o |

CENTRO DE INVESTIGACION SOBRE INGENIERIA
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA/ UNAM

=¥

UN STSTEMA EXPERIMENTAL PARA EL AISLAMIENTO DEL SUSTRATO MINIMO DE

. REPLICACION EN PLASMIDOS TIPO ColEl

TESIS

que para obtener el tftulo de Licenciado en

InvestigaciSn Biomédica Bésica

3 1

presenta
* Jorge Armando Cruz Reyes

ASESOR

Dr. Xn;rier SoberSn Mainero

3

U - . - e

TEL. 172388 172399 A.P. 70-479
u CUERNAVACA, MOR. ’ ‘ 04510 MEXICO, D.F.

[ e L BT [ . e it mmemen o s e e e e a s s ame s eae e e P




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I.1.-

1.2.-

”.‘

.-

V.l.~

v.a.~

V.3.-

v.4.-

vi.-

ViI.-

INDICE

INTRODUCCION

Aspectos generales sobre la replicacién

Aspactos particulares de ta replicacidn de plismidos tipo ColEl
DEFINICION DEL PROBLEMA

SISTEMA EXPERINENTAL

MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

Caracterizacion de una cepa de E,coli polA ts
(temperatura sensible),

Construccidn del plismido pBS4

Construccidn del plésmido pBS43

Estrategias experimentales para producir delecidnes

unidireccionales.,
DISCUSION

BIBLIOGRAFIA

é
11
13
15
22

é2b

23
25
26

31

36



{ - INTRODUGCCION
1.1-aspectos generales schre 1a replicacion

La- transferencia del material hereditario de un organismo a su
progenie, se basa en la duplic;ctdn del acido nucléico pard luego
proceder con 1a transmision de una coria y con ella la informacion
genstica aue-contiene 1,2, Bicho acervo genetico, va en ¢l interior
de un organismo y en condiciones biolsgicas adecuadas se hace
manifiesto ifenotipos mediante los .flujos de informacion contemplados
un ¢l Dogma Central de la Biologfa Molecular(3), el cual bésicamente
sendla que 1a ewpresion de l: informacién gendtica se da en el
santido dicidos nucleicos - protetnas y nunca al contrario.
wun  cuando entre los organismos es posibla observar genomas de §cido
desoxirribonucleico (DNa) o o icido ribonucleico (kNa) ,tanto cadaena
sencilla como doble, y aunque sus sus mecanismos de duplicacion puede
diferir ampliamente, todos sin excepcién operan con base en la
aspecificidad de apareamiento de bases: adenina con timina (uracilo)
y 9uanina con citocina. Este hecho esencial fue primeramente
 propussto por Watson y Crick en 1953 al postular ¢l modelo de la
doble hélice y el modo semiconservativo de replicacidn del DNA

(4;5'.

" NOTa: EL postulado de la doble helize de DN, fuc. basicamenta
¢l producto del trabaio realizado ;n ¢! laboratorio Cavendish de
Cambridge v el King”s College 'dc Londres por R.M.Franklin (&),
H.H.Uilkins (75, J.D.Vatson y F.H.C.Crick. La squivalencia de bases

abservada por Chargaff en el fue un antecedente crucial(s).



E1 mecanismo semiconservativo de raplicacidn fue demostrado por los
experimentos de MHatthew Meselson vy Franklin'sfahlii),_los cuales
parmitieron distinguir las cadenas parentales de 1as hijas,
Postariormante, estudios biocautmicos de la biostntesis tanto de
nucledtidos como de coenzimas empezaron a elucidar .los eventos
ssenciales del proceso Htosintitico, tal como. la formacidn de un
enlice fosfodidster eantre el grupo hidroxile 3 en el extremo
creciente de una cadena de DNa, llamado ““primero*" y el gruro
fosfato 9 del deoxinucleadtido (dNTP) entrante, se dtc; por ello que
¢l sentido de la biosintesis es 5'-» 3 (8" a 37). Después fue
descubierto que la c!on§actdn de 13 cadena es catalizada por enzimas
denominadas polimerasas de DNA dirigidas por DNA (10) v que se han
encontrado en axtractos de todas las células bacterianas, vegetales y
animales donde 1a sintesis de DNa se ha madido. Estas enzimas
{igualmente KNa polimerasa dirigida por DNA y DNA polimerasa dirigida
por KNa) son 13s unicas antre las enzimas que pary elagir y procasir
su  sustrato reauieren de una molecula templado, ademis de que su
mecanismo enzimatico de elongacidn no rqqul?rc raconocer  una
secuencia vspecifica de bases .

E% importante enfatizar el papel angular del templado an la
elongacion del IN4 an dos aspectos: l.-como una astructura sobre la
que se apared otra molecula de dcidos nucldicos que aporta ¢l extremo
3 e décir. el '"primero*". En ausencia del primero ninguna
Polimar;sa de DNit conocida puede iniciar una nueva cadens; 2.- Como
una  cacuencia de bases sobre las qde es adicionado selectivament
cada dNTP por el principio de 1la complementaridad, es decir, un
templado en ¢l sentido estricto.

En E.coli las enzimas encargadas de polimerizar DNA, meijor dascritas,
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son la polimerasa 1 o de Kornberg , y las polimerasas Il y 1II.

Los primeros andlisis del proceso de vreplicacion, esencialmente
autorradiogrificos, indicaban que la orquilla de replicacion del
cromosoma de E.coli, se extendfa en un solo sentide, sin embargo esto
Ao Parecia congruante con la direccion de replicacion, 5 a 37, v 13
anticomplemantaridad de la doble hélice. Fara resolver ¢sta paradoia,
s¢ han propuesto modelos replicativos que predicen en la regidn de la
orquilla, un espacic transitorio de cadena sencilla sobre un lado del
duplex, miantras qut'cl otro estd siendo replicado. Es ﬁoclr. ue una'
cadena 13uia o "leading®) se replica primerc v la olra {rezagada o

*lagging"s, lo hace posicriormlntc.

El trabajo de R, Okazaki (11, entre otros, ha provisto evidencias a
favor de un proceso de replicacion semidiscontinua, es decir aque 1la
sintusis es continua en la cadena guia, v discontinua en la rezagada.
5in. embargo, la.concurrcncia observada en 13 replicacion de las dos
hélices del cromosoma de E.coli, se ha explicado en un esquem
propuesto recientemente, Este contempla la replicacidn simultanea de
ambas cadenas, en pequefios trechos del DN, sin dear de considerar
el rezago  en una de las cadenas sroducido por la semidiscontinuidad
fi9 12-El esquema, sugiere la participacion de una polimerasa
dimérica, asociadd 4 un coniunto de proteinas replicativas denominado
*arimosomd y a und o mas protelnas helicasas, tode reunido en una
estructura hipotdtica, denominada rcﬁllsoma'(za). La polimerasa [II

ha .sido rolaéionada con el primosoma, yi que coidlmdrlca y tiene un

.

sitio activo en cada subunidad. lgualmente se ha asociado a esie

conjunto de protetnas, la proteina dnad, [lamada "primase”, va que .
puede sln!qtlzar un ‘primero® de ONA. La apertura del dualax duranta

ta replicacion podria resultar de la accidn de helicasas como la
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eroteina rap, capaz de desenrrollar la cadena 3~ a2 & y la helicasa
[T qu2 actua sobre la cadena 57 a 3-.

actudlmante se tiene en lista 1S protetnas asociadas a replicacion
\alrededor de 30 polipétidos), y bidn podrian ser descubiertos
componentes adicionales del primosoma, helicasas y subun;dades de la
polimerasa I1I1.

En una gran cantidad de estudios sobre mecanismos que controlan la
veplicacidn del‘ DRa  incluyendo <l que trata esta tesis, los
Plismidps. han ofrecido un modelo muy alractlvq. Estas moléculas son
alementos genéticos extracromosdmicos prasenies en una variedad de
especias  baclerianas, héngos' y algunos eucariotes. Consistan
comunmenle en moldculas circulares cerradas de doble cadena y de
Lamaftod que van de lla mds de 200 kilobases, €sto ha permitido una
gran facilidad de manipulacion en el laboratorio y de hécho en
algunos casos ha sido posible su replicacién jn yitro. Por otro lade,
muchos . de  los élimidos puaden ser seguidos durante un crecimisato
bactartano vya un codifican para enzimas que baje  ciartas
circunstancias son ventajosas para el hudsped bacteriano y funcionan
como marcadores de seleccion

En la mayoria de los casos ia rcpltcaéiéd del DNA plasmidico hace uso
dal conjunto du enzimas utilizadas para duplicar el cromosoma
hucspcé: de thecho algunos pldismidos se acoplan en este procaso al
Sromosoma Laclteriano y son  transmitidos muy ficelmente durante 13
division celular, aes normal po; ello encontrar pocas coptas del
pli;midove_tncluso una por célula hudsped vy entoncas se dice que su |
replicacidn eitd bajo ‘control as(rk;to'. En genaral este grupo de
plismidos requiare unais) proteinais’ {(nicladorais) de vreplicacion

codificadasr por i mismos ¢ incluye a plasmidos FIl vy al elismide



RSCIGLE1E, 130,

atras plismidos no cquantan con tal control estricto y para  asegurar
ciarta fidelidad de transmisicn en una division celular a pesar de su
g29ragacion aleatoria, se replican en un aumaro relativamente alto de
corias que bien puede ser de 10 a2 200. El caso mas extensivamente
astudiado vs el del plismido {olEl i13), asi como de un grupo de
rlédumidui  referidos como tipo ColBl{17); <u replicacién estd balo un
*contrul relajade®, no requtcreﬁ de ninguna proteina de replicacicn
espactfica dat Pla£mtda y caractaristicamente su  numerd pueds
incramentarse a varios mtlgs por ¢dlula si la stntesis dz noyo de las
proteinas del hudspad es detenidailS). En dste estado metabdlice
celular 12 rvaplicacidén de plismidos ralajados coﬁtlnug miantras la
reelicacion del DNi cromosomico y plimidos controlados estrictamente,
cesa.

