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RESuMEN

A   partir   del    DNA   de   7-hermuL=   t.herm{..}phl.ju::   HB8   se      hizo      L`na

genotec=a   parc:ial.    Se   aisld   L`n   c:lan   qL`e   c:c}nten±a     un      insertc]
de   =2CICJ   pb      par      hibridacidn      c=c]n      el       ==F'-tF`'NA      del       mismo

c]rganismc}.   E}{perimentos   tipo  Southern   no5   permitierc]n   acc}tar
al   gen      dentro   c!e   llna   regi6n   de   9(:}{:}   pb.    El      an&li5i5     de      la

secuenc:ia  de     e5ta     regidn,     a     trav6s     dE     im     programs     de
compLitac=idn,   did      la      loc:alizac:idon      prec:i5a     dE      la     regidn

c:odog€nica  y     en     base     al     triplete     antic:c}don     el      gen     se
identific6   c:c]mo   Lino   de     tFtNf}aEFt.       Un      andlisis      c:omparativo

indicd   i`na   homolcJgla   de   L`n   75'/.   con   re5pec=td   al   tRNfi=9ER   de

E.=i.=herz.t:hl.a   I:{..ijz.    y   uns   hc}molc}gla   mag   baja   al    compararlo      con

c]tros   tFi'Nf}s.

El      gen     aislaclo     hibrida     espec:if icamente     con        un        tF{NA
tErmt]fllic=c]   que   5e   aisld   par   elec:trc}foresis   bidimensional      y

que   5e   c:aracterizd  coma  un   tRNf}   cc]n     capac:idad     ac:eptora     de
serina.   La   sec:uencia  de     DNA     reveld     la     e:{i5tenc:ia     de     un

promc]tc]r   tlpico   en   la   posic:idn   ac]ec:L`ada,   c:on      ltJs     elementos
Esperados   con   la   a;.{c=Epc:idn   dEl   alto   contEniclo   de   GC   presents
en   el   Espaciador   que  separa  lag  c:ajas  -=5  y  -1C}.

uns  5ecuencia  clel   tipo  repetici6n   invertida   lc]c:alizada     al
i inal   del      gen     puec]e     esquemati=arse     c=omc}     uns     Estructura
"hclirpin"   que   tiene   un   tallc}   ricc}   en   6C    {8   pb)    y   Lln   lazc}     de

4  bases.
§e   dEsc:ribe   aclema5   la   purific:ac:i6n   de      la     F{Nfi     pc)limerasa

del   mismci      mic:rooraganismo      termc]f llic=c]      lc]      clue      c:onstitLiye

junta  con   el   gen   aislado  L`n   mc]clelc}  atractivo     pars     Estudiar
la  transc:ripcidn   a  altas  tempercitL`ra5.

Log  ensayos  cle   transcripcidn   jn   iJI.tro   han   re\JEladc]  qi`e     el

gen   se  transcribe  ef icientemente  a  6C)°C  c:on     la     polimera5a
hom6loga,   produciendo  un   tra5critc]   aborti\fo   de   4{:}Cl   bases.   EI

promotor   identificadc]   es   recc}noc:iclci   pc}r   la   F`'NPI   polimerasa   cle
E.,   .={..}jI.   prc]di`c:ienclc}se   el   mismc)   trans[rito.    Log   resultados   de



transcripcidn     indic:aron     que        la       estrL`ctura       terminadc}r

pc]stulada     parec=e      no      ser      fLtnc:ional       I.ri         iJI.t.ri..i         en         lag
c:ondiciones  desc:ritas.

F'ara   analizar   el   Evento   de   reccjnoc:imiento   del   prcJmc]tor   del

gen     de     tRNfisER     por      la     RNA     pc]limera5a     termofllic:a        a
di ferentes       temperatL`ras       se       real i zarc}n          e5tudi o5          de
micro5c:c}p±a   elec:trdnic:a   y   E}{FierimEntc)5   de   protec=c:idn      frente

a   endc]nuc:leclsas   de   restric:[idn.
Lc}s   estudios   de   e5te   cc}mplejc}     F]romc]tor-enzima     realizados

mec!iante  ensayos   de   unidn   a  filtros  +equerlan   el   u5c}     de     l.in
fragmentc}   de   rEstricc:i6n   cle   9{:}C}   pb   y      la      F{Nfi      pc]1imErasa      de

7.hgrmu5      +herm{..Iphz.Jui=      altamEnte      puri+icada.          E:I         gen         de

tFi'Nfi83EFt   fug   previamente      marcado   I.n    I,jtrf.i      c:on       {=}d-6TP      y

(a)d-CTF'   con   el    fragmentc}   [::lenc}w   de   la   DNA.pc]limeraEa   de   E..

ci..}J±..    El   cc]mplejc]   prcimotor-R'Nf}   polimerasa   fug   m&s   estable   en

I::Cl    lctc}   mM   y   la   cantidad   de   c:omplejc}   di5minu`/a   drfastic:amente

c=uandc]     se      inc=rementd     la     conc:entrac=i6n        de        gal.         Esta

interac:c:idn   nc}  requiri6  de     c:atic]ne5     divalentes     y     nc)     fue
afec:tada   F}or   heparina]   L`n   c:c}mpuEsto   poliani6nic:c]   qua   se     i`ne

fuertemente   a   la   F{Nf}     polimerasa     de     E,      ct..ijz.      evitando     la
interac:c:idn   con   el   prc)motc)r.   Esta     inhibit=idn     5e     visuali=d
c:1aramEnte   cuando   se   inc:ub6   inicialmente     al      enzima     c]e     E.
J={..IJZ.   c:c}n   heparina   y   luego   c:on   El    gen   de   tRNABER

Log   estuc]ic}s   dE   mic:rcisc:opla   elec:trdnic:a   se   realizaron     c:on
DNA     sobreEnrrollado     y      la        RNfi        polimerasa        termc]+±lic:a

inc:ubado5   a   I.7   y   tambien   a   6C}°C:.    LL`Ego   dE   la   fc]rmac:i6n      del

complEjo]   el   DNf}   5e   I:c]nvirtid   a   la   fc}rma   lineal      con      BamHI.

E:1   resultado   indic:a   qL`e   el   cc]mplejc}   se   form6   par   inter.ac=cic5n

espec=if lc:a   ya   que   a;{iste   Lma   l`nidn   prEferenc:ial   a   itna   regidn
dEl   gen.

IJna  evaluacidn   mds   prEc:isa   clE   la   zc}na     de     interacc=idn     se
dedujc}  a  partir   de  a;.:perimentos  de  protect:idn  frente     a     i`na
enzima  de  restricci6n   que  corta  en  el   promotor   dentrc]  de     la
sec:uenc:ia   de   F'ribnow.
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La   unidn   c]e   la   RNfi   pc)limerasa   termc}f±1ica   al   iprc}motor      dEl

gen   dEl   tFi'NABEf*   no   es   afectada   Par   c:ambios     de     tempEratLira
ya  que   la   interac:ci6n   oc:urre  tanto  a  bajas  tEmperatL`ras  c:c]mo
a  6(:)0[  y  temperaturas  md5  altas.   Esto  se  demstrd  En   ensayc]s
de  Ltnidn   a  i iltrc}5   y  estudios     de     microscopla     elec=trdnic:a.
Sin   embargc],    la   reac:c:it5n   catalltica      glc]bal      cic=L`rre      sc5lc}      a

temperaturas        sabre        45°C.        F'rc]bcibl emente        el           proc:E5c}
catalltiEc}  pL`ede   afectar5e  par   ba_ias   teemperatLtras   a  nivel   de

inic:ia.I:i6n   a   elongaci6n   del   F{NA   c:c}ma   se   ha   observadc}   pars   la
reacc:ibn     glc]bal.         Estuclios       estrLicturales        y        c:in6ticc]5
enfoc:ados  a  este  a5pec:to  apc}rtaran     infcJrmac:idn     intEregante

para  resc}lver  esta  interrogante.
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f}   partial    gEnc)mic   library   from      7-hermus       I.herm{..iph±.jug      DNA

was   con5tri`c:tec].    A   c:lone     carrying      a     =i2(JfJ     bp      insert     was

isolated,      using     total      ='.='F.-tRNA     a5     a     probe.         §c]Lithern
e;.{perimeiits   using      =2F'-t.F{NA     a5      a     probe,      allowed      i`5     tc]

1c]c:ci:1i=e   the   gene   within   a   9{:}C)   bp   frclgment.       DNf}      seqi`enc=ing

analysis   c}f   this   regic}n,   aE5istEd      by     a     c:c)mputer      prc}gram,

gave  the   precise   location   c]f   the   c:oding   region   a.nd   based     c]n
the   clntic:c)don   triplet   the   gene   was   identi+ied   as   one     c:c]cling
fc}r   a   tRNfiaEfa:.    Cc]mparison   analysis   indic:ated      75./.      hc]mology

resF]ec:t   tc)   the   E.    ct..iJj    tR'NA=SF-a,    and   lc]wer      hc]molc]gy      when

c:ompared   to     other   tRNfi5.
This   gene   5peci+ic=ally   hybridizEs   with   a   thermophilic   tF{NA

whit:h   has   been   isc}1ated   by      two-climensic)nal      elec=troF)E`ore5is
and   c=harac:terizec]   as   a   tRNf}   with   serine     acc=eptor      ac:ti`fity.

The   DNfi   seqLlepnce   revEaled   a   typic:al   prc]c:aryotic   promc]ter      at

the   apprc]priate     pc]5itic}n,      having     the     a;{pEc:ted     elements,
a;{c:apt   fc]r   the  high   G[  c:ontent   presEnt     in     the     intervening
spacer   i.ihic:h   separates   the   ~=5   and   ~1(:I   bo;{e5.

An   inverted   repeat   lc}catec]   at   the   End   c]f   thE   gene     c:an     be
c]rawn   as   cln   hairpin   structure  ha\ting   a  GC  ric:h   stem  of   8     bp
ancl   a   4   base   lc]op.

The   purif ic:atic}n   of      the     RNA     polymera5e     frc]m     the     Same

thermc)philic:     mic:roorganism     is     also     reported,        providing
together   with   the   isc}lated   gene  an   attrac:ti\Je  moclel   tc]  study
hc)w   tran5[riF}ticJn   c]ccur5   at   high   tEmperati`res.

Zri   w.±rw   tran5c=ription   assays   have  re`Jealecl   that   the     gene
is     ef f icieiitly     transc:ribed     at     60°C:     by     the     homologou5

polymerase   pr-odL`c:ing   a     4{:}{:I     base     run-of f      transcript.      The
iclentif ied   prc}moter      i5     also     recognized      by     E.      t:I.jjj      RNf}

polymerase  producing     the     same     transc:ript.      These     re5Lilts
indicatecl   that   the  putati`Je  terminatcJr   StrL`cturE     seems    `nc]t
to  be   c]perating   jri   LJj±rf.i   at   desc:ribed   conditions.



In   orcler   tc]   analyze   the  recognition   event   c}f   the     tF{NAaEf=

gene     promoter     by     the     thermc]philic     F{NA       polymerase       at
different  temperatures,     elec:tron     microscopic     studies    and
protection  a:{periment5  against  restriction  endonuclease  were
carried  out.

§tuclies   c]n   this   promcJter-en=yme     c=cJmple}{      done     by     filter

bincling   assays   involved   the  use     of     a     9C}O     bp     restrictic}n
fragment   and   the   highly   purif iecl      Thermu5      +herm{..iph].jug      FtNA

po|ymerase.      The     tRNf}®Ef=     gene     was     pre\Jiously      I.n      wI.fro
labeled   with       {=H)-d6TP     and      {=H}-dcTP     with      the     I::lenc]w

fragment     of     I.      I=t.jjI.     DNA     polymerase.      The        promc]ter-Rm

polymera5e   c:c}mple`/`   was   more   stable   at   lc}O     mM     Itcl      and      the
amount       of       complex       drastically       dropped       when          salt
c:onc:entratic}n     was     inc=reased.      This     interac=tion     did        not
require  divalent   c=atic]ns  and   was  not   affec:tec]   by   ht=parin,      a

polyanionic:   cc]mpc)i`nd   whic:li   strc}ngly   bincls      to      E.       i={..ijz.      F{NA

pc}lymerase  avoiding   the   interac:tion   with   the  FirtJmoter.      This
inhibitic]n   was   c:ertainly   seen   when   the   E.      c{..ijI.      En=ymE     was

f irst   incL`bated   with   heparin     and     then     with     the     tRNABEf=

gene.
The  electron     micrc}5c:c}F}ic     6ti`dies     were     dc]ne     using     the

sL`percoiled   DNA   and   the   thermc]philic=   PINA   polymerase   at   37°C
and   6C}°C.    f}fter   c=c]mple:.:   formatic]n   the      DNA     was      linearized

with   BamHI.   The  result   indic:atec]   that   the  c:ample;i   i5     forined
by  Spec:if ic:   interac:tion,   sinc:a  there   is  a  preferred     binding
tc}  a  particular   region  cif   the  gene.

f}  precise  assessment   of   the  interac:tion  was     dEduc:ed     from

prc]tec:tion  experiments  against     a     restrictic}n     endonuclease
which  c:uts  within   the  F'ribnow  box   at   the  promoter.

The  binding   of   thermophilic:   RNA  polymerase   tc]  the  promoter
c]{   the  tRNpieER  gene  was  nc}t   af i ectec]   by   temperature  c:hanges
since  interac:tic}ns  occurred  at   low  temperati`res  as     well     as
6rjoc  and   higher.   This  was  demonstratecl     by     filter     bincling
assays  and   elec:trc)n   microscc]pic:   stuclies.   However,   the     whole
c:atalytic       transcription       reaction       proc=eed5       only         at
temperatures  c}ver   45°C.   F'rc}bably  the  catalytic  prc][es5     may

I



be  affec:ted   by   lc]ili  temperature,   at   the   level     of      ini+_iation
or   elongation   of   the     RNA     chain,     a5     seen     in     the     entire
reactic}n.   Stri`c:tural   and   I:inetic:     Studies     fc}cL`sed     on     this
5ubjec:t   will   prc]vide   interesting      informaticJn     in     c)rclEr     tc)
answer  this  question.
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INTRODu[EI0N

A     pe5ar      qua      lcl     n`ayorlcl     cle      log        mic:rc}orgclnigmc]s        se

d&s!sci:rrcJllan   en      ambientgs      5emg9jante5      ci      lcis      quee      vive      €31

hombrg,      alguno5     1o     pueden     h€|cgr-     gn     habitats        ba¢5tcinte
`     `      i        1-

difer.enteL`5,       c:c]mc]      ser       bajc]      pH       (mic:rc]cJrganismc]«5       1lcimci:dos

ac:idc]filct5),   alta   sciliriidci:d      {haldfilos)      y     bcl:jcls      a      altci:5

temper.cl:tL`ras       (pgic:rd+.ilc}s      y      termdfilc}.5).          5e         habl£\         c]e

tErmdf ilcJs   c:ucl:ndcJ   lcl5   mic:roorgani5mog   pueclen   de5ar.r.ollar5e   a

temperaturcis      entrca      5t=l      y      9rJC]C.       PIEc:ienteiT.iente         5E         ham

enccantrcl;dc}   en   El    fondo   del   mar      mit=rocJrgcinismos      c=€|pac:Es      de

`zivir   a   25{:)C'C    {Ecl:rc]g5   y   Deming,        198=.}.       La      e}<isteric:ici      de

vole:anes   En   f c]5cl:15   submarinaf   pE?rmite   qug      sLa      alc=anc=e      ifstas

tcamper.aturag   y   clgbido   a   lag   altcls   prei`5ior`gr»   pr.€.?gente5   €i   e5aei

prc].fundidadeg   El    at]ua   F]ermanece   a[m   earl   eeratado   llquidc).    Br.oc=[::
coingnta   quLa   g1    lI#`itg   guperic]r   de   tgmpEprEitL`ra   pE\r'a      I.a      vida

r`c}   e5t6   de{inidc],    ya   qua   bastcl:r±a   que   el    agua      g€:;t.u\zj.&`r.€`      E`pn

e5t€`do      l±quidco      pars     que     pudiE`ran      llEi\Jar5e     a      c=i\bo      lag

r@tl:c:c:iones   bic]ldgic:as   rEquEric:1clfj     {Er.c]c=[::,1C778}.

Log   termdf ilos   pr-esente5   en      la     5upLlr+ic:ie      I..err.estr.E:I      ?£e

dcasarrc]llan   En   diversc}s   lugares   tales   c:omc]   agL`af   tLlr.malLa5,   a

cerca   dE   gdsieferes   qua      c:ongtitL`yen      ambj.entes      riat.L`ral€Js,      c]

bien,   otrc}s   geiierado5   cl:rtifit=ialmEiite      pc]r      el      hoi`.`brE      c:c]/nc]

ba5i.`rales,      mina5      zc}na5     c:ere:a:nag     a     drgnaje5        den        agua5

calientGBc3,    c]erivac]as   dg   proc:Lasos   indu5triales    {Er-ut=[::,1978).

Log   tE9rmdfilc}5   se   hal:|n   di\tidido   en   treEi   grupc]s,    ba5€.ic]os      Ei:n

el   rango   dL±   tEmper.atura   al   c:ua:I    pueden      vi`/ir.      E;{i5tepn      lc]5

term6filog   obligcl:dos   c]   g}{tremo5,    c:uya   temperati.`ra   cbpt..im;i`      de

c:rgc:imiento   se   5itt:`a   en   El   rangc)   de   65-.75°C   y   clue   nc]   pueclen

desarrollarsg   bajc}   1cJs   4C1°C;    log     termdf ilc]s     fac=i`1tativc}s,

c:c)n   temperaturas  6ptima5  de     crecimienta     entre     5C}~65°C     y
i inallnente     lag     bacterias     termotolerantes,        c=uyo       md:<imo
c:rec:imiento  se   observa  a   45-5{:}°C,   pero   que   normalmente     5or`
c:apace5  de  proliferar  a  inferiores  temper-ati`ras.

El   c]rgani5mo  del   cL`al   se  tratard  en   esta     Tesis     pertenec:e



2

al   grupcl   de   log   term6filo5   gxtremc}s.    FLie     ai51ado      cJe      aguaEi

tErmales   en   el   Japdn     y  es  el   termdf ilo   e:{trgmo  qua     mdes     se
hci   estudiado   a   la   fec=ha.    Es   Lm   bac:ilo   gram   nee.qti\,ta,   a€!rc)bio

@5tr.ic:to,    pigmgmtado   a   incapaz   cle   fDrmar   e5pcjras       {OEhirria      a

Imahori    1974).

Lci   6?:<i5tenc:ia   dep   vid€|   a   alta5   tempgrE`turci:€t   ha   dadr:i      ctr.iggn

c:i   una   sgrig   dE   tecJrlas   qua   Prc]pc]neen   dive?r5c}s   mac:E`ni5mc]E   para

e}.:pliccirla.    EritrEi   ellci:i€;   lag   m&cL3   c:itadcl:15   Son:

1)    La   tear-Icl   c:indrtit:a,    prc]pi.tees,t.a   pc]r   fallen    {195rJ}  ,    lcl   Eucil

sc}€jitiEne   qua   uria   bic]s±ntE5i5   de   prc]telnas   mi`y   E\ctj.vci      pcjdr±a

c:c]ntr.arrEstar   g1    daf.]c]   termico   de   F}rcJte±na5     estr.i`ct-.urcilgs     y

enzim&5   de     estag     bac:tErias.      tic.tualment©     e5ta     tLat]rla     no
c=l`ente:l   c:on   muc=hc]   apoyo   e>{perimental.

2}       La      tEc)r±ci      lip±dic:a       {Broc:I::,       1967)       prcJponE      que      lci

mEmbrana   c:elular   de     estos     organi{5mc)€3      leg      ccJnf@rir-Ia      una

tearmc]protEc:c:ibm   a:i   1cJs   c:c]mponEntgf   interno5.

¥.)    La   teorl&   m&crc]malec=ular    {[:::c]f+ler]    MallElt    y   Aclyee,     1957)

se   bfi:ga   En   ciuE   lc]s   cc}mpoiientes   c:elulareET»   de      lcls      tLfii-mbf ilc]g-,

tEnc]rlan   una  t@rmc]estclbilidad   intrfn5ec=a.   E5ta   es   la     tec]ria
mag   ac:eptcidcl:i   ac:tLici:iln`@nte,    5i    ge   c:cJnsidgra   la   gran         E.clritic]cqcl

d©   publicac:iongs   reelac:ionadas  'cc)n   este   aspec:tc].

I:on   re5pec:to   a   lag   protelnag   present.E9g   en      lc}s     c]rg€\nj.smc]5

termc}fll.ic=os,   la   grcl:|n   mtl=yorla   dE     ellas     hcin      rgsL`ltado     ssr

estable5   I.n   iJI.+r{..i   a   lag   temperaturas   clg8   crec:imieiitc)   [le   a:.5tas

bac:teria5.      M&5     dc9     I.in     centenar      dg     protelnE`s     hci:n        sido

purific:ac]as   a   partir     de     log     c]rgcinismos     termc].fllic:c]s.      En

general,   lag  di+ergnciag  estruc:turales  entre     lag     prc]telna5
homdlc]gas   ais].ac:Jag   de   mesdf ilc)s   y   c]E   termdfilc]5   Son   menctres,

particL`larm@rite   a   ni`Jel      de     estrL`ctitra     tErc:iaria.  (mfr[::ler,
Farrington   y   Wedler,1981}.   Estc}   gL`gicare   qua   lag   dif€9rencias

clue  e}{plic:ci:in   estabilidad   a  5ensibilidad   al   calor     reside     en
cambicJs     sutiles,      qL`e     dcln        par        resultado        intErac:c:ionEs
hidrofdbic:as   mag   favorable5,      mayor     nL'imEro     cle     enlaces     de
hidrdgenc),   posibilidac]   de   unic}nes   de   metale5   e5tci:bilizante5,
interac:c:iones   i6nic=as   favorablEs   a   l`na   c:c}mbinac:idn   dEi      tc}da5

ellas.      Aunql`e     ltna     de     estas        interac:c:iones        puedeL.        ssr
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cuantitativamente     m&5     imp0rtante     que     otra     en     iin        c=aso
detErminadc),      se     piensa     ql`e     la     estabilidad        t±rmic:cl       en

protelncls  de   term6filc}s   nc}  Puede   5er   e:{plic:ada   pc]r   uno     sdlc]
de  egos     factores.     Estas     ic]eas     son     c:onsistentes     c:c]n     |a
desc=ripc:idn   termodinamic:a   de   log   factore5   que   determinan     en

general   la  Estabilidad   cle  una     prc}telna,      ideas     que     fuerc]n
dEsarrollac]as   pc]r   I::aL`zmann,      Tan ford,      Branc]ts     y      Sc:hEr=|ga,
entre  otrc]s   ([hothia,1984).   Se   ha   c]EimcJstradc]  qi`e   la   enErgia
neta  de   estabilizac:ion   cle   l`na   prote±na   se   puede   resumir   c:omc}
una  sumatoria  de   lag     c=ontribl`ciones     energdticas     eipc}rtadas

par     log     enlac:es     de     hidrdgeno,      "enlaces        hidrofdfic:c]5",
intErac=c:iones     electrost&tic:a5,      entrop±a        de        la        c:adena
lateral,   etc.   La   c:onc:lusidn   impc}rtante  que   sL`rge   de   e5to     es

qL`e,      aunc|ue      la      sLlma     de      lag      C:ontribL`c:iones      Energetic:as
favc]rables   ciL`E   determinan   EI      Plegamiento     es     gr-ande,       (del
c]rden   c]e    ].{:}{:)   I::c=al/'mol    para   uns   Prc}tEIna   pequEf.ia}    e}{i5te      uns

cc}ntribL`cibn   adversa,   que   fa`tc]rece   la     clEsnati`racidn     cle     la

protelna.   Egta   pro\Jiene   del   c=c}mptJnente   entrdpic:a     y     e5     del
mismc}   arden   de   ina:gniti`cl   de   tal   modc}   qua   la   energla     neta     de

=stabilizacidn   es   de   sdlo   5~1C)   I::c:al/mol.   No   es     sc]rprendente
Entc}nce5,   encc)ntrar     qua     la     e5truc:tL`ra     tert=iaria     c]e     lag

F}rcJte±nas     termofillc:as     Sea     muy     semEjante     a     la     de        si`s
hofnblc]gas   mEsof ±lic:as.    La   di+Erencia   neta   es   pequef.ia,   ya   clue

en   ciertos  ca5as  equivale  al   illc:rementt]  c]e  algunc)s  enlace5
de   hidrdgenc}   c)   cl   interacci6nes     hidrofdbic:as     c=c}mo     aquellas

generac]as        per        la        c:a.dena        1 atEral         de        i`na        lEilc=ina
{Matthews,1975)  .

fi   mc}do   de   ejemplo,   [onsideremo5   la   estabilidad   tErmic:a     de
uns  protelna  mesc]fllica  al   reEmF}lazar   algL'`n   aminoacido  em   su
estructi`ra.   Langric]ge    {196E})    indujo   Lina   serie   de     mLitaciones
ambar      En      la        B-galac:tc}sidasa        de         E.         c{.ijz.         lag        qL`E

posteric]rmEnte  suprimid     mEdiante     la     in5ercidn     de     serina
usando  un   tFtNA   supre5c}r.   De   esta   manera  produjo  52   tipos     de
mL.`tantes,   c=on   5erinas   insertada5   en   cliferentes   posic:ionE5   dg
la   gnzima.   El      c:ambio     mi5     signi+icativo     qua     encc)ntrd     en
mL`chos   de   log   mittantes   fL`e  L`na   p€rdidcl   de     termoestabilidad,
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m5s   clue   iina   disminL`c=i6n   dE   la   ac:tividad   en=im&tica.

Otro   ejemplo   nc}table   En   que   el   cambio   c]e   un      amindc=ido     en
una  enzima   afec=ta  drtl=1sticamEnte   su  estabilidad   e5   el   mutante
desc:rito   pc}r   Matthews   {1975).   Es   el   cambio   de   la   tirc}sina   88

pc)r   i`na   histidina  en   la   lisozima   del   fagc]   T4.   Esta     ml`tacic5n
prodLic:a   L`na   enzima   sensible     al      trio.      A     I.7°C     la     enzima
mL`tada   tiene  el      4{:I./.     de     actividad     respe[to     a     la     enzima
5ilvEstre.      A     4C)C'C     ambas     presEntan      el      mismc)     ni`Jel      de

ac:tividad   y     a     =1=}°[     el      mi`tante     sdlo     muestra     r.I,{]1'/.     de
ac=tividad   respEc:tc}   al   silvestre.    La   ini.`tac:idn   no  se   relacic]na
direc:tament@   c:on   el      sitic)     ac:tivc}      (Matthews     y     Remington,

1974)  -

Estc}s   ejEmplo5     son      una     eviclenc:ia     mL`y     I:onvinc:ente     que

cambic}s   en   termc)estabilidad   de   lag     enzimas     sc]n     debidos     a

pequeF.ias     alterac:ic]nes     en     su     estruc:turd     F)rimaria.         E3on,
entc)iices,    leves   c:ambios   c:on   clrfstic=c]s   efec:tc}s   en   est€`bilidad

de   lag   F}rotelnas   lc]s   quE  han     5ido     evitadc]s     e\Jc]1utivamEnte

para  la  arquitectL`ra  de  enzimas  de  termdfilos.
Ccin   respec=to   a   estudios  estruc:turales  de  &ciclos     nl`c:leic:os

en  relacidn   a  su  origen   termcJf±1icc]  y     termoestabilidad,      la
mayc]rla   de   log     estuclios     estdn     dirigidos     hac=ia     log     Fl.Nfls
siendo   Esc:asos   aquellcJs   sc]brE   DNA.      En      relaci6n     a     RNfi     hay
an&1isiE   qulmic=c}s   reali=ados      I:on      rRNf}s      y      tFtNf}s      que      han

mostradc]   la  prEsencia  de  bases  modif icada5  c|uE  conf ieren   una
termc]estabilidad   F}articl`1ar   a   estas     molEc:ulas,      lo     ciL`e     se
analizar&   detallaclamgnt.a  en   la   Discusidn.   El      tRNf}     tc]tal      dE
E.   f:{..}jz-tiene   un   Tin   de   8t:!°C,   miEntras      qiiE      en      termdfilos

log   vale)res   e5t&n   en   El    rango   cle   log   87°C      (Zei[.`.L`s      y      c:c]1.

197C},    Oshima   y   c:c]l.1971).    F{Ec:ientemente   se   ha   public:ado      la

5e[uenc:ia   c]el    rRNf}   5S   de      7-.        +h€rm{..}ph].JulT        (I:::c]miya.       y       c:c}1.

1983}.El    cc)ntenido   En   G[   es   c]e   Lin   67./..

