 rtPlicatlvo1 que predicen en la región de la 

orqullla, un espacio tr1n1ltorlo de caden1 sencilla sobre un lado del 

dupl~x. mlentra1 que ti otro esta siendo replicado. Es decir, que una 

cadena 19uta o •1~adln9•1 se replica primero 1 la otra !rezagada o 

1 laggtng 1 1, lo hace posteriormente. 

El trabaJo de R. Okazakl ill1 entre otros, ha provisto evidencias a 

favof de un proceso de replicación 1emldl1cont1nua, e1 decir que la 

tlnl~ili es conttnua en la caden1 guta, 1 discontinua en la rezagada. 

Sin embargo, la concurrencia obHrvada en la replicación de lu dos 

hellces del cromosoma de E.col!, se ha explicado en un esquema 

propu11to recientemente, Este contempla la replicación simultanea de 

ambas cadenas, en ptqu1no1 trechos del DN~, sin dtJar de con1td1r1r 

el rezago en una de la1 caden11 producido por la stmldlscontlnuldad 

1fi9 li·&I 11qu1ma, sugiere 11 Participación de una POlimera1a 

dimerlea, asociada a un conJunto de protetna1 replicativas denominado 

•prl1110soma 1 a una o mas protelnas htllca1a1, todo reunido en una 

estructura hlpoti~lca, denominada rtpllsoma 1 148>. L1 pollm1ra1a III 

ha 
0

sldo relacionada con ti prlmosoma, 1a que'' dlmtrlca 1 tiene un 

litlo activo en cada subunidad. Igualmente 11 ha asociado a ui'e 

~onJunto dt prot1tna1, la protelna dnaG, llamad& 1prlma11 1 , r• que 

putdt sintetizar un •prtmero• dt DNA. La apertura del duplo durant-e 

la replicación podrta r11ultar de la 1cclón dt htllc•,•s como IJ 



~($_· 
l!ii3 

• r. -

• ~ 

"-·-.. .. 

?'t. , 
r , 

I' r 
r " 

I' r 
r r -

rll .,..1 • ..._ ,._.. .~ aa ..,Hueda -•-t11 .. lu ...._ 
u r llleÑIM ,_ - tfltar-"'-riu MMieM - el pri-
-' - • -11eaa- - ... ._. l&efa .... la ..... -
.... la ll,U...U. ... elellpn ........... , fH la .. lao .. ..... .......... ... _ .. - - _._en.. lhpl 11, el •la11r 
la ............ llr, .. a.tr• la -- •lilelled .. J&tS' ... la .... 
._. .,,. •la .....U.. luja m, el ,.._ .. ,--.u. ,., el pri• 
- .................... _ ...................... le 
~-~· " --....... ,. al_,_, ... , ,, ..... .. --=:• la ................ U..r•. 11.,u_ ..i..- • --.. _ ............. .. 

--, 

FOllMATION OF PRIMER INHlllTIOH OF PRIMER FORMATION 
ANO ITS REMOVAL IYRHAI -· .. , ........ -.... • . .. , ............ ..,_ ........ ¡ _.,. ¡ ----°""' °""' 

i. .............. " r,C...-clMAI 
¡ 11# ¡ ...-, __ ......, 
~ t. r.-11•1 -. ...... ¡ --· 

(--....... >. ~ 
,,,. 

1 ... - ... 1 --............... ~· ~ ................. ........ ......... ....... 
'CllMlt"'-" ,_ .. __ 
~ ---· 

1 ......... -. ~!:le::>=. _ .. ,... 
• 

'" •• l""'t ....... _."'~ .. , .......... 1 ....... , ....... .=.e~ .. ª· 
1u Qfll-U. .. ...., - .. --·•lo ll .... r • la 111& , - a, 
_,, ....... - alllenotl-• al - IMrll• .. ao - .. ,...."""' ._ u.u rHIU --· a.. ................. u .... Ollollll ... , , ... mue ... . 
•1 r clnM1• ,...._, • ,.1a.n .... 11 ...,a... .. M\ ,._ - ut-.. . 
• .., ....... el •tipa .... ,u...u. .. - u-... .. ) ....... ol • ........ ... 

· • .. olup, Lu llotlliu •• la ut- .. , ..... •el,.. 1 Wka el - • 
ol llA UllrU~ ,ar le-•· lu l1Nlle • .,_. büu ol .Sll1 fnhr&M .. . 
•rte (tobar r """-• llll), 1u u-,....• ol "•J' •a.,...• rJ .. .. 
.. ·- ...... '""' ................. ,, •• 11 ...... mlA 11 ... ,._ - .. rite • 
- •l .... a. .... - ..... en.-.,._ - .. , ... ,,. .......... , ,._.. 
.. .. le ....... lol _, .... ,..._ .......... 11 ol ..,... .... ..,u-
d .. '"''- .. ,..u&Q). 1.a &aau...u. .. , .. .i • 1 r .i IM 11 mu ie r.....ua 
'-1 llS.rito ...-, r - olla la parlldfedla .. ll .., .. r .. ll ,al&wr ... l • 

ll - .. , ."'"", "'" ao.to .... "''" 



prott1na r•P, capaz de desenrrollar la cadena l' a 5' y la helicasa 

ll qu• actu.\ sobre la cadena 5,. a 3'. 

tti:lualmente i~ liene en lista 15 prolelnas a~ociadas a replicación 

1alrededor de 3v polip•tidosl, .Y bién podrlan ser descubiertos 

component.u adicionales del primosoma, helicuu y subunidadu de la 

polimerua 111. 

En una ¡ran cantidad de estudios sobre mtcanismos qut controlan la 

rtplicación del DMK incluyendo el que trata esta te,is, los 

plismidos, han ofrecido un modelo muy atractivo. Esta' moléculas 'º" 
elementos 9en•ticot tMtracromosómicos presentes tn una variedad dt 

OPtcin bacterianu, hongo, y algunos eucariotu. Co11Sisten 

.;umunmenl• "" moliícul.as circulares cerradu de doble cadena de 

tamaftOi que van d• 1 a mis dt 200 kilobases, ésto ha permitido una 

9.ran facilidad d• manlpuhclón en el laboratorio y dt hecho en 

al9unos cuos ha sido po,ible su replicación J.4. ~· Por otro lado, 

muchot de los plimldos pueden ser seguidos durante un crtclmltnto 

bacteri"no YA que codifican para enzimas que baJo cierta• 

circunstancia• son v1ntaJ01a1 para ti huésped bacteriano y funcionan 

como marcador•• dt 11l1cclón 

En la mayorl.\ de 101 ca101 la replicación del DM~ pla1midlco hace uso 

del conJ•into de tnlimH utilizadas para dupllur el cromo10M1 

huttPtd1 de hecho alguno1 plismldot 1e acoplan en este proctso al 

•:1·omosom<l bacteriano son tranHi.lldos muy fielmente durante la 

divlilón celular, 11 normal por tilo encontrar poca1 coplas del 

Plilmldo • incluso una por céh1h huU?td Y. tntoncu H die• que s.u 

rtplicaci6n ti\i baJo •control estricto•. En gentral este grupo ~~ 

Pli1mldo1 rtqultrt una111 prot1lna111 tnicladora(tl de replicación 

codificada1ii por si ml1mo1 t incluye a.Pla,mldos Fil al plasmldo 



Otras plismidos no cuentan can tal control estricto r para asegurar 

ciarta fidelidad de transmisión en una división celular a pesar de su 

se~regaclón aleatoria, se replican en un n~mero relativamente alto de 

r.opiu que bien puede ur de 10 a 201), El cuo mu otenslvamente 

~itudlado ,.i el del pljsmldo ~El il4l, asi como de un grupo de 

i>Uimidoi 1·o1f11rldos como tipo ~Eli17i; su replicación uU baJo un 

•confr.:.l n1l.1Jado 1 , no requieren de ninguna protuna de replicación· 

esp.:c1 f kli d.i 1 phsmldo y cnactenst 1camenle su numer·~ puede 

incrtmtntars4 a varios mtle; por celula si la stntesls .lli.Jl2:LQ. de las 

Pr'•:.tunu del huésped u d1t1nidail51. En éste ulado metabólico 

cdlular la replicación de pljsmidos relaJados continua miointras la 

t'tPlicar.lón dtl DNil cromosdmico y plámidos controlados ulrlchmente, 

CtH. 

Lo;,s plásmldos de replicaclon ralahda y part1cularin11nle. las derivados 

del p6R~'~1ló, 17,181 han sido los mis ampliamente utilizados en 

1 r.911111 .. r la Gwrioi lica y B ioto1cnolo9ta. Comprtndtr sus me can hmos d• 

r'oiPlicaclón permi tiri un meJor aprovtchamll!nto de los sittemu de 

oproión do1 h info1·mación 91netic.i. 

F•:.r otro lado, los pUsmidos tipo iQ1 El no son conJugatlvos, pero si 

movllizablts en presencia dt otro Plasmido conJugativo. St han 

docr·ito dos loe! in11olucrado1 tn tl fenomeno de movillzación, a y 

~ 1i1,4ú1. ~ codifica una nucltata, capaz de hacer una mtll1 

sobre una secuencia de baset tspecifica lla~ada bom. En tl plR322 st 

tli~ino ~durante su conttrucclón '1ó,2U, tn sut dtrivadot p8R3~7 

1 PBU~6 ha sido removido también .b.Q& il61. hto u dt tnn 

l1111>ortancia "" 1• .cont11nción biológica dt un vector tn tMPtrimtnlot 

d,. clonación mol11cul.lr·. 



Er1 el present~ trabaJo han sido elegido:. plismidos derivado!. del 

pBP.322 como sistema modelo. 

l ~ ~spectos particulares de la replicacion de pl~smidos tipo 

~El 

D-1nt1·0 dlf utrtt grupo dot pUn1idos son consldoarados, al menos: 

paR3i2idotrlv.ado dotl pHBl>, PlSit, RSFI03v, CloDFl3 y el mismo ~El. 

rodoi lfllo' 'ºn rlfpllcado1 unidireccionalmente por mecanlsmo1 qu• 

dep11nden dot enzlmu de h bacteria huésped J..w tilo como 

pollm•1·ua da Fcllli, polimerua 1 de Dlllt 

dw r'lfP llc•dón i22i, d11 hecho l.a pollmerua Incorpora el Primer 

dHTP en cualquier.a dlf tres nucleótldos 1uce1!1101 ubicados en el ml1Mo 

lygar dlf un.a zona de homolo91a practlcamente id•ntlca 122,23,24l. 