Los plismidos de r;plicactOn ralajada y particularmanie. los derivados
del pERBZZtld.lT,iB: han sido los mas ampliamente utilizados en
Ingeniuria Genéltca y Bté!acnologia. Comprander sus mecanismos de
replicacicon permitird un major aprovechamiento de los sistemas de
1xprasidn de la informacion gendticas.

for otro lado, los plismidos tipo (ol El no son conjugatldos, pero si
movilizables en presencia de ot;o plasmido coniugativo. Se haq
Jdescrito dos loci involucrados en ¢l fenomeno de movillzicidn, mob ¥
bom 19,205, mob codifica una nucleasa, capaz de hacer una mella
sobre una secuancia de bases ispec{tica 11amada bom. En el pBRI2Z ¢e
elimino 2oh durante su contl;uccién {16,21), en sus derivados pBRIZ7
y PBR328 ha sido removido tambien iuun i18). Esto es de _grin
imoortancia en  la contencion blolegyca de un vector en experimentos

du clonacién molecular.



En 2] prasent2 trabaio han sido elagidos pldsmidos derivados del

#BR323 como sistema modelo.

1.2 aspectos particulares de la repliczcion de plismidos tipo

Lal€l

Dantro de estre grupo de plismidos son considerades, al menos:
pR3Z2iderivada del pHB1), P1SA, RSF1030, CloDF13 y el mismo CqlEl.
Todos ¢llos son rupiicados_ unidireccionalmente por mecanismos qu;
dependen de enzimas de la bacteria hudsped E.coll tales como
polimdrasa da &NA, polimerasa | de DNa y RNasaH, Estos pldsmidas
contienen varias regidnes de extensa homologta 05 1a zona del origen
de replicacidn 22/, de hecho la polimerasa 1 incorpora el primer
dHTP en cualquiera de tres nucledtidos sucesivos ubicados en el mismo
lugar dw una 20na de homologta practicamente idéntica (22,23,24),

La iucornoracién del erimer dNTP raquiere un extremo 3°0H, que es
erovisto por la sintasis de una moldcula de RHA  denominada
“*erimiro®® o RNA 11, Despuds de ser transcrito a lo largo de la 2ona
del  origen, forma un htbrldo> Rﬁﬁ-bHA susceptible a un corte
‘ cndonu;laoli‘ico dspecifico por 13 RNasall, produciendo ass el extremo
3" y un tenelado de DN, elementos gendticos indispensables para aue
se de ol infcio de 1a replicacidn (22,24,25,2¢). '

Foe otro lade 1a vegulacidn d;l pracaso  dassrito antariormenta
dag;nda basicamente de la participacidn de otra molécula, ¢l RNA 1
{270, Su zona codificidora est§ Snclu;da an 13 regidén que csp;ctftia
31 RHa *srimero®, pero sobre la cadena opuasta, de tal maners que ¢}

Elln 1 w3 cavae de interaccionar con 91 RNA "primero® ocasionando que
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wite ullimo nu sed procesado para formar un extrémo 3’, funcional. La
esperificidad y el equilibrio de este proceso de  interacciédn
determinardn, vrespactivamente, las propiedades de incompatibilidad y
2] numare promedic de pldsmidos por cdlula (23,29,30,31). Es sabidb
aue 3l menus los pldsmidos GCalEl, pBR322 y CloBFLl3, expresan
wdicionalnentes 1a protafaa ROPio ROM) que particfpa en al control de
replicacidn modulando la interaccion de RNA 1 con 2] RHA *primerc
{327,

Ev necasario describir algunas de las particularidades del proceso
raplicative que !icilttap el planteo de} problema de inv.sligacléﬁ
que a ¥ste trabaio concierne. La mayorfa de los astudios han sido

vealizados en LolEt y oHBl, ¥y no son necesariamente vidlidos para

-todos las plésmidos.

Como ya du ha explicado, el procesn de  iniclacicn rcplica!ivz en
£al£l.cunosslu de varios pasos sucesives {fig 2): la sintesis del RNA
ll{sracursor dal ‘“erimerc") es fniciada en un sitio a -335 pa}cs de
bases(pb) dal origen de replicacién (26). Todo par de bases que
adtccgda al origen de reelicacidn, serz sefalado con numeros
negativos y 1os que le sucedan con numeros positivos. La mayor parte
dv 14 transcripcién continuz mas alld del origen de replicacién tn:i)
y aproximadaments 1a mitad de los transcritos nacientes forman un
hibrido pesuefo y persistente que se extiende sbhra 12 10na del
origen (25). El RNA hibridizade es hidrolizado en ori por la RHasaH
" Qn sitio esacc(!lco (en realidad son tres sflios alternativos y
cogilvua{; {22), ftormando el 'primnroz para ¢l infcio de la
replicacidn por 1a polimirasa 1 ds 5“&. La sintesis de DHA ¢s
con!inuaﬁn disouds de un tiempo por un mecanismo tipc primosoma que

involucra viras proteinas de E.cali como polimerasa 11, Aa20 v 4na8



(34,355,

Varias lineas de evidencia sugiaraen que 2l RNA T1 debe adquirdr una
conformazion particular durante la transeripeldn quz la permite
formar  un  *primero” funcienal, es decir aque las estruc!ura;
secundarias que se establacen a lo largo dal RHA 11 Juegan un papel
importante en el control de eventos de procesamiento del origen. Ha
sido obsarvade que la lormaﬁién del "primero® se va inhibfda por 12
sustitucfﬂﬁ al azar por IHP (monofastiato de inosinal en vez de GNP

imonofosfdto da guanosina) en el RNA 11 (38) en cualqutcra de varias

regiones, inclustvc mds arrlba que -400. Rec!entcmenta se han
ancontrado nutacionas puntualcs an la reglién entre al promotor de RNA
11 y ori que pueden afectar pasos especificos en @) proceso de
formacidn del “erimero" (33), tales como la formacidn del hibrido, ¢!
sitio da corts por la.RHasaH, la astabilidad del hibrido DRA-RNA, ¥
12 funczicnalidad del *primera* para iniciar la sintesis de DNA (tabla
1), Estas mu(ac\énes'y sus consacuanclas parecen veflelir cambios
conformacionalas en al RNA 11 ya que se han observado, in vitro,
diferencias an la acuusibiltdad de estas moléculas alteradas a RHass
TI y RNasa 4, y por otro lado exlsten mutaciones suprasoras distales
sobre el.mismo RNA Il (23). Una segunda linza de avidancias involucra
al RNA I, un pequend transcrito de 108 nucledtidos que es
complamantario a la regidn 37 tarminal del RHA *primero® y que como
ya se comintdloslt implicado an al control del nimero de copias. Este
ultimo dato se basa wn el andlisis -de los efectos producldqs por

mufaulones dentro de su. regién codificadera (29,30). El andlisis

wilruclural del RHa 1 indica que esta molécula asume una conformacl%n

~Que comprende tres estructuras de ttpo tallo-asa y una cola de cadena

sencilla sobre 41 extrdme $‘, caractaristicas talas que su altcrac}on



Table 1. The pri and apv Maiabong and Thew ERects on Prmer Formalon

AL Hyond RANAse H m Prnng of DNA
saton Poston Base Crange Syntheus. Fomaton Cletvage Site  Hytvd Synvess
it -8 GeA No afteet Blgks - - -
~m - [ ) . Biocks .- - -

”m -2 G - Redces No effect No etfect No effect
~e 304 [ BT ) - Reduces " - "
s =10 C-ey " No etect Alors Alors "
[ =100, -1 G=AG—A . - No effect No eftect nhids
pi10 ~58210 -578 TAmnon Bocuy - - - -

) . Enhancas mbnd fomakin by o4 ANA § 47 decredses NI By
[ -9 GeeA witiype o1 pn) ANA S
aprdd -1 Gk Same as spedt
08! = C=ey Increates Hrymes aciwty ol g ANA B

" Tedls 1, : o
hvnuichnn"‘o 1as mutacifnes se presentan como nimeros negativos, que in-

_dicsn ol nlmero de psres de bases hacia atréis del origen, Los cesbios de base
en ¢l TMA II son prasentsdos excepto pars pri 10 , que tiene una insercifn de
- v par 4o bases TiA en un tracho de siete T:A pares ds bases sproximadswents -

& 30 b hacla arrids del sicio de infcio del RNA II, Bl signo - indics que el
enssyo no o8 aplicable. Los plismidos ColEl mutentes, de replicacifa deficlen
te se sfslaron e veplicones bifuncionales. Bl snilisis de 1a capacided ds == -
formacifn del primero se hiso in vitro, En todos los casos 1a transcripeiln =
se shoxté en ua sitio a 4220 pb del origen, con la insercifn en ass lugsr del
torxinador del gene recA de B. coli. Se denominsron mutaciones pri, s aquellas
afectsdas en 1s formacifa del primero. Algunas fusron suprimidas (spr). Tedla

tonads da vef,. 33 ' .