La     termc}e5tclbi I idad        qua       presentan        estrl`c:turds       m&s
c:omplejas,   ccimo   5c]n   log  ribo5oma5   de   algi`nc]s   termdf ilc]s     tal
`tEz   ref leje   la   termae5tabilidad   indi`,+idl`al   dE     cada     uno     de
5iis   c:onstituyentes    (Amelu:ten   y   Murdoc:k,1978}.    f}dem&5   de      la

termoestabilidad   intrln5eca  e:.:i5te,   aL`nquE   en     menor     gradc],
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e5tabilizacidn   par   modif ic:ac=i6n   cc}valente   y/a   F)c}r      unidn      de

|igandc]5   peqi(eF.ic]s,    ccJmo   algL`nc}s    iones    (f}mEILL>{en       y      murdoc:k,

1978) .

Otros        c:ompc]nentes        estrL`c:tLtral es        anal i =ados        i nc=1 uyen
llpidos,      algunos     con     c:arac:ter±sticas        muy        Partic=ulareE
{05hima,    §a5al.'.i,    y   Oshima,1978}    y   compc]nentEs   de   bajc]     peso

molecular   c:c}mo   poliaminas   lag   c:uti=les   actuar±an   estabilizando
el   aparatc}   sintetizador   clE  protelnas   (C]shima,1979}.

Es  esc:asa   la   infcJrmac:idn     clue     se     tiene     cle     log     aspec:tog

genetic:os  del   problems  cle     la     termof ilia.      flparte     de     unos
pc]c:t]s     c]atos      sabre     c=cJmpc}sicidn      y      moclif ic:ac:i6n      de      bases
nucleotldicas,   nc}  hay  mayores  antecedentes  sabre     estructura
y   funci6n   g6nic:a   en   c}rga.nismc}s   termof llicos   e}.{trEmos.

C:on     respec:tc}      al      DNfi     de      lc}s     c}rganismos        termof llic:os

a;<tremos,   es   muy   poc=cJ   lc]   que      se      sabe.      La      mayc)rid      de      lc}

pLtblic:ado   son   cc]mF}araciones   entre   Eepas   del   gEnero     Eat=£-Jju:i
c:c}n   mes6filo5,    normalmente   E.    t=t..tjl.    {StEnesh,      Rc}e      y      §nycler

(1968).    En   estos   c:asc]s   se   ha   enc=c]ntradc}   qL`E      la      c:ompo5ic:idn

de   bases   GC   es   Lin   poco   mayor   en   estc}s     tgrm6f ilo5     mc]c]erados
(53./.)      qL`e     en         log        mesdfilo5         (45./.).         Lag        c=iir`+as        de

clesnaturac:i6n   t±rmi[a   mue5tran   ql`e  el   TM  cle   log     termbf ilc]s
Es   un   poco      mayc]r       (9=C]C}      que      en      log      mesdfilc]s       (B8C][)

(Stenesh,   Roe   y   Snyder    (1968}.   IJna   btisciueda     e}{hau5tiva,      en

el      bancc}     de     datos     Dialog,      ac:arc:a     cle     parifametrc]s     f±sic:a

qulmicos   del   DNf}   de     termt3filos     e}{tremc]s     no     arroj6     mayor
informacidn,   fuera   de   lc]   poco   ciLte   ya   se   cc]noc:a.

EI    DNA   de   7-hgrmu5    ±herm{..i,ohz.jug   tiEne   un   contenidc]   de   GC   c]E

67-7(:I./.    (Oshima   a   lmahc]ri,1974,    VasqL`e=.198=)    y   se      propcine

qua     este     enriqLiEcimiento     en      6[     tenclrla        c=c}mc]        fLmc:i6n
inc:rementar   la   estcl:lbilidad   t±rmic:a,   aumentanc]o   el   n[tmerc}     clE

puente5     de     hiclrdgenc}     que     mantienen     5u     estri`[tLira.      Sin
embargc},      nc]     se     ha     encc]ntradc]        una        correlacit5n        entrE

pc)rcEntaje   dE   6C:   y   tempEratura   dptima   dE   crec=imientc}      {F'ace,

y   Campbell,1967}.
Se   ha   de5crito   el    c:lc]namiento   cle   i`n   gen   cle   T.    ±herITir.tphjju5
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en   E.   {:r.}jz..   Se   trata   del   gen   ql`e   codif ica   Flara   la     isopropil
malato     deshidrogEnasa      (Nagahari,      hf.05hikawa     y     Sat::ague:hi,

198C},   I::agawa   y   c:c]1.,1984).    El    producto   del    gen   rec=ombinantE

se   e:{presa,   ai`nque   c:c]n   dificltltad,   en      I.      i={..Ijz.      prodLic:iendo

una     enzima     termt]estable.      La     secuenc:ia     del      gen     se       ha

public:ado    {[::agawa   y   cc}l„      1984},      ai.mque     5us     regiones     c]e
contrc}l   nc]   se     deducen     facilmEnte     dE     L`n     an&lisis     de     la
sec:iienc:ia.    En   la   Disc115idn   sE   dar&n   maycJres   detalles     acerc=a

de  la  estructL`ra  de  este  gen.
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EL   PRO[ES0   TRANSCRIP[I0NAL

El   cJbjetivc}   prim=ipal   de     e5tg     traba_ic]     {ue     clricili=ar      el
cl:|parato   transc:ripc:ionci:I    de   7-.       thgrm{..tphjJu5      c:cjmc]      cc}ri.ji`iitc],

c:on    E»1    f in    c:1g   fabegr    c=dmo   fLmcic}na       g1        FI,=|so       iriir.i.€-:\1        dE!       1a

e}{F}re5idn   g±nic:a   a   altas   temF)eratL`ra5   y   c=dmo      I.a      e€Struc=tura

dE   lc)5   &c:idc]5   nuc=lEicc]5   se   ha   adclptac:1c:I   ci:i   ellc].

La   importci:int=ia   de   la     trci:inscripc=i6n      e5td     fund&\da      en      la
e}{tensidn   y   diversidad   de   log   prc]c:e5c}5   qua   depeiiriden   de   el].a.

Cc]nviene   recardar   qua   la   slntesi5  de     F{Nf}     debs     c]c=urrir     en

prc]c=escis   c:laves   ccimc]   replic:ac:idn      del       DNA,       bios±nt-.ecL3i5      de

prc)tEln€15   y   de   otrc]s   C:C]mporiente5   c:elularEs,       5iE}ndc]      FjcJr      1o
tanto   c:rucial      en      prcJc=esos      c:c}mplejo5      comc]         fTior.fogdngssis,

diferericiac:ibm   cEli`lar,   desarrollo   Embric]nario,   et.c=.

El      proceso     de     trangt:ripc:idn        e5        modulcid[]        c:uali        y
c:uantitativam@ntE,      e5     decir      nc]     todos        log        genE9s        sc]n
transc:ritc]s   a   un   mi5mo   tiempcJ   y   c:on   igi.`cl:|l      ef ic:ienc:ia,      sinrj

qua   de   ac:L`grdo   a:i   lcis   r@ciuerimiento5   y   ee{5tado      dL±      de5arr`c]1lc)
c:elular.   En   organifmc]s   5uperiore5   la   r.ggulac:idn   eg     a_iercida

pc]r      prc]telri€\s      c]     fac=tores     qua        5e        unen        a        seeci`€?nc=ias
e5pec:if ic:as   del   DNf}     lc}calizadas     cerc:a     a     dentro     del      gen
(Matsui    y   c:c)l„    198{:);    Dynan   y   Tjian,1P8=Ia   y    198=r.b;       Davi5c}n

y   col„    198¥.}.    El   gfec:to   de     esta      intcarac=cibn      pr.oteaina~DNA
re5ulta   en   Lm   aL`mgiitc]   a   represidn   de   la   transc:ripcidn   clel      c}
de   log  gangs   invc}luc:rados.   En   procaric]nte5,      partic:Lilarmente
en   E.   ct..ijl.,   se   ha   estLidiadc]   en   fc}rma   a:{tensa      la     regulac:icin

de   la  e}{presidn   g6nica   a   travds   de   protElnas   clue   actL'`ari   I:c]mc)
represores  c}   activadc}res   de   la     transc:ripc:idn      (F'].at,      1978;
Reznikoff   y   Abelsc}n,1978}.   A   diferencia   de      lc}s     organi5mo5
el`c:aric}nte5,   gran   parte   de     lc]s     e'studic}s     se     hcl:n     dirigidc)
hacia   la   R.NA  pc]limerasa   y  su     partic:ipac:ion     direc=ta     en      lcl:l
modulac:idn   cle   la   transc:ripcidn.
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LA   F=NA   POLIMERA§A   PFto[AFtl0TI[A

Esta   enzima   ha   sido   esti`diada   principalmente   en   E.   t=r.ijz.      y
en   manor   grado   en   a.    fub±I.jl.==    {Haldem.Jang,      Lc:|ng      y      Lo5ic=k,

1981}    Se   han   Enfocadc}      diversc}s      aspec:tc}s     qi`e      inc:li`yen      la

c:arac:terizac:i6ri   f ina   de   5u   estructL`ra.    (Burgess,    1976;   Ful::uda

y   col.,1977),   c:lclnamiento   y   5ec:ugnc:iacidn   de   log   genes     qua
c:c}dific:an   lag   5ubi`nidades    (Jasl::L`ria5   y   ccJ1.,1975;    Yamamoto   y

Nc]mura,1978;    BLirtc]n   y   c=ol.,1981;    Linn   y      §c:aife,       1978)       y

aspectc]s   del   sitio   ac:tivc]   y   mecanismo   c=atalltico   {Venegas     y
c:cil.,197.I;    Bull    y   c=ol.,1975}.

La   enzima   en   i.    {=t.jJI.   ha   sidc]   purif ic=ada   a   homc}geneidacl   pc}r

varies   m4todos    (ElurgE55,1976;    Ful::ucla   y   c:ol.,1977},1c]      c|L`e

hci:i     fac:ilitado     el      an&1isis     de        lc]E        diverso5        a5pec:tog
c:omentcidc]s   anteriormente.      EstLidic]s     de     5Li     estruc:tura     hen

permiticlo  @stablecer   la     e}.:istenc:ia     de     cuatro     5ubunidade5
denc]minadas     beta,      beta     prima,      sigma     y     alfa,      c:c]n        una
esteqL`iomer±a     dE      1:1=1:I     re5pectivamEmte.      §e     cc]nocE      la

sac:uencia   de   aminofaciclc}s   cle   tc]da5   ella5    (Ovc:hinnilr.ov   y   c:c)I.  I

1977,    C}vc:hinnikcJv   y   cc]l.1981,       Ovc=hinnil::ov      y      cc)I.,198=

Burton      y      c:ol.,       1981).      Log      sigL`iEntE5      sc}n         su5        pesc]s

molec:ulare5:    beta=     155rJ{:}C}.    beta   prima:     16{]t:}l:}{:}.    sigma=    85C)C}C}.

alfa:    4C}€:}{:}t:).    E.stos   pescJs   mcilecL`lares   no   dif ieren   mucho   entre

diferEnte5   efpeciees  bac:terianas   e}:c:Eptuando   el   c:ago  de  sigma
clue      `tar±a      entre      44C}t:)t:}      y      P=C)i:}{:)       (BLirgi_ies5,        1976).          Lag

subL`niclades   nombrada5     anteriormente     fc]rman      lc]     qi`e     pL`ede
c:onsiderarse   lcl   En=ima   c:ompletcl   u   holoen=ima.    Ci`cl:ndc}      c:arec:e

de   la   subunidad   sigma   sg   la   clenc]mina   "enzima      b&gic:a"       {c:c]re

en=yme)         y        dif ierE        grandemgnte        en        sus        prc}piedades
func:ic]nales.   Hay   sistemas  bacterianos   qua  poseem   md5     de     iin
tipo  de   subL`nidad     sigma     y     qua     `/arlan     tambiEm     en     pesos
mc]1eculares    (Haldeilwang,    Lang   y   Lc]sisL::,19S1}.    F.or   c]tro   lado

se  han   clgscritt]  di\Jersas  otraE  prc}telncl5  qua     partic:ipan     en
la   inici€|ci6n   c]   lcl   terminaci6n   cle   la   tran5Eripc:idn    (Lc}sic:I::   y

Perc],1976).    La.   fLinc:idn   cle   la   sLibunidac]   5igma   es      hacer      clue

la   en=ima   se   una   de   un   mc]do   e5table   sc5lc)   a   log   prc]motcJres,   y
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nc}   en   c]trc}s   sitic]s   del   DNA.    La   af inidad   dE   la   enzima     ba5ica

F)c}r   sitit]s   inespec=If ic:os   del      DNA     tiene     uns     c:c}nstante     de
a5oc:iac:i6n   de   =:{1{:)11    M-I    cc}n   \Jiclcis   medias      de      6{:1   min.       En

c:ambio   la   holc)Enzima   tiene   una   c=c]nstantE     de     asociac:i6n      de

1:{|{:}7   M-1   par   e5tc]s   mismo5   sitios,   y   gu   `Jida   media      E5      de

1   5.      En      c:ontraste,      1a     c=c}n5tante      de     asc]ciac:ion      pc}r      EI

promc]tc]r   e5   del    arden   de   1{)14   M-1      c=on      vidas      mec]ia5,       gn
ciertc}s   c:asc}s,   de   algl`nas   horas    (Lgwin,198=.).

Cc]n   respectcJ   al    rc]l    c!e   lag   c]trcl€,   E,L`bL`niclc:i:cles,    sE   Eabe      qua

la   subi`niclacl   beta     parec:a     ssr      El      s]..tio     de     Lmidn     c!e     log
nL`cledtic]c]s    (Lewin,1983).    La   5ubi`nidclcl   beta   prima   es   la   mds

basic:a     de      lag      subunidclcle5,      cc}n      alto     c:c]ntenidc]     en         lc}s

amino&cidos   ly5   y   arg,   par   lo  clue  se     ha     propuEstc]     que     e5
respon5ablE   dE   la   unidn   al      DNf},      mEdiE`da   .pcJr      interac=cic}nEs

idnicas.    fidemd5   sE   h&n   ai5lada     rriutantgs     c:c]n      la      sLibunidad
beta  prima  alterada     que     tienen     afEctada     la     prc]piedad     de
L`nidn   a   DNA    (Yura   y   15hihama,197C7).    Lcl5   subunidcldes   al+a,    a

lag  cuales   nt]   se   leg   ha     asignaclc}     c:laralnente     L`na     funciijn,

pc]drlan   e5tar   in`.7c]luc:radas   tclmbiEn   en   El   rec:onoc=imiEnto      del

promc]tcir    (Lewin,198=.).
La   enzima   mds   e5tuc]iada   es   lcl   dE   E:=i=her±.chz.a   (:{..tjj.    Es   pc}c:a

lo     que     sE     sabe     de     Qtras     eubac:tErias     y     inenos     dun     de
clrciuebac:teria5.    Hay   e5tL`dioEi   c:c]mparativc}s   e5tructLirales     que

permiten   establecer   hc}molc)gis.5   en   la   arquitec:turd   de   lci5   FtNA

polimErcl:sag   ai51acla5   de  cliversos   proc:aric}ntEs.   Entre   lag   m&s
e5tL`diadas   clEspuas   cle   la   de   I.    f=t.jj±.,    de5tac:a   la   en=ima   clE   Z3.

5tjb+jjz.ii    (Dc]i,1977;       Ful::uda      y      col.,       1977;       Spiegelman      y

Whiteley,       1978;      Wc]ng      y     Doi,       198=),      pre5Entanc]o     \Jarias
analoglas   estrLic:turale5   pero     ccJn     llna     sL`buniclad     sigma     c!e
menc)r   tamaF.io.

La   RNfi   polimerasa   de     T.      +herm{..tphl.jug      fug      purific:acla     a

hc]mogeneiclacl   pc}r   Date,    Su=L`ki    a    Imahc}ri        {1975}.       Lc]s      pesc]s

molec:L`lares   de      lag.      sl`bLlnidades      sc}n:       beta:       14C}tJC}t:}.       beta

prima:        18r.}{:}(:lc}.        5igma:        58{:I(:)I:)       y       al fa:        42{:JC){:).        La       enzima

reciL`iere   manganese   para   5u   acti\Jiclad,   y  nc]   es     inhibicla     par
alta5  c=onEentracione5  de  rif ampicina.
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EL   PFtotlDTOR

F'ara   iniciar    la      trangcripc:idn,       1a      F{NA      pc]liit.Ic-~`rae5a      debs

imircL5e   a   i`na   regidn   e5pec:IfiEa   del    DNfl   1].amcida   pr.c)mc]tc]r,    qua

est&   loc=cl:lizada   c:erca   del    inic:ic]   clgl    geen.    En   eft.aE;      recjic]r.leg

la   enzima   fc)rma   c:omplejc]s   c=on   tgl    DNfi,    en   el    qua      lci:€3      h€ibras

eftdn      atln      cipareadcl:s      entre      Eg±.       Ec*:tc}s         Son         c.Ienomiriadc]s

c:omplejos   cerrado£,    1ora   que   luego,    al    gELip€i.rarsee   la{s      c=cl:denas

dg].    rtrm   cfe   trant-:»+.Car.man   en    I.os   ],1a.mci:dc3gi      I:omplejc]€`      abierto'±,

cc]n   v.ida5   mgdia€;   qua   varlan   entr.a   algunorg   mirli.I+_os      a      varia5

horas    {Rc}5Lmbercj   y   [oL`rt,1979,    vc)n   Hippel   y   c:oL  ,1984).    La

95tabilidad   de   tl=lgLinoe5   de   e€,tc}s   complejo5      ha      re5=lult€`clc}      cle

i`tiliclad   en    la   identif ic:ac:idn   de   lci£   E~,eec=LiEnc:ia€;   dE      r}NA      qL`e

form€\n   ecfto5   c:c}mpla3jo5,    ya   qi`e   al    digEr.ir      el       DNfi      c:c]n      una

e}{onucleiaga,    c:cjmcj   ger.DNAa`'£a    I,    Ei€.3   pcJ€;ible   ai€£lclr    fragmeritc]5

quei   estLt`/ieron   protegidos   pc!r   la      polifTiera5a       {Laa      Talagr      .egiv.
J€..Santei.`r..,       1971).       El       tamaf.io      dell         e¢£tc}5         trc!Io5         e5         de

aprc]}{intclc]am&mte   4[:I   pbg    c:ubriend[i   una   regidn   qua   cl[}circ:a   gntrai

lag   base¢£   -£(:)   €\   +£{],   siendt)   +1   la     batfe     de5de      la     cLial      se

i.nit:ia   1€`   tranfc:ripcidn.    Al    c[m`parar   lag;   relLngicirie5   protggic]a5

dg   di5tiritc]5   pl'-{:)motore£,    5e   encc]ntrarc]n   homolc]glcis      a      nj.\Jel

de   set:ileric:ia,    lag     qL`e     fi`eron      fJesc:rita'5      inic:ialmente     pc]r

St=htl:ller    y   ccil.      {1C?75}    y   pc)r    F.ribncH.i    {1975}.    Ellc]s   cL5ef.ialaron

Lina   rggidn   cc]n¢_=,Elrvada,    en   tc]rno   a   lcl      bcl:5e      ~1{:I,       denc]minada

at=tualmgntE   c:aja   de   F'ribnow    (F'ribnc]w   bo}.{}  ,    1a   quE?   5e   mL`E`str-a

a      continuclt=idn.       f}      meclida      qua      se      han      EEL.I:L`enc:iadc)         mci:5

prc]mc]torE`s,      se     ha     podido     c:uantif icclr     la     fret:iiencia     de
ocur.rf:?ncici   qL`e   prE.`5enta   c=ada   h€\se;    esto   tambi±n      5e      muEir,tra

en   lcl   gT>ec:uencia   de   la   f igi.Ira,    en   la   qua   se   ham   incli`J.dc]      log

porcentajE5   en   I.c)s   qL`E     se     presents     c=cl:da     base,      luegc]     de
anali=ar    lt:}5   promotc}re5   cliferente5    {Hawley   y   Mccli`re      198=.).

La   c=aja   cle   Prihnow   e5t&   en   nEgritcl:
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T       G      B      T      A      T      A      A      T      f}      C=8  =a   =i   7P  p=  44  6o  =1   96  =i   ==

CLiandc]   la   RNf\   pc}1imerasa   se   disoc=ia   de   et5tos   5egmentc]5      cle

=C}`pb,    ncJ   gg   vuelve   a   l`nir      a      ello5,        (Fi'c)5enbE}rg      y      [c)urt,

1979}    1c}   qua   indic:a   qL`e   a;.:isten   cJtrEi:s   5ecLieenc:i{.:i<£   impt]rtante5

par&   e].    reec:c]nocimientcJ   de   lc]g   c:omrjltpjct5.    Me3diante   E}1       mE.`tc)dc]

cle    "fc]c]t   printil.ig"     (§c:hmitz    .pit.   Galci:5,     1979)    s€3   ha      {±gfno5trada

qi`E`    I.ci   regidn    qu@    1a   FtNfi   polimera5a   c=ubreLi   e=.ri    el    prc]mc}tor    clEI

c]pgron   lac:   es   dg   7t:}   a   8¢   pb,    det5dE   la   base      -6{:t      a      lci      +=t:).

I)ant.ro     clg     e5te     trc}=o     sg     hal     Enc:ant.rado     otra      gtEc::uenEici

c:c)nsgrvada,      ubic:ci:da      en      tc]rno      a      la      b€i5ca      -=5,      Hori      la:5

free:uenc:lag   clg}   bcl¥es   quLa   5e   indic:all:

T      I     T     T     a     A      I:        f}      T4ae   =8   8=  84   79  64   =4     45   41

E:stci   zc]iia   ha   sido   llaiTiada   la   "regidn      dE      rgc:cjnoc=imiEnto'',

ya      que      nc}      aparece      en      la      fec:ueiicia      dg      lor3         I:cimF}1gj{]5

prcitegiclos   fr.gr`te   a   la   DNa5a   I    (lo   quLi   indica   qL`Ei   cfu   L`nidn   a
la   RNf}   pcllimgrci:E3a   no   es   tan   fuel...te   coma   la   I:a.ia   de      F'ribnow)

y   par.   Otra   parts   E5   nece5aria     gu     e!.{i5t.E?nc:ia     par.a     que      la
enzima   5e   vl`Elva   a     L`nir      al      prc]mc}tor.      F'or      lc]      tantc],      se

pogtuld   qua   g{u   rol    5erJ.ci   c=c}nstit.Liir   el      glgmEnto      rE.cc]ncjc:idci

pc]r    la   RNA   polimE3rti=5a,    la   qi`e   li`Egcj   se   L`nirla   a   lci      c=cija      c]EI

F'ribric}w.       Ac:tLtci:ltiiente      e5te         aspe{=to         estc\         en         digc=u5i6n

plante&ndose   cl:c:JE»:mcts   de   la   interclc:c:idn   5Ec:L`er`c:ial       c:c]n      eefto5
elementcjs,       la      pt]sibilidad         qua         ±¢Lstla         ge€`         L`n         pr.c]c=esc]

si mul tdneo .
Adem`i5  de  la  alta  frec=uencia     con     que     se     presentan     lcls

bases  c:onservadas   en   lci:is  regiones  -I.5   y  ~1(:),   a;{isttan   tcimbi6n
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gvidencias   gene}t.ica5     qua     inc]ic:an     qua     esta     sac:uenc=ia     de

congEn5o   En   sl    gL.5   impc]rtantE    (HawlEy      8/.      Mc:[1i.`r.E       198=).       En

efec:to,   cada   vex      qi`e      oc:urre      l`na      mL`tacidn      qu&`      cllE.ia      ci:1

promotcJr   mutado     de     la     seciiencia     de     c:onsen5il,      el      nLtL5vo
prc}motor   es   mag   c]e!bil    qi`e   el    parental.    f}   la   in\JEr5a,       c=Litl:nc]o
oc:i`rre   lina   lf`Lltac:idn   qL`e   ac:Erca   lcl   g;eEuemc:ia   mL`tada   ci   clc:iuella

de   cc]n5enso,   entc}nc:e5   el   promotcJr   itiLitado   e5   mag     f uert€i      qi`e

aquel   c]el   c:L`al   deri+'a.    E5to   hal   sido   dernc]{5trado      sintetizanclo

qL`Imic:€iment.a      la      gec:uenc:ia      c!E.      ccJnsengcJ      y         prat)andc]         5u
eftgctividtl=d    {F{ossi    y   col„    1983).    El    prc]mc}tc]r.    dicL3efiadc],       cii.`e

tieene   ambas   regic}r``E3fa   dE!   ac:L`erdco   a   lo   qua   ser±ci      un      pr.omol-.or
"ide#|l..,   e5   capa¥   de   produc=ir      transc:r.ipc:idn     par      un      largo

tiempo,    a[`n   en   F]regenc:ia   de   hepclrina,    qLi6?   5E   5ar.}e      inhibe     a

la   en=ima   nc]   unidci   al    DNA    {Walter   y   cc)1„       1967)       impidiendo

en   c=cindic:ioneg   normaleg,   qua   el    t;lean   5e;Sa   I:c)piac]c]      rr.i&5      dE      una

veg,1c)   qua   nc]   c]c:L`rrca   en   este   casor

Se   ha   e5ti`di€F`dli      c:dmo      \+ar.±a      la      ac::ti\Jidcl:d      clel       prc!motor

separandc}   lcl:s   sac:uencias   --¥.5   y   -1{:}   For      tro=cts     egi]aciadores

clg.`   largclg   \Jaritl:hleg    (f}oytl:rna   y   I:c]1„    1t?E3=.).       El       prori.ic]tc]r      en

estF.I   c:agsc}   gstaba   c:(]rltrc]lando   cal    gen   qucg   con+itir&a   r¢£'£j.5tent=ia

a   tE?trclcic:1ina,    lc}   qL`F#t       pc]sibj.Iitabci       lci      c]etec=c=i€in       c]L®       lag

I:olc3niag   quE   lo   E!;{presarci:n.       Sf      prodL`jErc]n      prenmc]tc]r€es      I:on

lcJngj.tllclBg   de    I.5,16,17,18   y    19   base:±c3:a    5dlo   fe      de?tectclr.c}n

c:olonias   registentE5   a   tetracf.clina   en     aqugllc3«£     pr.t]motores
1

c:c}n    16,    17   y   18   bases   de   E5pac:iamientc].    TafTiE}iLtn      se?      estudid

la         acti viclad         tran5c=ri pc:ic}ncll         de           Estos           pr.-c]mc]tc3r.es

artif ic:iale5    I.ri    M.+t..t..I.    5e   enc=ontrd   ciL`Ep   ciquEaLllcls   c=c)n    16,     17    y

18   basses   de   espaciamiento   procluc:lan   trclnsc=ritc]s,   peerc]   c]Lia   el

prc]mc)tcJr   qua   tEnia   i`n   trozo   de   17   basEig>      5eparanclci      lcl=      dc)5
c:ajas   generaba   uns   c:antidad   de   prc}duc:to   mL`y   5L`perior      a      lct5

otros    {Aoyama   y   col.,198=.).

DE   ac:uerdo   a   estcJ5   antec:edentEs,    la   cl+inidad      c:c]n      qiie.`     i`n

promotor      es     reconc]c:ida     par      la     RNA     pc}limera¢£a,       (1o     que
tambi€n   5e     clenomina      ''la     fL`er=a"      de     i`n     promotor},      e5td

determinada  pc]r   la   partic:ipac:idn     de     trE5     c:c}mpongntes=      1a

caja  de   -S5,   el   trozo   espac:iaclc]r   y   la   c:aja   de   F'ribnc]w.
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ELE[CI0N   DE   UN   SI§TEIIA   GENI[O   TERHOFILI[O   PARA   CLt]NAR.

Se   eligid   clonar   un   gen   ql`e   c:odif ic:ara   para   L`n   tF{NA   ya   qua
el    prc]c]i`c:to   es   de   pequ@f.]o   tamaF.]o,    en   c=c)ntraste      c=on      lln      gen

clue   cc]difiqLiE   para   i`na   protE±na.    f}den`d5,   e5     f&cil      fabricar

una   sonda   (prc]be)      pare     sElecc:ic}nar      [lc]nes     qi`E     c:ontengan

sac:uenc=ias   ciL`e   hibriden   cc]n   Lin   tF{NA.    Tambi6n   esta      El       hecho.

qua  a  partir  de   la     estruc:turd     del     DNfi     es     posible     plegar
fdc=ilmente   L`na   sac:uEnc=ia   con   un      signif icaclo      bic]1dgic:a,      no

asl   detec:tar   a   prl.{..Irl.   a   partir   solc}   cle   la   sec=uenc:ia     i`n     gen

qua     c:c]dif ique     pars     uns     protElna.        Finalmente,        en        el
laboratc]rio   se   c:uenta  con   e;{periEnc:ia   en   este   tiF}o  dE  genes.