La lnc~rporac:lón dotl Primer dNTP requiere un extremo 3'0H, qu• e1 

provisto P•li' la 1tntuls de una moll!cula d• RNA denominada 

••prlmtro•• o Rllii 11. Dnpu•i d11 Hr transcrito a lo hrgo do la zona 

doil orlg.an, fo1·ma un htbrido RNli-DNil 1usceptible a un r.orh 

tn·~onu.:l•olttico upeclflt:o por la RNauH, produciendo ut el utrHo 

3' , un templado de DNli, elemento1 gen•tlcos lndl1pen1able1 Para que 

H dt ti Inicio de la replicación 122,24,2S,2ol. 

~o;,,· otr·o:i l.i.Jo h reguh,llln dd pn~i:uo dui::rlto Anhrlor111enl• 

depende b•ilcuenh de h part lciPación de .•ltra moltcula, el RNA . 1 

i2il, Su :ona codlftc•dora ••t• incluida en la región que especifica 

11 Rllil 1 11r lmtro•, 11•ro 19bre h cadena opuuta, de tal m1ntra que el 

F:llit "' ''""'' dlf lnt11r.ac.:lo:1nar con tl RNA 'prlmtro• oculonando que 



. .'';. :.·.,, 

>1'itd úllimO.l nu 'i<!d ¡>r<l.:e~ado para formar ,un exlrémo 3 1
, funcional. La 

o!'il'<!•:tft.:idad 1 otl equilibrio de este proceso de Interacción 

dthrminar·án, respecti11amo1nt.t, las propiedades de Incompatibilidad y 

'21 numel"O promedio di pUsmidos por .:~lula <28,29,30,31 l. Es ubido 

<i•Je al menos los pl.ismldos ~El, PBR322 1 CloDFl3, e)(presan 

11dio:l•lnalmento1 h proh!na ROPio ROlli que Partic1Pa o1n el control d• 

ntPlicao::l6n mod1.1land1J la inlo!racción de RHA 1 con el RHA •primero• 

\32>. 

Ei ntct\arlo describir algunas de las parllcularldadt\ dtl Proceso 

rtPlio::ativo que raciliten ti planteo del problema de !n11e\tlgaclón 

11u1 a ut• ti·abaJo concitrne. La moorla de los uludlos han \Ido 

r·uliudo• en ~El y PHBl, y no son neceuriamente válidos para 

. lodos las pl,smido¡, 

~l ~<lntltlot dot varios Pª'º' suco1slvos iflg 2>: la stnt1sl1 dtl RHA 

lliP1'eo:u1·1or d"l •primero•) u iniciada en un sitio a -!5!5!5 paru dt 

b11eslpb) dtl origen dt replicación i2ó). Todo par de b111s que 

anteceda al origen de rtPllcación, sera senalado con números 

neoaatlv"~ , 10 .. quot lo1 iUC4td.an con númerot POtltlvo1. Le mayor Part• 

dor la lr•nt.;ripclón i:ontlnúa "'ª' alU del oriun de replicación lw> 

hlbrido 11tqu1no ~ per,ütente que " ntlendt \obre la zone dtl 

ori91n 12ó>. El RNA hlbrldizado "' hldrollzado en ori por la RHasaH 

tn un •llio t\Pecfftco l•n realidad •on trtt sitio\ 1ltern1tivo• 1 

cont19uotl i~2l, formando el •pr(mtro~ par• •l intclo dt .la 
.. 

1·•pli1ao::td11 por 11 poltmotru• 1 de DNA. La 'tntuh d• DHA u 



.... _,_ .. :·.' 

i 3-4, JSL 

\lada;; lineas de evidencia su9ier•2n que el RN1i 11 debe adc¡ulr.ir una 

conform~cion particular durante la transcripción que le permite 

formar •Jn •primtr•l" funcional, n decir que la!> utructuru 

uc1JndadH que u ut.ab\act1n • lo largo dal RIH1 11 Juegan un papel 

lmport•nt11 en el control dt1 evento\ de procesamiento del origen. Ha 

sido oburv1do quit la formación del •primero• se ve Inhibida por la 

,u,tiluclón 11 azar por IHP lmonofosUlo de lnoslna> e.n vtz de GllP 

tmonofo,fato de gu1no1lnal en el RNA 11 <361 en cualquiera de varia' 

re9ione,, lnclu,lvt ma' arriba que -400. Recientemente '' han 

11ncontrado n1utaclonu puntualH •n h región entre .i( promotor de RNA 

11 1 .:.r· I qu11 pueden Afee lar puot upec 1 fico1 en el procuo de 

formación del •primero• <331, talu como h formación del híbrido, ti 

sitio de cort• por la RNa,aH, la astabllldad del hibrido DNA-RNA, y 

11 funcionalidad del •prímero• para Iniciar la \inte,11 de DNA <tabla 

li. htu mutaclónu r su1 con11cuencla; parecen i·eflehr camblot 

conform1cionale1 en tl RNA 11 r1 qulf ,. han ob,ervado, In vl\ro, 

dlf•1mtncl1i en h accnlbilld1d de ntu 111ol•culu 11ter1du a RNua 

TI P.Nat~ "· r por otro lado a~ltten mutaclone1 'upre1ora1 dl,t1le1 

sobn1 tl.ml•mo RNlt 11 133>. Una stgun•fa linu de evidencias lnvolu•:ra 

11 RNH , l, un pequeno transci·tto de 109 nucleólido' que u 

c.:.mpl1m1nlarlo a 11 región S' terminal del RNA •primero• y que como 

n H comentó uU Implicado en el c:onlrol del númlfo de copln', ht1 

Ylllmo dalo '' ba'a wn el anillsl1 de lo' efecto1 producido' por 

mula~l.:i110 den\N d11 1u. reglón codlfl<¡1dora i29,301. El 1n4ltt.l1 

w'Ol1·udurd dwl RHit l Indica que uta mol4c:uh Hume una c:ontormac:l
0

Ón 

quw comprende tret •'truc:tura' d• tipo tallo-1'1 y una cola de c1don1 

1tnclll1 sobre tl tMlr4mo S', c:aracterlstl~a' tal•• que 'u alteraclon 
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•• •rcl • ua litio • +120 pll dal ori11n, con la in1arcid11 en en luaer del 
tlnl .... r dal 1•• ncA di l. coli. le danollluron •taclon11 pri, a aqu11l&1 
efect ...... 1a foiucidn del prC.ro. Ala111111 fueron 1uprillid11 (lpr) , T•111a 
e.ad& di ref, 11 · 

l'lrMg ol DN4 
SV"l'ftll 

No1fflCI 

IMOll 



eipacial produce una disminución en la actividadad del RNA 

(Ji,38,391. f·or otro lado datos bioqufmicos sugiéren que el RNA 

~J~r(~ '>Y control negativo sobre la replicación del Pl~smido a trav~s 

de su interacción con el RNA •primero• naciente y su efecto sobre la 

S~iC~Ptibilldad de 'ste a un procesamiento por la RNasaH <28,29l, ya 

que si es adicionado durante etap~s tempranas de transcripción del 

RNit 11 iA ~. tl Rllit u apar4a a su región complotmentaria 

1uci"itntv y o:on ello '>lf lnhibt su procuamlent•3, 400 nuchótldo' 

ad~l1nlot, o''ª en el orlgtn <flg 3l. En contrastt, el RNit 1 no tiene 

ef~cto si ti adicionado despues de que ,. haya completado la 

transcripclon del RNA 11 <2Sl. Una eMPlicaclón de este fenómeno ., 

que una estructura temprana y transitoria del RNA 11 es sensible a la 

•jociación con ti RNH 1 y que otras estructural alternativas del RNA 

'P•'lm.¡r·o•, RNH 1-ruhtentu, H van duarrollando conforme h 

t.·an1crlpclón procede l29J. Uong y Polhky <40l han estudiado uta 

ProPo~ición, al uamlnar la utructur. del RNA •primero• en etapu 

temprana' y tardias de su formación, y sus an~lisis enzlmatico' de la 

u\r"uctura ucundari.a 1uglo!ren qua ~e forman dominios ulructurilu 

alternativos conforme el RNA •primero' va siendo transcrito <fig 4). 

il·~i·: ion1lmtnh 111 loi h•n dtlerminado lu con\ tan tu de velocidad pua 

11 asoeiaci6n dt mol,culas de RNit 11 de dlferente1 longitude1 con el 

RHil 1 y lo que e1to1 eMperimtnto1 dtmue1tran es 11 exi1tencla de un1 

•v•ntan1 de 1u1ceplibilidad 1 di1cret1, temporal y dependiente de 

eonform1eión del RNA 11, pira el RHA 1, y& qu• el RNA 11 en una etaP• 

pai·ticuhr de 1u sintuh se uoeia con ti .RHA 1 de ó a 35 vecu m.u 

··~pido que cuando tiene otru formu mu hrgu o mu eortu. 

Lo que e1to1 ~ltimo1 dato1 Implican con relación 1 la re1ulacl6n 

ne.;1tiva qu" u d•rlv• de la !ilteracclón RN.A 1-RNA 11. u que el 
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•dlae• 1111• • 1 r MA 11, eu1iril •• la hteraccda f.aiclel 11 ••tre -
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• • al -cu .. loe ,.iw-1. LA r-illa • S auclolltidoa del utr­
Jel MA 1, h4uco a111t-i.i.at1 111 f.at1r1ccllla CDD ol lllA n. Prababl-,! 
d ·.,....-.ce ... len oerca .. en. s• •l llllA l, etapa 111. ri11 e-• -
la uf, 11 

A 

Ha 4. ••-• .. l• ,._ • •rt• por• ol u-rito .,..c111 •1 - 11 Nl:ll 
( .. 1:15 otl r 1'1141 ( .. 141 a&), ... friad ... u ol&I• •reo ,., •oo TJ 1-'t, • · 
.... TI Ollt, r ..... YI et-1 - -cr- ... n la oo&nrt••• __,...,. poro -
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.-ar la lattroccllo U.to U -· rl1••• ,...., .. la nf, "' 



o:·~n.:.clmloinlo dof }4.¡ concentraciones intracelulares en t!l utado 

utao:l..:inario; d111 lll'ilos lrantcrilos puede no ser suficiente para 

i~Plicar como el número de coptas de los plásmidos es mantenido La 

~. 'ª qu.i otl reporlot de Uon9 y Poi isk1 <33l su9iere fuertemtnt• 

q.,¡" h ctnet i•:a dot interacción de utu molécula-. est~ tambien en 

fund.~n d• h conformación del RNll •prime1·0•, lo que lu Permite 

POtlular un nivotl regulatorio adicional. 

Finilmtn\e, lo que ntu ulrucluru parecen ulilr poniendo de 

manifiott\o, "' una eslruc\ura secundaria muy compleJa a lo largo del 

Rllit .11 <fig 5l, tal qut ct.1rlo'> cambios pro11ocadot por la interacción 

'º"' •t' RllK 1 o poi· mutaclonn pun\•J1les puedo 9enerar u\ructuru 

.l1'.e1·n1t.ivu que rapo1r.:u\en dufavorabl>Jmente en la calidad dtl RH.t 

11 como. •uslralo dt la RNauH o de la poltmtrau 1 da DNA, H9ún su 

el cuo. 
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11 -DEFIH!CIGH D~L PiOELEH~ 

canstiture ~n realidad do¡ 

rtsi:>-..:t 1vamente. 