2spacial produce wuna disminucidén en la actividadad del RNA I

1. For wotro lado datos bioquimicos sugiéren que el RNA I

[ 8

(37,35,
wizrde su control negativo sobre la remlicacidn dal eldsmido a través
d2 su interaccion con el RNA "primero” naciente y su efecto sobre 1la
susceptibilidad de éste a un procesamiento por la RHasaH (28,2%), va
que si @s adicionado durante etapas tempranas de transcripcién del
'kHﬁ 11 {n &itvs, @1 RNa 1 sq aparda a su regidén complamentaria
© naciente y con allo 5; fnhibe su procesamiento, 400 nucladtidos
adelante, o séa 2n 41 origen (fig 3), En contraste, <1 RNA I no tiane
efecto st ey adieionado despues de qua se haya c§mpletado la
transcr}pcian del RNA Il (28). Una explicacion de esté fenomeno w9
que una astructura temprana y transitoria del RNA Il 2s sensible a la
asociacion con el RN& 1 y que otras estructuras alternativas del RNA
*erimdra®, RNA I-resistentes, s@ van desarrollando conforme 13
transcripcién procede (29). Uong y Polisky (40) han estudiado esta
propusicion, al examinar la ts(ructura da]l RRA  "primero" en etapas
tenpranas y tardias de su formacidn, y sus andlisls enzimaticos de la
cs!rqclﬁra. secundaria  sugidren que se forman domfnios esiructurales
“alternativos conforme 2] RNA “primero” va siendo transcrito (fig 4).
1 adicionalmente ellos han determinado las constantes de velocidad para
la asociacisn de moléculas de RNA 11 de diferentes longitudes con el
RRa 1 y 10 que astos axperimantos demuestran es la existencia de una
"vantana de susceptibilidad® discreta, temporal y dependiente de
conformacién del RNA 11, para el RNA 1, ya que ¢l RNA I en una etapa
pa;ttculaf de su sintesis se asccia con o!,gua } de 6 a 33 vices mas
répido que cuando tiene oiras forpas m;s largas o mas cortas,
Lo que wstos ultimos datos implican con relacidn a la regulacién

fegativa que du deriva de la intaraccién RNA 1-RNA Il as aque el
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3. Ilustracifn esquematica del proceso do uniln del MMA Iy RNA II silves-
s. B1 precess por pases se bass ea 10s resultados descritos por Tomizawva -
e RMA Ty RNA II'intersct@an. por msdio do los ojales da sus estructuras -
zedas (pase 1), Reta iatersccibe. facilita sl spareo (paso II) qus infcis en
2xtrame 3* del BMA I (paso III). En esta atspa, los contactos ojsl & ojsl --
Jen sar votes. B1 gpares se propaga prograsivaments sobre los palindromss -
+ 11, T wieatras que las eitructuras tallo- ojal se disuslven (paso IV y -
Tinalasate, ol MMA I so hibridisa s 1o largo, schre el RNA II (paso VI),
jakliels del procese de aparesmiento im vitro enmtre el RNA I y uns porcifn

| MA IE (tramscrite do 240 at, obtenido en un"ruc-off")se hizo a partir del
bie de seasibilidad ded RMA I & RMasT) ( endomuclessa que atacs al enlace -
{odiester Gpif), & difsventes tiempes do incubacife, Bl efecto de distintas
aciaes eobve BMA I y MIA IT, sugiri® que 1a interaccibn imicisl es entre -
i esttuituras plegadss a traves del aparesaiento de las bases complementa~
2 68 ol esntre de Los palindromss. LA remociba de S mucleStidos del extremo
del BMA I, veduce sustancielmeate eu iateraccifa con el BNA II. Probablemen
'1-‘1 lp:n;.duu onpiesa carca extremo 5! del RNA I, etapa III, Fig tomads =
a zef.

A Ti»

Meac
i) )
2
'.
&
h 4
- £
r

<
- ""-ﬁ"?
F-’é«.:

iy

(21)
=32
5 & -

seces oe

@'ar”
“g o

gl

arody
§-Ms

?

,.
-
R L
.3"
m'!

ﬁ"n"“i
86,5

i
<=)-

qiwv m
Y

Fig 4. Rasussn de los patrenes de sorte para el tramserite puet.d dod WA I PRIDS
(de 135 nt) y PR241 (de 24) nt), Los primeipales gitiee corte por Biiss T2 =9), = °
Mises T1 (B9, y Rilass V1 (=) sen sehre 18 dards pore ~

FRI3S (A) 9 PH241 (B). Les deninies talle-ase son P o

§o ds cads estructura, P13 (con los misams palindrosms westtades on 1a (g, 3), =
intoractla con al WA I sproximedamsnts 6 veces mss vhplde que PR241, Lo tramseri-
eiln do sscuencias hacls shaje del nucloftide 135, sbate 1a eotrusturs 111 y
reducir 13 interaccifa hasta 35 veces, Figura temsds dela vof. &'



conue imisnto de  las concentraciones intracelulares en a2l 2stado
estacionario; de ¢stos transcritos puede no ser suficiente para
sxplicar como el numero de copias de los pldsmidod es mantenido {n
xdys. ya que ¢l reporte de Uong y Polisky (33) sugiere fuartemantas
avt la cinetiza de interaccidn de estas molécul;s 25§ tambien en
funcidn da la conformacidn dal RNA *primaro®, 1o que las parmite
postular un nivel ragulatorio adicional.

Finalminte, 1o que estas estructuras parecan estar poniando de
manifiesto, @8 una estructura secundaria muy compleia a lo largo del
Ritw 11 {fig9 Si, tal que ciartos cambios provocados por la interaccién
con wl RNA 1 o por mutaciones puntuales pusden generar astructuras
sllavnativas qua veparcuten dasfavorablementa an 1a calidad dal ﬁua
13 como sustrato de la RNasaH o de 1a polimerasa 1 de DNA, segin sea

el case.
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VIIZ, difiere eom 1a estruetura propuests en ¢se lugar por tomiaaws et. al.( Jxtig 10).
do sota leagitud reduce su fnterscaifa con ol RMA I hasta 33 veces vs, Ul =

133 at. Pig., temeds do lo vel. 0

A B

"u “u
Y '““u:‘.:u?\
i
-9 . 'D'g:_':
' e '
§:
H R
c-0
o yu-.c-o
. - iEE - " .'....‘

1ig 4. Tesibles sotrvatures ssewndariss dol AMA 1T coves dol origen do veplisacibn,
La fgues msstre 1as satrvaturss tallo-sss pesibles o ol MA 11 silvestee y een la
- pri § eoves del ¢ uml.um:n-nnduo por enlllete compute~
alonsl, Lo energtls lbre do para lag estrveturas A y B oom o) RNA 1T, fuse
700 eslculedos aoes 39,0 Roal y <34,0 Keal respectivamente, y estes alsnss oon 1s =
motostln pel 3 fuo <34.0 Nesl pare asbos, 100 £1aches en 12 Dase do 1o estrustuss A
indicen oo o8 sitfes do eorte dsl MMA IR silvestre por 1o Kfiasell. 81 WA 1T
priS tiene sitioe do eorte adicionales maatrades on 12 base do 10 cenrbeturs B, Las =
fleehas oon sireulss corrades musatran los sitics 4o eerte por Midsa Ti. Bl safifele
do oots mutseifa s vitse 7o quo ol WA IT prid, se aslters 1a foveasifa del Wi~
:::‘:“h:;m. -lu.u ol::"‘ h“-tu pot ‘l: ::u o (coble l{. L8 tnostabilided
precassis ¢ dado o1 tenpalde » parece sor 1o cousa prineipel -
do 1o veplisssifie dofostuoes saeciods, &L plisnide som 000 mutocile oo n:uu #o-
nossmats de pICI0L (e0tes autasifnce oo alslaren oa pifemides bifunelonales,iont tf
9o Colfleeri pSC201), pere pobremente, Las chiules pertadoras do este pitsnide fore
ln:nnzln:\(n v'oh 3cl|unﬂn! que 8quallas portaloras de un plisaldo eflvestrs. Pig., to-
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IT -DEFINICIGN BEL PROGLEHA

Nusstra hipdtasis da trabaio 23 au2 la ragidn de raplicactsn
constituye 2n reizlidad do:  dominios  s2earados, 3l sarvieis
respe:l;vamen!e. d2 la aroduccion d2 un ‘arimerc® aficaz 2n
reglicacion vy d2 su ragulacion.

Nuestro interas consiste en dalimitar 13 raegidn minima qua seria
necesaria para el primer erocasd, 3% dacir  formar 2l "primera’
raplicativo,

Las razon2s y avidenciiag aqus sustantan lz hiedlsesis sodrian rasumirse
come sigua.

El origan 25 un compleio de  4cidos nucleicos que a2s sustrato de
RBasaH, parmite 13 2longacién unidireccional, y parsists hasta ¢l
final da la raplicacion. Ee posible? p2nsar qud no todas los 353 nt
que constituyan 2l RNA "primero® ¢2 reauieran para formar un "prlmiro
raplicativa, Esto s, que al menos 100 nt (los complamantaring al KNA
l{ son para ragular v 430 nt participan on 13 formacidn dal sustrato
de la RNasal vy on la comunicacidn del 2facto producido por la  wunien
dz2l KNA 1.