La   distribuc=idn   c]e   lc]s   genes   de   tRNA   en   el   [rc]mosoma   de   I.

c{..}Jz.   nc)   es      hoITlc]g±nea,      sino      ciL`e      estan      agrupados      en      log

llci:madc]s   "t=1usters"    (I[::emura   y   Ozeki,1977),   aunque     e;{isten

c:asos   en   quE   log   genes   estdn   aislaclos,   c:c}n     5us     re5F}ec:ti`Jos

prc]motcii-y   termina.dc]r   c]e   la   transcripc:idn,    c:c}mc}   en      el      c:asc]
del   gEn   qi`e   codifica   pars     el      tFtNfiF.HE      {Schwartz      y     cc]1„

1983).   [uando   se   grafica   la   densidacl   genic:a      (el      ni:`mero     de

genes   qua   sc]n   traiisferidc]5   par   minutc},   en   Lm   a:{perimeiltc]     de
c:c]njugac:idn}    en      func=idn      c]e      la      locali=acidn      en      el      maps

c=romos6mic:a,   se   enc=L`Entran   diE=   sitic]s   de   alta      densiclad      de

genes   de   tRNf}    {Ikemura   y   O=eki,1977).    Otrc}s   E5t&n      formanclo

parts   de   operc}nes   de   genes     c]e     Fi`NA     ribosc}males      (F}ara     uns
revisi6n,   ver   Ozeki,1977).   §E   han   descrito   casc}s   en   lc}s   que
5E  contranscriben   genes     pare     tRNAs     y     pare     uns     protelna
{Hudson,    RCJssi    y   Landy,       1981,       Tamura,      Nishimura      y      Oh[::i,

1984) .

El    c:onoc:imiEntcJ      ac:tual       c]e      la      bic]5Intesis      del      F{Nfi      c]e

tran5ferencia  se  ha    obtenido     del     estudio    cle     precursores
transc:ripc=ionales      (Ilgen,      [i.irk     y     Carbon,      1976)         y        del

anili5is   clirec:to   cle   genes   que   c:c)c]i+iccl:n   para     tRNA5      (Hsu     y

cc]1.,1984}.    En   general,      log      tF{NAs      5c)n      transcritos     c:omc]

precLirsc]res  no   moclif icados   qua   Cc]ntienen   lag   sac:uenc=ias     qite
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formaran   parte   dEl   proclL`C:to   madurct,   mag   un   c:ierto   nLlmerc]     de

bases  en   log  e;<tremc}s  5'   y  3'   y  regiones  espac:iac]oras     entre
log     tF{NAs,      cuando     estdn        integrandc}        L`n        operc]n.            EI

prc}ce5amiEntc}   cc]nsiste   en   el   cCJrte   de   lc]s   a:.:tremc}s   5'      y     ='

pc}r   enzima5   c:elulares   y   la   PC)steric]r   modific:ac:ion   dE   c:iErtas
basESI

En   E5ta   TEsis   Ee   F}resenta   el   [lonamiento     y     5ec=uenc=iacidn
de   un   gen   c=rc}mo5omal    cle   rhermuf    +h€rmf.iphjJu5,       qua      c=odifica

pars   un   F`'Nf}   cle   transferencia,   el      qua     es     aminc]ac:ilac]o     pc]r
5erina.   §e  analizan   su  estruc:tL`ra   y   5us   zc)nag   dE     contrc)I      y
se   dEmuestra   clue   tanto   la   F{NA   pc}1imerasa   hc]mdlc]ga   c=cJmo   la   de

E.       t=r.tjz.      pueden      rec:clnc}cer      El       prc}mc}tc}r      y         prclduc:ir         u`n

tran5c:rito   I.rLtn   off "    I.n    LJI.i.rr.t   del    mismc]      tamaf.ic].       AdEmds      se

dEmi`E5tra   par   una   variedad   de   tec=nj.Gas   qi`e.la   RNA   polimerasa
termofilica   rec=c)nc]ce   ESF)Eclf icamente   el   prc]mc]tc)r.

Log     resultadc)s     enc=ontrados     pErmiten     cc}nc:1uir     que     log
mec=anismos   de   a:.:presidn   g±nic:a   a   nivel   mc]1ec:ulclr   vigente5   en
el    term6f ilc)   e}.{trEmo   7-.       +hermt..iphz.jug,      nc)      dif ieren      de      1o

clesc=rito  para   E.   i=r.iJj,   si   bien   a:<isten     cielJ-tag     diferenciaE
en   prc]F]iedadE5   intrln5et:as   de   la   F{Nfi   pc}limerasa,      ademds     de

la  obvia   termoEstabilidad   de  esta  enzima.      EI      DNA,      par     su
natiiraleza   Eomc)     lEnguclje     genE?tic=o     universal      no     pre5gnta
diferEnc:ias   resp@cto   al   dE   c]tros   mesdfilc]s,   ya   c|Lie   al      mEmc]s
el   promotc]r   puede   ser   rEconocidc]      y     L`tilizadc}      pc}r      la     FtNf}

polimerasa   cle   I.   c{..ijI.   y   el   prc]duc:to     gEnico     sintEtizadc}      I.rl
[J].±r{.).    Log   e5tudicls   elqul    clesc:rito5   a:{panden   El       c:oric)c:imientc]

de   lc]5   mec:anismc]s   mc}1eculares   respc)nsablEs   cle      la      e;{i]rEsidn

95nic:a     y     a     pEsar     cle     lEves     di+erenc:ias,      I:orrobc]i-an     su
i`n i versal i dad .
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HATERIALES

I.   material  biold
BactgLbrici:is.    Thermuii    therml.jphjjuii       HBB       (Oshima      E}       Imahc]ri]

1974.)    fL`e   c]btenidci   de   PiTCC       (N°      £76:,4.).       E:ii:herl.i=hj..a       t:.I.jJl.

HE]1t:11     (F-,    h5d§£¢),    r-bin--b,    ref   A1=.,       ara--14,       prDfl=,lac:       Y1,

gal    I::g,    r5psLI(:)    {Smr)  ,    }.{yl-5,    mtl--1,    Sup    E44,    Lambdci;-)  (F.{oyer

y   F\'oL`lland~Du5£oi;{,1969)    fug   el    mic:rocJrgarli5mo   utilizadc]   En
lc}s   a;.{perj.mentc]5   de   c:lc]namientcJ   molec:ular.

En=ima5.    Lag      endcJnuc=lecl:|sas      de      rgstric:cidn      flc:EJ.,       f}`,Jal,

Avall,       BamHI,       Hciell,       Hag      Ill,       Hindlll,          F.vL`II,          F{e5al,

SclLi96f}I  ,Sau3f}I    y    Xhc]I ,    en   I:c}nc:er`trac:icir`gibg   qLig   v€\riciirc}n    entrE

4C}{]~5{:}rJ{:)   uliidadee5/ml  ,    fuEron   obtEnida'£   t]La   BicrLabc3.     Inc=.    IJ§A

y   de   ELathe5da   F`.gsearc=h   LclbcJrat-.c]riEs,    Inc.  ,    lJffi.a        (S;ee      define
una      unidad      de      enzima     dE      rggtric:c:ib.n      c:omco      lE.i      ccl:|ntidad

reqLigrida   para   digerir   cc)miJlet€.Imente   1   ug   d€   Dr.Jfl   en      f.i{:I   min.

gn    un   volumgn   c]e   5{:i   ul,    En    lag   c:c]ndic=ic]ng€.   quEg   rEpc:omiE9nda   el

prc]veedor).       L.ci:i      RNfi      pc]limErasa      de      i-:rf.=herj.t:hi.a       i={..}.!I.       fi.`e

obtenida   de   EnzcJ--Eioc:hem   y   t€|mE)i&n   +uE`      purif ic:add      L±r.I      eEste

labc]r&toric]   clg   glc:uEprt]c}      a      un      mi*todc]      dEsc:ritc]       {E{ur.ges5      y

Jcandri5al::,1975}.

2.   FtEa[tivo5
D6t   Sigma   Chgmic=cll    [o.  ,    E=t.    Lc}uiE,,    U.S.A.  ,    5E   c]bt.Li\Jigiirc]n    lc]s

5iguiente5   reactivo5:    f}TF',    EDTA,    Tris,       I-lEF'E§,       l='F'0,       F'OF.OF',

£-ME,        §DS,        DTT,        Sigmat=c)te       y       c:lc]ram+Enic=c]l.        De          MEi:Arc:I::,

Darmstad,    A1@mania   Fec]carcl:I,    5e   c]btuvtJ   glicerc]l,       c=lc]rurc)      de

gc}dic],         clari.`ro.       clE         pcJtasio,            clc}rurc]           dEt            calcio,

glutci:raldehiclo,    hidrc}}<ido   de   scJc]io,       I:lc)ri`rc]      dE!      manganeso,
E.tanol,      clclroformo,      aciclo     c].orh±drico,         acido        ac:±tic:c],

metanol,   +enol   y   gli`cosa.    De   Flul::a   fig.,   BL`c:hs   §.      a.,      §uiza

se   c}bti``Jo   L-leL`cincl.    N,N'-metilen-.big-ac:rilamida,   ac:rilamida

y     persi`lfato     de     amonic]     fueron     adquiridos     de     Bic]     Red,
Califc]rnia,      USA.         De      MCB,      EE.UIJ„      prc}vino      formamida.De

Whei:tmcl:ln   Ltd.  ,   Springfield   Mill,   Maidstc)ne,   I:;.ant,    Iriglaterra,

se   obtl.`vieron   lc]5  filtl'-os  de   f ibra  de   vidric}   6F/I     y    .disc:05
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de      DE:AE        celulorat=l        DE~B1.         De        Hillipore        Cor|]oration,

Ma5F+achuE;@tt5,      U§fl,         pro\Jinierc}n      log:,     +iltros     de      nitro-

c:elulc]5a   HflwF'   {:125.    f}garosa   se   obtuvcJ      de      Sea+:::em,       f]c]c=L::land,

Usfi.    A   Mallin[::rodt    lnc:.,    Usfi   5e?   le   ccJmpr6      +o¥,+cl:tc]      dj.t]=isic:a

de   sc]dio      y      amonio,       c:lc}rurc}      c]e      magne5io,       &c=ido      bc5ricc],

.ac:eta:i:to   de   sodit]   y   fc]sfci:to   monct--y   dib£€;i.co   de      pcit€``'=T,ic].       ne

Difcc}   Lab„    LIsf},    se   obtuvc)   e3.:I.i'-acto   clee      levci:idiir<.:\,       1:riptoria,

c:asamj.nc]&:c:ic]c}s   y   agar;    5cl:c:arc]sa      fug      c]e`      SElii.Jarzniamn,       U§f};

alc:cJhc]1     i5c]ci:imllic:c}   de   BDH   [hemic:alF»   L.t..d.  ;    brc]murc]   c]e       E!t.idic]

y   ribonucledtidc:Is   prc}\Jenieron   clE   Ca.It]ic.ic:hegm,    Urjf-\.    Tari`biEm   de

Bic}   Lab€£.    5e   c}btuva   DNf}   del    bat:teridf ago   lambd&   dic:jeridc)   c:on

Hindlll    y   DNfi   del    bacteridfago   {]X174   digEjric]Ci   I:Dn   Ha.r:?III.    DE

Afnershii= in        Intgrnat-.i anal        Ltd„            Irigl aterr.a           st¥           obtuvc]
{     Ci~3aeF')-6TF`        (41¢    Ci/mmc}l),         {5,6--EH)-~UTF'            {5¢    I;i/n.ImcJl}  ,

(     a-.#2P} --dcTF.                    ( :::.4{:}[}    Ci /mmc}1  }                    y                   L-.-{=,..... ms!-.l}     gerinc|

{=9   Ci/mmol}.    Se      c:c]mprd      a      NE}w      Englancl       Nut:1L»ar,       Bor=-,tc}n,

{8,5'-~BH}-..c]6TF'         (4.:_r.       [i/mfrlcJl}            y            {Ej,5'~¥'H}-.dcTF'            {61,1

Ci/mmol}.         (   T-SaF'}.-.ATF'      gLa      c]btuvc]       deL]       IC:N.        Lass          placa5

X-Omat~fiF{,    revs.1.ador    D~11    y   pEIIc:ulcl   I:::oc:la[::    F:'E`n&tc!mj.c:    '  fueron

c:ompradaf   a   Ea{£tman   I::od€il::,    Co.  ,    EE.UIJ.    fld€im.£#=   €ig      obtu`.Jieron

plaEcl:5   ¢iutc]rradiogrc:1:tic:as      dE!      Fu.ii       F.hcJtc]      F~j.1m      Co„       Ltd.,
Japbn   y      la      F:'eellculcl      F'c]lci:raid      4}<5      L..and+ilm      tipc]      55      5E

adquirid   en   F'olci:irctid,    EE.UU.
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±.   c=REt=InlE"Tt]  DE  TliERHus   TERHOpiilLus   HBB

Este   mic:rc)c)rganismo      fL`e      obtenidc]      de      la      coleccidn      ATCC

{ND:7614),    y   5e   c:rEc:ib   segt`n      lc]      rc-c=c)miE`nda      el       prc]veedc]r

(6   g   de   polipEptc]na,   4   g   de   a;<trac:to   de   levadLlra     y     3   g     de
c=1c]rL`rc]   de   sodic]   pc]r   litrc}   c]e   sc)luc:ibn,    pH   7,5   ajustado      con

hidrd:{ido   de   sodio).    Lag   bat:terias     se     c:ultivclron     a     6C}I]C
hasta   fase   logarltmic=a   temprana    (rJ.0.6cic.nm=   {:},7)      a      tclrdfa

(D.0.&c,c,nm::.1,5)  ,    se       C:CJlectarc)n       Por       c:entrifL`gclcidn        {E}{:lc}{:}

rpm.   par   15   min   En   el   rotor   Gsf},   c:Entr-Ifuga     5orvall)      y     se

gL`ardaron   cc)ngEladas   a   -£t]cac.

2.    mANTEN[ION   DE   LAB   cEPA§

Thermus    term()philu5       HBB      v       E5r_herii=hia      I-_(..1i       HBIC..L,       =e

mantuviEron   En   placas   de   agar   3./.   prEparadas   en     media     Lurid
=X    (lit   c]e   Luria   =X   cc)ntienE   triF]tc]ncl   i   g,    c:lcJrurc}   dE   sodio

1   g,   e;{tracto   de      le`Jadura      1   g,      gluc:c]sa     t],5./.)      incluyEndo

cimpicilina   4C}   ug/ml,   a   bien   lag     cgpas     se     guardarc]n             en

g|icerol      al      5(J./.           a        -={:lt2C        Eigi`iendo        el         siguientE
prc]c:edimiEntc]:    EntrE   C},5   y   1   ml    de     cultivo,      crecido     hasta
fase     estac:ionaria,      Se     mezcld     c:cJn      glic:ErcJ1,      prEviamentE

esterilizado,   de   tal   manera     de     cJbtEn+=r     Llna     cc]ncentracidn
i inal   de   glic:ercJl   de   5(:}./..    §e   dejaron   a   tElmperatLira     ambiente
al   rrlerlc3s   par   fei5   hc}ra5   y     ll`egc]     a     i.°C     durante     tocla     |a
not=he.   Transcurrido  este   tiempc],   lag  c:Spas  fueron     guardada5
a   -={:}DC,   situac=idn   en   la   c:ual   se   mantuviErc]n   `;iables   al   me-

no5   pc]r   6-8   men:5e5.

3.    PIJRIFlt=f}[It]N   DEL   DNA   [FtoHD50Hf}L   DE   7-.TEfi+fop#Z£US

Se   empled   un   proc=edimiEntc)   clue   correspc}ncle   a   L`na   variacidn

del    m6tctdoi  c}esc=rito   pc}r   rlcl:rmur    (1961).    Cantidcldes      variablg5

dE   c:t51ula5;   (=~1{:J   g   pc.E,a      h[`medcJ)       se      re5uspendieran      en      TE

{Tris-Hcl    lc}   mM,    EDTfi    1    mM,    pH   8,C])       a.      razdn      de      I   ml       par

gramo   de   c:€1Lilcl:s   y   SE      tratarc)n      c:cJn      lisc)zima      1   mg/ml       pc)r
|=   min   a   C)°C.       LuegcJ,       se      agregc5      EDTA      1   mM      f inal       y      se

prolongd   la   inc=i`ba`c:idn   pc]r   otros   5   minl`tos.      fi      cc]ntinuacit5n
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se   adiciond   SOS   1./.   i inal   c=alentdndose   la   muestra   a   6t:}°C   pc}r

5  min,   la  quE   luego  de  ser   enfriada,   se  a;{trajc]     tres     veces
c:on   lm      vc]lumen      de      c:1oroformc]:alc:ohol       isoam±1ic:a       (!4:1),

separcl:1ndc)5e   lag   fcisEs   par   cEmtrifugac=idn.    f}   1a     fase     ac=uosa
rEsultante,   Enfria:da   a   {J°C,      se     elf.iadid     ac:etcltc]     de     5cJdic}
a,=  M   f inal   y   luEgc]   pcir      lag     parades     del      rec:ipiente,      =,5
volumEnes   dE   Etanol   enfriado   previamente   a   ~1{:}°C,      c:i`idando

de   nc]   me=clar   lag   fases.      Con      una     bc:igL`eta      se      prcJc:eclit5     a

Enrclllar      lag      &c=idc]s     nuEleic:t]s,      qua     prec=ipitan        en         la

interfa5e     al      ir     me=c=lanc]c}la5     suavemente.         El        material

prEc:ipitac]o   i L`e   set:ado   al   Sire   pars   e}{traEr   el   alc:ohcJl   y     se
rE5u5pendid   en      5   ml      cle     TE.      A     e5ta     scJluc=idn      5e     agregd
ribc]nuclesa     f},      previamente     hervida     pc]r     I   min.,      a        una
Ec]ncEntrac=idn   i inal    de   {:},I   mg/ml    y   sg   inc:L`b.d   pc]r       2C}   min.       a

temperatura   ambiante.   La   mue5tra     sE     dEsprc]teini=d     c=c]n     Lin
vc]1umen   de   fEnol    saturac]o   en   Tris-H[1    5C}   mH,    pH   8,{:I   y      lliEgo

c=on   L`n   volumEn      dE      c:loroformo:alc:c]hol       isc]amilic:c]      c:omc}      se

dEsc:ribi 6     anteri c]rmEnte.      La     fasg     ac:uosa     rEsul tarite       se

F}recipitd   Ec}n   isopropanol   y   sE   re5L`spEnclid     en      sDlucibn      TE

para   c]btener   aprc]}.{imadamente   1    mg/ml    de   DNf}.

4.    FORHAt=I0N   DE   UNA      t3ENOTE[A      EON      EL      DNA      CROHt]SOHI[O      DE

T .TERftDf.Ill LUS

DiE=   miErogramos   del    I.Nf}   cromosc}mal       ai5ladc]      cc]mo      se      ha

de5c=rito   en   =,   5e   digErierc]n   I:c]n   la   Enzima   de   EamHI.    En   forms

paralela   se   c]igErid,    tclmbi±n   c:c}n      BamLII,    lc}   ug   dEl    plasmidic]

pBR=12=    (Bc]1ivar      y     col.,       1977}      y      se      desfc]forilarc}n      log
e}.:trEmos   5'   mediante   la   enzima   fosfata5a   alcalina      {BfiF'}      dE

la   misma   manera   quE   se   hac:a     c:on      el      DNA     para     marcarlo     c:on
==F'-fiTF'    {ver   MEtc]dos   11.1).    Se   mezclaron      ambc]5      DNA      y      5E

ligaron   su5   e}{tremo5   agregando   DNA   liga5a   del      fago     T4.      §E
c]etuvo   la      reac=cidn      de      ligat=idn      mediante      e}.{trclc=c=idn      c:c}n

fEnol:c:lorc]fc]rmc]:alc:ohc}l    i5oamilic:c],    y   el    DNf}      se      prEc:ipitd

cc)n   etanol,    disc]lvi±ndolo   fincllmEntE   erl      5C}      Lil      de      TE:.       5e

transft]rmd   la   c=EF}a   HB1{:}1    de   E.    t=r.Ijz.    cc]n    1    L`g    del    DNfi       ligaclo

y     se     aislarc]n      150     c:longs     rec:cJmbinantes     resistentes       a



19

ampicilina  y   semsibles     a     tEtrac:ic:lina.      La     mEtddiEa     para

preparar     las     celulas     c=orrlF]etentEs     fug     la     dEsc=rita        pc]r
Morrison    {1979).       EI      DNA      plasmidial       de      125      c=c]lc]nias      sE

pL`rif icd   c:omc}   5e   describe   en   6.

5.    [R.ECIHIENT0   I)E   I.   CO£Z   CON      PLA§HIDI0S     HIBRII)0§     Y     AH-

PL I F I cfic: I 0N .

Se   inocularc)n    lc}   ml    de   media   Vc]gel    Banner    (I),2   g   Mg504      }{

7Hao,    2   g   ac:iclo   c:Itrit=o   ;.{       H=0,        1{:1   g       I:::H=F'04         clnhiclro,

=.,5   g   NaNH4HP04   }{    4H=0}    suplementado      c:c}n      {:},5./.      gluc:c}sa,

{:I,{:}1'/.   L-leuc:ina,       C),{:}{:}2-/.      tiamina,       {=},25'/.      casamino&cidc]s      y

C}7{:}C}4./.         ampici I ina,          lcJ5           qua            fueron            Esteril izadc]s

5EparadELmente      en         aLLtoclave         CJ         F}Or         fi ltracidn         5Egi'`n

corrE5ponda.    Log   indculc}s   se   c:rec=iEron   ci   satur€`c=idn   tc]da      la

noc=he   a   37C]t=,    con      agitac=idn.          Lc]s       1[1   ml       de      indc=ulc]      se

inc:c]rporarc]n   a   1   litro   de   media   VcJgel      Bc}nller     y     se     sigui6

c:reciendo      hasta      una      D.0.6ocinm         C]e         1,L-}.             5e         aF.iacli6

clc]ramfenic:ol   hasta   Lma   t=oncEntracidn   de     {:},=5      mg:ml      y      5E

sigLiid     agitando     `;igc]rc]samente     pc)r      16   h.      FinalmEntE,      lag

c±1ulas   se   colec=tarc]n   par   I:Entrifugac:idn   a   lc}.8(:}C}xg      pc]r      10

min,   siendc]  usadas   de   inmEdiato   a   c=ongeladas   a   -7{]t3[.

6.    F.lJRIFI[f`t=I0N   DE   Log   PLfi§HIDIO§   RE[DMEINfiNTES.

El    mEtc]c]o   dE5Eritc}   c=c)rrE5ponde   al    publit=adc)   pc}r   Meagher      y

Col.    (1977).   Lag   cElulas   c:cJngeladas   prc]vEniente5   de   1      litro
de   c:ultivo   se   resusF]Enc]ieron   en    lc}   ml    de   Tris-Hcl    51:}   mM      (pH

8,t]},    5at=arosa   £5./..       Se   agregd   4   ml    de   E:DTfi   rJ,=5   r`1,    =   ml       c]e

lisc]zima   5   mg/ml   y   se   agitd  5ua`Je   y     periddiEamEnte     a     40[

par   15   min.      Lilego     se      af.{adiErc}n      16   ml      de      mezc:la      lltica
(Tris-HCI    Cl,15    M    p[18,`=},    EDTA    {:),1    M,     Tritdn    X-1{:)C}       {],I:I.3./.}        y

semantuvo     en     hielc)     pc]r      15   min      c:c}n      agitacidn     suave     y
oc:asionci:1.      Lag     c:±1ulas     lisadas     fuErc]n     c=entrifi`gadas        a

|t:)5.I:I(:":)i:g     par      6{]   min     a     4°C     para     sgparar      log        rEstos

c:elulares   y      el      DNfi     [romc]5omal      de      lcls      &c=idog      nuc=leic:os
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e;<tracrc]mosomal es.             El           sc]brenadante          de          la          ul-
trac=entrifugacidn   se     desprc]teinizt5     con      igi`al      `+c]1umen     de

fenc}1     (saturadc]   en   Tris-Hcl    5{:}   mH   pH   8,{:I,    Nac1       0,1    M,       EDTA

{:),1    mM,    8-hidro}.{iquinc)lina   C),1`/.)    e   igi`al    vc]lumen       de      c=1orc)-

formo=alcohol    isc]amllic=o    (=4:1).      §e   separaron   lag   fase5   PC]r

c:entrifugac:ion    (1.5{:}C}xg   par      1{:)   min).         Se      retird      la      fase

acLiosa   (dc]nde   esta  EI   DNA)   y   sE     eliminarc]n      log     restos     de
fenol   e;<trayendo   c:on      igual      volumen      de      I:1or.c]formc)=alccJhc}l

isoamlliEo    {=4:1).

Los   €ic=ido5   nLic=1eic:c]s   se   prec:ipitaron   agregando   {:},1   vc}lumen

de   ac:etato   dE   sc]dio   I   in   (pH   5,5)    y   £,5   vol[imEnEs     de     etanc]l

al   95'/..   §E   dej6   a   -7{:]°C   al   menc]s   par   =   h.   §E     centrif L`gd     a
16.I(]C};{g      par      ?,I:}   min      a   .Clot:     y      el      precipitado      se[o      se

resuspendi6   en   TE:.    §e   E`gregt5   RNasa   I:I,!5   mg/ml,    EDTfi   {:},25mM   y

se   inc:ubd   tt]da   la   not:he   a   37C]C.

EI   DNfi   e}{trac=romc)sc]mal    sE   separd      del      FtNA      remanEntE      pc]r

filtrac:i6n   en   uns   columna   de   agarc]5a    (Bj.ogel   A-5m)    c!e   £5}.:1,5

cm   cc)n   L`n   flujc]   de     4S     ml/hc]ra,      equilibracla     con      Tris-H[1

50   mm        (pH.    a,0},        Na[l       I:1,6   M,        EDTf}       a,5   mM,        c:c]].Ec=tdndc]se

frac:c:ione5   de      i   ml.       §e      loc=alizd      el      I}hlA      e}{trac:romc)Eoh'al

midienc]c}   la   0.D6c,c,.    Se     eliminb     la     posit]le     presenc:ia     de

RNasa   en   lag   f ra[c:iones   hat=iendc]   una      e}.:trac:c:idn      c=on      igLl.al

vc]lumen      cle      fenol      5aturadt]     a      igual         vc]lL`mEn         de        ClcJ-

rc]formo=alc:c]hol    isoamllicc)(=4:1}.    §e   c:entrifugd   pars   5epai-ar

lag   fases    {1.5C}C}}{g   par    1{:I   min)    y,    5E   eliminarc}n      log      restos

clE   fenol   de   la   f ass   ac=uo5a     c=on      una     nueva     e}{trac:c:idn      con

igual    vc)1umen   de   c=lc}rc]ft]rmo:alc:c]hol    isc}amllic:a       (=4=1}.          La

fase   a[L`c}sa     se     prec=ipit6     incc)rpc]rancjo     =,5     volLlmenes     de

etanol   y   a,1   vc]lL`men   de   acetata   de      scJdio     =   M       {FIH      5,5)      y

de~ianclo   a   -7C!°C   par   =   h.          Se      c=entrifLIgd      a      16.=.{:1{:I:{g      par

5C)   min   a   {:}°C   y   El    precipitado   se   resuspencli6   en      TE,      1Llegc]

de   fec:arlo   al    vac:Ic),   F}ara   c]btener   uns   c=c}nEEn`traEidn   f inal    de

DNf}   de   Entre   C},5      y      1   mg/ml.      §e     verific:6      1a      pureza      del

plasmidio  mediante  Electrofc)resis  en   gelE5  de   agarc]5a   al   1./.,
obsgr`+andcise   L`na      bands      princ=ipal      c:c]rre5F}ondientE      al      I)NA

sobreenrc]11ado   y   dos   bandas   menc]rEs   c:c}rregpc]ndientes   al      DNA
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relajadc]   y   lineal.      La      c=c]nc:entracidn      del      DNa     5e      c=alculd

5abiendo   qua   1   mg/ml    de      DNA      tienE      uns      D-0.=6c,r`m      de      =t:)

(Maniatis,   Fritsch   y   §ambroc]k,198£).