Nuestro interes conilste en delimitar la reqlón m1nlm1 que 1erla 

necesari1 para el primer proceso. et decir formar el •prtmero' 

Las r .uones 

RNailH. Pttmite 11 elongación unidireccional, 

final de la replicación. Es posible Pensar qu4 no todos los SSS nt 

qut coMtltuyen el RNA •prtmero• u requl'.lran para formar un "prtmotro 

r'tPlicativ•:i. Este. u, .:iue al menos l•)O nt <los complemorntari•,. al RNA 

J !1 son pira r•9ular r 400 nt participan en 11 form1ci6n del sustrato 

] de la RHtsaH r en la comunicación dtl tfecto producido por la unlon 

del RNA 1. 

J La composición tstructur1l del RNA Il es compleJa ya que tiene 

J la de otras. Por esto, una. mutat16n por si 1ola nunca puede 1tr 

l 
~ 

ll. La mutacion 



1s r1pl1cabl1. Dif1r1nt1s mulician4s ~untual1s 1p1r1nt1m1nt1 alltr!n 

11 1st1bilidad 1structuras P~rticular1s af1ct1ndo la 1fic11ncl1 de 

1·.;pl¡c;.:i•on. til IS 11 CH•) d1 h m•Jtación ~ P i.3•)), sit•.1ada .¡ -

Esti mutacion incr1m1nta la 1stabllldad d1 11 

1structura I? idicha 1structur1 camPit1 con la estructura 111, e1 

decir·, .;.;n la •Jnl·~n oj1l RNA ll y ror•:"fo•:1 una r1Plica•:i•)n inc•:intr1;l.1•h 

1n 11 ?IHmido, letal par.1 la ·=~l•Jla h•J1>P1d. En •:!S•) de qui la zon.a 

en que est~ incluida la estructura IU, Participe solo como un medio 

de comunicación de la r19ulacion producida con la untan del RN~ I, es 

concebible que el sustrato para la RNasa H sea un transcrito menor de 

40iJ ni. 

d1~1s\abili~l !1 estructura inm1dlatam1nte anterior al ori91~ 

Permite alt1rn1t1vamente la formación de una estructura slmllir lf19 

6J, ·:on esta ••llim¡ estruct•Jra ·la form-1ción del "primer•) u 

ligeramtnte menos efici~nte. 

desplaz¡ ~pb hacl1 abalo con respecto al sitio silvestre, Ptro 

igualmente se mantltne a 9+/-2 Pb <esta es la longitud del h1bridol 

de la base del ttllo. Otras mutaciones Puntuales se han descrito 

sobre diferentes estructuras, qy~ 1fect1n de una manera que no es 

ciar~ ldirectJmenle o indirectamentel, la ''labilidad del hlbrldo 

RNA-DN~. o la presentacldn del 'prim~ro' a la polimerata l. En 

.11·3•Jnos clS•H hay m•Jtlclónu s•JPruoras dishlu <tabla 1 l. 

Como es de esperarse. dlfertnlet deleclónes del •~tremo s•del ~NA 11 

pueden generar mutantes con ~ran actividad de 'Primero• sin 

l"<\li•llaclon, y ciert.;s •:as•;s P•:!r s•J ltlalidad sobrt la coelula huUP4d 

no ?odrttn ais!Jrse. En la si~uiente Se(Ci~n proPone~o' un sis\e~1 

e•Perimental Para contender con estos casos. 



111 -Sl~TEKtt EXFERIHENTAL 

Sa usar~n pl~smidos derivados del pBR322, lodos ellos del mismo 

~rupo d'l Incompatibilidad de ColEI. fara delimitar el sustr¡to 

-.nlimalico de la RUasaH seran producidas deleelones progresiv•s a lo 

lar'91J -.l F.Uit 11 deide su promotor en dlr.iccion a ~. Con uto se 

pret,¡nde qu., el primer dominio de esta mol•cula en ser 1fectado sea 

'tl que interacciona con el RNA liflg 3 4Ai; de hl minera que la 

1·egul•ción d¡da por h interacción RNA 1-RNA 11 quedarla 1bolld1 

;arcial IJ totalm11nh, produciéndose en 1lgunos cuos Plhmldo' 

'iUP'lr·r·epl l·:~•nd'i q•J'l la •:élula h1JUPtd no pued¡ mantener. Otra 

P•:ri lbl lldad u que aun cuando no haya control del numero de coplu 

por medio del liNA J, lo' tran1erHos mutantes pudieran hacer hfbrldo' 

ine1table1 / o prtmero1 poc:o eficientes, permitiendo 111 citrta 

vlabllld&d celular. 

Entr'i otr·•:.'i cuo1 .. llon1mlento1, habrá quo1 atender lu lntnrountu 

lnmt•:li•t.ii; qur1 d11 uh enfoque i?KPerlmtntd u dHprenden: lt partir 

dot que 1uomotor 'itr• ti·aMerita la reglón del RNit ll deletada ?; Como 

ser~n producidas las deltelones exclusivamente unidireccionales la 

Partir dtl promotor del RNA ll en dirección al origen> 1¡ Co1no ai\lar 

1unlotntr lo\ Plátmido\ mutantu de rtPllCa•:lón Incontrolada y 

cont•cuenciat 11tale1?. 

hra conl•ndei· con uto1 problemas bisicos, dlteft¡mo1 un 1l1hma 

cxpotrimental qu• contempla e1encialment1 

Plismido de r1pllc1ción bi-funclonal por 

la eon1trucclón de ~n 

mtdio de t•cnlc:u 
0

dt 

r·•.:•)111bln1ción 91nttic:a In vltro y su rtPlicaelón en una cepa de E. 

coli mut•ntt condicional, temperatura s~nsible. El Pl~smldo ttlari 



eonil it1Ji1:I•) por dos origenes de replicación compatlblec¡,, tale'> que . 
~.;.- m~di•) de •:ambios ambienta le; controlado;i temperatura>, sea 

P~~ibl~ ~l~91r ~I or19en a partir del cual s~ replique in vivo. ~ara 

r.:cu1 .. u,.,· !.:.; pla~midos mutados en el RHil 11 se transforma L •;l'lli 

e 1 origen Upo ME 1 se man t lene apagado por lo qui? 1 a reP l lcac ton 

proc~d.¡ a Pill't ir del origen no manipulado. En ti momento que u dtsH 

m•nltota1· -al fenotipo generado por In mutaciones se activara el 

La conit1·ucctón tambiitn debera Incluir un promotor que anteceda lo 

"'ª' inmotdhtamenh po\lbl•· <en el u tremo 5') al promotor dtl RNA 11. 

E'tará orientado hacia ol origen y seri af lclente e lnduciblt, l\lo 

ulli1no utá en relación a la utimuladón de super-repl icono ya qut! 

li letalldad asociada a t\to' puede ser un criterio de ''lecclon 

importante. 

u\r·o f>.1quhlto q11-. debari cumplir la consh·11c•:ton ser.1 la de tener 11n 

iltio 11nico de re\tricción entre el promotor accesorio y el promotor 

dtl RNit 11. it partir de ule sitio seran genendn lu deleciónu 

11nidireccionalts sobre tl marco dt lectura de RNA 11. Para esto, ti 

Plismido ,.r, linearizado y tratado de do' modo' diftrentes: 

1.1 11n ur,.;, el otr1tmo que "' duu conurvar integro ser~ Protegido dt 

la dotgrad1dón producida por una eMonuc:luu. b> en ótro, lo' 

o\1·11110' seran duradados y PO\hrlormente el otremo deuado ura 

rccontlituido con la 'ut\ltución del fragmento terminal tratado, por 

otro integro. 



IV -HATERlAL Y HETODOS 

Pliimldoi utlllz¡dos en este trabiJo se lndlcan en la \lgulenld 

-------------~-------------------------------------------------------------

U:l 

B>P U1m ld1a 

p8543 ' 

genol lpo o rotnot lpo ruentot 

Boyer H.H., <41) 

.ar.t-14 JU:&iR2 ~Yl s,¡lKl t21L20 P.oulland-Dou,101~ 

Smlr) w-S lllll-1 ~E44 (a) 

temperatura 'entibie) 

W tipo ~EllPKBl l 

Cmlrl, Tclr> 

QÜ ,llPO ,CQ.lEl (pffBl) 

Qi:J. pSClOl, Ap<rl 

Replicón blfunclonal: 

AtJ. llPo wu, w psqo1, 

Cmlr>, Tclr>. Der.lvado de 

p8R43l y PA37orl 

Como p8S4, pero deletado 

entre Cm t w pSC:Ot 

(b) 

\ 

C.Gomez-Elchelmann 

H.Zurltalenvlado 

a publtcaclón 

K.'Zurlta1421 

uh trabaJo 

ule trabaJo 



ia) Para lai cepa' bacterianas se utilizo la nomenclatura propu111ta 

por Taylor .tl .iJ.i43l. Para las ronlstP.nc!as a anllblót!co; 'e 

uttli:aron las 'lgulentu abreviaturas: flp(r), ampiclllna: Cm<rl, 

cloranfl!nicol; Tcirl, tetraclclina; Sm<rl, estreptomicina. 

<bi L• p,·.,i11ncla di! la mutación al.A.Is se Probo.. por h 

l1i11 .. 1'11Mlbllldad "HHS <'ulfonato de mittil metanol ·~ll la c11pa durin\.i 

un 'r11clmll!nto en liquido a 30'C y 42'C 

í2>Hedios de cultivo. Como mitdlo de cultivo se utilizó el.medio 

L•Ji'ia<44l. El medio sólido H hizo con Bacto-A9ar<Dlfcol. Lo\ 

antlblóti,Oi ill anadleron a las concentraciones siguientes: AP 100 

ug/ml 1 Cm 2v ug/ml; Te lSug/ml; Sm 40ug/ml. 

<3lPrepar•cione• d• DNA d11 pl&,mldo• en p•quena ••cala. \t 

utilizó el me'todo de tKtracclón alcalina <45). 

í4lDlge•tlone' de DNA plasmldlco con enzima• de re•triccio'n, El 

DNA de plbmldo H digirió s'egún las c:ondlclonn 'u11eridu.por Ntw 

England Blo-Lab,, con enzima•. de restricción obtenidas de Blo-Lab\, 

P. BloJl,.•:h y 11 Unidad de contención y reactivo' biológico' del 

CEIHGEBl/UHilH. 