.La composicion  astructural del RNA Il 2s comeldla ya que tiena
astructuras compatitivas, as decir, que la formacidén de unas implide
12 da otras. Por 25to, una. mutacisdn por 31 30la nunca pusds sar
complatamente intarpretabla. Sin ambargs 2¢ sugerente la mutacidn Al
t3ns v algunas otras 20 diferantes tallos y asas a 1o largo del FN&
I1. La mutacion
8 il 2s una delecion qua ramugva las @structyras 1, 11, IID dincluya

21 mensai2 vy 21 sitio 42 unidn para 21 ENA 15. no obtante 2l slismido



25 raplicabla. Bifzrentas maticianas suntualas 2pzrantamanta altsran
12 estabilidad estructuras sarticularas afectando la aficiancia  de
raplicacion, a3l 2s 21 caso de la mutacion gvir 1% (300, situada 3 -
474 del origun. Est: mutacien {ncrementa 13 estabilidad d2 la
astructura IV {dicha estructuraz comeite con la estructura IT1, 23
dacir, con 13 unidn 321 RNA 1) y produce una r2plicacion incantrolsda
an 21 plasmido, l2tal para 13 <4lula husspad. En caso de qu2 12 2ona
2n que 2astd incluida la estructura IV, par!{cipe solo como wun medio
de comunicacién de 1a regulacion producida con 13 union de2l RNa [, es
concebible que 21 sustrato para la RNasa H sea un transcrito manor de
460 at. L2 mutazion gry 5 (33 situeade 3 =10 dal arigen ttabla D),
de2szstzbiliza 13 2structura  inmediataments antericr al origen v
parmite  altarnativamente la formacisn d2 una estructura similar (fig
8), <on asta ultima estructura la formacidn dal ‘“primers  as
ligaramente menos eficisnte. y &l sitio da corte por la RNasaH s2
desplaza Seb hacia abaio conm respacto al sitio silvastre, pero
igualmante s2 mantiane 3 9+/-2 pb {(2sta 2s la longttud del hibrido)
de la base del tallo. Otras mutaciones puntuales s2 han dascrito
sobra  difereates estructuras, aue afectan de una manera que ro &5
clarz (diractamenta o indiractamente), 1la =2stabilidad del hibride
RHA-DNA, o la erasentacicon d21 ‘primero* a3 1la polimarasa . En
algunos casas hay mutacidnes suerasoras distalas (tabla D),

Como a5 da asperarss, diferantey delacidnes dal axtrame 5% del KNa 11
puadan ganarar mutantas con gran  actividad de ‘primaro" sin
ragulacion, y ciartns casos por su latalidad sobre la celula hussped
no podrian aislarse. En la sfguianta s2:cidn  proponames un sistama

2xprimeantal para contandar con 25tas Casos.



111 ~5SISTEH& EXFERIMENTAL

Sa usardn plismidos derivados del pBR322, todos 2llos del mismo
qrupe de incompatibilidad de (<olEl. Para delimftar el sustrato
wnzimagtico de la RNasaH seran producidas deleciones progresivas a lo
largo =1 Ria 11 desde su promotor en direccion 3 ovi. Con esto se
pratande qud el primer dominio de esta moldcula en ser afectado sea
‘2l que interacciona con el RNA Lifig 3 y 4A), de tal mandra que la
regulacién dada eor la interaccién RNA I-RNA 11 quedaria abolida
parcial o totalmente, producidndose en alsunos casos plésmidos
supar-replicones que la «<dlula huesped no puzia mantener. Otra
Ppovibilidad s que aun cuando no haya control del onumero de copias
[1-14 modio del KNA I, los transcritos mutantes pudiaran hacer hibridos

inestables , O primeros poco eficientes, permitiendo ast cierta

’
viabilidad colular.'

Entra otros cudstionamientos, habrd qua atender las interrogantes
inmedietas que de aste enfoque experimental se desprenden: & partir
de qua ?romotor serd transerita 1a vegisn del RNa 11 deletada ?; Como
serdn producidas las delecionss exclusivamante wunidiraccionales (a
partir Jd2l promotlor del RRA Il an direccidn al origen) ?; Como aislar
y mantener los pldsmidos mutantes de replicacidn incontrolada y
consecuencias letalas?, .
Para conlandar con astos problema; bisfcos, disefamos un sistema
ex;erimental que contempla escnclalmcntg la construccidn da un
pldsmido de replicacion bi-!uncionai por madio de técnicas de

reacombinacidn gendtica in vitro y su remlicacidn an una cepa de E.

coli mutinte condictoﬁal, temperatura sansible. El plismido aestard



constituido por dos origenes de replicacidn compatibles, tales que
por medis de cembios ambiantales controladositemparatura),  ses
poaiile  ¢legtr el origen a partirv del cual se replique in vivo. Para
recurersr los pldsmidos mutados en el KNa 11 se transforma E. coli v
el origen tipo fLoalEl se mantiene 2pagado por lo qua la raplicacion
proceds @ partir del origen no manipulado. En e) momento que se des:e
manifastar 2] fenctipo generado por las mutaciones se activari el
origen procesado.

La copslrucclén tambidn debera incluir un promotor que anteceda lo
mis inmediatamenta posibla. (2n el extramo 53 al promotor dal RRA II.
Estars orientado hacia el origen y serd eficiente @ inducible, esto
ultimo 2¢td on ralacion a la astimulacidn de super~replicones ya que
13 latslidad a2sociada a 2stos pueda ser un criterio "de saleccion
importante.

Ulro reauisito que dabarad cumpliv la construccicn serd la de tsﬂer un
sitio unico da restriccion entre el promotor accasorio y 4l promotor
del KNa Il1. & partir de este sitio serdn ganeradas las delecicnes
unidiveccionales scbre. el marco de leactura de RNA I1. Para asto, el
plasmido serd linearizado y tratado de dos modos diferentes:

10 en uno @) extremo que se desea conservar {ntagro serd protegido de
13 degradacion producida por una exoﬁucleasa. b) an otro, los
txtremos serin degradados y posteriormante Q! extremo deseado sera
reconstituido con la sustitucion del fragmento terminal tratade, por

otro integro.




IV -HATERTAL Y HETODOS

(11:Cepas bactartanas y pldsmidos. Las caepas bacterfanas vy

plismidos utilizados en aste

tablas.

trabdjo se indican 4an

!

a sigulente

genotipo o fanotipo

t

uente

a)fscharichis goli %12
(131

E- hsd520(r~B,m-B)razaB

ara-14 prgh? lacYl 3a)R2 resl2d

Boyar H.H., (41)

Roulland-boussoiu'
\

Smir) gy}~ mil-1 gupEd4 {a)

(pal Ats) £al_fts(polimerasa 1 da DNA C.Gome 2=Eichelmann
tempearatura sensible) (b)

BIPldsmidusy

#BR431 ard tipo £nlEl(pHB£) H.Zuritatanviade
Cmir),Teir) 3 publicacién

WQ370r 4 ard tipo ColEl(pHB1) N.Zurita(d2)
ard pSCLOL, Apir)

pBSY Replicdn bifuncional: tsta travale

. acd tiso LalBl, ory pSC1O1, '

tmir), Teir), Darivado de
pBRA3L y pA3T0ri

B8543 | Como pBS4, pero deletado

entre Cm y qrd pSCIOY

este trabailo



va) Para las cepas bacterianas se uti{lizo la nomenclatura propussta
por Taylor a2t 31(43). Para las resistencias 2 antibloéticos sa
utilizaron 1las siguientas abreviaturas: apir), ampicilina; €mir),
cloranfentcol; Teir), tetraciclina: Smir), estreptomicina.

(b} La prasencia de la mutacién pqlits se  erobo” por la
Wiprensibilidad a HUS (sulfonato de met{l metano) de la cepa duranis

un crecimiento en liquido a 309°C y 42°¢

{2)Hedios de cultivo. Como madio de cultivo s2 utilizé al.medio
Luria(dd), El maedio sélido se hizo con Bacto-Agar(Difco). Los
antibisticos ¢ afadiqron 3 las concantracionas sigujentes: Ap 100

'uglml; Cm 20 ugrml; Tc 1Sug/ml; Sm 4Qug/nl.

(3)Preparactones de DNA de plismidos en pequena ascala. 1@

utilizd 2l me todo de extraccidon alcalina (45).

{3)Digestiones de DHA plasmidico con enzimas de rastriccio’n, El
DA de plésmido e digirid sequn las condicionas sugeridas por New
England Bio-Labs, con cnzlmas‘dn rastriccidn obtenidas de Bio-labs,

P. Biotech y la Unidad de contencién y resctivos bioldgicos del

CEINGEBI/URuH.

($)Titulacidn da 13 exonuclaasa Bal3t. El plasmido pBS43  fus
digeride con Smal, tratado con fanol-cloroformo y recupdrado por
eracipitacion en etanol. Posteriormnte so expuso a 0.2U0 du Balll
{Promega-Biotach), & diferentes tiempos, 13 degradacién fue detenida
con fendl-cloreformo v el DNA sa recuperd por pracipitacién pary ser
digerido con Haelll. Despuds fue separado an un 9@l de acrilamida al

73h. Fuv wstimada una degradacisn de 650-900 pbrug DNhlfU Bal3l/min



d2 reaccion ¢n un veluman d2 un ml, 2 temperatura ambiente i{fig 13),

\o)Electrofordsis en  geles de ag9arosa y acrilamida. Las
condicionas para 2lectroforesis en agarosa y acrilamida han sido

dascritas previamentedds)

(7:0tras enzimas utilizadas para el manaio del DHaA.

Tipo Origen condiciones 42 reaceion

Ligasa T4 de DA E.cald;Bio-Labs Bio-Labs
Polimirasa da DNA E.coli;Bochringer Bio-Labs

(frag. granda-Enz.RKlanow)

Fosforilasa du E.goli;Bio-Labs _ Bio-Labs
polinucleotidos
Hu:ledsa Bal-3s! A.-28p2)i3];P.Biotech Bio-Labs

18+ Stntesis quimica de oligonucladtidos. Se uso el método del
fosfotriaster ¢n fase sdlida, desarrollado por X.ltakura y sus
colaboradores i4t,. La sintesis del undacamero 5 -ATCTCCCTGCA~3", fue

reali:ada dn el Depto, de sinteasis quimica de macromoleculas del

CEINGEBL, baio la asesorta del Quimico H.4.Cuevas.