7.    I)IGE§TI0NE§   DEL   DNfl   CON   ENZIMf}§   DE   F=ESTFtlc[ION

7.1   finallticas.    Se   realizaron   inc:ubanclcJ   1   L`g      de      DNA      c:on

1-=   unicladEs   c]e   la   enzima   de   restric:c=idn,   en   F)res;Encia   cle   la

solL`ci6n   amclrtiguadora   que   recc]mienda   el      proveedc}r,      en     un
vc]liunen   final    c]E   2C}   ul.    §E   incLlbd      pc]r       1   h      a      37      0      6{:.ioc

dependieiidc]   c!e   la      En=ima.      Log      fragmentc]5      de      DNfi      fuErc]n

5eparado'5   par   elec:trot cJresis  en   gele5   de     ci:garo5a,      c=omo     5e
describe   en   a.1.
7.2   F're arativcls.    Se   inc:ubaron   I:antidadef   yariablEs   c]La   DNf}

(I:),1-C},3   mg),    5egi:Ln    log   propt55itcJs,    cc]n       ==-75      LLriidcl:cle5      c!e

enzima.   Efta  dige5tidn   5E  realizd  per   4-i  hr£.      fil      cabo     de
este     tiempc]     se     `/eri+icd     el     grado       de       digestidn       par
eleEtrc]fc3resis,   pars   lcJ   Cual   Se   tc]md     una     alit:uc]ta     c:orrEs-

pondiente   a   1   ug   de   DNf}   y   sE   scJlnetid   cl   elec:trc]foresis,   gn   L`n

gel   de   agarosa   c}   de   poliac:rilamic]il=.    [u€lndc}   1a   diggstidn      era
inc:ompleta     €E     agrr:gabs     m&S     en=ima     y     5e     c:ontinuaba     la
inc:ubaEidn   par    1~=   hrs   c)   mag   si    era     rlec:gsaric],      En      qL`E     se

vcll`/Ia   a   probar   el   grado   dE   dige5tidn.    En   ccl:sc}   dE      digeLi5tidn

c=c}mpleta,    lc]5   f ragmentos   se   sep€lrarc]n   pcJr   elec:trc]fc]resis     en

g a 1 a 5   p r a p gJ` r ci t i \J c3 a a

a.    ELECTF{OFCIF}E§I§   EEL   DNA

8.1    BelE5   dE   clc: arc35cl:|.    F'arcl:15eparar    log   i ragmEantc}5      m=|`}tc]raE

dE   DNf\   5E   reali=cl:ron   elEE.trc]fc]rE?sis   ei.i   gEilEs   dee      age:i:rc]E2a      a|

I:l,B~l,a./.   en    5cilL`ci6n    TEfi    {Tri€.   fl.{:I   mM,    EDTa   2   mM,    ac:et€:`to      de

5c]dic}   2¢   mM,    pH   8,a   a.justadc}   CC]n    clc:idcJ   clc=Lttir=o   glar=:i.=I.1}     y   de

1,5   mm      de      E`5pgsc]r       {anal±tic=€`E,}       cJ      de      3   n.im      de         e5pesor

(pr-gF}circi:tit+a{j3}.        Lil€:    gEle=       Se       c=c}rrieron       a       75   rnA        (16{:}   V)

{ana:litic=c]5)    c]   a   5{=}   mfi    (5t:}   V}      (prepe`rati`/cJs)    l`sanclc]   TE:fi   cc]mo

amc]rtiguadc]r      de     elEc:trcJforEsis.      F'revio     a        c:c]1c]car         lag
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muE€5trcl:a,    Estas   se   ccl:|1entarc]n      durante      11:I   min      a      6C}C][      en

presencia   cle   1/=   a   1/4   del   vc]lLimEn   de   sc}1uci6n      dEsnatura:nte
(glic=erol   =5./.,    §D§   I:l,5./.,    a=L`l      de      bromofenol      C),C)=5./„      EDm

1=    mM),

8.:  Beles  de oliacrilamida.   F'ara  €5eparar      log     fragmentos
c]e   DNA   de   manor   tamaf.io   se   usarc)n   geles   dE   poliac:rilamida     al

5   a   7./..    La   5olLlc:i6n   maclre   c:ontenla   .I.{:i./.   de   ac=rilamida   y      t:),8./.

de   bisacrilc:imida`.    SE   tc]md   Lina   alit:L`ota   de   la   solL`cic5n      n`adre

y   se   adicic]nd    1/1t:I   del    `tc]1umen   +inal    dg      TEE    1{=}   X        {Tri5   HCI

Cj,9   M,    &cidc]   b6ric:c]   C},9   M,    EDTa   2{]   mM,    pH   a,=),1    ml    dE   pEr-

sulfatc}   cle   cimc]nio   1{:I./.   y   ague   pclra   c:c]mplEtar   el       vc]1umen;       el

cl.ire   atrapado   en   la   5c]luc:i6n   se   e}{trla   con   vac=Ic}.    Luegc),      se

agr-egb   5C)   L`l    dE   TEMED   y   5e   clepc}sitd   la      soluc:idn      entre      lag

placas   de   vidrio,   donc]e   5E   dejd  polimerizar.   par   45     min.      El
tratamiento  de   lag  muestras  fue  similar   al   clesc:rite  en   8.1   y
ella:s   penEtrarc]n   al   gel    a   =5   mf}.    La      soluc=idn      arrlc]rtigL`adc]ra

de   la   elec:trcifc]resis     fug     TEE      IX      y     el      pr.oc=edimiento     se
realiz6  pc]r   I-4  hrs.

9.    VI§UALIZA[I0N   DEL   DNA

Lag   bandcls   c-1E   DNfi   sg   obsErvaron   tit.iendo   log   gales   cc)n      Lina

sc}1uc=idn   de   bromurcj   dg   Etidic]       1    Lig/ml,       pc}r       1{:}   min,       y      se

c]bsEr`/aron   En      un      tran5iluminador      UV.         Oc:asic]nalmEnte     5e
+ot.c}gra+iarc]n   bajo   lu=   UV   LI.sando   plac:a5      F'c]larc)id      Tipc]      55.

F.ara   log   gales   prEF)arativos     se     emplEb     la     mi5ma     tic:nice,
siendc]   I.a   5c]luc=i6n   de   brc]muro      de      etidic]      {:},=      ug/ml      y      el

tiempc}   m&:{imc}   cia   tinEi6n   5   min.    f}lternativamentE   sE      u5c5      1a

tic:ni[a   del   5c]mbrEadc]   dE   IJ`J   dEpcJsitanda     el      gal      sin     tef.fir
sc]bre   L`na   placa   de   TLC      de      silic=a      gElt=c]n      indicadc]r      UV      a

iluminandc]   c=on   L`ne`   ldmpara   pc]rtatil    UV   de   longitud      de     onda

c=c]rta    (=1{:}   nm).    EI    DNfi   5e   c]bser\Jaba   c=c]mo   Lma   sc}riibra   sobl'-a   el

fc]ndc]   cc}loreadc]   del    indic:adc]r.
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10.    ELECTROELLIcltJN

DespL`E5  de   efec:tuada     la     glec:trc}-foresis,      la     regidn     qua

I:ontenla   el    DNA   5e   c=ort6   c=c]n   L`n   bistur±    y   se   c:olc]c:c5      en      i`na

bc)lsd     de     di&1isi5     de      1/4     de     pulgada     dE     cli€`metro,      que

c=c]ntenla   TE.    La   balsa   5e   c:c}lc]c:6   en   i`na   c:dmclra   hc)rizontal    c:on

elec:trc]dos   seF]ar-adc)a   8   c=m     y     sE      elec:trc]Eluy6     el      material

c=ontr-a   5C]{:}   ml    cle      TEf}      {:I,25X,       durante       16   hrs      a      75   mf},       a

tEmperatL`ra   a`mbiente.   Luego   de   EstE   tiempo,   la   polaricjad     de
la   fuEnte   fug   invErtida     brevEmente,      aplic=&ndc}se     el      mi5mo

amperaje   pc]r   1   min,   1uegc]   de   lcJ   c:ual   se   de_id   reposar   clurc|nte
15-2[}   min     a     temperatura     ambientE.      El      elec=troeluiclc]     +ue
rec:i`perado   de   la   bol5a   de   cliilisis   y   centri+ugacia   a   12.C}{:}t:};<g

pc]r   lt:}   min,   cc]n   el   c]bjeto   cle   eliminar   lc]5   residLras     de     aga-
rosa     c)     pc]liac:rilam]..da     clue        permanecen        en        suspensic5n.

F'c]sterior.mente   se   e:{trajo   el    DNfl   uns   vex   c:c]n   fenc}1   y   una   vEz

c=c]n   c:lc]roformc):alcohcJl    i50amilic:a    (=4:1)    y   sF,a   prec:ipitc3      c:c)n

etanol   Eomc]   ya   se   ha     desc:ritc].      El      prec:ipitadc]     se     rEsus-

pendi6   en    1{:}C}~5C}t:I   ul    de   TE   y   5E   cc]mF)robd   la      integridad      de|
DNA   EIEctrc]eli`Iclo   par   Elec:trc}f c]resis.
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11.    §Et=UENCIA[I0N   I)EL   DNA

§e   reali=d   5eg[ir.I   el    m6todo   de   Ma;.:am   y   Bi].bert     {1t?B{:}}  ,       I:on

algunas   mc}di.f ic:ac:iones.    El    mgtodcJ   c=onEit&      c:1e      `,JariaEi      Ei`tapas

qi`e   5e   c!GL3c3c:riben   {£eparac]amente.
11.1

C:0n

Marc: c:i:cidn   dE!   log   e}{tremoE   5' dELll     DNf`

LLEFJ:I -.fiTF..        L.cl:i      marcacidn       de      dich[]¥,      E?}<t..r.emr]Ei       5e

reali:.:a    mE9cliantg    un    prc]cg3dimientc]    qL`ee    c=c}n€£ta    c]cL*    dc}5    ETttc7`pci;5:

a}     De5forilcl:t=i6riu        Apr.ci;<imcl:dame.+nt.e±       5Cl~.1C}C)    ug       d6.i       DNa          €e

disc}1`/iE!ron   en    25{:}   L`l    de   Tri5~Hcl    5{:)   mM,       pl.i   8,(:i.       Sal      agre-

garc}n   I.   lJ      cle      Clf}F.I       {fc]s+atcl:5cl      alEalina      dell      i.ntet=jtino      dE
ternera)      a     dE:i      EfiF.      {fosfata5a        ci:1calina        de        bac:tar..ia),

incubci`ndcl5g   pop.    :i::t:I   min   a   6{:}°C:.    Si`e   vcil`tid   a   €idiEic]nar.    =,   u   de

enziiii&   y   se3   rLapitib   la   i.ncubac:idn   Eri    laei   nij.sritas      c:ondic:iones

anterj.ores.    LugL5[jc]   5e   realizaron   tref   a:<t.rar=cicine€5   c:c]r.i      fei.iol

5atur-adc.   y   ur.ia   c:c:jn    cloroforITiofalcc)hcil     i€;ciam±1ic:c]    {;E^1.:  1}.        Se

precipitd   agregandc]   etclnol   y   acetci:I..c}   de   5c)din   y      deLojandci     en
hielc]   5eco/'ggtanol    pc]r    lc}   min,    de5pi.tr85   dE.!   lc]   I:ual    ge      c=entri~

fugd   cl    12.Cl{:lt:}}<g    par    1{:I   mill    en    micrc:}cEr`t..ri+.I.iga   Eppe3rldorf .

b}    Fcisfc)I-ilat=i6n    c:c]n    {   v#aF.}-fiTF'.    El       prec:iF}it&do       de?       la

etapa     anterictr      se     disc]1vid     en      2E   i.`l      c]&!     agua     dEstilcl:d¢|

@stfari]..    §@      clgri»g€`ron       4   ul       d©      cl:mc]rtiguc?`dor--c|uina¥.;a       1{:I   X

{Tri5-+1Cl    5¢   mM,    pH   9,5   Mgcla    lc}C!   mM,    Dl-T      5{:)   mM       y       e5per-.

midina    1   mM).    Etfta   mE3=cla   se      ci:gretjd      a      un      tL`bo      Epp€:.ndorf

dc}ndt3      previamentE         se         habla         c=c}ncentrcl.do         (:I,5-1    rrlL`i          clE

(    y=2P)-f}TF'   h=i5ta   aprc]}{imadament.a    lt:I   ul.    gee      ciclic=ionc3      dl3s

vece51C}   u   dgLa   pc]1inuc:1eebtido      qi`in¢?5a      c]el       fa:cjc`      T4.        (a   L`l)

inc:ubando   15   mj.n   a   37°[      c:add      vex.       L..i.`egc]      dg?      diluir      c:on

16{:I   lil   de   agi`a   destilada   y     tomar      3   Ill      pars     compr.-obcl:r      la
mar.c:ac:idn   par   eelEL.ctrc]+Qresi5,    lcl   reac=c=idn      5e      cleti`\tc]      a.`gre-

gandc]   ac:etato   dg   sc}dio   y   etclnol ,   pars   prec:ipitti=r   el    DNA   c:omc}
5e   ha   dgg5crito.    EI   DNf}   se   centrifL`gd     y     5e     resL`spendib     en

agua   y   se   volvid  a     prec:ipitar   cc}n   etar`c}l.   E].      5edimento     se
seed       brevew`ente       en        c:entr±fi`ga~evaporador        al           vac:Io
(Speed-vac)   parci  retirar   el   etanc}1,   antees  de  di5olver   En     la
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5olucidn   adecL`adtl   para   la   digegtidn   ge?cL`ndaria     a     la     5epa~
rae:idn   dB   lcl:a   hgbras   marc:adcl:5   del    DNA.

c:}     Obtent=idn    dE`].    DNA   marc:ado   c:c]n    S£F'   en    un       cL3c:]1o       a:.:I-.r-emo.

EI    DNA   c:c]n    tl=lmbc]s    E3;.:tremc]5   5`    mar.cado5   {=on    r~*#F',    sg    fcii..ii€.!t.id    a

i`ria   diggstibn   preparativa   c:c}n      i`na      eenzima      de      reegtr.ic=c:ic5n,

pr©viamen.l=g   deter.minada   qua   produc:Icl   a   partir   c]eel       i rElgmE.nto
c]rigir`al    de   DNfl,    c]os   sLibfrE\gmentc}s   ccJn    marc:a   E`i.i    Lini.I   stLi].a      cjg

£L`S   e}<treemc]s   5',log   qua   adem&5   ercl:n      5e..3parabltil€g      +&c:ilrnente

n`Ladiante   gE3LIE?a   de   agci:ro5a      a      pc)liacriltl=mida.        Dir:h{]€s       +r-ag~

mento5      se      rec:upL»r.aron      par..     elec:troglL`c=idri      y      E.a         refu5~

peridierc)n   en   4=   ul    cle   agua   dcLb5tilada   eec.~+tEril.
11,2.    Rec:iccic]ne5

i }    ri:eat:cicjncas

5 a I. u e n c: i a .

ara   G:    En   Lin   tL`bc}   Eppendorf   se      prLap&r.a      la

inezc:1a   dg}   reacc=idn    c:c}mpuest-.a       pc]r.       =i{:){:I   i`l       dg       soluc:idn       DM§

(Cat:c]dilatcJ    dEl    ra,c]clj.a    5tJ    mM,    pH    8,I:},    EDTfl    1    fnM}     y    5    LIL     c]e    DNA

mar.cado         {aprc};{imi:c]amenteLa       entre        1{:)i:l.I::}'t:H:i       y           £{:){:).{:){:H:i           c:pin

Geran[::t]v}.    Se   eri.f[.-id   a   I:1°C   y   Beg   adic:ic]naron   E   ul    deLb   dimEitil

sul+atc],    incub&nc]c:i€;g   par    =i-~.6   min    a   r±{:tc'C=.    5e   agrE`garc]n    5f:I   L`l

dca   sc}ll.`c:i6n    pars   clLDtgngr    lcl       rgaLaclc:Ei£)n       c:lg       DM£        {E`cEgtatc]       dE

fodio    i,5    M,    pH    7,{:},    I.~ME    i    M,     tRNA    dg    E,     t={..ijz.1[}{::I    I.`g/ml}        y

1    ml    de   etcl:|nc]l.    E3ti`   dgjd   prec=j.pitar       pc]r       =1   min       en      bar.io      cl€`

hieelo   5Ec:a/etanal.
ii  )    Reclc:c::idn A+B:    En   egte   c=cl:|g,c]    1a   me=cla   de      re:.at::c:idn

ti»5t¢1   c:c}mpuegsta   par    I.{:I    ul    de:-DNfi    mcirc:ac:lc}     {el    dc}[)lL#   dgl        u5adc}

en    I.a   rElci:ic:c:idn   €\ntgric]r}.    §aa   Enfr.ic5   tl   I:}DC      y      5e      cl:|grL2cj:jp`ron

Z:i   ul    clg   &cidc)   fdrmic:a   c:onc=Entrc:ic]o9    inc:ubfandc]E:,Lfi   pc]r    lc)   min    a

=(:}t]C.    E5ta      r.eat:cj.drl      c=orrLasponde      a      i`na      modif ic:ac=idn      del

mStodo   dg   Ma;<am   y   I;ilber.t.    §e   €`F.iadierc]n    ={:)C}   i.`l       de9       ¥cJluc=ic]n

HZ     (ficetato   de   sc}dio   {:I,.3   M,    EDTfi   C},1    mM   y   tRNfi       de       E.       c{..IJI.

1   mg/ml)    y   75{:}   L`l    de   etclnol,      pr.ec:ipitclndose      par      5   min      en

bar.:a   de   hielc}   st3c:c]/etanol.

iii}    Reacc:idn arci   T+I:    En   un      tL`bo      Epp@ndorf      se      mezc:ld

10111    de   DNQ   marc:adc)   y       1(:)   Lll    de   aglta   destilada   cLast€ir-il.       SeL3

enfri6   a   0°C   y   se   agregarDn   3C)   1`1      de     hidrazina      lcl{:}./..       SE

inc:itbd   par    1£   min   cl:|      2C}°C,      deteni6ndose-la      reac:c:i6n      c=c}n

2C}O   ul   de   la   5c)lL`c:idn   empleadcl:i   pars   e5te     mi5mo     f in      en      el
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pL`nto  anterior.    §e   prec:ipitd  c=on   75(:}   ul      de     etanol,      mante-
ni&ndc]se   pc}r   5   min   en   baF.ic]   c]e   hiElc)   5ec=o/etanc]l.

iv)    F{eacc:i6n   pars   I:    La   mezc=la   se   c:omp[}ne   de   5   L`l       de      DNf}

mclrc:adc)   y    1{:)   ul    c]L#   Nacl    5   M.    5e   Enfr.ic5   a   (:J°[   y   ?;a   agre:`garc]n

Ecl   ul    dg   hiclrazina    lr.}{:I./.,        inc=ub&nc]ose       15   min       E\       ={:}C'C:.        La

reci:iccidn   5Ei   detuvc]   c:omo   en   el       c=a5o      clnt.Erior      y      5e:I      prec:i-~

pitd   en    lci5   miE;mcig,   c:orldic:ionEs   E5ef.icilc-ic:1a€--,.

v)    Reacci dn   pars   fl+C::    f`   1rJ   ul    de   DNA   marc:adc]   5e      leg      agre-

garc]n    5C}   ul     de    ur.ii»`    sc]luc=i6n    dE    NclDL.I    ±,fl.    M,    E:DTf}    =    rriM    y    4(:!    ul

de   agua   destiladg;i   a-£t4ril.   La   rriEzcla   de   reac:cibn   se     ccl:|lEntd
a   9{:}C'C   F}c]r    1{J   min   y   ge   detuvo   la   rEgac:c:idn    ci:i.icl.|digndcj       15{]   ul

c]e   dc:ida    clc:dstic:cJ    1    M    y    5    ul    dg    tF{Nfl    dg:    E..     f={..IjI.         1    mg,`'ml.        £e¥

prec=ipitd   c:c3mc}   antg5.

Lag   rgigi`iLmte`5   Btapci:si   dE   e5tE   prcJEedj.mj.entt]   Son      i-:c]mL`nEL`5      a

todat5   lag   reac:c:;ic)rlg?s   y   C:onsi5tEn   dELa   lcts   5iguiti`ntE.}i3   pasc]5:    Sea

c:tgntrifugaron      toda5      lag      mueEgtr.ae3      pc`r.      5   min      en         mic=ro-

c:entrlfuga      Epper`dor.f .       Lc]5      tubas      cJ;r±      E?n.friar..c]n      a.ri       I.iie].c]

sec=c]/etanol    y   se   c:entr.ifLlgd   cc}mc)   antF_lg.    SE¥   dL»racartEj      eel       5c]-

brenadci:Tnt..a   y   el    prec:ipitadc}      sg      re€su=`pendid      em      E=.;€:}   I.`l       de

ac:etatc]   de   gc]dio   {:}g=   M   y   se   pret=ipitd   nuEvamente   c=c]n      75t=}   ul

de   a?I.gi:inc)I..    §g   can fr.i.d   E?n    bar.]c)       5eeccj/'gtaric}l        pc]r.       =i   min       y       ge!

volvid   cl   centri+ugciir   dora   vgces   c:omc]   antg5.    Se   lc-ivb   g].      5edi-

mento   c:on    1   ml    dca   r?ti=inol    y   despufas   dtE   c=Entrif ucjclr   c:omo   ya   5e

ha   clescritc},    se   5ecd   brE`/Emente   al    vac=±c].    fi   I:ada   mu©ET,tr.a      5E

le   agregd   lc)C}   ul    de   pipEridina    1    M   y   5e   inc:ubti   a      9{=}CJ[.      pc]r

=.{-J   min.    Lag   muEstra5   see   licJf ili=aron,    sLa   agrE!garc]n    1{:}Ci   ul    de

aguci:i   dEstilada   Est±ril   a   Eada   ml.ie5tra   y     5e     \+olvid     a      lic]-
f ilizci.ir.    E:'=ta   [`ltima   c}pErac:ic3n   5e   rEpitid   4      vac.esp,.       De5puEs

de   la  I:iltima   liof ilizac:idn   se   resu5pEmdid     cada     mL`estra     en
sc]li`c=idn   de   c=arga    (azL'll    de      bromc]feenc]l       I:I,(:}=57;,       :{ilenc:ianol

C},I:}£5%      y      formamida      dt=5ionizt=|da      9{:}`/.),       pars      inic:iar          la

cL`lec:trofore5i5.    Lag   mue5tras   set   calEnt..ci:rcin    i   min   a   9(:}C]C,    st3

enfric!iron   r&pidamente   y   se   aplic:aron   cl:ll    gel   en   un   vc}lL`men   nc]

mayor   dE   I   ul    y   tal    de   I:argar    ltJ.{:}{:)(:)   cl:l   £C).(:}(:)I:)      c:pin      Cereril::ov

par   cads   reac=c:idn.
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emplEaron   gales   desnaturante5   c]e   policl:|c=rilamic]a   al    1{]   a     15'/.
c:on   Ltrea   8   H.    En   tcJc]c]s   log   c:a5os      se      prepararon      1{](:}   fnl      c]e

mg=c:1a,    pci:ira   lc]   ci`al    5e   tc}md   Lma   alicucJtcl   dE   unc:i   r*c}luc=icin   de

acrilamic]a-bi5¢icrilamida   .it:}:1,57:.    Se   agregarc]n   1[]   ml    c]e      TEE

1(:I   X,    5C}   g   d(ES   urea   y   agua.    5e   di5c]1\Jid   c=alFntandc]   a   6{:}ac      y

se   filtrd   pc]r   pci:pet    Whatman   =ir'1Ma    Se   Eldic:icJnd   a   la   fnEir.cia   {],8

ml    de3   pE;-rsLilfatc]   clE   amtJnic]   al    1[:}`/.   y   sLa   5ometiti   e\   vcl:c:Ic]      pclra

a;.:traer   lag   bui.-buja5   de   airE.    Se   af.iac]id   cl:|   la   goluc:idn      TErlED

{15   ul    pal-a   gele5   al    15./.   y   5{:)   ul    pars   cjele5   ti=1    1{:!-/.}  ,    I:on      lc]

I.uci:il    ge   inic:lid   lci:i   pc]limEtrizclc=idn.       Lcl:|      5c]luc:it±ri      fL`e      ``+ELirticla

r&pidelrri&*ntE  tentrg   lac£   F)1aEa5   de   vic]ric},    uns      c]g      lag      cualE5

hci:bid   gidc]   pr@viamEntE   silic=cJnj.=clda   t=t]n   sigmac=c]tg3.    E].    gg?i    gg

dej6   polimErizar   pcJr    1   hr.       L.cl:5      dimen5it]nef      I:1€i`      I.c]s      gelegTa

+.usrt]n   4.'±,5   [m   de   largc]   pc3r      I.4,5   cm      dgf      il:nc=hc}      {:i,{]4.   cm      dca

ggpe5or.    I.~cl:|   E5Dluc:icon   cl:|mc]rtigucl:|dmr&   clg   E?.IEEtrc]+.c]rgE;if   fug   TEE:

1   X.    F'rg\Jioi  a   la   cc]rridag      lag     gelg5     5t9     prE[t-JrriE.rc]ri      par

Egpac:ic]   clee   lrJ   min   all    15{:}C}   vcJltg   pa:ra   clL`mgntar   su   tg3mF}Er`atura„

Lag   muEstrar5   5e   trci:itaron      c=c}mcJ      ya     se      ha     dE5c=rii:c],      dE|]o-

5itdndci5g     pcl:ra      ].a     ElectrcJ+orEigi5     £~=i   ul      de        e].lag,         y

apliccindtJ    1£i::}{:l~15{:!{:I   vc]lt.a.    Se   efEctuarc]n,    en   carla   I:iigc]3       dtJs

ccl:rgas   dE.i      c=ada      mL.ig?gtra,       Eiepartl:das      een      E].       tigmpn,       Epfec-

tuanc]osE      I.cl      sgcjunc:la         e`pl ic=ac=idn          c=u&ndo         gL*1          Ec]].orantLa

:{ilEncianal   ial{=anzd   lcl:|   mitad   I:lei    gel,    pars   lc]5+   cjglgg   al       15%

c],    En   t=1    c=a5d   de   gele5   al    1{:}%,    t=uancla      el       ct]lor€|n.tLa      }{ilen-

c:itl:|nc]1    1leegc].c|l    firlcl:|l    c]el    mismc].    La   elec:trof`c)reef,i.g   rig      detLtvc]

t:uando   el    ti=zLil    dg   brc]mc]fgnc]l    cle   la   t:`1tima   c=cl:rga      alc=E\rlzc5       1a

nit..cid   clel   gel    {p¢ira   gales   al    15-/.)   t]  .el   i:i.Hal   ,dE     este      {F}ara

gelE5   8-1,:,%)..
11.4   Autc]rrad'ic] raf la.    f}1   f inal   dE   lcl:i elec=',t.roforBE,:i5,       el

gel      se     desmc}ntd     cuiclac]c]samente        remo\tiBnclc]        g1         vidrio
silicanj.zado   y,   I.uegc]   de     cL`brirlo     ct]n     papal      de     celL`lc]sa
{§arcln   Wrcl:p},,    5e      lo      expL`5o      c:i      cl:L`tor.rcldiDgraf±a      a      -7C)°C

utilizanc!o  un   film   de   rayo5   XOMat   fiR  a   FL`ji   y     iina     pantalla
intensi+ic:adc}ra   Du   F'or`t.    E:1   tiempcJ   dE   a:.{po5(ic:idn   varid   entre

a   y   .5   dlcl5   y   lag   pelic=l`la5     sE     r@\telaron     ii,sanc:lc]     re`/elaclc}r
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I:I.c}da[::   D~l{:)   par   5   min   y   fijadc)r      i`niversal.       La      peellc:L`la      se

lava  c=on   agi`a   de5tiladci   pc]r   £-5   hora5   y   5e   5ecd.
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Se   regi`5pendieron    1{:)   g   de   Thern}uf    t.hgrmt..tp+tl.Ju5    en    i(:1   n`1    c]e

TrisHcl       1   mM,       ac:etato      de      magne5io      1{:}mM,       pll      7,4.       Se

agregcl:r.cJn   '£f:}   ml    de}   f enc]1       y      ge      ¢|gitd      durant.Ei      4rJ   rrij.n.       La

emLIlt3idn      se      c:Lmtrifl`gd      par      !{:)   min      a      8.I:}{:}t:i   rpm      en         i`rla

c:entr±fuga   BE?c:I::m€|n,    rc]tc}r   SS=14.    §e   rEmo\Jid      la      +ass      ac:uc]sa

sLipeerior,       quE}      cclntenla      el       tF.:NA,       y      EstE      '±eit         prEc=ipitc5

agr@gandc)      I:I,1       vc]lumenEs      clB      ac:Etato      de      5c]{]io      =   rl      y      =

volimene¥,   dE   E..tanol     {prc-?viamE}nte   enfriada   a   -'7[}°[).    SE>   dejc5

par   lo   menc]s   urici   hc]ra   a   -7{:}C'C.    El       precipitatlo      sE9      cc]1Ec:td

pclr   c:ent.rifugci:cidn   a   8.{:}{:1{:}   rpm   par   =(:I   min   en   el    rc}tc]r    HE!4.   dE

la   centrifuge   3orvall.      E3e     resugpendic5     e;il      prec:i.pitadc]     en

lc}   ml    d6I   Na[1    1    M,    agitandc}   c:on   Li.na   baguEtEi.       Se      ceenti.-ifugd

en   el    rotor   H84   a   8.I:}1:}{:I   rpm   pc}r    =CJ   min®    fell    prec=ipitadc]   se   18

clgregclron    5   ml    deg   Na[1     1    rl      y      efr=      prc]c:a-E,ti      c=omc]      cl.nt..E?a.       Se

juntci:ron   ambos   fobrEnada:ntEs.    Se   agregaron   dc}€3   vc]limlg9nE€5      de

g9tcl:nol    y   5e      deejf]      a      -7{:}t][      par      al       menc]5      L`na      hcjra.       EI

prLac=ipitadc]   c]€.   la   gtiipa   anteric]r   se   cc]1E9c:td,    c=eentri+iigando   a
8.rJt:)€:}   rpm   par   =C}   min,    y   se   rESLrfpEnc]id   Ejri   7   ml    cle!   cl:cetat.c]   de

5oclj.a   C},.?i   M   pH   7,C};    se   agitd   en   c:cimara      fr.±a      y      efe       lcJ      fi.`E

agregaiido,1entamente    (uns   gc}ta   par   segui.id[]},      t:I,54      `/o].      de

isc]propanol.    Ur`a   vez      clue      se      agrggd      tcido      e].       vc]lLm.Ig.+n      dg

isopropanol   se   c:ontirl[`o     cl:git£\ndc)     ci     =i:}°C.      La      gusperi5idn

rE5ultante   se   t=gntri+ugd   a   a.I:}{:}C}   rpm   pcJr    1`.:}   min    (rc]tcjr      H84)

a   2t:}C.C.       El       5c]brenadante      se      gL`E`rc:ld.       E:L      pr`ec:ipitac]c]      st=

resL`spgndid   en   :Lr.,5   ml    dE   ac=etato   dee   eiodict   [},I.   rl   pl.17,i:i   y      5e

agregd   ni`EBvamerite   I:),54.   vol    cle   igoprc]panc]l    y   se   prot=E.idic]   c=c]ino

antEs.      Se     jitntar{]n     ambc}s     sobrenadantes     y     @1      tr+Nfl        se

prec:ipitd   agregandci   C},C}9   vol    dEi   iscJprc]panc}1;    sE.i.   en+rid   y      5e
centrifi`gd      a      a.{:}{:}{:}   rpm      en      rc]tc}r       H84      pc}r          1(:)   min;          el

sc}brenadantg   se   clescartd;   el   prec:ipitadc]   eie     regu5pEndic5     en
1   ml   de   ague   degtiladcl   esteril.   El   tRNA   5e   guardd   a     -7C1°C.
El   rendimiento   fug   de   25   mg   a   pcirtir   de   10   g   de   c=elL`la5.
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15.    MARCACI0N   DEL   tRNfi   I)E   7..   T#ER#Opf/Jft/S   I:ON    {   T-==P)-ATP

Cc}n   el   f in   de     sac:ar     el     griipo     i osf atc]     presents     En     El
©xtremcJ   5'    del    tFtNA,    5e   incubaron   20   i`g   dE   tF{NA   cc)n      =   U      de

fosfata5a   alc:alina    (C:If}F.)    par    1   hr   a   .?.7C't=,       en      Tri5-HC:i    1C}

mM,    pH   7,4,       EDTfi       1    mM,       Mg[1%    1{:I       mm.        F'ara       inac=tivar.       y

e}{traer   la   fc]sfatasc;i   se     realizaron     trE?a     extrac:I:ic]i.ie`3     c:iln

fenol       e      igual       volum©n      de      c:I.cJrc).fc]rmc}/alc=ohol       isc]amilic=c]

(£4=1}.    E:I    tRNfi   5t=   prE}c:ipitd   c=on   751:I   ul    d€?   etanol       fr]:c].       £e

mantuvo   en   bci:iF.io   de   hielcJ   set:a/etanol      pcir      lt)   min.       Se      c=t=n-

trifi.`gb   gn   microc:antrifL`ga      EppEmdorf      pc]r      5   min.       El       tF{Nfl

sEdimentado   5e   5ec:a   al   vac:io   y   efe     resuspEnditi     en      Tri5-+.l[1
C},5=    M,    pH    7,4,     Hg[l=    I:},i    M,     DTT    C),{:15    M.