<5>Tllul.iclón d• la oonucluu BaJ.31. El plU1nldo p8S43 fu• 

dlgotr•ido con Smal, tratado con fenol-cloroformo y r•cupotrado por 

prti;lplh•:ión en o1hnol. f'o•teriormnte \ll opu\o a 0.2U doi hl31 

iPromoa-Blolo1chl. 11 dlforentu tiempo,, la de9r1daclón fue d•t•nl~.ª 

con ftn41-cloroformo y el DNll H reo:uptr•~ por pr•clPltaclón para Hr 

dlgtrldo c:on Hlelll. Dupu.a' fue HParad·~ 'In •Jn 9o1l de acrlla111lda al 

i.:s~;. Fu• ut1111ad1 una dt¡radaclón d• S~v-700 pb/uc¡ DHll/IU Balllliain 



de reaccion 11n un volumen de un mi, J temperatura ambiente (~19 131. 

101Electrofor~sis en geles de agarosa y acrllamlda. Las 

condiciones para electroforesis en a9Jrosa y acrllamlda han sido 

descrlta'i previamentei461 

ii 10tr"•i itnzlm.&i uttlludu para el man11Jo dtl DNll. 

Tipo Origen condiciones de rtacclon 

Llgasa T4 de DNH ¡.ulJ.¡ Bio-Labs Blo-Labs 

f'ol lmtrau da DH1i i·.s2!.! ¡ Boehr lnger Blo-Labs 

ifrag. grande-En:.~lenow) 

Fo1fol'i hu dt1 j,.~¡Bio-Labs Bio-L~bs 

poi inuc leot ldoi 

Nuddu Bd-31 Jl.fsp•Jlfl¡P.Blottch Blo-Labs 

101 Stntuls qutmica dt 0H9onuclt1ótldos. Se u10 el mottodo dtl 

fosfolriester tn fase sólida, de,arrollado por K.ltakura y sus 

colaboradores <411. La 1lnte1is del undecamero 5'-ATCTCCCTGCA-3'., fue . 
r"••li:ada t1n 111 Doto·. de untuls qulmi.:a de macromoleculu dtl 

CElNGEBl, b•Jo la a1e1orta del Qutmlco H.~.Cutva1. 

i~1 Fo1forilacion y marcaJe radioactivo de oli9onucleótido1 

1int•tico1. El producto oli9onucleottdico de una slntesl' qutmica no 

uti fosforlhdo en su t11tremo 5'. El marc.1Je r.1dl-=!.ictlvo H hizo, 

adicionando Sv uCI de lV'- f'lATf' a .una mezcla de. Fo,forlla1a, c~n 

~v-4v pHol•i dt1l undecimero. De,pué1 de jú min, ,. adiciono tv nHol&t 

de ATP •frto• otro tiempo Igual <e,te último Pato e1 1uficientt para 

la fotfortlacton en frlol. 



110> KCtlvidad de eKonucleasa J· -) s·del fragmento Klenow de 

P•:.limerua 1 de J.:~ Esta. actividad es considerablemente menor 

Cl•;e la de p.;¡1 imerasa presente tambloín en onh fr.¡9mento. Se u•6 el 

H9u1.;nlo.! >.morl i9uad·~r ,fo r·ucci6n, l•i:<:: IH Hacl, 65mH Tris-HCl iPH 

i.'31, G0 mH H·~Cli¿Y lv mH B-merc.1ptoelanol. El tratamiento u· dio a 

hm~eraturi ambioenle, al ml!nos por 4 hor.is para rl!tirar 7 nucleólidos 

d•hrminados ih reacción fue parada con dGTP>, dJtl p8S4.3, con buena 

of lcioanc ia. 

'11 • Transformar.ion 9eMlica de una c11pa d.t.L~· Se utilizo) 

el m~todo dtt Cohen el alil3i con algunas modlfiaciones: 

a.- 3•i mi dtt. cultivo con 5xl0'8 cdlulu por ml crtciendo 

tMPOntncialmenle en medio Luria, se centrifugaron a IOk en ti rotor 

JK2v por 5 minutos y tl prtclpltado o •pelet• se lavó con 15 ml dt 

HICI lvmff Ir lo. 

b.- 1:1 precipitado te 1·uusp11ndlo t1n 15 mi de CaCI, 50-100mff frlo Y u 

mantuvo t1n hltlo por 2u minutos. 

c.- Se ctnlrlfugaron las celula• a lv,vvv rpm en el rotor J~20 por 5 

minuloi r ~., r">!iU'iPt1nditron en 3 ml dt CaCl.,50-IOOmH. 

d.- ót 0.2 ml dJ1 h 1u1pen1ion H agregaron .ilil-lvvng del plhmid.:1 

circular en v.I ml del mismo calcio frío. 

e.- s• mezclo suavemente r mantuvo el recipiente por ou minutos a 

v C. 

f.- S• dio a las celulu un puho térmico a 4~ .. C Por 7ú Hgundos Y u 

Pasaron Inmediatamente a O·C por 5 minutos. 

9.- St·a9re-¡aron 3 1111 dt1 m•dlo Luri~ y H Incubó a 37'C con 

~1ilacion1~vv rpmi Por 1 hora. 

h.- ie sembró 10. l-v.3ml 1 tn caJu i"o1tri con mtdlo Luria 'olido"~; 



a._.,., , el antibtotii:•J respectivo para la ule•:clón de lu 

lr· anif .:ir· man ll! -a. 

1ll1ffl!Paraclon de DN~ de pl~1mido en gran escala. El DN~ de 

Plismio:l.:i So! prtp!rO previa ampllflcao:i6n 1!lti, TIPO WE·li de r.ulttvos 

in f~id logaritmica tard1a ID.O.- ú.~1, mediante de la adición de 

livmg1ml dt Cm o Jvv mg1ml de •spectlnomtcinailSi. 

La otracclon y purificac~on se hizo conforme al mttodo de liudo 

dar.:i ducrilo por Betlach..!1...ll-142i y consta dt los siguientu 

paso~ para 1 litro de cultivo. 

•·- Sw incubo 5-lú mi dt cultivo en medio Luria toda la nocht. 

b.- 5• a•Jregó 5 mi dt este inocul·~ a i lt de mtdio ff-·;, 

c.- St agitó el cultivo a 37·C(2ú0rpml hasta alcanzar una dtnstdad de 

.i.S1dv'a 1:th1ml. Fue agrtoaado ial antibiótico y H volvio a agilir 11) 

hr ... 

d.- St ctntrifugaron las c~lulas1rotor GSil o Ji1141 a ~ k por 10 min • 

... - s.. rt1'i1J'llP"ndi11ron lu celul.u en 10 ml. d• Sacaron al 25~; •n 

Trh-HCI 5ú m", pH 9, EDTlt lm" PH 9, y mantuvo tn httlo. 

f ,- Sit agrt1ió t1n ti ordtn indic.1do: 

.2 mi d1:1 EDTil v. 25H, pH a. 
mi dt llso:imai5 m<Jiml en Tris-HCl ü.ü.2!5 H,pH 8. 0.1 mi RNau 110 

m91111l en acetato de sodio 0.1 H; EDTlt 3.JMl0'-3 H, PH 7¡ precalenlada 

lü 11in. a 8!5.'C para eliminar DNuu;. 

g. - Se mezcló suave111nt• y H dtJo npour en h.ielo 1!5 11tn. 

h.- Se agregó 3 111 de 11ucla ltltca Trlto.n 3X <3 mi Trlton lHOO ~l 

lv~, 7S mi do! EDTil o.02!5 11, 15 mi de Trh-HCl 111 pH 8, 7 mi dt aguai', 

'"' muelo su.,vtmitnlt r H d•Jó 1·epour •n hi•lo 1!5 min. 

¡,- St centrilu16 tn tubos de pollpropileno irotor SS34 o Jlt~ll a 17K 

p.;,r· •l•i m·i 11. 



l.- S~ midió el volumen del sobrenadante , se vació en una botella de 

plástico de .<!50 111!, y u agregó un volumen de agua deslonlzada. 

k.- St agrego un volumen dt fenol frio üturado <uturaclon en 

amortiguador: mtzcla 1:1 de fenol, destilado sobre zinc, y Trl1-HCl 

~v mH, llaCl lvü mH pH 7 .5. Equl librar lo hrs en agitación a 4"C l, u 

moncl·~ , "" .igr119ó un volumen de doroformo r 5-t agitó. 

l.- 5" centrifugó irotor HS-4> a ó.SK, lü min. 

m.- Se tranflrlo la'fait acuo1a a otra botella, evitando la Ptl1cula 

d" prot"1n.i¡ d" la lnttrfas". 

n.- S11· •ortgó li2v d.il volumtn total de NaCl 5H y agitó. Se adicionó 

2.2 v·~lumoiMi d11 etanol a -2o·c r H deJo rt1poundo 1.5 hrs a -7V"C 

para que ~l DllA precipltltara. 

o.- Se centrifugo a c,500rpm en el rotor JA14 o HS4, por óO min. Fu~ 

detcartado el 1obrenadante y luego 1ecado el sobrenadante. 

p.- Se reiuSPoindló·tl precipitado en 5 mi de aguar se cargó en un• 

.:i,;,lumna d" .:.~v icrom1to9rifla por filtración con particulu doa 9tl de 

agarou,Bio-Rad. l d11 2K35 cm. Colectar fracciono de 4ml dt 

amot"ll91Jador i15v <Tris·HCl 50 mH, NaCl 0,5 K, PH9, NaN3 lmH, EDTA 

lmK, pHSl. 

q,- Se dttermlnO la D.O. a 260 nm de las fracciones. Fu• atendido 

tSPtclalmtntt la1 fracclone1 10-20 CID.O.= 50 ug de DNA/ml>. 

r.- il In tr-a.:clonn d• interu se In adl•:lonó 2.2 volume~n d• 

tthnol a -<!O"C. Se deJo repoundo a -70 1.5 hn. 

,.-.Se centrifugó a ó.SK en el rotor JAl4 o HS4, por óO mln,, ,. 

decanló ~ '" tecó. 

1.- Se r.iiui~endló •1 Prt.:lpitado en 2.1 mi de agua filtrada o 

c111odl.¡ucd.:i1· TEil mK EDTti, 10 mH Tl"lsl i:onhnlendo huta 0.5 m9 d• 

Dllñ. 



u.- S~ pr~paró un 9rddlente lsopfcnico al equilibrio en CsCI y Pdl:. 

- 2.1 9r d~ C,;Cl. 

- 2.1 mi de DHñ en solución. 

- 0.150 mi de Pdl a 2 m9/ml< debe trabaJarse en la sombra a ~arlir de 

iSte momento ya que Pdl se intercala en el DNA y al contacto con la 

luz produce mella' en·estel. 