(¥, Fosforilacion y marcaje radicactivo de oligonucledtidas
sinteticos. El producto oligonucleotidico de una sintesis quimica no
" astd fosforilado en su extremo $°. El marcaie radicactivo se hizo,
adicionando S0 uCi de {¥ - PIATE 2.una mezcla de Fosforilasa, cén
<u=40 pHolas del undecimaro, Despuds de 30 min, se adiciono 10 nMolas
de ﬁTP"frlo' otro tiempo igual (este Gltimo Paso 4s suficiente para

la fosforilaction an frio).



vl0» actividad da  exonucleasa 3 -» 5-del fragmento Klenow d2
polimerasa 1 de E. coli. Esta actividad 25 considerablsmente menor
que  la de polimarasa preseq!e tambidén en 2ste fragmento. Se usd el
siguiznte amortiguador de reaccidn, 10K; 1M Nacl, o3nlHl Tris-HCl (pH
7.9, EO nlt Hallyy 1O mi B-mercaptoetanol. El tratamiento se-dio a
temneratura ambienta, a2l menos por 4 horas para retivar 7 nucleétldos4
determinados (la reaccion fue parada con d46TPs, dal pBS543, con buena

effciencia.

v} Transformacion gendtica de una cepa de B qoli. Se utilizs

el mdtodo de Cohen et 2){13) con algunas modifiaciones:

4.~ 30 ml de. cultive con 3x10°8 células par ml  craciendo
#xponencialmente en medio Luria, se centrifugaron a 10k en @l rotor
3420 por S minutos y @l pracipitado o *palet” se lavé con 1S ml de
NaCl 1omH irio. .

b.- El pracipitado se resuspendio an 15 ml de CaCly SO=100mH frio y se
mantuvo 2n hielo por 20 minutos.

S.~ St centrifugaron las calulas a 10,000 rem en el rotor Ja20 por 3
minutos y s¢ resusedndidaron en 3 ml de CatlgSOfIOOmH.

d4.- 1 ¢.2 ml da la suspension sa agregiron 20-100ng del plasmido
circular en 0.1 ml &cl mismo calcio frio,

.~ 3¢ mazclo suavcmeqtt y mantuvo el recipiente por oV minutos a
v . '

1. 50 dio a las células un pulso tdrmico a 42°C por 70 segundos y 1]
pasaron inmediataments a O°C por S minutos.

9.~ Se-agregaron 3 ml da medio luria v ‘sc incubd 3 37°C con
agitacion 2y rems por | hora,

he= 39 sembrdé 10, 1-0.3mls an cajas Patri con madio Luria sélidoiz%k



a3ars y el antibiotico respective para 1la s2leccion  de  lag

transformantes.

vl2sFeeparacion de DN de plicmido en gran escala, El DNA da
plismidu se preapars previa amplificacion warj Tiero LolEl) de cultives
en faie logaritmica tardia (D.0.- V.o), mediant: de la adicion de
170mg/ml de Cm o 3V0 mgsml de espectinomicinaciSi.
La axtraccion y purificacion se@ hizo conforma al metodo de lisado
clary descrito por Be{lach;;L.;L,(42) y consta da los siguientas
Pas0s pard 1 litro de cultive.
4.~ 5¢ incubs S5-10 ml de cultivo e medio Luria toda la noche.

b.~ 5¢ ajresd S ml de este inoculo a i 1t de medio -5,

o~ 50 agite el cultivo a 37-Cieo0rem) hasta alcanzar una dansidad de

4.5.10'8 cels/ml. Fudé agregade el antibiotico y se volvio a agiter 1s
hrs; ‘ 7
d.- 5 centrifugaronvlis cilulasirotor GSi o Jald) a 6 k per 10 min.
«.= 54 resuspendigron  las  cdlulas en 10 ml. de Sacarosa al 250 en
Tris=HCl SO mM, pH 8, EDTA lmM pH 8, y mantuvo an hielo.
f.- 52 agregd ¢n el orden indicado:
2 ml de EDTa ©.25H, eH 8.
! m) de lisozimaiS mg/ml en Tris-HCl 0.025 H,pH 8. 0.1 ml RNasa {10
mg/ml en acctatovdc 0dio 0.1 M; EDTA 3.3x10'=3 W, pH 7; pracalentada
16 min. a $5°C para eliminar DMasas).

3.- 5S¢ mezclod suavemente y se deJo reposar an hielo 19 min.
| h.-. Se agregd 3 ml de mezcla litica Tr?!on X (3 ml Triton X-100 al
0%, 75 ni d2 EDTa 0.025 N, 1S ml de T;is-HC\ M el 8, 7 ml de agual,
sw mezclo suavamante r‘se ded reposar 2n hielo 13 min.

io= 52 cantlrifugd an tubos de polipropileno (rotor 5534 o JA2l) a l7H'

eor A min.



i.= 52 midid ¢l volumen del sobrenadante , se vacis 2n una botzlla de
plactico de 250 ml, y s agrego un volumen de agua desionizada.

k.- 5¢ agrego un volumen de fenol frio saturado (saturacion en
amertiguader: mez2cla 1:i! de fenol, destilade sobre zine, vy Trls-HC}
%0 mH, Ha;l 106 mi pB 7.5, Equilibrar 1o hrs ¢n agitacion a 4°C), se
mazeld , se agregd un volumen de cloroformo y s2 agitd.

1.~ 3¢ centrifugo (roter H§-4) a 6.5K, 10 min,

me= §¢ tranfirio la fase acuosa a olra botella, evitando la pelicula
dz proteinas de la interfase.

fo= See agre9d 1720 del volumen total de Hall SH y agité. Se adiciond
2.2 wvialumanes de etanol & =20°C y se deJo reposando 1.$ hrs a ~70°C
para que al DA preciettitara.

0.~ S¢ cantrifugd a 6,500rPm en el rotor JAL4 © HS4, por &0 min, Fud
descartado el scbranadante y luego secado el sobrenadante.

F.= 52 resuspandid ¢l pracipitado en S ml de agua y se cargd en una
colunna de a30 (cromatografia ror filtracidn con particulas de gel de
aarosa,Bio-Rad.) de 2x35 cm. Colectar fracciones de 4ml da
amortiguador 450 (Tris-HC1 SO mN, NaCl 0,5 H, pHS, NaN3 imM, EDTA
Lol, pHB).

q.- S¢ determind 1a D.0. 2 240 nm de las fracciones. Fud atendide
aspacialmente las fraccionas 10-20 (1 D.0.= S0 ug de DNA/ml).

ro= & las fr;cc!onas de interas se las adiciond 2.2 volumends de
atancl a -20°C. Se delo reposando a -70 1.5 hrs.

i.~.58 canlrifugd a 6.5K an el rotor JA1d o HSA, por 40 mins, sa
decantéd y se secd. .

te= 5S¢ reiuisendié el precipitado en 2.1 ml de agua filtlrada o
amovtl;uador TE(1l mH EDTa, 10 mM Tris) contaniendo hasta 0.5 mg de
DA,



we- S prapard un gradiente tsopfcnico 21 equilibrio 2a 0301 y Pdl:.

- 2.1 gr du CsCl.

)
I

.1 ml de DNa 2n solucién.
= 3.150 ml de Pdl a 2 mg/ml( de=be trabaiarse an la sombr2 a partir de
25te momanto ya aue Pdl se iatzarcala en ol DNA y al contacto con la
luz produce mellas en-este).
- Daspues de mezclar todovlo anterior se adicionaron 2.3 ml de aceite
mineral para 1lensr los tubos.
v.= 58 centrifugaron en el rotor SUSO.1(Beckman) a 38K por 20 hre. a
-20°C.
w.= EL Pdl intercalado en 2l DHa plasmfdico fluorace al ser ifrradiade
con Lug Ultravioletail.V,). Se manifastaran dos bandas en el tube: la
suparior qud contiene DNA mallado y lineal y la inferior que contiene
il plismido superenrrollade.
x.= 59 colectd la banda inferior, picando al fondo del tubo.
r.~ Se extralo el Pdl del DNA solubilizandolo en n-Butanol o Alcohol
amilico, mez¢lando un volumen del solvente por volumen a tratar, y se
“aqantrifugd § min. a 7000rpm an una microfuga eppandorf. Se repitio
la oparacion S-6 wsces. La extraccidn se puede hacer pasande la
aolucidn de DHA travds de una columna de  intrcambio i6nico  (Dowex
$0U-%8, Bio-Rad). .
do= Su detarming la concentracién dal DHA. Si se mide D.0, usece 2l
eiéectrometro‘a 260 am. Se recomienda emplaar ol DN4 a 0,3-0.9

ugsol.



V ~ KESULT4DOS

V.l Caracterizacion de una cepa de E, goli eol Ats (temparatura

sensibles.