F'c]r      c]tra     pcirte,         se        sac:a        aprci}{imadamente         1   mr,i         dE

(    T-|=aep}-flTF'   y   se   re5L`5pendid   Em   61:}   ul    de      agL`a      de5tilada.

§g   agrggd   el    tF{Nfi   5obre   EI    ATF'   rac]iac=ti\+c]   y   se      1].e\+d      a      L`n

vc]li.imen   i iric;i:1    de   2C)I:)   Ill    cc}n   agL(a   cle5tilcidad       Se3       adic:iDrici:iron

lc}   U    (2   L`l)    dg   polinucle6tido-quinaga   de   fago   T4   y   5e   inc=ubd

pc}r    15   min   a   =7C]C.    fil    I:abo   dE      este      tiempo,      gg      agre3g¢|:ron
f   ul    m&€   cle   enzima   y   i;a   inc:ubd      en      lclcLi      mi5ma5      cc]nc]icione5

anteric]res.    La     reac:c:idn      se     detu`Jo     adic:icmando     3{:}   ul      dE

ac:etato   dE   sodic)   ¥   M   y   75C]   L`1    de      etanc]1,      dgj&ndoc:±g      pret=i~

pitar      pc]r      1   hr      a      --7t]cac.         §g`         centri+ugd         L*n         mic=rc]-
centrlfuga;    5e   secd   el    5edimEntcl   y   5e   regL`5penditi   eEn      .?t]{:)   L`l

de   §§C:   [},1X    {§§C:    1X   es   c:loruro   de   sodin   C),15   M,       c:itrcitc]      de

5odio   15   mH).

Cc}n   el   fin   de   separar   el   tF{NA   marc:acla   del      isdtopo      libra,
se   prepard   unci:i   c:olL`mna   de     §ephcl.|de:{      6-75     dE      IC}   ml       (pipeta

plct5tic:a   de5ec:hable)  ,    eqL`ilibracla   en   SSC:   C},1    X.    Se   aplic:cl   la
mL`gstra   a   ellcl   y   se   eli`yd     c:on      la     mi5ma     5oluc:idn,      c=cilec.-

t&ndo5e   fracc:ic}nes   de   lc}   gotas   en   tL`bos   Eppendorf .    Se      c=c]ntc5

1   i`l   dE   c=ada   frac:cidn   en   el    contador      c]e      centellec),      Li.E5andc)

radiac:ibn        Cerenkov ,        y        I as        fracci ones          cc}n           mayc]r
radic]ac:tividad,   c:orrespc}ndierltes   al   primer     pico     eli`Ido     5e

juntarc}n       (1,2   ml),      prec:ipitdndo5e     c:on      2,5     volL`menes     de
etanc]l   y  manteni6ndose  a  -7{:}°C  di`rante   la  noc:he.   Se   c:entri-
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fug6   a    11.{:}{:n=)   rpm   pc}r   4¢   min   en      5c}rvall       RC£B,       rotor.      HBil.,

despL`6g   dEl   lo   I:L`al   el   prec:ipitaclo   sE     sgc6     al      `'ac:±o      y     5e

resLi5penclib   en   {:},5   ml    dg   clgi`a   dE5t.ilada.    El    tF{NA   marccl:clo      se

c]btLivo   c:c]n    L`na    cl:|{=tividad       e5pec=If ic:a       de.!       8C}(:)C}{:}c.pin/L`g       y       5e

gLiardr3   gi   -~Zt:tc]c.

14.    SEPARA[I0N   MEDIANTE   ELE[TROFOFtESI§   EIDIMENSI0NAL   DE   LOB

tFt:INt+   t}E   THERItus   THERttDPHI LUE;

Log       tF{Nf}       I.16?       7.+}ermu;:        therm{.jph].juL=       pL`rif ic=adc)t3       pc]r       g1

i]roc:edimi&into   al..it@rior   s6p   scapar-arc]n   cle   ci:cL`erclc}   a      Burr::ard      `/

Eo]..      {198=)     con    mLbnorgas    mcJdi.fit:ac:ic3nep5.     E5{:}t:I   ug       dEi       tF{Nf}       se

sc)meetiErc]n   a   e].eL»c:trc]foregis   en   L`na   primara   dimensidn      en      L`n

gel   qua   c=ontcanlci   poliac:rilamicla   al    lc}`/.,    y   en   5rfgL`ida   en      uns
5egi.inda   dimens.it5n    gn   Lin   gel    al    ='{:}%®

F'rim@rci:i   difnEpnsidn:    Se   uitlizd   un   gel    de   I.{:}   cm   de   anEhc]   pc]r

4t:I   c]€3   alto   y   3   mm   dg   ee5pGpsor.    Geel       c=onc=entradc}r:        ac:rilamicla

4,8./.,    []i5cl:crilamj.da   C}.2'/:,    Tri5.~H[1    {:),6   mM,    pH   6,8,    i`rE=.E\   5{:)'/.,

per5L`lfatc]   den   amclnio   {:I,£%   y   TEMED    15   Lil,    en   un   volumgn    final
c}e   I.{:I   ml.       6L#15Eipa:radar:       ac:rilcl:IT`icla      9,7./„       bi5acrilamj.da

C},5%,    TEE    1;i,    itrea   51:I./„    persulfato   de   amonic]   1:I,(:)7:/.      y      TEMED

=.I:I   u].,    en   L`n   vc]lL`mgn   final    dg    15{:}   ml.    La      elEBc:trc]foreE;is      5e

rEalizcl:|ba   a   9t:}C}   vc]].ts   ha5ta      clue      a3l       cc]lc)rantee      ;{ilEnr=ianc}1

habla   migrcldo   =.f.:}   c=m      En      el      gel      5eparaclor.       La      franja     cle

poliac:rilamida   tse   c:ortclbcl   y   sE   ponla      lc]ngitL`dinalmenteL|,      c]e
tal     manera     qL`e     ahora     la     elec:trc]foresis       se       realizaba

perpenc]icLi].ar   a   la  dirEcc:idn   anterior.
§eaitnda      climeensit5n:       t3Epl       c:onc:entradc]r:       ac:rilamicla      E',4.i:,

bi5ac:r.ilci:mida   I:),1./.,       Tri5~Hcl       I:},6   mM,       pH      6,8,       |`rc:.a      5{:)'/.,

pEr€;iilfato   dg!   amc}nio   C},2./.   y   TEMED    15   Lil  ,    en   un   vc]1L`men   f inal

cle   ¥.C}   ml.    B®15eparadc]r:    ac:rilamidcl   lt7./.,      bisac:rilamida      1./.,

TEE   1;.:,   urea   5C}./„    persLilfato   de   amonic)   0,rJ7./.   y   TE:NED      a.3   i`l,

en      Lm      `Jc}lL`m©n      +inal       cle      £4.Cl      ml.       La      elEc:troforEsis      se

realizaba   a   9{:)(:}   vc)Its   hasta     ql`e     el      calorc`:inte      }.:ilenc=iancJl

hablcl   migradc}   7{:)   c:in   en   el   gel   separadc]r.



15.    AIIINOACILAt=I0N   DEL   tRNA

15.1   F'urific:acidn   clEi   la   sinteta5cl. Se   L`s6   el    prc}ceclimientc]
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de   Nishimura   y   c=c]1.     (1967).    Se      rEsuspendierc)n      de      1{:I      g      de

c:6lulas   de   T.    +herm{.,tphjjuf       En       ill      ml       dE`      Tris-..HC11{:I   mM,

pH.7,a,        MgcIC;Hesc:001C)    mM,        £-.ME       6    rriM       y       I:::Cl        6{:}    mp1,         Lag

c:t5lL`las   5e   rompieron   ddndcJIEs   5   gc3lpes   en   uns:i   juguEtr.ci:i      ci      la

m&}.:ima    v@lc}c:idad.     El     homogenei=c:|c]c}    e;EI       c=Emtrifi.`gd       a       I{:}.(:)C}Cl

rpm   par    18{]   min   en   el      rc)tc)r      Ty.--=5      due      la      L`1tra[:entrl+ugci

BEc:I::man   L5-.-4`'J.    El    sobrenadailte   s&|   sc}itie?tid   a   c:rcJmatcJgr=`f i'a   En

uns      columns      dE      I)E:f}E:~celulc}sa      de          1.=!.:17   I:in         d€9         alto,

eeqi.`ilibrcida      ccJn      la      5c}luc:idri      cintEric)r.       La      a:|t:tividad      fLie:J

elulda   c:on   Trig~HC1    5C}   mM,    pH   7,5,    Ncl[1     15C)   mM.    §E»       juntarc]n

lag   frac=c:ic]neas   c:c)n   mayc}r   abscJrbanc:ia   c;l   =80   nm   y   se   prar=ipitd

la   ac:tividtiid   a/ninoac:il-5inteta5a   agrggalidc]   sulfcito   dE!   amc]iiicj

a:|1    75%   de   saturac=idn.    El    precipitac]c]   se;.   rEsuspgndich      cc]n      la

sc)lL`c:idn   de   refuspLmgidn   c:Ell`lcl:|r      y     se     dializd     c:c}ritra`      la

migma   gc}liic:idn    pc]r    18   horag3.     SeLb    mezc:ld    con    igL`cl:I     vc]].LLm.r_»n       dE

glic:ercJl   y   se   gi`ardd   a   -£C)OC.
15.=   Aminoac:ilac=idn   de   lc}5   tFtNf}5. EI    En5ayo   se   hcic:I:a   a.n   un

volumen   de       1{:}C}   ul       qLi@      c:ontenla:       EICINE      6{]   mM,       pH       7,8      a

6C)°C,    fiTF'   5   mM,    DTT   0,1    M,    Mgt:la    1£   mM,    tF{NA   tc}tal    {:I,4tr    mcL

aminc}clc:il-tFi'NA   sintgtasa   101`1    y   L    {=.-ac-H)-serina   1--i      uC:ia

Se    inc:ubaba   a   65°C   pc]r    15   min.    La   5oluc=itin    5e      pc:in±&       f:;obr.E±L±

itn   c:Irc:LLlc]   de   {ibra   dg   vidrio,    y   5e    lci:ivci:iba       trecL£       \Jg..:.c::E.!i=       cc]n

TCA   al    5./„    c:add   vex   par    15   min.    SE   set:c:i:ba   lcl:vandc]   c:c}r-I   etani3l

y   se   contaba   en   L`n   c=c]ntador   de   c:ant.ellec].

16.    HIBRIDat=ION   I]NA-FtNA

Se   rEci:lizd   de   clc:i`grdo   a   la   tGc:nica   desc:rita      pc]r      5c:.tiit.hE`r.-Ii

( 1975)  i

i}    5g   trasfir-iLaron   lc)5   fragmentog   de   DNrl,   produc:idc]s   en      la

digesti6n   c:on   lci5   enzima5     de     restric=c:idn      y     sEparacjc]e:,     en

gales  de  agaro5a     a    poliacrilamida,     a     filtro5     de     nitrt]-
t:eli.`losa    (Millipc}re   6§WF:.5C}4   FO,    45   L`).    F'ara   ellci,    des¥,pL`ds   de
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1a   elec:troforesis,   y  c:c]n   el   i in   de  desnaturar     el      DNA,      lc]s

geles   se   someten   a   L`n   tratamiento   c:c]n   i`na   sc}1iicidn     de     NaoH
C},5   M,    Nacl    1,5   M   par   1   hr.    Li`ego   se   neL`traliza   cc]n   Tris--Hcl
(:I,5   M,   pH   7,a   ,    Nacl   =M,   durante   =ic}   min.    El   gel    asl   trataclo,

sE   coloca   sabre   papel   filtro   Whatman   =.   MM,   c:Llyos   a;.{tremos   se

enc:uentran   inmersos   en   un   rec:ipientE   qL`e     c:c]ntienE     soluc:ic5n   .

§S[   2{:I   X    (c:1c]rurc]   cle   scJdio   =   in,    c:itrato   de   soclio   Cl,3   M).       El

filtrc]   c]E   nitroc:ell`1osa,   clel   mismc]   tamaF.ic)     clue      el      gel,      Se

cc]loc:a   sabre  t5stE   y   encima  de  €1   se  pane     papel      absc]rbente,
c=reancla   asl   i`n   i lu~ic]   a5cEndente   dE   SSC   2{:}   X,    el   cual    F)c}sibi-

lita  el   traspaso  del   DNft  del   gel   al   filtro.      Esta     c}perac:i6n
se  realiz6  clurante  3  dla5,   a     temperati`ra     ambiente.      Li`egcJ,
log  f iltros   se   secaron   pc]r   =  hrs,   en   vac:Io  y   a   Bt:)tac.   Cuando
el   DNA  a   traspasar   es  de  alto  PEsc]  inc]lecular   es   rEcc]mendable
tratar   el   gel    c=c]n   HCI   Cl,1   N   par   £{]   min,   previo   al   proc=eso   de

clesnatL`racidn.    De   estE   mcldo   se   rc]mpe   el   DNA   y   la     ef iciencia
de   la  transferenc:ia  es  mayc]r.
ii)   El   filtro   tratadc]  de   Este     modc)     se     pL`sc]     en     uns     balsa

plastic:a   sEllclblE   pc]r   calc]r   y     se     agregd     Ltna     5olL`c:icin      de

prehibric]ac:idn   c:uya   c:c}mposicidn   es=    §§[      I   X,      Denhardt      .1   X
{Ficoll    C),t:}2./.,       albtlmina      de      5L`ero      de      bo`+ino      (:),{:}2./„pt]li-

vinilpirrc]lidona-=60     Ct,I:l=./.},      §D§      Cl,5%,      DNf}      sonicado      de

espermic)   de   salnidn   {:I,1   mg/ml,    inci`banclo   el      filtro      a      4CIOC

par   6-=4   horas.   F'osteric]rmente,   se   reemplazd     esta     sc]1L`c:idn
par   uns   sc)1uc=i6n   cle   hibridac:i6n   igual   a     la     anterior,      pero
c=c]nteniendo      adEmas      formamicla      5[}./.      y         El         tF{Nfi         mare:a:do     .

(aF)rc]}{imaclamente   E,=:{1{:}7   c:pm},       c]btenidc]      F)or       el       prc}cEdi-

miEnto   clescrito   En   MetcJdo515.   La   hibriclac:i6n   5e   realizd   pc]r

48-7E  hc}ras  a   4=°C.   f}l   c:abe  de  este  tiempo,   log   f iltrc}s     se
sometieron  a  uns  serie
SSC   2   X   pc.r   iina   hclra   a

30   min   c:ada   Llno   en   §§C

lavado      c:on      SSC   =   X

dejart]n  sac:ar   al   Sire,
iii}      Finalmente,      se

de   lavac]os   clue   incluyen:   uns     veg     en
tempEratura   ambiente;      41a\Jadc}s     cle
6   X   con   §D§   {:1,5%   a   68°C   y      de      nL`evo

a     tempEratllra     ambiente.      LiiEgo,      se
sabre   Ltri   papel   i iltro   Whatman   =.MM.

realiz6     uns       autorradic}grafla       I:on
pantalla   intensif icadorcl:|  pclr   4-6  dlas  a  -7CJot=.
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17.    PURIFICACI0N   DE   LA   RNA   POLIllERASA

riE  THERFius   THERHoPHILus.

17.1.    Ru ti`ra   c:elular.   Cinc:uEnta gramos   de   c±1i`las      c:c}nge-
lac]as     de        7-.         therm{..Iphz.jug        HB8        colectadas        en        f ass

e5tac:ionaria,   se   resl`spenclieron   en   2={:}   ml    de      sc}lL`c:idn      TE§M

{Tris-Hcl    5{:}   mM,    EDTA    10   mM,    sac:arc)sa   25./.    ,=HE   5   mM         pH   8,rJ

)    y   se   rompierc)n   agregandc}   94   mg   clE   lisc]zima      y      C},C}{:}t:)5%      de

Brij   58.    §e   inc:ub6   par   30   min   en   hielo.    F'ara   romF}er      EI      DNA

c:rc}mc)5omal,    se   5onic6   la   5c]lL`C:idn,    manteniEndc)la      en      hielo,

c=on   itn   aparata   Elic]sonic   moclel    11,    a   m&:{ima   potencia      clL`rante

1   min,   c:on   1   min   cle   descansc),   repitiEnclo5e   el      prc]c:edimiento

1{:I   veces.    Se   c:entrifugd   a   lc}5.C)I:}0}{g   di`rante   6C}   min   en   ultra-

c:entrlfL`ga      Be[[::mcln      L54(:},      rotor      Ti=.5.         EI         F}ellet         fug

desc=artci:ido.

17. =-EEci:iiELila£ idn     con rc]tamina.       E1 sobrenadante     se
diluyd   c=cin    5c]1uc=idn    A        {Tris-H[1        2Ct   mrl,       EDTA       i:I,1    mM,       2ME:

I   mM,    Mgcla   lc}   mM,    F}H   8,CJ   a   4°C}    para      tener      =9   mg/ml       de

protelna  y  se  prec:ipitd  agreganc]c)   sulfate  dE  protamina  a  L`na
cclncentrac:idn   +inal   de   I:},1-/..   §e  [entrifugd,   desc=artandose  el
sobrenadalite,   y     el      sedimento     se     a;<trajo     cc]n     5CIo  ml      de
sulfatc}   cle   amonio   8(:)   mM     en      5c}1uc:i6n      A.       El      e:.{tracto      fLie

diali=ado   contra   la   5cJli.`cidn   a    (Tris-Hcl    4{:I   mM,    EDTA   C},1   mM,

2ME   5   mM,    Mgcla    10    mM,    pH   a,C}   a    4C]C}.

17.=.    t=rcimato raf la   En   DEAE   5E hade;i   f}-5{:I. El   e:{tracto  +ue
puesto   En   L`na   c:alumna   ancha    {6,5      :{      6,E}      c=m)       qua      contEnf a
DEAE:-§ephade}{   A-5Cl,    ec|uilibrada   con   solLi[i6n   f}.       Despugps      de

t=argar   la   miiestra,    1a   columns      fue      lavacla      c:c]n      =C}(JC}   ml      de

5oli`c:idn   fi   +   I:::CI    C},11    M.    La      acti`Jidad      fi`e      elL`Ida      [c]n      i`n

gracliEnte   salinc}   C},11-C),4   M   I::Cl     (6t:)rJ   +   6C}O      ml}.       §E      cc]1ec~

taron   frac:cicJne5   c]e   8  ml   y  se   juntaron     aqiiellas     con     mayor
a[tividad   enzim&tica.
17.4.   I:romato raf la   en   DNfi   c:elL`losa. Se   u5d   Lma   ctJIL`mna   de
6Cl   ml    {jeringa   de   plastic:a),      la     que     fue`   eqL`ilibrada     c:c]n

soluci6n   A.   §e  cliluyd   la  en=ima   c|i`e  provenla  del   pa5o     ante-
rior   c:on   solucidn   f},   Eon   el   i in   de   c]btener   una     c:c}ndiic:.tanc:ia
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de   4,9   mmho   antes   de   cargar.   La   enEima     fue     elulda     c=cJn     un

gradients   linEti:I    de   I:::Cl    de   C},1    a    1    M    {1={]+1£(:}   ml).    Se   c:c]lec:-

ta\ron   frac:c:iones   c]e   I,2   ml.DE5pi`€s   dE   ee5te     paE,a      I.a      gnzima

e5tabcl:i   en   un   e5tado   de   pureza  mayor     dE!     un     95./n     en     base     a
andligis   de   gale?5   de   pc}liac:rilamida~.SDE;.

18.    EN§fiY0   DE:   At:TIVIDAD

La   mezclci:i   c:ont©nlcl:,    gin    L`n    volumEn    fine.:\].        dEa       6{=1   Lil:        EI[INE

5¢    mM,     pLl    8,I:l     (a    6{:lcJ[),     Mgcla    1{:)    mM,     DTT    1    mr'1,     ATF',     I:TF'       y

BTF'    I:),4    mM,     UTF'    {:),{:)1    mM,         {5,6-=jH)~uTF'         {1t:}5       c:pin/gm€¢|.yo},

DNA   de   timc]   de   ternera   2,4   ug,    Mn[12   3   mm,    EDTfi      CJ,{=)£   mM      y

en=imci:i     {1--1{:)    ug).     §e    inc:ubd   cl    6I::}C]C    pc}r.1{:}    min.        5e       tc}mclrc3n

alic=iic)tag   de   51:)   ul,    lag   qua   si.a   ponlan   Em   I.in   L-Jj.Esc:a      dL]      pape..1

nE-52.    Se   reetird   clel      papel      g].      i€`dtopcJ     qua      nc]     gg      hab±a

incc]rporado   en    el    Fi'Nfi,    meediaiitE!   I.1avcl:lclt:){5   en      Nai*HF'C]4      4./.,

seguidc]s   de   =   lavci;c:1o€=   @n   agua   y   c]os   la`/`ados   r¥n   ci:ilct]hctl.       Log

fi].trc]s   fg   g@carc]n      bajo      lug      in.fr¢|rrc]ja,      y      €iee      c:ontt!j      la

radic)actividtl:d    en    I.In    c:ontadc]r-c]E   c=entt?: llcac]    llquj.dc.jn

19.    ELE[TFtoFORE§I§   EN   GELE§   DE   F.OLlfi[FIILAHIDfi   F.fiRA   PROTE:INfl§

Log    gelEp5   pi`ra    lcl       ep].ec:trofc]rEsiEi       dt3       F}r..c]teLfin`=i`::i       €:in       ccJnc:Ji-

cic!nee5   desnatur.antEfs   `=E   prEpararc]n   cfeg[tn      t±c:nj.c::ci:i      Gig.sc:rj.ta.

{L.aemmli,197{-J)  u

c:in    X    I:},15    c:in.     EL

acrilamida   5   '/:,

pE!rsul+.atc]      c]L*

rj,125   in,    pH   6,a.

ml  )            +L(e!           la

1 eL* n b i 5 a c= r i.  1 cl:i in i c:I cl:i

(:),c!53     ./.     y         i.I:.1.`.!i...:.n

€|mnrt.igi`at.!t:ir    de

La    dimensitin    clc*:-lc3s    gE`le¥    fLL€,..}    c:le:i     1£3    c:in    }`'    16

gel    de   c:c}nctfntrac:idn       a.tj:;tl.I\JCJ       ccjrliF)u€.?sto       de

N,N`mEtilenbisac:rilimida       {=:.,I.%,        5D§       {:i,1%,

a:imc]nio       I:I,I:}5%       y       TEMEri       {:t,{]5.z:       Em        Tric£~HCI

La    collipc]5ic:idn    del    cj:j€..il        dcLi       rLH.:ilL`c:i6n        {=.I)

5iqlli€mte?:           c.IL~r-i lamic.la           li.=)    .f:,           N,N 'meti-

{:1,:?7   :'„    5D¥i      {:},1    %,       pEtrsi`lfato      de      amonio

{]7{:}3   %      en       Tris-Hcl       (:),.=7   M,       pH   a,a.        El

elE#ctrcJfc]re5i€;   estu\+cj   c=onpuE";i;to   de   Tris-Bci:ise

£5   mM,    glic:ina    19:   mM   y   SDS   r.},1./.   t=l   pli   8,I..    I_a      migracidn      en

el   gel   concentradc]r   se  realiz6  a  i`na  c:orriente  c:on5tante     de
8   rnA   y   en      el      gL»l      de     resoluc:idn      a     =5   rnA.      Lag     mL`e5tras
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proteica5     se     disolvieron     en      Tris+.lcl      (:),125   mM,      p[18,{:),
§D§   4./.,    glicer.c]1    £(:)./„    DTT   (:),1    M   y   azL`l    de   brcJmofeenol    C},`.:)13./..

Lag   mL`estr.as   se   aplic:aron   despuec±   c]e   c:alentarlaE;   en   a   lc}{:tor,

pun-.T.   minutos.    Lc}s   gEl€.b5   se   tiF.ieJarc]Il      y   i ijaron   pc]r   uns      hora
I:c}n        a~£u].        dE       cc]c)m£Rsgie       R-.£5{:)       a.`1        C),1./.,        cJi5u€€iltc]        Em       L`ncl:i

gc]li`c:i6n   qi`E.   c:cinten]?a   acido   ci:cc5tic:c)   glac:ial    al     1{:}7:   y   mat..anal

al    45./„    SL]   de5tif.ieron    c=c)n   ur`a   sc]lL`cic5n    dE!   &c:idc]       ac=g.`tic=c:I       al

7%   y   mh@tanol    al       E{:)'/.,       pc)r       24       hc]ra.s       £`prc};<imad€`mt-=rtte,       c:on

&g i. t c:i: I: i bn   5uciivg .
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20.    TRf}N§t=RIPCI0N   Jhl   yJTRO

2C'.1.     E_±=_a_y_9_ de  tran5c:ri ci6n.   Tc]do5   lc]s   elementos     usaclos

{soluc:ic}nes,   puntas  desechables  de  pipeta,   tubc]s  de     ensayc})
fi`eron   autocla`zados   a      1£C)C]t=      y      =£   1b/pi`lg=      par      =.C}   min.