- Dtspues de mezclar todo lo anterior se adicionaron 2.3 mi d1 aceite 

mineral para llenar los tubos. 

v.- :;., co1ntrifu9<1Nn ofll el rotor SUSO.l<Beck1nan> a 3SK por 20 hrs. a 

-2ü'C, 

~-- EL Pdl inlerc.ilado en el DHñ plasm!dlco fluorece al s~r irradiado 

o.:.:.n Lu~ Ultr·avilll11l.iiU.Y. ), St manifut.iran dos bandu tn ti tubo1 la 

superior que contiene DNñ mellado y lineal y 11 inferior que contiene 

il pUsmido ,;1Jperenrrollado. 

x.- Se colectó la banda Inferior, picando el fondo del tubo. 

,.- Se extraJo el Pdl del DNA solublllzandolo en n-Butanol o Alcohol 

ñmilico, mezclando un volumen dtl solvente por volumen a tratar, y ,. 

centrifu9ó 1 min. a 7000rpm en una microru9a epptndorf. Se repltio 

h operaci•:)n 5-ó v>Jcu. L• ulracclón H puede hacer puando la 

·•·~J..1cMn de DNit tt·•v•*'> dot una columno1 dot lnlrcamblo lónlc•) <Dowu 

s.;,u-;.:a, Bi.ll-R.id i.. 

~.:... Sot d11ttrmin6 1.1 concentración da! DllA. Si H mide D.O. uuce el 

otiPtClrometro· • 2óv nm. Se recomle~d• empl~ar el DNh a 0.3-0.S 

ugiQll. 
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IJ - RE3UL TitDO 5 

IJ. I C~r'dd.idzacion di! una cepa de!,, ~ e.2.L.i!.h <tempoaratura 

l 1 eo .!L·~ tienen di;mlouida su capacidad de reparacion de luionu 

en el DNit i48,491, por eso son sensibles a tu: ~ltravloltla o a 

m•Jt&·ilillO'> .:om.:. 1!1 iulfon-1to de metil metanoiHHS1 que u una droga 

radiomim~llca. L~ cepa utlll:ada en este trabaJo fua facilitada por 

la Dra. H.C. Gomez Eichelmann. Recientemente esta misma cepa ha sido 

utilizada por' Cutano .!L1 .!l. i5v1, aprov<?chando su~ efectos a 3v··c y 

'>~ hj dlii~rito amPliamtnte al menos una mutación similar. L~ cepa 

4¿ 1:-hmPot1·atura r•ntr ictiva- como otra cepa la .22.l.Jil i •nonHnH •) de 

a lv'C si bien meJora 1u viabilidad, no alcanza 101 
I 

nivelu d~ recupotraclon de •Jna CotPa silvontre. 

ra1·a rotvi.,;ar til feni>tipo de nuutra ctpa .22L.Js.h sc uso HH:i tn 

conc•ntraciones de v.01 y v.vl5~ en crecimiento1 a 30'C y 4~'C. El 

crtcimlento 1 11 temperatura rt1trictiva fue apreciablemente menor. 

O:on o;onctntractonu moo1·u a v.u<:i. ti cr'e•:lmiento fue Inhibido 

fu•rtemente. Como control se uso la cepa kkl pol it+\silvtslrt1 en la1 

mitm•.,; condiclonts. Esta no mostró dlferancias en su crecimiento y 

•:•;mo hmbitn 111·1 dot esperaru, ful! mo1Jor quo1 el dt h cepa Poi ltt( a 

una r•Pllcacion il9nlflcativa d• Plásmidos tipo ~El, la mutante fue 

h·antform1d1 con PU1mido1 derlv•dot dtl P&li341' y crecida b-1Jo 



1 
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J 

lr~n1formada can un Plasmido portador del origen de p$Cl01, que tiene 

.-,.~\t"tdiv¿ lo:; l'lla~midos tipo,fclEI no prnduj•::ron tran~formantes, en 

Lthmér1 151, obu~1·110 que la poi imerasi 1 purif itadé de la cepa .e~L!P 

t1~n~ una mo11illd1d electroforetica reducida un cotficitnlt de 

udim>Enhcion menor .il de la protelna sil11utre, pero \us pinos 

mul11..:ulire~ 'illn análogo.¡, f'or lo anterior· parece poder rehciona1·ie 

~·J titrrnohbilidad a un ple;ado anomalo d~ la enzima mutada. 

\1,-' Construc,1on del phsmido p854 

Il&dr.• q•Jt la mutante WJh de .f,Wl_ permite 11 tnterrupcion 

tficitnte dt la replicación de plasmidol dependientes de poltmera\a 

J, a I• temperatura rt~trict111a de tulti110, se decidio ~ue en el 

Pll\rnido de 1·epllcación blfuncional, el orlgO?n accuorio a W. tipo 

~El. serta el del plasmido pSClvl, cuya functon es independiente 

dt Poi imtt'HI J. htos dos ori;enes re1> 1ic.ati11or. ya hin ti do 

uti!iU•:los coniuntamtnte en la construccion de p!umidos con 

1·ti:>liacion bifunciontl ¡5;¡,, Cohen il·..U.· han probado que en 

c.onditionu ptr!llisivu d1 crecimiento di una cepa ~hi3v"Ci, ti 

01·t~~n·de repl!cacion funcional es e1enci1lmente el del plí1mido tipo 

~ El,, 1 qu11 en condiciones restrlctlvni4<!"C1 tKduslvtmente oper• 

111 d~ i>SClvl · ¡5;¡,. 

El oriO>!l't d~ f'SClvl fue •hhdo en un fragmento i<tH<! pb> obt1nt'do 

del Pli1mido p~Jiori ¡4¿¡, despue\ de una di9estión totál con 11 

enzima dt 1·utl'icción Hind 111. El on9en tiP•) ~El utiliudo fué ti 



d~I pJ.umido p&l\431. iZurtta ll·ll· somatido a publie.l. Esta 

111°:.l~·;••ld S'I! lin.iarizo C•ln Hin•:! 111 y iue ligada in vitro al fragmento 

m .. ncion.!do. 1:on las moleculas recombinantes s-. transformo .l·S2!.i. fS.! 

il• • 4~ C "º un medio con Tetraciclinai!5 u9imll. En estas 

condiclonH de •:re•:imiento, pfl. 37ori ni PBk431 pro~ductn 

trantform¡ntts. En todas l&s transformantes que fuer•n anallzad•s con 

l• rtstricci6n del DHH preparado en pequena escala iVer m1terlal 1 

m.¡tc00:1o~ ', ~ol enconh·o tl patron nperado. Con Hat 111 y HPa 11 u 

.iimi lar al patrón de PBR431, mas otros fragmentos de &lto puo 

m~lecul~r proveniente~ de pSCIOI iflg 71. Los patrones d• digestión 

interiores no resolvieron la orientaclon en qut habla sido clonado el 

or'i'i!en •:l'i P5Clül. La dlgontlón con Sma 1 1reconoce o Pbl hacq un solo 

cortt en cada una de las moleculas ligadas 1 •sto nos permitió 

c·b~otrviilr 11 o;rri911n de PSClvl clon.:ido en las dos orientacionu. · 

Clb• senalar que en la selección d~ estos pl~smldos recombinantes, 

aun cu1n•:lo. u hizo a una eoncentraclon de lell·acicllna infotrlor a la 

conco1ntr&cion nUndar <2i.l-3ú u9iml l, lH C•llonlas fueron pequ•nu 1 

rtCluit'lero:.n mu de iu hrs de crecimiento para ser manipulables. S. 

.¡¡p.,;1·~bi qu.i al m11no.; una dt? las orlo1n·taelonu d•l lnurto 

r•titablicitra 11f lclentemente el marcador de resl1leneia a 

htra•:iclln.i, 1.i. que parh d11 la reglón de -35 O!n 'u promotor IS3l 

Cl•Jedana substi.tuld• por DNH del lnurto, dada h ubicación del sitio 

dv .:lonaclo:in. 

Dtbldo a que la' dos orientaciones del ort9en de pSClúl, no producen 

011ftrtnclu notablu entre u, se eligió ~n pUsmldo qui f•Jt 1 h111a~o 

p53.¡ lf lg i;,, un PlUmldol6S00PbJ que con tenla dos or h•nu 'de 

r•~li'•~lon compatibles y en la misma orltntaclón1f ig ~l. ademas de 

•Jn pr•lrn•:it•l( aco:oi:.ril) oill4ment11 diciente •upstrum• al promotor dtl 



a •:°11111 ...... ...-., .... ......--._ ..... ' .. - . ...,,,_'. =-..::.:··~ ... ,.__....M_...._,..._,.. -~ 

.............. .................. '"' o .-

..................... _., ... <c. al!ll•o!!. 
, ........................ - .. a.-11111t•T _ .................. ._._ .. -... ..... 11 .................. __ ;_.,...__ .. ............ _...-......... . 

l . ..... .. . 

.... .··,; ..... 

·Haem . 
pB.S4 · . p8R~31 . 
:·~- .,, ~ .... ·. 
Y: 
',, . 
.... 

:.!· 

~ :•·.•····'' · ·• 'd ••;'.'·;if.,.c:.,¡,•'255 ·•'·"1 · • .\,, .• ,. ·,,., 

.~:..·.;. 
:.~;~: ~ 1 : 

.. , 
~--:··-;;:- . 

. ~·.·:;¡······.;··.::·· •. ·:··,. .. •• ''.!.:·rf·l.;:.·~'f;:N,-i;~,;39·:"'· . .. ':·'.· ..... . ··,. . .. . -~·':>,~·:. ~.:·¡.~~.· .... : ..... :.l~.~ .. . ·,· . 

..... ~ - 111 .. ....u.Mio, '·" .. ..,,..,, ...., • . .......... -·····•º-"-·--.. w. - .... - ...... ...., ..... .._.. ....... 
, ....... 9'U.-. - .. ,.._.. .. ...,....,, - .... 
... .__..._ .. Ul, HH ._... .. ......,, MJUll ....__ .. ...,_Q,l&_N,..._•---

1 -. .... ,_,. 