Las mutantes del locus pol higene astructural de 13 polimerasa
1o an E,coli tienzn disminuida su capacidad de reparacion de lesiones
e ¢l DHa {345,4%), por eso son sensibles 2 luz ultravinleta o a
matagenos como el sulfonato de metil matano(MNS, que es una droga
radiomimética. La cepa u!ili:#da an este trabaso fus facilitada eor
la Dra. H.C. Gomez Eichelmann. Kecientemente est: misma cepa ha sido
utilizada por Castabo et al (S0, aprovechando sus efectos 3 30°C v
42 € subre la replicacion de plasmidos tipo ColE!. En la literatura
s ha deserito ampliamente al menos una mutacion similar. L3 cepa
golilz ts *missense*s de Kinross (4%, as tan sensibla a UV, y MHS a
42 S-temparatura rastrictiva- como otra cepa la pal fli"nonsense*) de
Cairns d3), y a2 3¢ si bian mejora su viabilidad, no alcanza los
nivel2s Jde recuperacion de una capa silvest;e.
Fara revisar al fenotieo de nuestra cepa g2l dts se uso HHS en
conceatracionas de ©U.01 y 0,015 an crecimientos a 307 y 42°C, El
“ereacimiento a la tcmpo?atura rastrictiva fue - apreciablemente menor.
aon cppccntrac]oncs mayoras a W.Gek al crecimiento fue inhibido
luQrtcmante. Como control se uso 12 cepa KRI pol a+isilvastrer an las
midmas condicionds. Esta no mostré diferencias en su  cracimianto y
como. tambien era de asperarse, fus medor qua el de la cepa Pol ﬁt{.a
3u C. Fare demostrar que ¢l fenotipo de esta cepa 3 42°C no pernite
und raplicacion significativa de plismidos tipo ColEl, la mutante fus

transformada con pliasmidos derivados dal pBR3IZZ y crecida bajo



trensformeds con un plasmido portador del origen de pSCIVl, que tiene
unz veplicecion independiente de lz2 polimerasa 1. & la temperaztura
vestrictive luos §135midos tipo LolE) no produdzren transformantes, en
vontraste o Jos plasmides .indepcndienles de  la molimerase de
tiownberyg.

Lehmin (S1) cbeervo qué ia eolimerasa 1 purificade de 1z cepa pol 4l2
tiens una movilidad electroforetica veducida vy un coeficiente de
sedimentucion menor 4l de la perotefna silvestire, perc sus pesos
moleculares son  andlogos. For lo anterior parece poder relacionarse

su lermolabilidad a un plegade anomalo de la enzima mutada.
V.2 Construccton del plismido pBS4

Dado que 1a mutante po) _pts de E.coll rermite la interrupcion
eficiente de la replicactén de plasmidos dependientes de palimerasa
1. & 1& temparatura restrictiva de cultive, ¢ decidic aque en &)
" plismido de veplicacidn bifuncional, el origen accesorio a gri tipo
Lol El, serta ) del plasmido pSCIOL, cuya funcion es independienie
d¢ eclimevasa 1, Estos dos origenes rveplicativos ya han sido
utilizados coniuntamente en 1z construccion de  plasmidos  con
veplicacion bifuncional (Szi. OCohen gt.3l. han probado Qque en
condiciones permisivas de crecimiento di una cepa pol _itsi(30°C), el
origen de replicacion funcional es esencialmente el del pliésmido (I;o
Ll El, »y aue ¢n condiciones restrictivasidz'Cy exclusivamente cpere
¢l de pSTIOL- (521, | 7
Bl origen de FSCIOL fue ajslado en un ;ragmento (2?42 pb) obtenido
del plasmido pA37ori i42i, despuas de una dxqestion totd) con la

enzima de vestriccion Hind I11. El origen (ipo sglﬁl utilizado fue el



de; olasmido pBR431. <{Zurtta gt.al, sometido a public.,), Esta
molecula e linearizo con Hind L1 y fue ligada in vitro al fragmanto
m2ncionado. fon las moléculas recombinantes s2 transformd E.zoli pol
als ¢ d2°C en un medio con Tatraciclina(l% wug/ml). En estas
condictonas de creci;iento, p/\ 370ori  ni  PBR431  producen
transformantes. En todas las transformantes que fueran analizadas con
la rastriccidn del DNa Preéarado an pequana escala (Ver material vy
mitcdoss, w2 encontro el patron esparado. Con Hae 111 y Hpa Il es
similar al patron e pBRA31, mas otros fragmentos de alte peso
molacular provenientes de pSCIOL (fig 7). Los patrones de digestidn
anteriores no resolvieron la orientacion 2n que habia sido clonado el
oriqen d2 pSC1OL. La digestidn con Sma 1 (raconoce o Pb) hace un solo
sorte en cada una‘de las moleculas ligadas y esto nos permitid
chservar al origen de pSCLUL clonado gan las dos orisntaciones.

Cabe s&ﬁalar que  2n lalseleccién de astos plismidos recombinantes,
aun cuande s¢ hizo a una concentracion de tetraciclina infarfor a la
concantracion estandar (20-30 ug/iml), las colonias fueron Pequefas f
requiriersn mis de 20 hrs de crecimiento para ser manipulables. Se
ssperaba que al munos una de  las orientaciones del inserto
rqestableciara oficientemente el  marcador de  rosistencia 2
tetracicling, ra  que parte de 1a region da =33 an su promotor (33)
quedarta substituide por DR& del inserto, dada la ubicacion del sitio
de clonagion,

Debido a que las dos orientaciones del origen de p5CIU1, no eroducen
difivenclas notables 2ntre ¢1, sa 2ligio un plismido que fué llamado
pB54 1fig 3/, un plismido(éS00ph) qﬁe contenia dos origenes da
raplicacton compatiblas y en la misma orientacionifig ), ademas de

un promotor accesoriv altamente eficiente “upstream® al promotor del
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operador Lae operador Lac promotor consenso

214% 212% 2109 2088
ATTAATTGTT ATCCOCTCAC AATTAATTGT TATCCGCTCA CAATTAATTC TTGACAATTA GTTAACTATT

TaATTRACAA TAGGCGAGTG TTAATTAALA ATAGGCSAGT GTTAATTAAG AACTGTTAAT CAATTGATAA

=33

promotor RNA 11

2055 2045 2023
TGTTATAAGT TaTTCCCARG CTGATCTCCC!GGGATCTTCT TGAGATCCTT TTTTTCTGC6 CGTAATCTGC
ACAATATTCA ATAAGSGTTC GACTAGAGGG!CCCTAGAAGA ACTCTQGGAA AAAARGACGC GCATTAGACG
------- ﬁ-ﬂ tee cmemeea —e———— .

=10 Smal =35 ~10

20509

TGCTTGCARR CARRAAAACC =-==we===-

HCBARCGTTT GITTTTTTGE ~<ewme=e==
fnn

| AZSERSINAINTIP )

fnicia transcripcion
' ¢y
Fig 10. Promotor dal RNAID y secusncias downstraam en pBS43. Las
coovdenadas son las mismas que en pBR4IL, f=! y I-l indican 12
longitud de los fragmentos aus contiensn 3 los oparadores y promotor
sintdticos. ++ Smal as un sitio de rastriccidn dnico, e sefalan los
sitios posibles para intcio del RNALL. ==/ £ndi¢a‘¢l sentido de la

transcripcton.



RHA 11 «fig 16, Este promotor accesorin es un fragmento sintetizado
in vitro (34,, de 42 pb y su secuancia nucleotidica es muy cercana a
la sacuencia consenso derivada astadisticamente por Rosenbarg y Court
193). HNo  se conoce otro promotor que compita tan eficientements por
la pulimerasa de KN4 2n presencia de un exceso de XCl, En el pBRA3L y
20 2] pB3d 2sle promotor esta antacedido por un par de operadoras
sintelicos disanados de 2cuerdo a la sacuancia del operdn lac (85).
La localizacidn de 1os operadores en estos plasmidos es un tanto
piculiar, ya qus en la naturaieza se¢ observa un solo operador
sucediendn al promotor del opardn Lac. No obstante su ubicacion, la
replicacion rasponde 3 13 induccidn y rapresién desde aste promotor
sintatice (Sey.

La posibilidad de estimular 1la lranscripcidn' del RNa 11 <(y en
consacuencia de la replicacidns con un ackivador gratuito como ¢l
IFT6 visopropilticgalaclosidos, incrementara 1a  posibilidad  de
cbtaner plasmidos super-repliconts letales (ver sistema
arperimentals, en @1 momento aque se desee expresar el fenotipo

producido por los plasmidos mutantes. .
V.3 Construccion del plasmido pBS43

El pBS4, incluye todos los requisitos propuastos (ver sistema.
exparimentaly, excepto que no tiene un sitio unico de restriccion
antre wl promotor sintético y el promotor dal KNa II. En esta pequeha
fagidn hay un sitio para’la cnzima Smal; otro esti incluldo en el
fr;qmonto derivado del pSCLOl (fig ¥), sobre una zona diseansable.
Fara eliminar este ultimo sitio, =l ;554 fui digerido con 1a enzima
Hlul v tratado con la exonucleasa Bal3l (var materialas y métlodos),

El DHa fue recircularizado con ligasa de T4 para luego transformar la



cepa pol ats de E.goli bajo la presion selesctiva siguiente:
cracimianto 3 42°C, en eresencia de cloramfenicol.

S¢ daneming pBS43 a un pldsmido, aproximadamente de §500pb, darivadoe
d2]l B34y que ha sufrido la delecion aproximadamente de 1000 pb en
una r29ion dispansabla entre el gene de resistencia 3 cloranfemicol vy
il origen de replicacion det pSCIOL (fig 11). Los cambios mas
intir;santus con ralacién a3 los sitios de rastriccion son los

siguientey (l4as coordenadas de posicidn se sefalan en Abi:

presentes ean pBSA3 ausentes en PBS43
\sgtiOi unicos

HindIIl - 30 Ecokl

- 3533

Smal - 2043 . Clat - 35%y
EcoRl - 2690 . Hindl1l - 3564
Smal - 3896

Hlul - 3840

Raal - 4344

El pBS33 y el oB34 fuaron tratados con las enzimas de rastriccién
antariores. Los: patroncsb observados Junto a los de Hpall y Haelll
fi9 12y permitidron astimar los limltasl de la delecién producida
?fﬁq $d). Cabw enfatizar que an el pB543 han sido quedado los

siquiantes sitios dnicos de restriccidn: Smal ,EcoRl y Hindlll.

V.3 Estrategias  experimentaies para producir delecionas

unidtrccctona!as.