F'ara   el   manejo  de   lc]s   materiales     se     usarc}n     gLiantes.      F.are
efec:tL`ar      lag        transc:ripcic}nes        se        emplearon        lcl5        F{NA

polimerasas   aisladas   de   E.      t=t..tJ].      y      de      7-,thermf.Iphl.ju5.      La
Eompo5ic:idn   de   log   mEdios   de   ensayo   pars   ambas     enzimas     era
diferente,   de  mc}do  que  se  c]etallaran   par   separado.
i}    E.   c{..)Jz..    La   mezEla   c]e   rEaEcidn   e5   bd5ic:amente   la   de5crita

pc}r   Burgess    (1969)    y   contenla,    en   L`n   volumen   de   5C}   ul,   F'IF.ES
=0   mM    (pH   8,a   cl   £C1°C:},       glicerol       2(:I./.,       EDm      {:),=   mM,       Nacl

I:},18    M,     DTT        1     mM,        GTF'       {],{:}=    mM,        flTP,         CTF.        y        UTF.       {:I,6    mM,

{   Ol-==F.}-6TF'    1    L`Ci,    Mgcl=    1{:}    mM,    DNfi    entre    I:},C)=5    LLg    y    1    ug

y   6   ug   de   enzima.    §e   inc:ubd   a   =7C'C   per    15   min.
ii)    T.    thermr.tphjJu5.    La   mezc:1a   de   rEac=cidn   c:c)nten±a,       en      Lm

vc]lumen   de   61:I   L`1,    BICINE   2(:I   mM    {pH   a,{:1      a      60°C),       glic:erol

5./„     E:DTA    I?,{:}7    mM,     I:::CI     C},r.}5    mM,     DTT     1    mM,     BTP        C},{:)5    mM,        fiTF.,

I:TF.   y   UTF.1    mM,     {  Ch~=2F.)-BTF'   =.   uci,    Mgcla'    6,5   mM,       Mnc12

I,a   mH,    alb[imina   c]e   suercJ   de   bovino      {:},=1   mg/ml,      DNf}      entre

C},IJ35  ug   y   1   ug,   y   2   a   I   ug   de   enzima   purificada   c3espuEs     cle

DNA-celulosa.    Se   inci.bd   a   6rJC]C   durante   15   min.

£r.I.:.    Purif ic:acidn   c]el    F{NA.    E:n   ambcis   tipc]s     de      ensayc]     se

siguid  el   siguiEnte  procEc]imientc}:      sE     cleti`vo     la     reac:cidn
elifrianc]c}   en   his.Ic}   y   se   agregd   15{:}   ul    de   TENS       (Tris-HC1       5C}

mM   pH   7,4,    EI)Tpi   £€}   mM,    Nacl     15{:}   mM   y   C),5./:   §D§}        y       10   i`g       de

tPINA   de   E.    f=(.tJ2.   pars      clyudar      a      la      prec:ipitac=idn      del      F{Nf}

sinteti=adc}      jri      LJjtr{..!.            Lag        F)rc]telna5        5E        eliminaron

e}{trayendo   c:on   ={:}C}   ul    c]e   i enc]l    saturac]o   y      2{:1{:}      L`1       de      c:1o-

roformo:ale:c}hol    isc}amIlic:a   =4:1.    5e   agitd   y   se   centrifugc5     a

15.6C}C]}{g   en   mic:rc}c:entrlfl`ga   Eppgndc}rf    par       15   min.       La      fase

organic:a   5e   res:.{trajo   c:on   lc}t:}   ul   dE   TENS   y   5e   unid   a   la   fa5e

acuosa   anterior.      Se   repitid   la     e;.{tracc:idn     c:on     =C}O  ul      de
fenol    y   £{:}0   ul    de   clcJrc}formo:alcohcJl       isc]amllic=o      =4:1.         El

fenc)1   residual    5e      elimin6     con      L`na      nL`eva      e:{trac:c:ic5n      c:cin
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2C}C}   ul       de      c:1oro.formcJ:alcohc}1       isoamllico      24:1.          La      fase

ac:i`c]sci   se   precipitd   agrEgando   1   ml      deii     etanol      ci:be;olutcJ,      y

manteni€ndola   en   hielc]   5ec:a      par       lt:)   miri.       Sea      centr..if L`gc5      a

15.6C}(:)}<g       pt]i-1{:)   min       y       se       elimin6       el       cLiobrEtr.i€i`dante.        EI

prec:ipitadt]   se   di5olvid   en   £{:){:}   ul    dEi   SD8   (:},£%       y       ={:}{:}   i.`l       de

ci:c:ett`to   de   fc}dic]   I:),I   M    {pll   5,5).    La   mefc:1a   5iL5   pr-ecipitd      c=on

93{:}{:I   L`l    dg3   etant]1    ab5olLtto   coma   se      e}{plic:a      m&s      arr.iba.       Se

5ec:a      El      precipitadcJ      al      vac=Ic}      y      sg      rEi`5uspE`ndir]      en      i:`na

solu(:idn       cle       fc}rmcl:ffiid&`       9{:)%        {].a          fcJrmamicla          h€Rh±a          5ido

prgviamenta   desic)nizad«|   par   agitac:idri   con   la   r..eLDginE.I   I.{io      Fie;.{
Rb    5CJ1-X81},     EDTfl     1    mM,     pH    8,(:},     }{`/1erie    c=yal..Inc]1     {=},1%        y        azi`l

de   brc3mofer`ol    {:),1%}.

£(:1.=.    fin¢ili5iB   der      log rc]dL`c:t.c:`r*       dee       tr anfc:ripc:idn.       Lc}s

produc:tc}5   dEg   transt=ripc:idn   fL`eeron      clncl:1i.£€\cjci5      pc]r      elEc=tro~
fc]resi5      en       gffleecLi      d&i      poliac:rilci:mida-~L`rEa      de      {:I,=   mm         de

g€gpggor.          Log      gglEs      c=c]ntenlan      ac:rilE`mi[]a      all       Ei      a         77i,

bisci.crilamic}a       al       C},35./.,       L`rea       E3   M      y          la          sc31uc:idn          c3E`

electr.c]fc]resi5   queLh   fug   TEE   IX,    1a   misma   quca   «£a      dEis€:ribs      en

M&todoe311.:_i.

Log   gLues   €5e   prE&:acorrieran   ¥i{:)   min   a   uns   pc)tenci€.`      c:c:}ii5tante

de      3C}   Watts.          F.re`Jic]      a      la         cj=\rga,          lag         muEi:fgtras         5e

desr.`aturar.on   c=&lE`r`tandola5   en   un   bc:|F.icJ   a      a-bullic:idn      pc]r      un

mirii.`to         y         enf ridnclol&g         brufic=amentE»:»         en         hj.elc).                La

L»lEctrc]for@sig   sea   recilizd   tamb5.Em   a   I.{:i   Watts     hasta     qua     el

c:cllarantee   azi`1    dep   bromofenol    hL`bc]   reg{=cJrridt]   tcJda   la   lc]ngitL`d

c}e].    gLi].     (=j;i::)   c:in).       Luego   se   cle€£n.ic]ntd   e]     gel,    5e   protegic5       con

Ssr-an   Wr..ap    y   €£`-:3   t3}{piiso   a   i`na   pl.aca   dcLa   ra`,/t]5    X       l:::odcl:I::       X-Omat

AF{   u   Fi`ji,    a.on   pclntalla   inten5ifj.c:adc.Ira   a   -7l:}°C.
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21.    EN§Ayo   I]E   RETEN[It]N   DEL   compLE]O   RNA   FbLIMERA§A-

PFtoHOTOFt   EN   FILTFto§   DE   NITFto[ELLJLOsf`

=1.1.    F're araEi6n   de   la  en=ima. F.ara   log  en5ayos  de     unidn
5e   usa   la   RNA     pc)1imera5a     pi`rif ic:ada     par     Lma     ccilumna     de

DNf}-c:elLllosa    (M±todos   16.4).    La   en=ima,    qL`e      c=orrespondE      al

segundo     pico,      es     la     qLte     transcribe     espec=If ic:amente     el
fragmentc]   Xhc]I,    ya   clue   c=ontendrla   la      sL`bLinidac]      £igma.       Fi`e

necesaric]     c:c]nc=Entrarla     Varias     `/eces     y        ±5to        se        lc}grb

pc]ni±ndc]la   dentro   de   l`na   bol5a   dE`  dialisi5   y   agrEganclo,      per
fiiera,   pc)lietilenglicc}16C}{:}C),   s6liclc).    F'osteriormente,   y      con

el   objeto     dE     disminuir     la     cancEntracidn     de     c:1oruro     de

potasio,    se   dializd   en   L`n   mic:rodiali=ac]c}r   c:ontra   lc}{:I      ml      cle
Tris-HC:I     10   mM   pH   a,rJ,    Mgcla    1[1   mra,    EDTA    IC]   mM,        £ME       5   mM,

durante   =,C}   min.    a   4`]C.    El   prc}c:ego      5e      reali=b      clog      vac:es,

agregando   la   [11tima   vez   I:::Cl    lc}C}   mM,      para      evitar         prEc:ipi-

tacidn   de   la   en=ima.    Eefta   se      ccJncEntrc5      13     vEces,      c=c}n      un

aumentc)   de   la   acti`Jidad      e5pEc:If ica     de      1£,9     \Jec=Es     y     una
rec:uperac:idn   de   99,a./..   La   c:oncentracic5n   de   protelna   5e   mic]id
de   a[L`erdc]   al    inic=rc]m6todo   de   Lowry   mc}di+ic:aclo       (Ben5adoun      y

Weinstein,    1976}  ,   L`sandc}   c:omo   patrdn   la   alb[imina   cle   siterc]   dE

bovino.   La  conc:entracidn   de  enzima  que   5e  i`sd  en   lc]s   Erisayos
de   uni6n   fL`e   cle   C},=   ug/L`1.    La   pureza    (:::.95./.),    se   `JErificd      en

gales     dE     protelna      (M€tc)dos      18},      presEmtandc]     lag     banda5
tlpicas.
21.=-    F're arac:ibn   del   DNf}.

i}    Marcac=idn   uniforms   del    fragmentc}   Xhol      c:c]n       {=H}-d6TF.      y

{=H)-dcTF'.    Se   resuspendieron   4   ug      de].      fragmentc)     Xhol      en

sc]1uc:idn   lf.IEnctw    (Tris-Ht=1     let   mM   pH   7,5,    rlgt=l=       1C}   mM,       Nclcl

50   mm,      DTT      1    mM).       §e      agregd      1   ul        (1-4      Uniclades}          dEl

fragmento   }::lEnow   de   la   DNA   polimerasa   I   y   se   incL`bd   a     =.7°C

di`rante   8   min   para   permitir   la   ac:c:it5n      dE     la     ac:ti`Jiclad     ='

e!.:onucleasa   de   esta   enzima.   DE   inmediato   se   agregarc}n      lc}  ul
cle   5oluc:idn   I::lenc]w,    1a   ci`al    contenla   5C}   ut=i       de       {=H}-clGTF',

50   uci    de    {=H}-dt=TF.,    df}TF.   lJ,1    mM   y   clTTF'   {-J,1    mr'1.    §e   continua

|a  incubacidn   par   a  min   a  I.7°C.   Se  detuvo  la  rEaccit5n   agre-
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ganc]cJ   I.a   lil    d@   L`na   sc)lucibn   que      ccwitenla      Nacl       {:i,1    M,       SOS
{:},5%   y   EDTa   £5   mM   y   se   mantuvcJ   a   65°C:   diirante   I.   minutos.

ii)    Puri+ic:ac:idn   d©l      fragmento      marc:adc).      Log      nucleL»dtidos

lihres   fuerc}n   separados   del   DNfi   marc:ado   mediante     .f iltrcic:ic}n
en   uns   c:alumna   de      Biogel      F'-6{:I,      eqLiilibrada      c:on      Tris.~Hcl

lc}   mM   pH   7,5,    EDTA    1    mM.    5e   eluyd   c:on    la   misma   r3cJli`c.idn.       5e

c=olectci:iron   frac:c=iones   dE   :{]t:}   L`1.    §e   analizaron   alic=uota5      En

el   c:ontador   dE   c=entellecJ   pars   determinar.   la   t?;fic=it3nfia   dai   la

marcat=idn     {apro;{in`ci:dci:mEnt.e   4}.{1{:}6c:pin/L`g).     F.ci:ra   verj..fit::E`r.        1a

integridac]   del    mm   5e   re9aliz@     Eplec=trc]+c]re5ig      en      gelgs      de

agarosa   1./„   tif.iiendo   c:on   bromura   de   eticlioa
¥1.=i.    F.c}rmac:idn    de   coni )1ejc}E       F{NA c]l i merci:iEr»cl:|-.DNi..t}.        En       i.in

`+c}lumgm    de    lot:i   itl    cle   uns   E>c.Jlucidn    compuegsta   de       I..lEF'E£       1t:I   mM

{pH    7,4    a    6{:1°[},     EDTf}    1     mM,     DTT    [),1     mM        y        I:::C:I         1CJ{:J    mr'1,         5e

agregarc]n      =C}   ng      del      fragmentcJ      Xhol      marc:aclt]      con      tritj.a

(8t:).C}t:}r.I       c:pm}         y       F{NA       pc]limeL2r¢i`g>¢i       c:c)nc=entrada       deL3           7hermuLT

therm{..jphl.ju:a    y    la   mt?zc=la   5E   inc:ubb   a   &j{]C]C      par       lF]   min.       La

c=anticlad   de   eenzima     u5ci:ida     an      log     en5ayc}5     poi5tericjre5     se

c]etermin6   mEc]iarite   uns   c:Ltr.va   dg   satur&c=idn   dg      for.mac:ic5n      de

coniplejo5   a   6(:}C'C    {FigL`ra   13).    Normaln`ente.   se   usa   L`ncl      razdn

molar   cenzima/Dr`jpi   c]ee    18/.I.    En   otros   c:a5c]r=      1a      tE9mpE?raturci:i      y

ti©mpo   clE   inc=ubci:c:idn   i uE.ircm      variableL*E;,       cle      ac:u€-]rdo       a       lc)g

c}bjetivos   de   cci:idci:i   e}<perimgntc].

=1.4..     F{etenc:idn    de    c=c3m lejc]E;    RNf} a 1 i in EJ r a 5 a -.. D N fi

en     i iltrcig     de     nitr.oc:elulosa.      Uns     vez        fcjrmac]os        log
c:on`plejc}s   enziITia-DNA,    5L511e`Jd   a    1    ml    c]e      \tc]lL`men      agreg€|ndo

C),9   ml    de   soluci6n   de   f ilti-ac:idn   quE=   c:ontenla   HE:F'E51t::i{:)   ri`rl    (

pH   7,4   a   6{:}°C),    I:::[1        1{:}rJ   mM       y       EDTA       1    mM.        EE.t.a       5oluci6n

estaba   a   la   mi5ma   temperatura   de   la   mezc:1a   de   iricL.ubac:it5n.    5e

filtrd   a   travE5   de   filtros   de   nitroc:Eli`lc]sa     Millipc]re     Llf}WF.
I:}{:}=5    (di&rl`etro   de   pore:    C},45   urn)  ,    L`sancJo   L`ncl   bombs   c]e      vaci'o

a  Lina  presi6n   mc)derada,   para  facilitar     la     f iltrac=i6n.      Log
+iltro5   fL`erc}n   lavados   c:on   I   ml   de   la     soli`c:ion     de     i iltra-.
cidn.   LUEgo,   5e   5ec:aron   bcl:jo   l&mpara   ir`frarroja   y     5e     contd

la   radiac:tividad   en   sc}lL`cidn   dcp   ccpntellE!cJ   estandci:ir.
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22.    F.ROTECCI0N   DEL   FF`.fi6MENT0   Xhol   A   DIBE§TI0N   CON

ENZIHAS   DE   FtESTRI[CI0N   POFt   LA   uNII]N   I)E   LA   RNA   POLIMERA§A

£2.1.         Harc=aci6n        i`ni formE        del            fragmentc]           Xhol            c=an

(o[-==F')-dcTP.      Se     emplEd     el      prc}c:edimiEnto     descrito        en

rlEtodos   =1.=,   i`5ando   e5ta   \tez   5C}   uci   de      (a-==F')-d[TF'.      EI

DNA   marc:ado   se   purificd   c=c]mc]   5e   desc:ribid   antes    (21.=}.    F'ara

verific:ar   la   integridad   del   DNA  se  rEalizarcJn   elec:troforesis
en   gales  de   pc]liac:rilclmida  7./„   vi5ualizando     lag     bclndas     de
DNfi   mEdiante   aLltc)rradiogra+Ia   del   gel.

22.2.    F.c)rmaEi6n   de   c:om 1ejc)s   F{Nf}   F'olimerasa~DNA. Se  sigui6
el      prc}cedimiento     dEscritc)     en      m±todo     =rJ.3,empleandc}        El
fragmento    Xhc]I    marc:adc)   t=on   ==F'    {=r.I   ng,     1C}.C}€}C}   cpm)    y   Mgcl=

1{:}   mM.Se   hizo   adEm&s   lln   c:ontrol    negative   de.L`nidn      agregandc}

RNA  polimerasa   inactivacla  par   calor.
£2.3.    Dige5tidn   cli

r e5t r i c: I i tin .
dEl   i ra mentc]   Xhc}I   cc}n   enzima5   de

DEspi`±s   de   fc}rmar   lc)s   c:omplejos   en=ima-I)NA   5E

bajd  la  temperatura  a  .¥.7°C  y  se     agregaron     simultaneamente
lag   enzimas  de   restrict:idn   Rsal   y  Hint I,      inc:L`bandc]     durante
I.a  minutes.
==.4.    F'roc=e5amiento   del   DNf}   t]btEnic]o

mentc]      y.hal.      Se

c'r   di Estic]n   del
detL``Jo     la     digEstidn     agregando     un

volumEn      de      fEncil ,         1/5        volumen         de        clc]roformc}:alc:c]hol

i5c]am±lico   =4=1   y   lc}   ug   de   tFi.NA   total    de   I   cr.}Jj.    §e   agit6      y

se   centrifi`gd   a   12.C}C}C}:.{g   par   5      min.       La      +age      organic:a      sE

ree3<trajo   con   1{:}t]   ul   de   TE,   l`niendc)   lag   dc]s     fa5E5     ac:uosas.

Se   hizc]   una      E}.{trac=c=idn      c:c}n      =C)C}   ul       de      cloroformo:alc:c}hol

isoamllic:a   24:1   y   sE   prec=ipitd   el      DNfi     de     la     fase     ac:i`osa
agrEgando   3   vc}1[lmenes   de   etanc}l    y   1/=C)   \Jc]lumen   de   ac:etatc]   de

5odio  =  M.   Lag   muEstra5     se     mantuvieron     a     -7r.}D[     durante
=[}   min,    se   c:entrifLlgaron   a      12.C}C}{:I;{g      clurante      15   min      y      se

rEsijspendierc]n   log   5eclimEntc]5    {seEados   previamente   al   vac:i c]}

en   15   ul    de   SOS   11]%   y   15   ul   dE   soluc:idn   de   fc]rmamida-a=ul   de

bromc]     fenol.      Lc}s     fragmentos     de     DNA        c}bteniclos        fLteron

seF]aradc}s   pc}r   elec:trc}+oresis   en-gel   de   poliac=rilamida     7./.     y

se  visuali=aron   pc]r   autc}rradic)grafla  dEl   gel.
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23.    IJNI0N   I)E   Lf}   RNA   POLIMERfi§A   DE      7#Efiwus   7-#EfE#OP#Z[US   AL

DNA   DEL   [LON    lil   Y   VISUALIZAt=I0N   I}E   LOB   COMPLEJO§

F'OFt   MI[F305EOPIA   ELEt=TRONI[fi

=5.1.ObtEnc:idn   de      log      c:om le_ic)a      enzima-DNA.       El       mEtc]dc}

emF}leac]o   corresponds   a   rna     mc}dif icac:idn      del      desc=ritc)     par

§ogo   y   c:ol.     (1979)     (GtJnzdlez   y      col.,       1984}.       Se      inc=ubar.c]n

5,5   iig   de   RNf}   polimerasa   de   7-.       +herm{..]phz.jug      [c]n      =   ug      del

c=1c]n    111     {razdn    molar    5{:}/1)    en    3{:}t:}   ul    de    i`n    mEclic]       dE       unic5n

qua   c:ontenla   trietanc]lamina   =€:I   mM   pH   7.9,    I::C1       5t:l   mM,       Mgc1

10   mM,    DTT   i   mM   y   EDTfi       1    mM,       durante      5      min       a      6{]°C=      a      a

='7C,C.

£=..=.    Diclesti6n   del    DNf}   de   log      c:am lejos     I:on      BamHI.      Se

agreg6   a   la   soluc:idn   de   c:omplEjc)s   enzima-DNA,    I-ME   {],5   mM      y-

5   lJ   de   BamHI,    inc=ubanc]c]   dL`rantE   I.C)   min   a   I.7DC.    De   e5te   modc]

se   liberd   el    insertc}   cle   I.2{:l¢   pb   cle   DNA   dE      7-.       therm{..IphI.jug

desdE   el   pla5midio     vEctc)r     pEIF{I£2     pars     analizar     solo     la
interaccidn   hc]m61c]ga.    Uns   vEz   c|i`e   la   cliggstidn   c:on   BamHI      se

c=c)mpletd,   se   agregd   gli`taralclehiclc}   a   i`na   cc)nc=entracidn   i inal

de      {:},=`./„       inc:ubando      clurante      15   min      a      =,7C][.       Luego      lc}s

c:omplEjos   se   separaron   dE   la   en=ima   libra  a     travas     c]E     uns
c:c]1umna   de   Sepharc}5e   48   c]e   1   c=m   de   diametro   y   7   c=m   de   largo,

elu`,+endc]   cc]n   uns   5c]lucidn   Tris-acetclto   1{:1   mrl   pH   7.5,      Mgcl=

1{:I   mM.    Log   comple_ic]s   fuErc]n   dEtec:tados   pc}r   elec=trc]foresis   en

geles   de   agarc]Ea   1%.    La   c:c]nc:entrac:i6n   f inal   de   log   complejos
e}.:presada   En   DNf}   fue   de   f   a   4   ug/ml.

==..=.    F'roceE.amiEntc] ara   visLiali=ar    log;   c=c]m 1e_ic)=   a

travEs   del   microsc:opio   electrdnico.   El   m±tc]do     c:orresporide
al    de5c:ritc)   par   F`c]rtmann   y      I::011er       (1976).        1{]{=}   ul       de      uns

solL`c:i6n   de   c:c]mplejc]s   a   iina   c=oncentrac:idn   de   DNf}    1    a   =   L`g/ml

fueron   absorbiclos   a   un   trc]zc]   de   mic=a   rEc:i±n   c=ortada`      c!iirante

5  min.   La   mica   fug   lavada  en     agua     bidestilcl:|c!a     y     f iltrada
durante   6{-J   min.    Li`egc}   se   5c}metid   al      siguientE     trcl:|tamientc}:

tincidrl   durante   f   min   c:c]n   acEtatc)   de   L`rclnilc}     I./.     en      Etanc]1

95%   y   sc]mbrgado   rotatorio      c=c}n      F'latinc}:F'a.Iadio      BC}:={:}      a      un
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&ngi`lc}   de   6C}°.    Finalmer`te   se   obtL`vo   uria   rg}plic=a      dep      c:arbdn

qite   fi`e   montacla   sabre   L`na  grille   pars   su   c]b5ervac:idn.
§e     tomaron     alrecledor     de      15{:1     fotos     de     lc]s     ccimplejos

enzima-DNfi   en       i`n       mic:rosc:opio      EBIEc=trtinico       Zeie5e£       EM1{:}9      a

5t:}   I:::V,    con   lin    aL`mentc)   de      3{:).{:)(:H:)       vece5       y      L`sando       pellc:i`1a

I::odaL::   F'anatomic.



F=E§uLTADO§

44

1.    flNA I§IS   DE   LA   6ENOTEt=A   FOFtMADA   A   F'ARTIR DEL   DNA

cF{clmc]sc]mi+L  DE  THERttus   THERttt]pHI Lus

Se   purif ic:clron   log   pla5midios   c=omo   5e   c]Etalla     en      Metodos
6,   y  se   sc}metiercJn   a     electroforesis  en   L`n   gel   de  agarosa  al
C},8./..    El   resultaclo   se   muestra   en   la   Figllra   lA.    Al   tEF.]ir      c:c]n
brc]murc]   de  etic]io     y     c]b5ervar     bajo     lllz     ultravic]1eta,      se

pueden   `+er   dc]s   banclas   de   DNA   c=c]rrespondiendc]   a      la      mc]lg}cula
relajada   y   sc)bl-.eenrrc]1lclda.   Log   plasmidio5   se     tr.=|nsfir-ieron
a  filtrc]s  de   nitrc}celulc]5a  y  se  hibridarcJn   con   el   tRNA  tc]tal
aislac]c}   clel    mismc)   arganismo   y   marc:ac]o      cc]n      ==F'-ATF'      en      su

a;<tremo   5'    (mEtodo51=   y   13}.    El   resultaclc]   c]e   la   hibridac=idn

sE   muestra   En   la   F.igura   lE.   F'rEsgpntarc)n   h`ibridac:idn   pc]5itiva
lc}s   c:longs   67,111,11=   y    114.    El    vector   F}BFi'   =i==   sE      inc:1uyd

comc]   control   negativc}.    El   clan   111   fLie   elegidc)   para   estuc]ios
mag  detallado5  ya  que  este     rec=ombinante     tigne     iin     insertc]
relativamEnte     pequef.ic)    (I.2t:}C}   F}b)    y   es   capaz      de      generar      i`n

transc:ripto   de   tamaf.{o   disc:retc}   jr,.    I;I.+r{..i      c:omo      sE      verci      m&s

adelante.
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abcdef  ghi   j

A

Figura   1.   Eel   de  agarosa  al     a,S%    en     el     que    se    c]bservan
pla5midios  pr-c}vEniente5  de  diferente5   Clones.   fi.:   Tiricicin   c:c]n
bromL`rc}   de   etidic]     (1    L`g/ml}.    a:     Hibridac=it5n    5cjuthaLar.n    c]E`       1c)E,

DNA   plasmidialec3   c=cHi       tRNA      total       de      Th€r.r,pus.       t,+Li?rm{..!phjju:`-

marc:ado   cc3n    (=aF.)-f}TF'.    a=c:1c]n   67;    b=    vEc=tor       pBr::   :.1?I.        I-i:

clones    111-~118.
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2.    HAPA   FISICO DEL   CLON   lil

Se   c:c)nstrl`y6   un   maps   i lsico   del    inE;erto   c:loncl:dcJ,      mEcliante

e|   it5o  de  enzimas  de  restriccidn.      Este     sE     muestra     en     la
Figiira   =A.   Se   observe   que   la   eii=ima   Xhol   genera   i`n   trc]=o     de
2=.C)Cl   y   otro   de   9Cl(:)   pb.    Ademd5,       e}.:i5te      un      c:c]rte      Xhc]I       mi`y

c:arc:a   del   e;.{tremo   EalnHI   y     que     fug     identif icado     liiego     de
E=ec:i`enc=ia[idn   c]EI   DNfl.    Ni`e5tra   atenEidn   se   dirigid   al      trozo

de   9(:}C}  pb,1lamado   de   ahora   en   adelante   fragmento      Xhc]I,      ya

que   5c5lo   65te   fragmento   hibrida   I:on   el   tR'NA     del      termc5filo.
Se     elabord     L`n      mapa     de     rE5tric:Cit5n      m&5     detallado        del
fragmento  en   cuestidn    (Fig.   =E).
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Figura  2.   HaF]a  fl5i[o  del   Elon   111,   reali=ado  Eon   Enzirna5     de
restr i [ci 6n .
fl.    In5erto   tc}tal     (Be`mHI~BamHlg    3£(:in   pb).    Se   ob5ervan   log      dc]s
fragmentos   prodi`cidos   par   la   en=ima   Xhol,   c!e   23t:}O      y      9(:n:}   pb.
El    i ragmerlto   de   9C){J   pb   se   nlL`e5trcl   aEhlLrado   F)orqlLe   e5   el    trozo

que   hibrida   c:on   el   tFi'Nfi   del   termdf ilo.
a.    Map=|flsico      del      fragmento      Xhol      de     9{:H:]pb.      La     rEgidn
ac=hLirada,   entre   lc]s   c:c]rtes   Rsal   y   Tthl,   indica      la     zona     qua
hibrida   con   el    tRNfi,    lo   qi`e      permitid      c:onc]c:er      le`      il.bj.c:ac:ic5n

prec:isa     del      gen.      Log     ciladraclos        blancos        mL`estran        lag
seciienc:ia5   de   ~=5   y   ~1C)   dEl   promotc}r.    La     flec:ha      horizontal,
bajo     el      mcl:pa,      mue5tra     el      lugci:r     y     la     direct:idn     de     la
t r a n sc= r i p I I.. dn .
C.   Estrategia  c]e   5ecuencicicidn.   Con   i lecha  entera  5E  muestran
aquellos   fragmentcJs   en   log   qLie   5e   separarc]n   lc)s   dc]s     e:.{tremc}s
5`-=aF.   c:c}rtando   c:on   lci   en=ima   de   re5triccic5n   mo5tracla   en      el
e},{tr.emo   derechc}.    Cc]n      f lecha     con      medici     punts      se     mllestran
aqi`ella5   regiones   en   qua   se   reali=d   la   5ecuEmc=]..acidn     despu€5
de   la  separac:idn   de   lag  hebras.
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Lc}5   tamaf.{cis   de9   algl`nc)g   frclgfllento5   dLa   restric:cic5n   obtenido5

del   trozo     de     9{:}(:}pb     se     muestr-an     en      la     Tabl.i      1.      Esta
in+c}r.mac:idn   sera   utilizada   mag   adelanteLs.