234 
230 



""'-• 
Clef 

111111 

!to' 

:i 
p637ori 

_.o\ .. 
º'' 

..... ,.,., 

~ PllOMOTOll Y OPIRAOOlllS SINTITICOI 

l!I LOCUI per 

.. PllOMOTOll ftNA 1 

····•llNTIOO DI LA lllPLICACION IN •ICIOI 

Aval ___ _. ... ., 

Smol Mlul 
Bol 31 
L19a1a de T4 

--11-- DELECION DE :::: 1000 pb ENTRE EL GENE DE RESISTENCIA A Cm 
Y Orl pSCIOI 

"' u ........... "" ....,,_u.e .. lt -•-u. ........ &e 
tillle!.Ollt .. lt lll"'!t - et le lit t. 11 •lletldo p1N M lillui 
Udo "" Mlul r ••l'UHto • leUl. 11 l»L\ n1ult1nte fue tratado can 
!~'JO.~~ "'. cfrt Dll.\: C<•n h_ m6:eh. dn tfq.1'11'1 thl tr.1nst'orr.o.1 un1· e1!p.1 "" 

"' .... 



operado1· Lac promotor consenso 

:=====================:!~====================::-------------------------

2125 210~ 2095 

nTTAATTGTT ATCCGCTCAC AATTAATTGT TATCCGCTCA CAATTAATTC TTGACAATTA GTTAACTATT 

Tiu\TTAACMa TAGGCGAGTG TTAATTAACA ATAGGCGAGT GTTAATTMtG AACTGTTAAT CUTTGATAA 

-35 

promotor RNA 11 

---------------i :------------------------------: 
2065 2045 2025 

TGTTATAAGT TATTCCCAAG CTGATCTCCC:GGGATCTTCT TGAGATCCTT TTTTTCTGCG CGTAATCTGC 

ACAnTATTCA ATAAGGGTTC GACTAGAGGGICCCTAGAAGA ACTCTAGGAA AAAAAGACGC GCATTAGACG 

+++I+++ 

-1.:. Smal -35 

TGCTTGCAAH CHAAAAAACC ----------

i.CGHttCGTTT GTTTTTTTGG ----------

..... 
············~¡~~ 

pn ~.., ~ 
FI~ ló. Pr~mot~r dtl RNAll y stcutnclas downstraam ~n pBS43, Las 

1-1 lndic1n h 

lon9lt1Jd d., los fragmentos qut contlen-.n a los OPtradoru r promot~r 

sintoiticot. ++ SHl u un sitio dt rutrl•:clón único. ,... senahn los 

sitios poslblu par• lnlelo dtl RNAll. ==ii lndi•:a 111 tutldo de h 

-10 



RN' 11 1f ig 10i. Este promotor accesorio es un fragmento sintetizado 

U~ i541, •:le.¡¿ Pb y su secu'lncia nucleotídica H muy c11rcana ,¡ 

la ucuen°:ia consenso derivada utadliticamente por Rosenbng y Court 

1~?i. !fo se •:on•:.ce otro promotor que compita tan eficien.temente por 

li polimerasa di! RNll en presencia de un exc~so de KCl. En el p6R431 y 

°''' el p&S4 ,.ste p,-omolor· esta ant.¡cedido por un pa1· de operadoru 

•lntellcoi di•enados de acuerdo a la secuencia dtl operón l.ac <S5i. 

Lt loc•liz~clón de lo¡ oper.adore' en t'tº' Plltmldos '' un tanto 

Pot<:•JI iar, ya que en la naturollleza se obterva un 'olo operador 

sucediendo al Promotor del operón Lac. No obstante 1u ublc.aclón, la 

re~I icaci•:.n ruponde a la Inducción y rapreslón desde ute promotor 

La po•ibiltdad dt utimular h transcripción del RNll 11 iy en 

•:onHc•Jen.:ia de la repllcaclOni con un activador gratuito como tl 

IFTli 1hoproplltiogahctosldo1, lncrcmo?ntar.:i h posibilidad de 

obhnw1· phsmld.:>1 letales iver 1hte1111 

O:Ptl'iment&l1, en el momento qu'9 H desee expruar el fenotipo 

producido por 101 pli,mldo1 mutante1. 

V.j Construccton del plasmldo p&S4j 

El p9S4, Incluye lodos 101 requislto1 Propue1to1 <ver 1i1tem1. 

t~Ptl'imenhl1, uc-ipto ciu• no tiene un sitio único dt rutricción 

.tntrw ~l promotor 'sint•tlco y el promotor del RNH 11. En est1 pequeft1 

región hay un 1itio par• 11 enzi1111 Smal; otro tsl~ Incluido en el . 
fragmento derivado del pSCIOI <fig 9>, sobre una zona di1pen1abl~. 

rara elimina1· nle último titto, 011 PBS4 fuoi dig•rido con la enzl
0

ftia 

Hl1il 1 tratado con I• OIMonueluu hl31 iver materlalu y métodot>. 

El DffH fu~ rtclreul4rizado con llg~sa d~ T4 para luego tran1formar la 
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·:~pa W-ilti d'4 .f..WJ. baio la preslon selectiva siguiente: 

crecimiento a 42'C, en pr~sencia de cloramfenicol. 

Se denomino pB:HJ a un plásmido, aproMimadamente de 5500pb, derivado 

del pB54 y qu.e ha sufrido h deleo:ion aproximadamente de 1000 pb en 

•.IM ro19ion dhPtnuble entre el gene de 1•ni\tench a cloranfe111icol y 

.,;! .:.rtgen d11 repllcaclon del pSClvl lfi9 lll. Lot e.amblo' mu 

int~rttant11~ o:on r11l•clón • los ~ltios de reslricclon son lo\ 

~rt1it1nlet en plS43 autenlet en PBS43 

1titi1H úniCO'i i 

Htndlll - 30 EcoRI 3533 

Smal 2045 Clal 3559 

EcoRI 2ó9(i Hindlll°- 35ci4 

Smal 3ó9ó 

Klul 3840 

U.el 4Jó4 

El p&S43' 1 tl p8S4 fueron tratadot con lat enzimat de re,trlcclón 

anttrloron. Lot· patrones oburv.ados Junto a lot de ffp&ll y Hull I 

iflg ¡¿, permititron onlimar los llmlt11s de la delcción produdda 

Hig 14>. C•b11 .. nratlzar que en el p&S43 han 'Ido quedado lo' 

ii9ul11ntt1i illloi dnicoi de re,tri~ción: Smal ,EcoRI y Hlndlll. 

V.4 Eitrate1ias experimentales para producir deltclon•' 

Para producir dtlecionet unldlreeelonalc' t• han Practicado dot 

llnul"iudo con Smal. "' opone a la ar:tlvidad de oonucleau 3" a S·' 
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•, ------- TitTTCCCiiiiG CTGitTCTCCC 

·------ ;.TttiiGGGTTC GitCToGiiGGG 

Smd 

Khnow • dGTP 

r;,nccc;,•G era 
------- iiToioiuGuTTC GACTilGAGGG 

2v45 

GGGATCTTCT TGAGATCCTT -------­

CCCTAGAAGA l1CTCTAGGAA ------·· 

GGGATCTTCT TGAGATCCTT -------­

GAAGA ACTCTAGGAA --------

Ol19ómero + Lluu 

C • TiiTTCCCiiilG CTGitTCTCCCTGCit 

------- iiT iliiGGGTTC GACT itGAGGG 

GGGATCTTCT TGAGATCCTT -------­

GititGlt ACTCTitGGAit --------

Dlm•d:•ol6n l•vor•cld1 por 11 rtl1don mohr Plill'lldo v,, ol190111ero 

++++ 

o, --------- TitTTCCt:iioia CTGiiTCTCCCTGCitGGGóGoiTCAG CTTGGGAitTil 

--------- o\Toio\GGGTTC GoiCTMñGGGi\CGTCCCTCTóGTC GilACCCTUT -------- , 

+++• 2úó!5 

hll 

Fl.a ¡:;, ñut~~rohcclon d• un ••tremo de DNil llnurludo. Al el p1S4l 

o linorludo con Sul1 81 el lr1l1111lenlo con Klenow ltxonucluu 

3 -;, ~· l + dGTf tener1 un •91p• en c1d1 ••lrtmo¡ Cl 'olo 1 uno de 

uto1, el ollionucleotldo HPtclflco H l191r1. Ahor1 quedara 

.. ~u••lol un ••tremo oohHlvo, ti otro utre1110 Hr1 no-ll11blt1 Di 'i 

h ,;,l•don mol1r •ntr• •I olliomero r ti Plh•ldo u 1d1cu1d1 tn la 

m•:d• d• 1lgu1, H for1111ra un dlMtr.o llnul rtltrencl1IM1nt1. +++ 

••~il• un >lllo de htl. 



El producto de 

1s·-~TCTCCCTGC~-3· ), d~ tal manara que 7 d~ sus nucleólldos se 

¡p~,·~an i;r·~d->am•int~ .i una de los •ntrem.:i!., S · Hlientes. Lar, 4 

í«J·:h·~tid·:·> re:ltnle.; q•Je11an libres como •Jn ex!ro?ir..:i •:ahe~lv.:i, 3 

uli~lil~. lli:·•' hll i•1•?f flg 15-Ci. El •)ll9•)nuc.leótido t el p9S~3 

l!nun:a.fo \lnladc• •:on !\lenow) deb~ me:•:lal'H. en 1Jna relación molar 

.:.·.e fa·1•:·1·~:·:"' la Pr•)du•:ci·~n del complelo m•:.lac•Jl31· 1Jsq•Jem.1liud•) en 

Jj fl1ura ts-n. E~t~. consiste en un par d~ oll9onucleotidos 

.;.;n:p! 0rn·,;nt;1·1.;,; •:on el ollgómero, M son li.;¡ables. 

1~•Jed.;r. .!h•:.ra str Producidas •Hr•!cl.am~nle 

Doa es.i m.111era, 

las d>tltci.:initi 

unidlr~cclonales ;obr~ la reglan da! Rtt6 11. usando la e~anuclea~~ 

Gal3l 1;. padlr· de la po\id6n 204~. hao:il .abaJo, Fi.¡ 15-A.C>. hla 

1n:im1 debe a41cionar~e a ti~mpo~ \3le;, qu~ favare:ca 11 de~radaci6n 

,,, .• ; . .;J.,do:.i dot l.i doigr.adaclon Pod1·,¡n Hr dlgiarido:.s con htl p.ira 

1 ib•il'~,. l•H o tremo' protegido\, P11·a q•Je est.,, 11xtr11mot 1·ei;upt1ritn ''J 

Hlad•) •)•· igin.!l. 1 u cohi 3 · ulienlo!s Prod1.1•: ldn P•" Pt ti P•Jiden 

rtlirarse ocupando la actividad d'! ~na nucle4s3 de caditna st!ncilli 

·=•)niO SI .; blo!n la misma Rlitnow itn PYocn<:i-1 •fo l•)S .;11atN dllTPs. 

Fln1lmt!nt~. lot p}jsmidos podr4n ser recircul~rlzados con li~ata T4 

o:lo1 Dllñ r ftPlicad•H ~ vlyo. 