Fara producir deleciones unidiraccionales se han practicado dos
estrategias diferentes: 1) en una, el pBS43 despuds de  ser

Tintarizado con Smal, s aupone a la actividad de exonucleasa 37 a $°
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2Un3 Smal 2048

H) mew————— TATTCLCAAG CTGRTCTCCC i GGGATCTTCT TOAGATCLTT =-wwenew
======= ATaRGGETTC SACTABACSE CCCTAGAAGA ACTCTAGGAA ==ww==e-
2063 Elanow + dGTP
s =—ce-m- THTTCCCAAG CTE | GOGATCTTCT TGHGATCLTT mmemewmm
------- WTHAGGGTTC GACTAGRGGG GAAGA ACTCTAGOAR w====ee=-
20un% Oligémero + Ligasa
L1 =memeex TATICCCARG CTGATCTECCTOCH GOGATCTTCY TGAGATCLTT eeamacce

------- #WTanRGEGTTC GaCTAGAGSS GARGA ACTCTAGOAR ========

Dimericacion favorecida por la relacion molar plismido vs. oligimero

2083 e
b, mmmmmmmes TATTCCC ARG C}G&TCTCCCTGCﬁGGGkGﬁ'Chﬁ CITGG0AATH ~==m====
------ === aTAAGGGTTC GACTAGRGGGACGTCCCTCTASTC GﬂﬁCCETth! emmemess
rhbe 2048
Fstl

Fla 1% ﬂutawroteccton de un extremo de DNa linearizado. A) Bl pb$d3
w4 lindarizado con Smal; 8s el tratamiento con Klenow d{exonucleasa
3~ %) + dOTP genera un "gap® en cada extremo; C) solo & uno de
astos, el oligonucledtido especifico se ligara,  Ahora  aquedira
anpuesto  un extremo cohestvo, el otro axtremo sera no-ligable; 0) si
1a celacion moler entre o) oligomerc y ¢} plisnido ev adecuada en la
migzla de 1igase, se formara un dimero 1ineal referencialmente, 'ﬁ'

sunala un sitio de Pstl.



g2 Kleaow. La digestion gs deteridas en un sitio precise, dado que 2
Viosizanles e veaicion 32 oadiciona 96TF $fig 15-8), El producte de
s3be rvaztofon w: ligado 2 un aligonucladtido, undecamero sintético
\5'~ATETCCCTGC$-3‘). de tal menera que 7 de sus nucledtidus s
waresn wracisamente 3 uno de  los extremoss, $° salisntes. Los 4
ras ladtides restentas auedan libras como un extrems cohesivo, 3
saliente,  tige Fell dver fig 15-C). El oligonucledtide ¢ 21 pB§43
linzarizade (lratade con Xlenow) debs mazclarse en una ralacidn molar
G fav&ré:ca 13 produccidn del complejo moleculay  o2squamatizade en
14 figura 15-D. Este, consiste an un par de oligonuclzotidos
gracRados o su vatvemo 37, mediando la unidn covaleata da  dos
slismidos linearizades.  Debe  aclararse  que Jlos  extramos no
samplament 3 ios <on ei oligdmero, ny son Tigables. D¢ esa manera,
puadan shora ser  producidas  directaments  las  daleciones
uridivezcionales schra 1a ragfon o2l FlG 1L, usando la  eworclezaca
Balsl s partir da 12 posicisn 2045, hacia abafe, Fig 15-4,0). Esla
zuzima dabe adlcgonarse a tiempos tales, aue faveorezca la degradacidn
cBrogresiva de 13 regidn del orfgen (fia. 13, Mat. y Hetodos). Les
sroductos de  la degradacion podran ser digaridos con Fstl para
libirar los extremos erotegidos. Para que astos extramos recuparan tu
23tady original, las colas 3° salientes producidas por Pstl puaden
vativarse oscupande la  actividad de2 urga nucleass de cadens sencilla
como 81 % bian 1a misma Klenou #n presencia de  los  cuatrs dNTPe,
Finalmente, lo§ plismides podran ser recircularizados con ligasa T4
de Dibn y replicados in yivo.
En este trabaio se ha demostrado que él undacamers sintdtico se liga
tficianteaments Al pi asmido, tinearizade y tratade con 13 actividad

saonutlaotitica da Klanow + dGTF. Se probaron diferanlss velaciones



weleres d2 gl zamido linearizads vs. oligonucledtido, tales come
Pedozy Bolo, 1:70 {fig 16) e inesperadamente la relacion molar
sihimsda  como 1i70,  rindid la mayor proporcfon de dimeros.
Basoonocanes 31 -26te exceso de oligonucledtidas sa explique por aladn
erablama sn ow2strs preparacion sintética, como la presencia  da
fmperrzzas 12 cuantificacion tmerecise de  la concantracfen del
undetameroliuor 12 presencia de oligonucledtides inconclusos, y/u
stras residuss  que abeorban luz en 9l rango de 260 amd. o quiza s21
st ez infznto Parz apar2ar con alte oficiencia el oligonuclestide
al  wlismido  Mazarizads en ouestras condicionss de raaccion
(temgratura smbient2, amortiguador, =tc). For otro lado, se demastrd
qut E2tl encuzntya su sustrato en 2l eroducte de la regecidn de
l1igzsa wntre @l undacdmero y gl vector (fig 17).

En  lus  controles realizados se observd 1o siguientas 3 al
sligorucladtide mareado radicactivamante, no [T 1i3a
fnaspsctf{camante 4) eldsmido linzarizado, si aste no ha sido tratado
Wit .ﬁlenuw + JGTF praviamente ; b) 2l tratamianto de 2xonucleacidn
con Blgaes + 46TP dabe ser suffcientements prolengade  (var mat. vy
mitedosi, Da ao ser  ast, muchos extremds nd son alcan2ados por la
2nzima, s al ligar @1 producto de esa reaccisn con 21 oligonuclestide
guinady a2 9eadran otros multimeros adicionalas al  dimero asparade;
v la adicton del undecémero (hasta 13 pmolas, on una relacion molar
de 1:73) s una reaccion de pBR3I22 con Pstl, no  inhibe aparentaments
g digestidn wdatos no mostrados).

Esta 2stratagia axperimental no ha sido empleada hasta ahora parad

" obtaner plgsmidos delatados.

fas

»oen 13 atra estralegia, 21 pBRAI luege de sy linsarizacidén con



2mel,  se Lratz con Bal3l. Le digestion ec detenida an soluecisn “stop
wie® voraz S0h,  2au)  de brqmofenol 2.5% v wilencianal 0.5%) vy
srliceds 3 un 92l de 293rogs 32 bale punto d2 fusidn. El DNA da alto
c2se malacular as recupcrade del gel (mat y motedoss.

EY zxtrams aug incluys 2l promotor sintédtice (desde la postcian 2044,
thazis wreibas 25 reintegrado, al recambisr un fragmente obtenido del
RE345 con Smal y EcoRl (de la posicidn 2044 a la 2700) por su

bamelage semi-degradado. Para esto, ¢l plasmide lineal tratade con

w?

ali:l == digiwre con Buok! {y Fvull, para seccionar y dificultar la
recontitucion 42 este framentos, postariormente en una mezcla de
lig9asa 22 adisiznz un excese malar del fragmento integro. Finslments,
2l fae da Bases wn 13 posicion 2049 quadar: ligado a leos diferantas
zadremos g;ﬁar&db% thacta abajes, an plismidos circulares.

En los primeros ensayos praclicados con asta astrategia, a1 DBHa
cbtanido se utilizo para transformar E.call galg ts a 4270, ea Cu.
Hasta ahora no s2 ha identificado ninguna transformant: que veirlicads
5 30 eee y osin IFTE mudstre los fenotipss esparades avesimiunts
cfaramente disminuide o nulos. No cbstants, se eligid al arar una
ierin de colonias y  s2 extezjo el BHA e plasmido, asy  fuaron
loczlicadas  varias delaciones, la mayorta de 21las aparaentements
bidiracsiconales, 4nlre 12¢ que se tentan, por lo m2nos; una  dalecion
gue o aleano 2! promator dal &Na 11, una qua alimino parte d;l ki
li. y otra delatd mas alld del RNa 1], La delecion que se intarnali2e
an -1y zona del ENa 11, fud caracterizada mas cuidadosamente y g2
ancontro que s@ habia pardido satre %1 y 13% pb del axtremo 3 dkl
Flla 11, 3w obsdrve aue el plasm}do son 29t3 delecidn aparantamants
o ogd amplifica-a 30 . Por otro lido, en caso dea sor capaz 21 origen

matade,  de producir 2l - menos und copid por celulasper ganaracion,



sodviz 2sle slzamido sostoner o) ereciments de tranformantes en badas

sinbedasiene: Jde Gm. Facas erober esto, fué deletado el origen  de

p3CI0l, y el recto de la molecula fug ligado, For 2l momento no 32
bz aislade traasformantes con este DHA.

Tenkbien 32 localizeron otros plasmideos mutades <ue  ragiaeven unz
carzelerizacion  culdadoss, For 2hora 2) patven de Hze 111 revala que
3z bz pardide el frsgmento que inclyye 21 sitic d3 Smel  (3%ipb, fig
134 4 By y loe aque continuan hacia 2baio hasta la zona dal gane
¢3trusturgl de racistencia a To. Estus plismidos han pardido todo el

Kl 11, ¢1n ambarge  sen interesantas ys que gparantemanile son las

pranrzs deleciones unidireczionales que hemos obtenido.