Tabla   1

Tamai:a  cle   lc]5  fragmentc]5  produciclo5  pc]r   alguna5  enzima5  de

re5tric[idn  5obre  el   fragmentc]  Xhol.

Enz i rna TamfRf.icJ ( F, b )

4=(:,'    =7,J'    2,:,I,

3,:,,:, I     6(:,,:,

5C,C,,     4(:),:,

5.   EL   TFiozo EUE   HIBFtlDfi

FtE610N   DE   90
DENTFto   DEL FRflE;HENTO Xhol    EE;   UNfi

Interegaba   ti=c:otar,   dentro   dell    fragmeinta      Xhc3I,      la      rEbgic5n

qLie   proclLicla   lit   hibridcl:c:idn.    F'€`ra   e5to,    el   DNfl   fLie      digerido
con   enzimas   dtla   re5tric:c:idn   y     5El     hibrid&ron      log     di5tintc}5
troEc}s   separac]of   en   un   gel   de     poliacrilamida     c=on     el      tFi.Nfl

total    marc:i`do   c:c}n    ==F.~ATF'.

En     la     Figura     3a     ge     muE5tra       el        re5i`ltadci       de        la
elec:tr.c]foresi5   en   pc)liac:rilamida   cl:17%   en   quGL3      se      ob5ervanB

despiitss   de   la   tint:i6n   c:on   bromLtro   de     Etidio,      el      +ragmenta
Xhol   intac:to    (fi).    Ic)5   trozDs   prc)dlic:idos   pc}r   lag      dige5tic]nes

c:on   F`'scll    {C)    y   Tthl    {D).    Estos   fragmentc}g   E5e   transfirieron   a

filtrc}5     de     nitroceli`lc]5a     y     se     hibridaron     c:cin     el      tRNA
marl.ci:dc).   El   r.esL`ltado   se  mlie5tra   en   la   Figura   5b.    §e   c]bserva

que,   en   la   digestion   c:on   F{sal,   56lo   hibrida   el   trozc]   de     4{:)C)

pb.   En   la   digestidn   cc}n   Tthl,   sdlo   lo   hat:e   El      fragmento     cJe
6,:,C,   pb.
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Figura  a.   Lo[alizaEidn  pclr    hibridiza[idn     Southern,     de     la
zona  [omplementaria  a  uns  5e[uenEia  dE  tRNfi  presentE     En     el
fragmentc]   Xhc]I.    ag    6a*1    de   pc}1iac:rilamidiJ`   a.].    7'/.   i?n   e-±].    que      5€?

ha   realizado   i`na   electroforefis   r..c]il   (el   ctbjeto   de   ¢3€3pti=rar   lo€3

+ragm€.9ntc}5   prodi`c=ido5   en   el    i ragmE.!nto   Xhol      pt]r      erizimas      de

rtgstric=t:idn.    fi=    frdgmento   Xhol.    a   y   F.:    DNfi      del       fagcj      cax174

c:c]rtadc]   c:c]n   la   eiizima   Haelll,    I.`5ado   I:oii`o      e5tar`dar      de      pt.35cJ

molecular.    C:    fragmentci   Xhc]I   cart-.ado   c:or`   R€,al.    D:       fragmento

Xhc]I   cortado   con   Tthl.    E:    fragm..3ntc]   Xhol   c:ort€i:do   c:on   R5cil      y

con      Tthl       {digegtlc}n      dc)b].a).      b:      Hibridacidn         de        e}sto5

fragmentcis     c:on      el      tRNA     de      I.       thermt..tphjJuiT      marc:ado        con

(=2F'}~PiTP.    E   y   F   ge   pL`5ieror`   er`   el    gel      tiempo      despi.`t±s      de

haberse   inic:iadc)   1a  elec:troforesis  de   lag  otras   miiecL3tra5.
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Se  pL`ede   ver   qL`e   dan   sef.{al      de     hibridaci6n     el      +ragmento
F{sal   peqi`eF.io    (4C)C)   pb)    y   m&S      d€bilmente      el      fragmentc]      Tthl

grande   {6CIC}).   E5tos   trozos,   en   base   al   maps  de   la   Figura     2E
tienEn   en   c=om[`n      una      zona      c]e      aprc}:<imadamente      9C}      pb.       A|

c]bservar   la  diggsti6n   doble  F:gal/Tthl   se  advierte  Ltna     seF.]a|
de   hibridacidn   qua   c:orrespc]ncle     a     un      f ragmento     cle     9C}     pb
{indicado   pc]r   i lecha   en   la   F.igura   3El,   c:oll`mna   E)   Esto5   datcis
han   sido   incclrpc}rados  en   la   F.igi`ra   28,   indic:andofe     a.c:hurada
la   zona   de   9C)   pb   qi`e   hibrida.      Se     c=onc:lLiye     qua     entre     lc]s

c.ortes  Rsal   y  Tthl   c]eberla  estar   lot:ali=ada   la     mayc]r     parte
de   la   regi6n   qLtE   c=c]ntiene   el   gen   cle   tRNA.

DNf}   f}LFtEDEDOF{   I)E LA   F{EGI0N GLJE   HIBF=IDA4.   §E[uENCIA  I)EL

La   5ec:L`encia   de   la   regidn   de     DNA     qua     FontiEne     la     zc)na

respc}nsablE   de   la   hibridaci6n   de   tF{Nf}   se   reali=d   de     ac:uerclo
a   la  e5tr.ategia   mostrada     en     la     Figura     2c=.      Luegc}     c]e     la
marc:acidn   de   lcJs   e:.:tremc}s,   el   DNpl   5E   cortd   c:on      f}vall      y      5e

5epararc]n        log        fragmentc)5        marc:adas        en        un        gel        de

poliacrilamicla.    La   5ec=uencia   se   mL`e5tra   en   la   Figiira   4.

5'TCTAC:[TTGACGGfiG6Ct3GACGGC6t:TGt3TAcflcTCCTTTTTG6Cf`C=TTG6fiGAGERT5_ai_
Tt3CCC:t3A6TE;GC"f}fit3E;6ACAC:6ACTGGAfiftTC6"TABBE;G6C:TTfiAAC[TCCCTC

GC666BTTCC3fifiTCCCBCCCTCTCct3Ccf`fififit3TCCCCGG[6f]fi6t3[CG6GGCTCC3'TthT

Figura  4.   Regidn   del     DNfi     que     hibrida     con     el     tFtNA.     Lag
sac:uencia5   resF}c}nsable5   clE   la   hibriclac:i6n     estdn     entre     lc]5
t=orte5  R5al   y   Tthl.   §e   mL`estra     la     sac:uencia     de     i`na     sole
hEbra  en   5entidc}   5'-3'.



5. ANALI§I§ C011PUTAE I 0NAL DE   Lfi   ZONA   GIJE   HIBRII)A   Y

LA   SECUEN[IA   6ENERANDDPLE6fiMIENTD   I)E UNA   E§TRII[TIJRA
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La  Eec:uEnc:ia   c)btenicla     Se      intrcldujo     en      L`n      programs     de

c=ompi`tacidn,    {diseF.:ado   c}riginalmente   pc}r      Staden,       198{:})       el

cL`al   pliega   i`na   secuencia   de   DNA   en   la   tlpic:a   egtrL`ctL`ra     de
hc]ja  de   treb6l,   ci`cl:ndo   se   c=L`mplen     ciertas     e5pecific:ac:ione5
respecto  a  cc]mplementacidn   de  bases.

El   prc}grama   nEc:Esita   en   primer   lL`gar   el    largc)      m&:{imc)      del

tF{NA  qua  se  pretende  plegar.   En   este  cast),   el   largo     qua     se
lE   did   fug   de   lc}C}   nL`cle6ticlos,   valor      ql`e     inc:1uye     el      largo

mcl:.{imc]   de   tRNAs   clEscrito    (Gauss   y   §prin=1,       1C785}.       El       tRNA

quE  se   enc:ontrd  tiene   L`na   longitucl   de   9=.  bases.      En     segundo
lugar,   hay   qL`e   prc]pcJrcic}nar      al      c:c]mputador      la      informac:idn

acerca  del   apareamientc}  minima  entre  bclses  qi`e  debe  tener   el
tF{Nf}  en   lc}5  distintos   brazos.   El   programa  asigna   un     puntajE
cle   dos   c:i`anc}c]   la   interac:cidn   corresponcle   a   Lln   par      6C     a     un

par   AT   y   iin   puntaje   de   uno   c:L`anc]o   fc)rma   L`n   apareamiento     GT.
En   el   c=asc]   del    bra=c}      dEl      aminoac:idc}      se     exigib     un      aparec]

mlnimc]   cle   12      y   se   enc:c}ntr6   un      aF}areo      de      12      en      el      tF{NA

detectadc};   en   El   del   brazo  Tt4C6   el   aparec}   minima     5olicitado
f ue  de   8   y   el   Enc:c]ntraclc]   de   lc}.    F'ara   el   brazo   del      anticc]don
5epidi6     iin     apareo     de     8     y     el      enc:ontradc]     {ue     de      lc}.
Finalmente,   el   bra=o  dE   la  pseudo-uridina  se  solic:itd  cc]n   un
apareamiento  minima  de  6,   y  5e     enc:ontr6     ji`5tamente     6.      EI

prc]grama   nc]   sc)lit:ita   informac:idn      acerc:a     del      brazc]     e}.:tra.
DespuEs   de   E5tc}     se     introdl`c:a     la     informacidn     del      minima

pi:`ntaje  g9neral   de  apareamiento.   En  este  ca5o  fug  de  35  y  el
tRNA  qua  plegd   tiene  un     apareamiento     de     =iB.      El      programs
tambi6n   permits   delimitar   ciertc]   range  cle   longitL`d   clel      lazc}
TdcB.   En   este  casc]   la   longitl`d   minima  fug  de     6     bases     y     la
m&;.{ima   fi`e   de   8.    Ademas,    puecle   inc:cJrporarse   rna:.:imo   y      m±nimo

tamaF.io   del   intron,   en   c:ago     c]e     an&lisis     cle     una     5ec=uencia
a u c a r i 6 t i c : ci .

fic]emag   cle   e5tos   parametrc}5,   tambiEn   a;{iste   la     pcisibilidac]
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dE     bL`5car      cierta5        be`Ses        clef inic]as        cle        antemancJ        en

determinacla5   pcJ5ic:ione5,   ql`e   estan   pre5ente5  en     la     mayoria
de   lc]s   tRNA   c:c}ncJc:idos.    En   nL`estro   casc}   no      5e      L`tiliz6     e5ta

mc]dalidad,   pErc}   Si   Se   la   hubiese     empleado,      log     re5L`1tados
habrlan   siclc}   1cJ5   rrlismos    (ver   m&s   abajc]).

El   resultadc)   dE   la   ejec=uc:idn   del   programs   se   mLi.e5tra   en   la
FigL,ra.   5.

TGAG
G         GECCGc      A:#
TGAA

A-T
G-C
G-C              TA

T        FFFFF     AG
GCGGG      C
CTT

A-T
TB-C

C-a    a-E
A-T      a-a
C-t3            13   T
a-C           a-C
A-T              I     C

i       a              TTA£
GGA

Figura  5.   Estru[tura  5ec:undaria  del   tFtNfi.   Como  la  e5truc:tura
se  deduce  a   partir   de   sec:l`encia5  de  I}NA,   1as   bafe5     uridinas

y     c]tras        mc)dif ic:aclas        no        5e        indic:an.         Log        cletalles
e5trLtc=turales   se  disc:utircln     en     base     a     la     Estruc:turd     de
c:onsen5o   prc]pL`esta   pc]r   Lewin    {1978).
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-El   talla   ac:eptor   del   amino&cido   c:ontiene  normalt.i.ieritE     siete

pares   dg9   bases,    lc}s   que   est&n   en   el    tF{Nf}   termc]f i'1ic=cl.
-Entre     fl     tallc)     ac:eptor     del      amina&c:ida     y     el        de        la

dihidroL`riclina,    siEmprE   e}{iste   iina   L`ridir`a,    qLie      tambien      lc]

Estt=1   en   e5tE   c:ago.
~El    brazo   dE   la   c]ihidroL`ridirla      c:c]mienza   c=cJn   un   pclr      GC:,       de

ac:uerclo   cll   moc]elo   generci:1izado.    En   a.1.tgrmdf ilo   5e   E`nc:uentra

1„1   P€\r   CG.:    este   no   e5   el    [iniEc}   ccl:5o   ya   que   En   el       tF{Nfi=SER

de   I,   i={..ij[.      5e     presents     e6ta     mi5ma     dispogic:idn       {5teeqe,
198I) .

El   regtcJ  c]el   brcl:zo  y  el   tallo  cle   la   c]ihidrouridina   tiene   la
e5trilc:ti`ra  c:andnica.
-En   el   tallo   del   antic:c}clcJn   se     pre5enta     un     pcl:r     gc:     en      la

pcJ5ic=idn   adec:Liada   y   delimitandc}   el    aritic:odc3n   a:p&rgc:en   uns      T
{u   en   g1    tr{Nf\)    y   uns   f}   qua   E5t&n   eri   la   ma`/or±a   de   lc]s   tF{Nfi5.
--El   bra=o   e>{tra   tiene   uns   lc]ngituc]   dEE   =1   bases,      1o      qua      lo

c=cmvieertE   egn   Lui    t3ra=c}   m&:a       lal~gc}      que       lo      normal        (Bcl:L`55      y

Sprinz].,1981)a    Esta   es   l`na   c:cl:rat:terl€;tics   de   lc]E,      tF{Nfi      que

son   aminoac:iladog   par   serina.
-El    brE\=cJ    {5      F}clreg      c]Ep      bcl5e5}       y      la=c]       {7      bcl5e£)       de      lcl

p5eudcturidina   clel   tRNA     del      termt5f ilc]      tienEBn      la      lc]ngitud
adec:L`cida,      c:on      lcl5     bases     dispug5+.as     dE     ac:uerdc}        a        la

estr.uc:turd   mc]c]elc}.
-E}.{tremo   Ccfi   est&   codificclc]c]   en   E:sl    gen,    al    igual    qL`e   lc]   que

5ucedg   en   E.   L-t.JjI.,   En   c:ontrastE   con   lo   qua   cJc:urre   en      fagos,

(Venl::stern,1981}.   La     niicleotidil      transiiferafa     tiene     coma
fi`nc:idn   print:ipal   reparar   el   e}.:tremo,   mds  qua   in5ertarlo     de
n#Mh      fidem&s,      en      miitantes     de+ic=iente5        en        nuc=1eoticlil
transferasa,   5e  ha  demcJstradc]  qua   log   tRm  pi`eden     i unc:ionar
normalmente    (DEut5c=her,   Lin   y   Evans,1977}.

F'or   lo     tanto,      tBl      programa'de     Staden     ha     plegadc}     l`na
secL`enc:ia   qL`e   tiene   lc}s   rasgos   tf picc]5     enc:ontradcis     en      lc}5
tRNA   c:oncic:idos.

El   antic:odon   es   GBA,   de   modo   qLle      el      tRNA      5erla      c:argadc}

con   el   aminodc:ida   5erina.   La  gran   longitL`d   d@l      brazo     e:{tra
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hac=e   qL`e   este   tFtNA   tenga   un   largc}   cle   93     bases,      lo     qL`e      |o
convierte   en   uns   especie   de   un   tamaf.ic}   mayor   qua   el   c=om[m     de
log   tFINA.

6.    ESEpf+FtF\CIC]N   DE   Lcl=   tF{Nt\  DE   TI+ERHuS   THERHOPHILuS

Con   El   f in   de   proc:ecler   a     una      identif ic:ac:i6n      no     clmbigua
entre     el      gen      c:1c]nado     y     el      produc:to     genic:a,         mecliantE
correlacidn   entre  L`n   tRNA  aislado   amint]acilablE   pc}r   serina  y

que   diera      hibriclac=idn      pc]siti`Ja      c=on      el      gen      c:1c}nado,      se

proc:edie  a   separar   log  tFtNA  par   Elec=trofore5is  biclimensional
en  geles  de  poliac:rilamida-urEa.   El   resultadc]  5e  muestra     en
la   Figi`ra   6.   F'ara   efectuar   el   ensclyc}   de   aminoac:ilac:idn,      lc]s
tF\.Nf}  se  electroeluyeron  del   gel   y  se  purif i.caron   a  travds  de
uns   c:alumna   cle   §ephac]ex   B-=5   mc}ntacla   en   uns   pipeta   de   1{:)   ml,

eqL`ilibrada      con       Tris-HC11C}mM,       EDTA       1    mM,       pH8,1-).       Se

c:c]lec:taron   frac:c:icJnEs   cle   7   gc]tas    {aprc]}{.15Cl   ul).    La   colL`mna

se     c:alibrc5     u5anclo     tRNfl     tc]tal,      para       tener        5uficiente
absorbanc=ia.   El   tRNf}  elL`yE   entre   lag   fracciones   15   y   50     lag

qua     se     juntaron      (=     ml)     y     se     liofili=aron.      En       otras
oc:ac=iones,    log   tF{Nfi   se   purific:arc}n   pc]r   elEc:trc}eluci6n   en      L`n

c]ispc}sitivc]   comercial.   El   ensayo   de   aminoac:ilacidn     c)bteniclo
a   6{:}°C  c:on   lag     5intetasas     aislaclas     del      mismc}     organismc]
{Tabla  =}   nc]   +ue   muy   ef iciente,   prc}bablemente   debic]o     a     lc)s

m€todc}5     c]e     puri+icac:i6n     clel      tRNA     y     no     did     resultados
c:1aramentE     pc}siti`'os         (la        c:antidad        de        radioactiviclac]
inc=orporacla   estL`vo   mliy   c=erca   del    ni\Jel   ba5al).      Sin      embargo

se   encc]ntr6  que   uns   pEquef.{a  canticlacl   cle     radic}ac:tividacl     era
incorparada   pc}r   log   tR.NA  que  se   nL`meraron   coma   N°  2,   :.   y  4.
Estc}s  valores  se  consic]eraron   signif ic:ativcjs.
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Figura  6.   §eparacidn  de   lc]s  tF}NA  de  7-t}ermu5   therEaphl.Jug   par
Ele[trof c]rEsi 5       en       dos       di mensiones       en       un       gel       de
polia[rilamida.    F'rimErcl     dimensidn=      gel      de     pc}liac:rilamic]a
1{:I-/„    c=c]rridc]   cle      derec:ha      a      i=quierda.       §egL`nda      dimensidn:

poliac:rilamida     3C}./.     c:c]rridc}     desde     abajo        hac:ia        arriba.
F'ogteric)r   cl   1cl   elec:trc]fc]rBsis,   el    gel    sE   Ec]mEtid     a     tinc:ic5n

cc}n   azul    de   mEtileno   al    C},2./.   en   ac:etatcJ   de   sodic]      C}g4   M,       F)H

4,5   y   se   clEstif.:I)   durante   `+arias   horas   c=c)n   agL`a.    Log      nL'imeros

=,    I   y   4   indic:an   lc}s   tRNf}5   ai51ados   qL`9   5e   amincJac=ilarc)n   c:on
=H-5erina.
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Tabla  I

Inc:orporacidn  de   {=H}-serina
en   algunos  tFtNA5  de  7..   therpophl.Zu5.

tRNA

1

2
3
4
5
6
7
8
9

(=H)-ser
(I:pin)

490
1140

15=0

970
=05
480
410

6=0
390

tFtNfl  total               100000
Sin   tF=NA                              31Q

7.    HIBRIDA[ION   nE   fiLGUNo§   tRNf}§   t=oN   EL FFtf$6MENT0   Xhol

L`on   Este   re5ultcl:|c]o      F]rovi5c]ricJ      5e      proc:eec]id      cl:i      mar.c:a`r      c:on
S2F'~f}TF.   log   E}.€tr.emc]s      5'       cle      algunc]g      t.RNfi,       Elegidc)a         de

acL`erdc]   a   la   Table   3  y  a   su  movilidad   eii     lti     electrofore5i5
biclimEn5ic]na]..    F'osteL»r.iornlemte   eestc]5   se       hibric]ci:rc]n       c=c}n       DNf}

pla5midial    cle   diversos   c:lc]nes.     (r.1±tc}dc]s      1&}.       De      lc]s      tF\'NA
ensayadc]s    {NCJ£,    =,    4,    7   y   9),    5dlo   hibriclch      EI       N°      4.       El

resi`ltadc}   sE   mue5tra  en   la  F.igura   7.
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11 23,1

9,4
6,6

4,3

Figura  7.   Hibrida[it5n   §c}uthern   de   lc]s  c:lc]nE5111   y     112     [c}n
el   ==P-tRNfi   NC]4.    Coli`mna51,   =1   y   5:    tinc=idn   con   bromuro   de

etidio.    Cc]1L`i`ina5   2,    4   y   6:    hibridaci6n   cc]n   el    tF{Nfl.    1      y      3:

c:lan   111,   digEridc}   c:on   BamHI.    §e   observan   el

{banda  superic]r,   4=.r.)11   pb),   el   in5erto   {banda   inferior,

pb)   y  un   pot:c}   dE  plasmidio   no  digerido.      La     hibridaci6n     5E
produce  con   el   inserta.   Coll`mnas   5  y   4:      clan      113,      tambiGn
digerido     previamente     c:on        BamHI.        No        hay        hibridaci6n
detectable.   Columnas  5  y  6:   DNA   del   fago   lambda   digerido   c:c]n
Hindlll,   usado  coma  egtandar   de  peso  molec:l`lar.
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a.    CC]"F'fiRACI0N DEL   tFtNA C0I}IFICAD0   EN   EL CLON    111    EON

OTRO§   tRNfl§   fllsLADO§   DE   DIFERENTE§   OFt6ANISMOS

La  fuerte  hibridac:i6n   qL`e  se  encuentra  entre  e5te     tFtNf\     y
el   fragmento   Xhc}I   indica   qL`e   este   trc}zo   de   DNA      c{]iitieiie     el

gen.      El      hecho     que     no     se        haydn        logrado        aminc]ac:ilar
e+icientemente   lc}£   tR'NA   de5pu€5   de     electroelLiidoE.     dEtl      gel

dg   poliacrilcl:mida   resta   valide=   al   a;{perimentci.    5ir`     embargo
la     hc.molc!gla     de     5et=uencia     ctJn     otras     e5pecie5     e'±     otrc]
991e9mgntc]   de   juicic]   que   indic:a   qua   el      gen      c:onteL.nido      en      El

fragmer`to   XhcJI   ccidif ic=a,   en   e+ectci,      para     un      tF{Nfl      que      eg

amiiioacilaclo   con   serina.      Lag     set:uGnc:ias     dLa      lc]s     trir`Jfi     de

cliferL#r`tc?s   organig,mos,      especial.mente     de     E,      ct..tjl.,      fuerc]n

c:amparcl:da5      c:on      la      see:uenc:ia      del      gen         terri`c]+11icc].         Lcl

comparaci6n   +i`e   he}cha   gin   con5idErar   El   brazc}   a:{tra,   qua     e5
mLiy  `zariable,   ni   el   antj.codon.   El   retjultada   5e   muestra   en   la
Tabla  ='.
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Tal]1a  5.   [omparacidn  entre  la  5et=uenc:ia  de  dif erentes     tFtNAs

y   la  5ec:uenc:ia  del   gen     termofllico     en     estudio.      F`cl:ra     e!stcul
ci:ndli5igf   gg   reibc.L`rr.id   eel    prc]grama   cle      c=omputac:itin       HfiT[ll      quLb

eg.tablec=g   Luna   diag{]nal       c]e      homologla      al       c]iE,pc]ner      en      Lina

matrir.   lag   5ec:uenc:ias   c:c]mparcidas

Fuente
=er     S.   sol+Eitarium
=er      H.   volcaTI±i
=er     H.   valcEmii
ser    S.  cerevisiae
E=er     S.   cerei!i_siae
=er±   E.   c_oli_
ser=  E.   ct>1i
aha    E.   coli
::!   i:

ii:  i:

coJjcojj
I c' I I
cajj
cojj
coJj
c {} 1 i
ca,I

±1e      E.    cc>1i
len     E.   cc.1i
:!E    E:

coJj
co1i

meti   I.   coJz.
Ehe     E.   colihr     E-   coif

:EE     E:
I a I I.
c a I I.
caJj

Antic:odc]n        Hc]molt]gia    {./.)

6

!!;i
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E|   gen   codif ic:a   para   Lln   produc:to   c|l`e   tiene     L`na     homc]lc)gis

de   L`n   75,7./.   c:on   el    tF`.Nf}§ER   A6[   de   E.    cr.iJI.   y      de      i`n      67,6./.

cc]n   e|    tF:Nf}   tF{Nf}gEf`   UCA   del    mismo   organismc].    El    hec:ho      qua

e|   tRNA   mfs   similar   al   tRNA   termc)f±1ico   Sea   Lino   de   serina   de
E.   cf)jj.   es   L`na   fLlerte   indic:ac:i6n   que   el   gen   c|l`e   esti   c:1onaclc}
c=c]rresponde   a   unc]   de   tRNflsER.    El    tF\'Nf}TYFt      mL`e5tra      tambien

i`na   alta   hc}mc]lc}gia   cc}n   el    tRNA   termof llic=c}.    Estc}      puede      ser

sdlo     i`na     cc]inc:idenc:ia     ya     clue        la        sec:uencia        del         gen
termofllico  no  es  homdloga  en   grade  semejante     a     lag     otra5
sec=L`enc:ias   cle   tRNf}TYF¥   de   c}tros   organi5mc}s,    c:omo      5I       c}c:urre

en   el   c:ago   de   la   homologla   c:on   log   de   5erina.
Uno  de   log   c]bjetivc]s   de   la   Tesis   se     ha     cumplido     c:c)n      la

c]btenc:i6n   cle   estc]s   resultaclos,   cual   era   el   cle   c:lonar   L`n     gen
dE   Lin   tRNA.