En ~ ll.t traba Jo it! ha demo,lnd•) qut! ~I •Jnd>?•:.1mer.:1 slntdt iO:•) stt 1 lu 

tfido1nt.fmtnto1 ,.¡ pJ·'Hmldo, lln•u1·1?.idrJ y tr·atid.:l o:on h actlvlii¡d 

,;;;.)r.•;•:l4olttica do1 ~:tenow + dHP. S•? Pl"•:)baMn •:llfe1·t!nlH relaciones 



~oll(tS d1 p\ a5mldo linearizado vs. oligonucleólido, tales como 

1:: .. ~. l:lü, l:i1j ífi9 16> e inesperad>.menle la 1·eladon molar 

1 :iü, rindió la mayor proparc(on de dtmeros. 

ll~1°: 0~r .. ; .. ;,::11;., ·•I o!Slt! ~:·:•:eso de oligonudeólld·:is se expliqu11 poi· al•3ún 

~···:.t.l~n·,1 ~n ro•JiSlr"a pr-.pan°:t•:.n sinlo!lic.~. •:omc la presen•:la d~ 

I~ •:u.~nllflc.!cton lmpre•:isa de l.l concenlncton del 

•Jndia1:árr1i:r··:· \p1jt' l.! Pr"eso:no:ia d~ oligonucleótidos Í 01:1jOC l•J4ilJS 1 y/u 

·:·t r'1:1s 1'1: ~ idu1:1; Qt.1~ ab~.•:.rban 11.1~ "" el 1·ango de 2ov nml. o q•J 1 za sH 

IJll r·i:,·pJ-!t' imi~ri lo p rir"·= .~paroaar 1:1:in .11ta eficiiJncia el ol l·aonuc leót id1; 

al i;lhmid•.1 1 i n.i al'i !.1d0; en n•J~s\r.ls C•)nd le iones de ronce ll!ln 

it~r1P•:t"al1.11't dmblo!nl.i, !m•)r\i9uador, el•:>. Far oh·•:. lol•fa, ie dem•Hlr'•~ 

qu~ F1l! encuen\r~ su suilrato en el producto de la reacción de 

li-::s.~ ~nt.-.; 011 •md•l•:-im•;r··:. y lll v•;cl1)r <fl9 17). 

En !aj o:onlrole~ reallzadai se ab1crvd lo slguienl~: al •I 

mareado rad!oactivam~nle, liH 

in~•P1ctf i,am~nt~ al Plásmldo lln~arizado. •i ~s\~ no h~ sido tratado 

~~n Cltn~w + dGTP previamunte : bl el \rat~mlenta dot otxonucltaclón 

~on Cl~now • dGTP do!be s~r suficl~nl~mante prolon~ado lv~r mat. 

m4tadosl. Di no s~r a\(, muchot ~x\rtmos no ion alcanzados por la 

quln•do ·~ 9~n~r~n otroi mulllm~ros ~dlcional~i ,¡¡ dimtro tsPtrido; 

e i la adietan dofl und~cAmotro lhas\a 13 pmola~, ~n unol relacton molar 

d.,. 1 :ivi ,. una rof.tccton do! PBR322 C•)n Psll, no Inhibo. apar11nlotmtnlt 

~u di9filldn 1d•los no mo\lradosl. 

Est.a e-.ln1lotgla operlmotnld n•; ~ • .a sldo t!mpluda huh ahora p.1r.1 

,,¡,tolMr' PU~mldo' dclthdot. 



Em1!. 1e t~ata con Ballt. La digestion ª'detenida en solución •stop 

~llenclanol 0.5%l 

~P!icad~ a un 111 d~ aaJro~a d• baJo punto de fu1ión. El DNA de alto 

El e!!lr«:"i·~ q·J~ ind1Jye .;,! pro;m•:.l·~r sint~lio:•:. 1des•je la P•Ht•:l•~n ;:ú44, 

had<. .;,,·,-iba1 •• 1·•1inte•3rad•l, al re•:amblar 1Jn fragm•:nlo oblenl1fo del 

EcoU (de 1 a P•Ji lo: ion 2044 i la 27001 por 'u 
linP.al lrih•fo r:on 

Bilil .~ digl~r~ con Eco~! i1 fvull, para seccionar dificultar la 

1··••:·:0r.\ it 01d·~n d.; ,¡st11 fra·~mentoJ, P•'5leri•Jrmenle en una mni:la de 

!19~~! :1 1diclona un eKc110 molar del fragmento inte~ro. Finalment~. 

61 ~ª' d~ b~ses en la posiclon 2044 quedara ligado a los diferenti' 

••Iremos generada~ 1hac13 abaJ01, en Pl~smtdos circularei. 

En ¡.;,¡ P•"\tnP.l"•)S ensa1a1 practii:ad•)'• con •!\la .¡;\1·ategi.J, ~l Dll1i 

.;.b\.¡r,hfo se utili:o para tr.insformar ,E.~.&.!2Lí., ts a 42'C, otn Cni. 

Hiil~ ahora no'" ha identificado ninguna transformanlo! qu~ rePl1cada 

i ~J ~ con t sin IFTG muestre 101 t~notipos esperado; 1creciml~nto 

da.-¡,11Hnte di1n1inuido o n1Jlo>. No obilanlot, se eli91·~ al a:ar una 

¡~r!~ d~ colonlii y lo! e~traJo .. 1 nH~ da pla1mido, lSI fuiron 

lac~l1~add• vdrl•s deleciones, l.i marorta de ellas aparenttmtntt 

bldir~ccionalej, enlrij las que se tcntJn, por lo menos; una dtlecion 

q•J'l n•.> al·:~nN 'fl Promotor d11l lillit 11, 1Jn.1 <l•J•! ,:ilimiM p.1rt>1 •li?I liffit 

II. , otra deletd ma5 allá del RHit 11. La delecidn que ¡e inltrn1lizo 

.¡r, ·1-i zon1 del P.llH 11. fu~ c.wacterizada mH i:uidadoumitnh r se 

tn•:ontro que S•! habla perdido 11ntre"~l 1 D'f Pb del extremo 5" d.tl 

lo:Hit 11. So:1 ob~otrvo qu,¡ 111 plumid•J •:on uta dole•:ión a11aro1nhmo1nh 

~Q t~ ~mplilic¡ a J~ C. for otro l~do, en caso d~.ser caPIZ el ori~en 

1n°1tld•;, ·fo 1>•":iduo:i1· .?l m-.n•J'> 1J11a •:1wu p.,,. 1:el1Jla1p•:.r •Hner~·:i•Jn, 



~~ 11,·1a e;t~ Pla!mido so~t~ner ~1 c~·~ciment~ 1ja t1·Jnf~rmante~ en baja5 

~~n~~~t,·a~ióncs d11 Gm. ~a,·a probar ~sto, fué deletado 8l 01·19@11 de 

han aiilado lran~larmJnla~ can este nH~. 

T~::1ti.:1'l i~ l•J·:~l i::~r·vri otros. 1:.lasm1d•j~ mutados q1Ji? ~·i!qit!ren una 

•:-..-a·:t~n=~·:ion ~·Jid!·:l•:•H. F··:·r ~hon el p1lro:,n •:!'? H!-! 111 r•vtla qut 

" h: p.,,·di•fo .;t f(,:gmento qu• ind•J)'e •!I sitio·:!• 3mal .;;¡)lpb, fi~ 

los qu1 continuan h~cia abalo hast~ la :ona dtl 9'º' 

~~tru(tural d~ r~iistencia a Te. Estos plaimidos han "'rdido lado ~I 

~tt• !!, sin ~mbargo soo int•rcs~nl1s y~ que apar~nlementt ~on lai 

pr1m~rai d~leciones unid1reccionales qu~ hemos obtenido. 
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,,J c;.·.;.:t•:i"i: . .;f .;! i>B5·l.3 s~ i>•Jdo n•)ta.- •n l,1 fig 1-~~. 'l'J•l la banda de 

:.'I pb ti~n~ •Jn.~ migr.1•:i.,n .rni:iinala. i1l s~r divid1d.1 P•jt· 5n1a 1 ifi•3 

!.i!l ·, ;~ m;.nt i1me al m•inc·s un frnm>into d.1 ~11 pb i9ualm•1nl11 .;n·~m-ll•l 

~ir: ·:•J 1:1\•?!·.:.:•:11:1r1, E$t.a ültim•) fra9m1~nt•:i 1n1:\11y•1 .)) ~UH 1 '1 ·~1 •?.o:t1·i?m1:• 

s1~~1nc1•l lnvir\id11 rep~lidas •n t1l1 ~ona 

¿la~tr·~f~f~l1~a p~culi~r. 

•Jr1idiro!•:•;lon1lu sobr.i o!I PB~43. En una, d•l> plásmid•;s linurtzado\ 

•• 11~•ron •f ici~nto!mant~ lcabtzl con cab•z11 por mtdio de un Par do! 

liMales i f 19 

luiC•Pl!blqi d• sar trJtldos por un3 exonucltasa. St demoilrO que el 

par d• oli~onucltot1do~ ~nlazadores gen~r~n un tillo da ~~ll y al ser 

d1gtr1do ~~lt, se recuperan los monomtros originales if ig 151. 

~ .. ben h.::.•:.iru Mlar d•» üt•Jaci•'nots un l-anlo inupo1radu 11n lol 

util1!1cion d•l undecamtro ~int~tico: ~> ~~ ••P~raba qu~ la r~laci6n 

ni·~!ar M•:·Vi~d.~ P-!t'I lc,.~nr •:''º b•Nna t?f i•:len•:i>. l.! p1·•,d•Jo;o:lón .dt 

d1m1ro1. no fuara cama la encontrada ~n J3 fi~ lo 11:70i. ~ara 

¿nPlicar la a\evadJ c~ntldad aparanl~mentc n~co!saria d~ 

oli9onucl~6lido 1n6l~se que i!n, la relac1on molar 1:0.2, praclicam~nlQ 

na s1 .~ al undecamero ligado. El Pl4~mldo tratado con Klotnow no '~ 

n•••llim..-d~a ,w .u.. flg ló carril 81, o>s Pos1bl~ .¡rg•Jm•rnlar· quot s•J 

Pf~P~rJclon l~n~a impure:as qua 1nh1ben su apar~am1enla 10 que 

abs,·t·ban l•J: a ~~·V nm1 •:l')n •?I Pl.i'.mido, .; t"•Hld•J•:i'l slnt.lt iO:rJ\ qu.¡ 

1:011.i>ilan i:or lll Hllo blan•:ll. Tamb.lo!n ·u fa.:ttble quo1 tn l~' 

•:·:.11•1icioM~ di! r•1.1cclon de ligua practlc31ju o1l und~cimo!nt•) M u 

<!it.sb:li•:e l!fi•:ienlo!•n•Jnl•! i>ara ~·11· unido al pl35mtdo. La temp.ar.1t•Jra 



... .. • u 
•' 
"' .,. ... ""' "' ·-· .. Q

• 
2 

•
J
 

•X• 

'l' 
"C

' 

... "' 'L' ~ 
"C

' 

"' "' :~ ·::> 

t: ., .. ··1
 

C
l 

!l. 

.,, ·.:; 

•.) 