Ul =Dizcusion

Bn aste trabaio <2 ha montady un sistemaz awpevimental que

f2ailitzra la produccion de deleciones unidireccionales sobre 13 zona
del orioen de reslicasion (tipo (GaelEls del pBS43. Exte elismide
incluye el worigen dea pSC10Y1, wcapaz de veplicarlo en una cepa d2
Loy 2ol ts, 2 la temearaturs vastrictiva, Fue demostrado  que
elismidos derivados de pBK3Z2 en astas condicionas no son capacas di
silener 21 cracimienty bactariznng, en presencia de los  antibicticoes
adecuzdes  en concentracionss estandar, Bl mismo pB3543 replicadn a
43 ﬁ py s amelifica d@argntementa, B2 esta manera puads verse qus 13
ceps 2old s outilizada, deba: peraitic bloquaar temporalmant: 1
raplicacin desde ori tipo LolEl del pB3d3, para luage determinar la
magnitud da la delecion creada y 2l fanotipo producide 1en  algunds
c350% 25t2 pudiera inhibir el crecimizanto bacterianu,.
Cabe seflslar que l§ cera poly ts utilizada, aun cuando no permita la
raplivacidn sianificativa de plasmidos comy 2l pRRA3Y 3 42°C, 2} DH&
Coeromcsomico parece  roplicarse  eficiontemante  (dependiants  d¢
pulimerasae 1), Ya ha sido propuecto aua otras mutantas, polal
yomistagion  aonsense®) vy golill ts «missensei, esta gltima a 4274,
putdan  producty un raducido numers 42 molecylas normalas g
rolimirasa 1, si en transeripcion la base mutada 2s mal lefda o
selbada wmis reading o raad thiouah, isuficiantes para cumelir con 13
funiion 2sancial ¢ replicaction cromosomicy, pero sacrificanda 13
vviibilldad du ruplicnpoi. 0 funcionas como rerdracion y raczombinacion
untrd olras,

al construir @l PB34, se observe qua las dos arientanionas del origen



FE— |

ctibles. Bn czio de

e

de pRO0GLL can v@spacta 3 ort de pBRISL aran f

s21on simaltaneaments desde los d9s replicones ven 2l

mizme sentido, o eaconteads), podria verss afectado destavorablamante
2 mumeer de coplas. 3in embarge 2sto no parece oturrir, ya aus las

et iones hechas por Cohan 28 al. (S2), sobre la replicacion d2

e
[ =
-
IS

un plizmido similar 2l pBSd (con los raplicones an 2l mismo sentido,,
apoyzn un medelo de roplicacion que invelucr2 el contel aggativo g2l
intois d= replicacieon en ambos  replicen2s, D0 acwuerds a 25t2, un
plismids oo B2io numero de copias como &) p3ClUl, sera  inhibide 2
Basaz concenbracionss de su reprasor aspacifico, mientras qus mayoras
cantidadss de  veprgsor se requariran 2n caso 42 un plasmidd de alto
numees 4 copids ttipo LolEly, Cons2cuanteme2nte, en un plasmido como
<! wrE34, 13 replicaélon sara controlada por 2l origen de pBk431 \an
prazencia de polimerasa 1y, vy a0 serd ralavante 1z ovientacion dal
otra origen, ya que practicamente =stara inactivado., For otro lade,
ot wdta construccion s2 logrd 1a  raconstitucidn  funciona) del
prometeor Jde te2traciclina, en las dos orientaciones dal inserto
portador del origuen de pSCLOL v del locus par idetermina 13 particion

2ficisnte del pSC101 en ta2 divisian calulars.
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a) caeacterizar el pB3A3 32 pudo notar e ta fig 138, que 13 banda de
2Aopb tiene una: migracion andmala, il ser dividida poy Sma 1 ifig
L3, 32 mantiene 2l mence un frasmento de 212 pb igualmante  2nemale
2oz mrgrazcion, Bste altimo fragments tncluye al KNA 1 y el actremo
% dal fHs Il 2¢ posible una valacion  2atve la zbundancia de
tzavanilas invertidas reeetidas en etz zona vy oty movilidad
2lzctroforetlics peculiar.

33 proeuslaron dos astrategias para generar  l2s delaciones
unidiraccionalas sebre al eB333. Bn una, dos plismidos  linearizados
s ligaron eficientemente (gabaza con cabazas por medio de un par dn
undec dmeros  sintéticos, qenerando  dimeros  lineales  (fig 1o
gasc2ptibles  de sor tratades por unl exonuclazsz. Se demostrd que el
far de oligonuclegtidos 2anlazadoras gencran un iittﬁ de Psll]l y al ser
digerido weta, sa racuparan los monomeraos originales (fig 15,

Sehan kacerse notar dos  situaciones un  tanto inesperadas 2n la
wtilizacion del undacamars sintatico: ar 52 asparaba que la rvalacidn
mrlar necesaria para legrar coo buena eficienciz 12 produccidn da
dimerez, e fugra ecomo la encentrads en 12 fi3 le (1:707. Fara
saplicar 1z elevada cantidad  aparenlemente necesaria de
oligonucladtide wndtase aue 2n la relacion maler 1:0.2, practicemente
ne sz ve al undecamero ligado, El plismide tratade con Klanow no se
maltimeriza pey 33ﬂlftg lo carril By, 25 posibla  argumentar qua su
greparacion  tenga impure:as' que  inhiben su  2pareamients o qu2
sbeorban luz 3 220 nmy con 2l plismide, o rasiduss sintétices qua
corpitan gor el sitto blanco. Tambien 'as  factible aue  4n las
sondiciones da reaceion da ligasa practicadas 3l undacamanry no 52
2¢tabilice  aficientementa para ser unido al plasmido. La temparatura

Aediz de fusion an Y2 reglon  dol  undacanero  aparezda al  eatremo



blance e #8343, 23 z2procimadaments d2 12 °C y la meacla de ligasz ta
hpae o tamperatura ambiznte, Por ahor: no 22 han han haeche  las
#irpebids  aoccdsarias aue  indique si une o las dos propudstas wu otra
difgeantes  estan involucradas; by dado que el extrams 3 del
sedacamars 25 palindvdmics,  2xiste 12 posibilidad de  liger dos
r'xgaﬁuc!eclidws an 2t estrams susoeetible  del elasmids.  EBsle
inhibirtz 1z dimerizacidn, ya aque 21 extremo 5 libre dei sagundo
undecamerg ligedﬁ ne 25 cohesive,  Liegd 2 ensayarsz unz valacion
mwelzr plasmidoiolign hasta de 1:200 y no g2 obsarve un tacramento del
cotads menomérico  con raspactos 2 1z ralacion molae 1170 il2
gficiencia de dumevizacton fud muy similard, Por 2l nomento no. 3g
tigne unz 4rplicacivn satisfzactoria,

I:  cualaurer mangira,  ast2 estrategia  evperimantal, podria ser
elicada an otros plasmides o fagas para exponer especificamente wuno
d2 1os gutremo: ‘de 1a molecula linzarizada a difﬁrentes tratamiantos,

En cada caso, seva necesario disatar 2l oligonuclestido sintdtico aue

e dve 23 adapte 2l siti{o aue auiaeva manipularse,

Li segunda estratagia propuastz, implica degradar los dos 2utremos
grterados poy Smal y posteriorments rgconstituir unw, camblando 2l
axtrame  raducido por ues integrs, atslado praviaments, L2 abundancia
de d3laciones bidireccxonalés hasta 2heorz obtanidas pusade  estar
veflajands, un panade inapropiado dal DNG <como puads ar, una
divaztion iasuficients con BcoRl para retirvar al axtrems reducido no
deseady, o la  adicidn del  fragmenlo (Smal-Beokl) integrw, en una
vantidzd aua ne cumpity eficientemaate con ai fragments  raducides. -
“tea obre bade waede seroun indicio de qus nuasira cepy pola tsrno sea

crer A2 wmantenar vizbles ciertas mutacion2s unidiveccionsles 20 21
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tnteario 221 orrigen.

Er uto d2 los plasmidos con delecisnas bidiraccionales en que 32
perdio una parte de 12 region que codifics al RNa 11, fus separads 1n
sitew &) oriasn de p3C10L dsl erigen mutads, L2 racuperacion in vivo
de o plasmdo replicado solamente por 2] origen mutade, nd ha sido
seiitls,

nun  cuande la delecion bidireccional elimino el eromotor sintético y
sus oparadores, parace factible la transcreiezion que ragquigra la 2ona
dal crigen deide el promoterwTe, situado Joe/- pb hacia adalante del
promotor da To (hodrigues ol al 155310, Dacconocamys sionuastros
titenbtes infvucluoses  para’ 2islar ol origen matads se deban a
defacloy  sapsrimentales, o a la incapacidad del origen mutade para
mantanzr per g2 la replicacidn, La delecidn retird el KR 1 y
eosiblemente 12 mayor parte de 12 astructuora IV (fig 4B). Se ha

swgurtde que la raduccion de la estabilidad de 13 astructura 1V,

“sfecta 1a formacion del hibrido DNA-RNA guiando 2 la fermacion

inaficiente dal praimars.

Histz stz s no ;e han aislado mutacinnes unidirveccionales dantro da
ty awna d21 origen d2 replicacion tieo fol El, pero crcemos quz el
sistema experinental mentado en 2ste  trabajo debe facilitar 1z
abbuncicn  de dele2cionds que  ryemuavan  secuencils  asociadas: @ la
vegulacion de la replicacion tipo £a) El. Su caracierizacion an 12
-:-u:rz' de B.coli gol its en las condiciones d2 crecimianto adqcuad;i.
nas,p%rmitira sabar si 2l sistema exparimental a¢ apto para hacer
radutsiones  unidireccionales g 13 v-amoh dal origen, gque n:-:,nur.uqh\

Firmitisndo a1 inicio de-la replicacian fu yivy,
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