'·' 
e 

.n
 

.. •U
 

o 
_,;;. 
.... ... _,;;. 

e "' _,;;. e: 
.. , _,;;. 

C
! 

., ·:> 
e ,_ •:O 

_,;;. 
t':J 

o 
.... .. - e 'l' 

~ .,, .. , 1
• 

!l. 
H

 

"' ,_ - o ::> 

'" "' .... :¡ 
Q

. 
p ii 
"' o 
-:; 

'" •.• •::> 
•U

 
e :¡ 

.,. o• 
:¡ 
C

T 

..,, e .. =' "" •f' 

'" ... ,, 2 '" .., .o
 

... " ·-~·t. - •V
 

"' "' •:> 
E

 
'1

' 
.... 
- X

 
•1• 

-"' "' :¡ C1' 

$.. ;;, 
"C

' 

.o
 

'" "' ..,, "' ,_ '·' :¡ ; e e r.: 

.,. ... ::: e ;: ~· 

,,. o 

"" .... "' "' "' ..,, -= .., ..,, .o
 

•I' 
•:> 
a. 

" .,, •.. ,, ... . ., '·' 

" ·-.;¡ {; 
e 

-'" Q. '" "' ·:• 
.,; ~ ,:_, 

·::> 
,. 

U
J 

•::> 

"" E
 

•:• 
··~ 
- ·
i
 

'l• 
~
 

~· 
.J:l 

a. 
... '·' 

" .• ~
 

;;; 

•.. ... (
•
 

"'' ÍJ
 

,. s (
)
 

.,. 

o 
.., e " "' ... .,. '1

' 

"' ... ii 
-.., o 
·E

 

"' ,_ - X
 

.,, '1• 

"' " <T 

-~ 
-
~
 

·-· , .. .. ·-'1' 
E

 

"O
 

"' 

.J:l 

.-= 
" 

e 0:) 

._, "' ~ 
., e :¡

 

"' ., -
~
 

"-' 
... e 'l' 

"' "' ... "' - ,.,.J o -~ 

,,, ... ..:: 
3 .. ... "' e (
! 

'O
' 

"' .,. :: . 
.,. E

 
r.' 

~ ~ 

... "' o - e ... E
 

... ,,_ ·-· e e :¡ 

o >
 

,_ ... .. D
 o .. •. 2 

.::; 
·:> 
,,, ... ..,, ., _. .. .., _,;;. 

;;. 

o ·~ 

"" <= .,. ... '1
 

,., 
e 

·=-.... ., o E
 

<: 
Q

 

._, "' -"' ,_ .., o 
- u ~
 

'" ~· ... g '·' 
_, 'J

 

... E
 

·:O 

~ ~~ 
·~· ... ... 

., "' o e o 
- e ... E

 

~ ... Q
 

;>
.. 

,,_ 
., E

 
·
~
 

"' , e ; e "' •J .;: 

,,_ 'l• 
E

 
..,, "' '" ·-· ·= '!• 

... 2 ·-· "' _, "' .. e
; 

:! .. , ., ._, a. 
" T e " .. e 

·-'11 .,. "' .; 
•':> 
a.. 

- ., - e ... s ·-... Q
. 

X
 

.. "" '" 
-"' ,,_ 
- .. "' ., - .. ... :: •io 
e ~ '1• 

" 17 .., " ·-· ·p
 

"" 

o e :> 

... - e '" E .., ._, 

-u ., a. 
,,. ... ... '" e: o Q

. 
X

 
., "' ;;; a. 
,,. Q

 

"" "' e "' Q .., -
~
 

E
 

,,. "' - a. "' o ... •':> 

'1' 
.., """ , .. , ._. ,·. ;u 

.., 
,,. 

"' 
o 

C1' 

- e 
•-::! 

• 
•J

· 

E
 

-
.., 

..... 
-

-· 
"
' 

e 

,,. ... .... e 

Q
 

.., 
.,, 

·o 
:.. 

.,, 
c.·. 

_
. 

"C
' 

"' "' "C' ... .. "' .,. e 

-., ._. "' ·:> 
E

 

... 

" :> e o 
.~ 
o 

-;;; '­"' e ... ,,. ..,, -~ .... .. "' ... ._, ... e .., 

.,. "' ... .., -=' a. 
e: 
., E

 

~ 
'l' 

:> 
O

' 

.:: " O
' 

·~ 

-
~
 

.. 
-6 -

,., 
... 

~ ~ ::-: 

"' 

"
' 

'V
 

.... 
• 

a. 
Q

 
.,, 

"", 
. -::'." 

.., 
., 

·-· ... 
... 

..,, 
·=--

,., 
·-· 

•. 
.::: 

..,._, 
!.U

 

·=· 
., ~ 

... o E
 

.. ... -"' ... ... o 
-o 

"' ::: :¡; 
..,, "' .,. ... "' .., ·-· ·~ - Q

. 
E

 

., -"' "' " Q. o ~
 

., .,. "' - ,,, ... - ·r .,, "' .,,, e ~ 
.;;. 
.,, '" ... _. 

·:> 
..,, e ., 
.a

 
E

 
.., '" ·~ 
§ .... :> 

-~ •J 

::: "' .... e ~ ... .;; ... ., - .. ·;> 
a. 

.., e 
•r. 

oJ 
!l. 
.,., •.J 

""' .., ... .,, e " I;> 

... 2 ... -o
 

5 
.a

 
"' .., ,.,.J 

.... ~
 

;¡ 
,. ~ !l. 

~
 

;;, 

"' :=' ;;. 
.,, e: 

'" .:; " ·-º Q. Q
 

..,, V
 

:> 
..,, .... ·:· 
E

 
.,. " .,. 

~
 

.. .. '1
' 

-o 
... :> 
Q

. 

"' "' -.::o - e: "' .... .o
 

o 

.. s ..:: 
., ., .... '" ·~ 

_,;;. 

"' '1' .. e ·~ 
~
 

'-' 
'-' 
., .. ,_ ·
~
 

""' .a
 

.,. ... e C
• 

·-· "' ... '=' "' v 

. .. e " "' ... ... ..,, :-: a. "' E ·=· .... 

.,, :z: 
;:=> 

"' .., "' -o "' a.. 
o ... Q

. 

"' e o "' e ., e e ::; 

·=· 
..,, ;j 
~
 

... --"' ,_ 

o e o 
-o

 
._, " 
..., ... ... O:• 
a ... ... -" .... .,. ... ... "' - ... ... "' ... .. Q

. 

:;; o "' "" e ·~ 
·-· ... e "' '-' 
-;; 
e " o ... "' ..,, 

... C
·
 

:> 
e ... •':> 
;, ., 
- e "" o •J 
... 1 

.. E
 

"' ·:> 
_, e: 

"' e "' .., ,_ .,, ..., .5 -.;! 'o:! 
.., ,., ·::> 

.g . .. ... ,,. ... .,,, 

o 
~
 

... :> 
'o:! 
... ... o 
_. e ~
 

"' ... .... 

- ... e: 
o .,, • - e ~ ... - e "' ·-· -"' .,. Q

. 

e ·::i 
., g ... " <T 

:;: 
v - e .. ·-· 

... ... ... o e "' ~ Q
 Q
. 

.., Q
. 

... .... "' ,_ ,,. ... :> 
e ... :> 
tT

 
.,, 
""" o .::! 
-o

 
e C

! 

" ._ .,, "' ... "'=' "' ;: .g ... (1
 

... ·:> 

•:· 

e: 
... •. "' e o •J 

·-· . . ,_ ..,, e 1 

"' .... e: 
o •J

 
.. _. :> 
E

 

"' .., ; .... ... ... -2 ... "' c: 'l' 

-;;; ~
 

'\• 

" " ... ;; ·-· 



l 
En uno d1 101 plasmidos con deleciones bidir~cclonales 1n que st 

p.¡,-.j¡ . .-, •Jn~ i><.t'\'l d¿ l.i 1··139¡,,n ·~'.I·? c•:.difi•:a al Rfli1 11. f!Je separad·:. 1n 

·11\:") .;,l •)d•Hn ·:!.; pSClúl d~l ·~r·i9•3n m•Jl.l<fo. L.1 l'IC•JPP.ra•:ion in vive 

d. ~n Pl11m1do r~Plic~do ~ol•m1nl1 por .;,l or191n mutado, no ha sido 

1:1;1j ib1o:. 

Hun cu~ndo la d1l1c1on bidir1ccional 1limino el Prometer 1int4tico y 

sus apar1dor1s, paree• factibl1 la transcriPcion que requiqre la zona 

del 1:·d·Hn d1;d1 el prcm•;,tor•k, sit•Jado •l(o+1- p!J h~d.J ade.l.anle del 

P•'<:•ni.:.t•:.r' de T·: if.•:.dri9ul!: ~ ..ll. J9Qt,, D-isc•:.n•:.•:tm<Js si nuntros 

1nl~nto~ infructuosos para aislar ~l origen mutado se deban a 

d.f~cto. ij•P~rim~nt•les, o a l.J incaPacid~d del origen mutado para 

~~nt•n~r F~r •d 1~ replicJción. La del~cidn retiró el RNh. 

i=•nibl<imt?nl.i J.1 m~yor p;;rl1! d.i ¡,3 •atr.,Jctura IV (fig 4Bl. Se h.? 

!Ug~r11a que la reduccion de la estabilidad d<! 11 <!slructura IV, 

iiedi la formación del h1brido DHlt-RHt\ guiando a la formación 

ineilc1ent~ del primero. 

H1sl~ ihorJ no 11? han aislado mulaciono.s unidireceionale~ d~ntro d~ 

!1 •·:·M d<!I or'j.¡JtJn do? r11plicacion \ip~, .i:a.L El, po.r•) '.rt?emos que el 

1i¡l1rna ~NPlrimental mantado en 9St~ trabo?Jo debe facilitar la 

obtGntion d~ dul~ciones qu.. r1?muo.van secuencias asociadas· a la 

1''!\J•Jhci1~n d~ la r•?Pllcaclon tipo~ El. S•J caraclHi:acion •n 1.1 

•:tp l •fo il.col i ~h l?n la-:. condiciones d·? cree !miento .idecuadu, 

noi.P~rmlliri sallar si ~l slslema e~p~rimenlal es apto para hacer 

reducciones unidireccionalo.1 de la reglan del or1~en, qu• cont1ou~n 

P•lr'milllfn..:I·~ '.ti inicio de 1.l 1·eplli:.3cl•:;n .1.u.~ 
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'55i F.,:.;-;i J.-:rwi.id1) :~ 1:i1Jblt1:a1:ió1\. 

llllltH. c.,nstrui:c Ión 

t~rac!~~1~1c!ón d~ v~hlcula~ mol~cular~s d~ clanacidn para ~I estudio 

<J., I~ l1·an~i:flpclon. 
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