Ccimo     se     verd     m&5     adelante,      c]Elimitando     al         gen        se

enc:u@ntran   un   prc]inc)tc]r,    y   uns   seF.ial      que     F}odrla      indic:ar      el

t±rmino  de   la  transc:ripc:idn.   5obre  estas  regione5  de  c:c]ntrol
se   dirigir&   1a  atenc=idn   luego  de   analizar   log  r.esultaclc]5     de
lc]s   a;{perimentc]s   de   transc:ripci6n.
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9.    PURIFlt=ACI0N   I)E   LA   RNA   POLIMERA§A   DE   THERMu§

THERMOPHILU§   HBB

La     pi`rific:ac:i6n     de     la     enzima     de     este     termc5filo     fue
desc:rita     inicialmente     par     Date     y     col-         (1975).        Ellos
c:oncluyerc]n   qua   esta  pcJlimErasa  e5taba  compL`esta,      al      igual
cii`e   la   mayorla   de   lag   pc}1imErasas   de     EL`bacteria5,      par      lag
subunidades  betcl:|,   beta  prima,   sigma  y  alf a  en   estequic]metrla
1:1=1:=.    Ellc}s   hc}mologan   lag   subunidades      en   .base     a     pesos

moleciilares,    cle   mc]clc}   que   la   subi`nidac]   sigma   nc}   esta   clef inic]a

pcir   su   +uncionalidac]   sino   pc]r   su      tamaf.io      {58.r.){:}{-i      daltc]ns},
Similar   al   de5[ritc]     pars     la     sL`bLmidad     sigma     c]e     la     RNA

polimertl:sa   de   a.    Sub+I.Jj:=    (Shcirenstein   y   Lc}sic=k,1973).
El   en5ayo   de   ac:ti`/idad   c:onsistE   en   medir   inc:orF)orac:ic5n     de

(=H}UTF'   en   el    F{NA,    usando      DNfi      de      timo      c]e      tErnero      coma

molde.   Esto   lci   hac:en   mediante  el      m±todc]     de     retencidn     clel

pc]llmEro  a  i iltrcJs  de  nitroc:eluloEa.   Con   este  tipo  de  ensciyo
no  Es  pc]sible  diferenc:iar   entre  Llna  transc:ripc:idn  especi-i ice
(que  prc]duc:e   sdlo  alglinos  tipos  de   transc:rito5   y     cle     tamaFjo
hc}mog€neo)      dE      L`na      inespec:±f ica       (que      prodL`cE      L`na        gran

divErsidad   de   transc:ritc]s}.   Es   F)c}sible   disef.jar   L`n   ensayo     clE
aEtiviclad   qL`E   permits   pEsquisar   aciuElla   subLinidacl     enEargacla
de   rec=onoc:er   el    prc]mc}tc]r,   usandc}   el   gen   termof llic:a   c:1onaclo,

c=omo   el   molcle   para      la     RNA     polimerasa      hc]m61oga.      Esto     se

detects     analizando     lc)s     produc:tog     dE       transc:ripc:idn       en
distintas  etapas  de  pLtrif icacidn   de   ].a  en=ima.

t=c]mc)   se   c]Escribe   en   MEtodos   17,   lag   etapas   clE   purif icacidn
c]e   la  F\'Nfi     pc}1imerasa     del      term6+ilo     st]n     lag     siguientes:
rupture        c:el ul ar ,            ul tra[entrifugac=idn           a            1{:}5. C}C}l-):.{g ,

prec:ipitac:idn   c:c)n   sulfate   de  protamina,   1uegc}     cromatograf ±a
en   DEAF-SephadE:i      f\5C}     y     i inalmente     crc}matograf la     en     una

columns   de   DNfi-celulc]sa.
E:I   procedimientci   que   se  ha  descritcl   es   mag   r&pidc}   y  simple

qi`e   el   de   Date   y   c:01.   El   perfil   c:romatc]graficc]   de   la     L'`ltima
etapa  se  mLtEstra  En   la     Figura     8a.     Cuando     se     ensaya     par
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inc:c}rpc)rac:i6n   cle    (=H)-UTF.    (Metodc)s   18)  ,    L`sando   c=cjmo      matri=

el   DNA  de   timo     de     ternera,      Se     enc:L`entran     dc}s     picos     de
activiclad.   Cuanclo   se  hac:e  lln   ensayo   especlfico   {rl6tc]clos   2C}} ,
empleandc}   ccimc}   molds   el    DNA   ql`e      cc)ntiene      el      gen      de      tFi'NA

(fragmentc]   Xhol},   se  enc:uentra   lo  siguiente:   el   primer     picc]
nc]  produce   transc:ritos   di5cretc]s    (F.igura   8c:,      frac:c:ibm     =6),
1c]  que   sugiere   qL`e   Esta   enzima   c:arece   de   la   subunidad   sigma;
en   El   c=aso   del   segL`ndo  Pic:a  sl   se   Enc:uentra   un   transc:rite  de
400  b.

§e     analizd      la     c:ompc]sicidn      de     5i`bLmidades     de      la     FiNA

polimerasa   en   log  dos  picc)s  cle  ac:tividad,   meclicl:|nte  gales     de
pc]liac:rilamida  en   condiciones  desnaturantes   {M6tc]dos   17).   §e
encontrd    {Figl`ra   8E!)      qiie     jL`ntc}     con      el      segundo     F}ic:a     de

ac=tividad   elula   iin   p±ptido   de   5B.Ot:}r.}   daltons,      lo     c:i`al      no5

c:orrobora   la  supc}sicidn  anterior   en   base  a  la     tran5cripc:idn
espec I f i c: a .

E:{iste     la     pc]sibilidad     de     qua     en      el      primer     pic=c}     de
ac:tividad   a;{ista   la   5i`bunidad   5igma   y     adem&s     alguna     F{Nasa

que  degrade  El   transcrito.   Esto  se  desc:artd  agreganclc}     a     la
mezcla   cle   rEacc:i6n   del    tuba   £6,   c|L`e   nc]   c:c}ntenla   el      DNA,      el

produc=to   de   la   transc:ripcidn   obtenida   c=c}n   la   Enzima   del   tubc]
44.    A   cc]ntinuac:idn   5e   inc=ub6   F]c}r    10      min.       a      6C)I.C.       No      se

c]egradd   el   transc:rito   dE   40C}   b.    En   el   gel   cle     pcJliacrilamic]a
dE   la  Figura  8E   se  c)bservan   otl-as  bandas   clE  prcitelna     ac!emas
del   p±ptido      cle      5BOC}C)      daltons.       No5c]trc}s      c:rgEmc}5      qi`e      la

subunidad   sigma   es  el   pEpticlo  de   58rJC}tJ   claltc]n5   pc]rque   es     el
[inic:a  qL`e  coeli`ye   c:on   el   pert il   cle  transc=ripcidn   e5pecif ice.
fidemas,   1a  mayorla   cle     lag     otra5     banc]as     cle     prc}te±na     son

productos   cle   degrada[i6n   de   la  RNa     pc}limera5a,      ya     c|i`e     en
preparaciones   de   enzima   qua   hablan   permanec=idc]     pc)r     algunc]s
meses     a     4°C,     y     se     realizaba       la       elec:trc}fc]re5is       se
enc:c}ntraban  dic:has  bandas  aumentadas.   Estos  resultado5  est&n
de   ac:i`erdo   cc]n   log   public=ados   pc]r   Date   y   I:ol    (1975).
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10         20         30        40        50        60        70
FRACTION      NUMBEP

22    2e    30    .32.35   39   4i     .3   .7     50   53    5e   sO   63      sT

:B  -s=±==±!E==:_ J
+                   rf-

52-

40

-,-- `       "  --.-

----------

ST    26    35    98    41    44   47    ST   50    53    56    59    63   65   ST

cT
I -----

-Jib -

Figura   a.    a:    F'Lirif ic:ac=idn   cle   la   F{Nf}      polimera=a      de      7-hgrmu==

I-hg.rm{..!phI.ju:i    par    cromc]graf la   en       Dr`.Jf}-c=elL`losa.          b:       gel       cle

pc]liacrila.midci:i-SDS     en      El      cual         se        han        =eparado        lcis
=L`buni dades        de         i a        FtNfi        pal i mer=|sa        pL`ri i ic:add           pc]r

DriJfi-c=EIL`1c]sa.        I:En=-,a`,Jc]   de   transc=ripc:idn       I.ri        L+I.+r{..t,        u5anclc]

c=c]mc]    mc]1de    el     fra.gmEntc]    Xhc]I.
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CLON   ill10.    TRANSCRIPCI0N   ZN yzTR0   DEL

10.1   El    inserto BamH I -EamH I

roducen
(I,2C)C'

un     transc=rito
el  i ra mento   Xhc}I

4,-|C,   I,.
interesaba  e5tL`diar   la     expresidn     g6nic:a     en
termofllicc),   era  fi`ndamental   saber   si   el   gen

DadcJ          qLie

un      cJrganismo
clonado     tenf a

lag   seF.tales   c]e   cc]ntrol   qL`e  permitiesen     su     a;.{presidn.      F'ara
esto,   se   ensay6      la     transc:ripe:idn      clel      c:lan      111      I.rl      [JI.+rci

(M€todc]5  20).   Ciiando  se  transcribe     el      inserto     de     520C)  pb
L`sando   la   Rm  pc}limerasa  purificada   par     I}Nf}-celL`losa,      pico
2,   ge  obtiEne  un   tran5crito   de   apro}{imadamEnte   4C}O   b    (Figi`ra

9,   c:c]lumna   1),   adema5   de   otros   prodllctos     de     nienor      tamai{c},
cuyt]   origen   a[in   no   hemcJ5   identif icado.    El   mi5mc)   prodL`ctc]     cle

40.J  b  5e  obtiene  [i`andcJ     Se     tran5c:ribs     el     fragmento     Xhol
{F.igura  9,   c=olumna  =},   no  asl   cuando  se   intenta     transcribir
el   fragmento   de   =3CIC}   pb    {Figltra.    9,   cc)lumna   a)    en   qi(a   no     se
detects   nada.   N6tE5e   ql`e     el      DNfi     del      insErto     de     32C}C}   pb

produc:a  iin   transcrito  dE  l`n   tamaF.io  un   poco  mayor   que  el      qiie
prodi`c:e  El   fragmento   Xhol.   EsttJ   es  porciue     el      fragmento     de
.I2C}O     pb,      obtenido     con      la     enzima        BamHI        tiene        bases

adic:ionales  en   el   e:{tremo  derecho   c:oparado  c:on   el      fragmento
Xhol,   y  esta  diferent=ia  se  manifiesta  en     el     prc]clucto     "run
of i „ .

11-}.£   DEterminaci

de  transc:ri
6b   del

I i dn ,
gitio  de inicio la  direcci6n

Se     qi`iso     aEotar     la     zona     especlf iEa     que     produce       la
transcripci6n,   para   1o     clial     se     transcribi6     el     fragmEmto
Xhol,        previamente       c:ortado        c:on        algunas       enzimas          de
re5tricc:ion,      menc:ionadas     anteriormente        (Tabla        1).        Al
efec:tiiar   la   transcriF}c:idn   cc)n   el      fragmento     Xhc]I,      digerido
cctn  Accl,   se  encitentra  que  se  sigue  produciendo  el     produc:to
cle   4C)C}   b    {Figura   lc)A,    Eoli`mna   c:).    La   tran5cripc:ic5n      se      hizo

en  pre5enc:ia  de   los  tres  fragmentc}5  produc:idos  par   la  enzima
Ac:EI   en   el   trozo   Xhol.   La     ilniEa     pc]sibilidad     es     qiLe     este

producto  provenga   del   trozc)  de   DNfl   de   43C)  pb    (ver   Tabla      1}.
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Este   tro=c}   estct   ubic.€J`do   en   el   mcl:Fia   i lsico   Entre      el      a:.{trEmc]

Xhol    c]Erec=hc}   y   el    primer   I:c}rte   Ac:c:I    clue   se      enc:L`entra      hti:cia

la   i=quierda,   y   e5   el    l'tnic:a   qua   tiene   iina   longitL`d   c=apaz      de
servir   de   molds   comc}   pars   produc=ir   uii   trcinscrito     de      4t:}C}   b.

El    n.iismc]   rE5iiltEi.do   se   obtiene   c=L`andc]   5e   trc:l:n5cribe   el       tro=o

de   43{:)   pb   pL`rifi{=c?.do    (no   mcl5tradc]).    Ct]n    es.L'c]   se      ha      prc]badc}

que   gate   fragmE.rito   e5   el   qua   produce   el   transc=rito   de   4(:}{:}   b.

Figura   9.    f}utorracliograf la   c]e   L`n   gel   cle   poliac:rilamida   5./.   en
el   cual   se   separarc}n,   mediante   Electrc].foresis,    lcJ5   prc)cli`c:tc]s

cle   tra`n5c:rip[idn.    La   Rr`Jf}   polimera5a   de   Thermu_i       therm{..}phl.jd.=t

sE    inc=L`bd   c=on    EI     DNA   E9n    prESEincia   de    {    a    -.==F.)-6TP,    c=c]mc]   se

detalla      en      M&todc}5      £{:1.          1:       fra`gmento      de      32{:H:)pb.          3:
•fragmento   de   2.=t:)i:)   pb.    .3:    fragmf_into   Xhol.    4:    e`standar   de   peso

molec=i`1ar   cc]rrespclndiente   a   DNfi   cle   pEF`'=22   cligeridc]   c=c}n   Hpall

y   lnarcadcJ   c:on      ==F'.



66

Habifndo5e  accJtado   la  region   que  produce   la     tran5c:ripc:idn
en   el   segmentc)   derec=ho  del   fragmento   Xhol,   interesaba   5aber=
i)   el   li`gar   de  inicio  de   la     transcripEidn      {para     lc}Eali=ar
funcic}nalmente     el      promoter);      ii)      1a     direc:ci6n        de        la
tran5c:ripc:ion   y   iii)   la  pre5encia   de  set.iale5  de     terminaci6n
de  la  transcripcidn.   Pare  esto  se  transc:ribi6  el   trozc)     Xhol
digerido   ccJn   Rsal   y,   en   otro  a;.{perimento,   digeridc}   con   Tthl.
Log   rESLiltadc]s   se   mL`e5tran   En   la   F-igL`ra   lrJA,    c=c]1i`mnas   b   y   d.

f}l   transcribir   el   fragmento   Xhol   cortado  c:on     Tthl      {d},     se
enci`entra   qi`e   el   tamaf.{a   del   transc:ritc]   5e  redi`c:e   de  4{:)C)   b,   a
8{Jb.      Esto     5ignifica     que     el     corte     Tthl     no     afec:ta     la
func:ionalidad     del     promotor,      lo     que     permite     inic:iar     la
transcrii]cidn,   pero,   I:omo  el   gen   esta  c:ortado     en     el     5itic)
Tthl,   el   transcrito  e5     de     menc]r     tamaf.{o..   §eg[In     esto,     el
inicio  de   la  transcripc:ion  estarla  entc}nces  a     a(:}  pb     de     la
secuenc=ia     qua     rec:onoc:a     la        enzima        Tthl.        Este       punto
corresponde  a   lag  G5  marc:ada5  c:on   asteriscos     en     la     Figure
12.   Pc}r     otra     parts,     al     transc:ribir     el     DNfi     previamente
digerido   con   R5al,   no   5e  produc:e   el   transc:rito   de   4C}Cl  b,      ni
aparecen   iiiievos  prodi`c:tcJs.   §6lcJ   5e     enci`entra     aumentada     la
transc:ripci6n     de     dos     tipo5     de     RNA,        qua       tambi€n       5e
transcriben  a  partir  del   fragmento  no  digerido,     aunque     con
menor   ef ic:ienc:ia.    El   hec:hc]   qi`e   desapare=c:a     el      produc:tc}     de
40Ct  b   y  no  apare=can   ni`evc)s  transcritos,   indica  que  el   c=orte
Ftsal   e5ta   afec:tando  al   promc]tc}r,   y  que   la     transc:ripc:ion     se
iniciarla     de5de     uns     zone     ml`y     cerc:aha     a     la        5ec:l`enc:ia
reconocida  pclr   la  en=ima  Rsal   progresando  hat:ia   la     dEre[ha,

par   la   relaci6n   cle   `+ec:indad   de   e5tc]5   sititJs,   de     ac=i`erclc]     al
mapa  mc]strado  en   la  Figura  i.
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Figura     10.     Transcrip[i6n     clel     fragmentc]     Xhal     inta[tci     y
digerido  previamEnte  con   enzima5  de  rE=tric:c:iEln.
A:    Trari5cripc:i6n   c:on    la   RNf}   polimEra5p`   de   I.    i.her."t..tpt]jJu:i.

E:    transc=ripc:ic5n   I.on    la      RNA      polimera5a      de      E,       f=t..tJI..          a:

eat-anc]ar   de   peso   mole[L`1ar   ccJrrespondiente   a   PBR.32=   digerido
I:on   Hpall    y   marcadcJ   c:ori   ¥aF.;    a:    fragmento   Xhc]I    Iic]   digerido;

b:    cligerido   cc]n   Rsal;    c=    digerido   cc]n   ficc:I.=    d:    digerido      I:c]n

Tthl.    L.os   proc!i.`c:tog   de   trari5cripcidn   fuerc]n   5eparE`dos   en      un

gel    de   pcJliac:rilamida   al    7%.
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1C'.=.     La aE3a   cle   Escheril=hia ct..IjI.    rec=c}nc)ce

c]motc}r   del ell   de   tF{NASER

El    in5ertc}   de   3£(:H:}   pb,   el   fragmento   Xhol   y      el      trc}zo     dde

2=Ot:)   pb   se   tran5cribierc}n   L`5ando   la      FtNf}      polimera5a      de     E.
I=t..}JI..       Al       igual       clue      en      el       ca5o      de      la      enzima      de         7-.

+herm{..Iphj.jug,    el    inserto   de      3£{:}C}   pb      y      el       fragmento      Xhc)I

produc:en   un   transcrito   de     4C){:)   b       {resultado     nci     mc]strado}.
F'ci.ra     ac=otar      lci     regidn     dEsde      la     Eual      sE      inic=iari.a      la

tran5c:ripc:idn   5e   usa   el    proc:edimiento   empleadc}      c:on      la     F{Nf}

pal i merasa           de           7-.            t.herm{..tphl.Jug.            §e           enc:c]ntraron
ci`alitati\Jtl:mEnte   log   mismos   resultadc}5    (F.igura   1{:}B)  g    a;.:cepto

que   c:uando   se   transcribe   el      fragmentc}      Xhal,      diger.idc}     cc]n
Fi'sal,   rio   5e   dEtec:ta   ningl`n   tran5c:rito,   ni   aumento  de   log   dc]s
+.ipos   de   R'Nfi   que   sl   se   c}bser\Jan   en      el      ca5o     de     la     enzima

termof 11 i c:a .

E5tos   dates,   al   corriparar].os   c:on      clquello5     cle     hibridacic5n
[onc:c}rdaron   pert ec=tament.e,   indicandc}   qua   e;.:i5te   l`n   gen     pars
un   tFi'NA   clue   estd   l.Ibicado   entre   lc]s   c:cJrtes   Rsal   y   Tthlg   y   que
la  tran5cripcidn   par   lag  F`'NA  pcJlimera5a5   se   inicia     en     e5ta
zona   }+  progresa   hat=ia   la   derecha     5eg[tn     5e     mLie5tra     en     la
Figl,ra  2E.

11.    §ECUEN[IA I}E   LA   REGII]N TRAN§CRITA

El   fragmento   Xhc]I   5e   sometid   a   sac:uenc:iaci6n   par   el   mdtodo
de   Ma;<am   yGilbert       (198{=}),       detalladc]      en      MEtodc}s      11.       La

Estrategia  de  sec=uenc:iacidn   5e  muestra  en   la  Figura  =  C.      La
sEciienc:ia  de   la  region   transc:rita  5e  mi`estra     en     la     Figure
11.
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CTct:CCE6t3TAAAt3CCGCCCC:6.CCAA6ATcf}T66f}6CCCAA6GCGTCAf}f\GT[t=fifl6TTT

TCG"GGccGccf`c:GficccGCAc66ccccAGTCTAccTT6Aca6pi6Gc6BAc6GCECT86

"CACTCCTTTTTG6CACTTGABABABGTBCCCBABTGB[TBAAB6BACA[GACTgBAAA

TCG""13BGBBCTTAAACCTC[CTC13[t5Bt5GTTC6AATCCCGCCCTCTCCBCCAAf}AGT

CCCC6GCGAAt56CC66t56CTt:CCTTTTct=CGTt366CCC6CGCCGCCTCC66G6CCCTTT6

BGt=6CGBf}AAf}T6G"TGGTTCTCCC6T6C6GCGCTBGCTCCT6CTTTTGCCCCTGCTct5

I:BGC[CC6GCTTGGG[CAAA"CGt=6GACCGfi[`CCTGC6TCCTAGAGf}CG6Af}C5AfiGGGC

TTCTC;GCCGG6GA6AACCTGA6CTAC6A6Gfi8866GT6CTCC:TCGT66AG66CC:T6CCTA

GAt3CGTt:Ct36GCCTCGCCCTCGAG

Figura   11.   §ec:uencia  de  DNA    de     la    regidn     tran5[rita    del
fragmEnto     Xhol.     La     zona     correspc)ndiente     al        gen       estd
sL`brayada.   Log   elementos   L-c]nstitu`/entes   c]el      prc]mc]tc]r     estan
en  negrita.

12.    EL   FROMOTOR   I)EL   GEN.

El   promc]tor   fL`e   lot:alizado   par   la   homolt]g±a     ql`e     pr€.5enta
cc]n   la   sec=ilencia   de     con5ensc]     Propue5ta     pare     el      prc}inotc)r

prc]c:ari6tic:a.   El   promc]tc)r   prEsenta   log   elementc}s   tlpic:c)5:    la
regidn   de  -35  y   la  -lc!,   separac]as  pc)r   un   trechc)  de   17     pares
c]e  bases.   En   la   Table  4  se  mi`estra  iina  comparaci6n   entre     el

promotor   encc]ntrado     y     c]tros     promotores     de5critos     en     la
I i teratura .
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|ac   lJV   5
trp
tac1
tac   11

promotc}r   deconsenso
romc}tc}r   tRNABER.
a  T.   thermt)philus

66CTTTACA[TTTATBCTTCC6GCTC:BTATATTt5T

CT6TTGACAfiTTfiAT[AT   C6AA[Tf}GTTAACTAG

CTGTTGACAf}TTfifiTCAT      C6GCTC6TATAATt3T

CTGTTGAt:AfiTTf}ATC:AT   CE;AACTAGTTTAATGT

TTBACA                                                       TATAAT

Act:TTGACBGA6GCG6At=   66CGCT66TACAt=TC:[TTTTTBG

Tabla   4.    Cc)mparacidn   dEl   promoter   termof llic:a   de|      tF`'Nf}SER

c:on   otros   prcimotc]rEs   de   E.   -:{..ijj.    Se   inc:1u`/en   las     sac:LtEncias
de   lc]s   promotore5   lac=   UV   5   y   trp   cle   E.   cf.tJI.   y   log     derivaclos

hlbrido5  5int6tic:o5  de   log     dc}5     anteric]re5,     tacl     y     tacll
{Dahl,1983}.    Adem65   5e   indic:a   la   set:uencia   del   promotor      dE

con5Enso.   Lag     regione5     de     c:ontrol      -=5     y     -1{:I     estan     En
negrita.

13.    LA   FiEE;ION   3' DEL   tF3NA

El   programs   de   c:ompiitaci6n   tambit5n   enc:c]ntr6   una     seci`enc:ia

qLie  result6  tener   ra5go5  muy   interesante5  de5de  el   pL.nto     de
vista  regulatoric}.   E;.:isten   dc}5   tree:hog     ricc]s     en     6C:     de     8
bases  que     c:c}rrespc]nden     a     repeticiones     in\Jertidas     y     qi`e

pueden  aparearse.   Esta  estrL`ctura  puede     E}{tenderse     a     9  pb
c=c}n   Ltn      aparEc}     6:T,      que     tambit±n      pLiede     contribuir      a      la

estabili=aci6n   de   ella.    El   pc}sible   rc]l   c=omc]   terminadc}r   dE   la
transc:ripcidn     se  disc:utirg`n   mag   adelante.   En   la     F.igura     1=
5e  mL`estra   la   sac:uenc:ia.del   gen   plegada   a   moclc)   de   e5trL`ctura
del   tFi.Na  y   la  region  posterior     mc]strando   la  e5triic:ti`ra     qi`e

podrla  adoptar   el   tRNA.
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**
TTTTTt3B[ACTT

Tea
G         GECC
B'''
c      A66i

TGA

G

A-T
B-a
A-T
G-C
G-C

AA
GG

C-GG-I
G-C
C-G
C-GI-G
C-G
G-C

AAG   TCCCTTTTC

TA
T        CG[CC     A

:E#:   cB
C

A-T
A     T   G-C

C-G     G-E
A-T        G-C
E-G
G-C
A-T

CA
TA

GGA

TT

GT
G-C
CC
TA

Tan

Figura     12.     §ecuEn[ia     del     gen       plegada       [omo       tFtNAaER
cc}rre5i]c)ndiente    a    parte    del     fragmento    Xhal     de    Therntls
thernophz.Jus.   Se  muestran,   ademas]   lag  probables  bases  de5de
dc]nde     se      iniciarla        la        transc:ripc:i6n,         inclic:adds        c=t]n

asteriscos  y   la  estruc:tLtra     postErior     al     tRNA     qL`e    podria
fL`ncionar      I.ri      iJjiJo      comc}     sef.:al      de        terminac=i6n        de        la

transc:r i pc i dn .
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14.    FOF`.MflcI0N   DE   [OMPLEJO§   ENTRE   LA   RNA   POLIMERfi§A

DE  THERttus   THERttt]FIHILus   v   EL  FFtt+BnENTci   xhc.1

Cc]n   el   i in   de   caracterizar   la     interac:c:i6n     entre     la     RNA

polimerasa   de     I.      therm{..tphjJtji=      y     el      fragmento      Xhol,      se
di5ef.:arc]n   e;.:perimeiito5   parcl   estudiar   ltl=5   c:arac=terlsticas     de
la   L`nidn   al   promDtDr.    F'ara   este   fin   5e   LLtilizd   el   m±tcJdo     de

retencidn        del        c:omplejo        enzima-DNfi        en        +iltros          de
nitrc}c:ellilc]sa,   dgsarrollado   inicialmente  par     Jones     y     [ierg
(1966)    y   luego   mc]dific:ado   par   Hinl::le   y   t=hamberlin    {1972}.    Se

analizar.on   varios   par&mEtro5   qua   afec=tan   esta   intErac:c=idn     y

que  se  detallan   ci  continuacidn.
14.1    F{elac:idn    mc}lar c]e   Enzima DNA   an    la format:idn   del
5EEEife.   Inic:ialmente  se  hizo     una     curva.  de Sat ur ac= i dn
`.tsando   el    fragmento   Xhol      marcadc)      c:on      tritic]       {ver      M±todo

=1.2)    y   variando   la   conc:Entrac:idn   de   Fi'hJA   pcJlin`Erasa,    c=on      el

objeto   dE   bii5car   la   reltl:cidn   enzima:DNA   dptima     pars     lograr
la   rna;<ima   format:idn   de   c:omplejos.    La   Figiira   1.3   muE5tra     e5te

resultado,   observando5E   qLte,   al   agregar   3t:H:)   ng   de   enzima   pc]r
cads   ={:]   iig   de   fragmento   Xhol   y   luego   dE   inc=ubac=idn   a      6rJC]C,

se   logra   Lin   75-/.   cle   retenc:idn   de   la     rE`c]ic]ac:tividad     presents
enel      DNfi.       El      peso     mc]lecular      de      la      F{Nfi      pcJlimerasa     de

I,+herm{..iphjJu:i   es   5;<1{:}5    (I)ate   y   c:ol.,1975},    y   el       del       I}NA

de   584.I:){:)(:t    {c:onsiderando   uns      lc}ngitud      de      9{]{:)   pb      pars      el

+ragmento   Xhc]I   y   Ltn   peso   promedio   de   651:)     pc)r      cads     par      de

biases   nut:1ec]t±c]ic:a5).      Con     estc]5     valoreE     se     obtiene     una
relac:iE}n   molar   en=ima:DNA   minima   de    18:1,       relac=i6n      qlle      se

lt5d   gn   a;{F}erimento5   PostEriore5,    a   menc]5   qLLE   sE   indique   c}tra

Cosal

§e   comp€|rd   tclmbifn      el      compc]rtclmiEJnto     c]e     unidn     al      gen
usando   la   r{r`.Jfi   pc]1ifnErasa   cc]n   la   de   E.    i={..]jz..    El    resultado      es

semejante   al   qua   €5e   EnEL`entra   Con   la   Enzima   termof llica,      5i
bien   el    porcEntaje   de   L`nidn   e5   l`n   pc]c:a   mayc]r       {9fJ%},      c=uando

se   incuba  en   la   rElaci6n     molar      18=1.      Este     parceritaje     no
cc]ntinL:ta   aiLmenta`nc]o   si    se   inc:rEmenta   la   rElacidn   enzima:DNfi,
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1o   qua   tambi€n   5e     ob5erv6     c:cJn      la     F`.NA     polimerasa     de     I.

t h a r in I ) p h i 1 a ._~` .

Figura   15.   En5ayo  de  reten[i6n  del     [omplejo    enzima-DNa    en
{iltro5     de     nitro[elulasa.      Se     incub6     el     fragmentc]     Xhc}I
{marcado   previamente   jri    H.+r{..t   con    {=H}~d6TF'      y       {=H)-dcTP,

ver      Mdtciclo     21.3}       junta     con      la     RNpi     pc]limerasa     de        I.
thermt..I.ohl.jug   y   en   un   e}<periment.a   paralelo   Con      la      enzima     de

E.    t=r.ij|.   a   .I7C]C.    De5pL`±5   dE    15      minlito5      de      incubac:idn,       la

mezcla     fLie     f iltr-3da     a        tra`t±s        de        una        mgmbranci        de
nitrocelulc]5a9      coma     se     detallcl     en        M€todo        21.4.           La
radioactividad   rc-!tenida   en   log   f iltrc]s   flle   determinac]a   en   Ltn
I:ontaclor    dEJ   centElleo    llqL`ido.    E1     1{:}iJ./.   Son    B(:}C)[:}{:)   c:pin.
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i c}r mac: i dn14.2   Efec=to   de

dec
1a   fuerza   ionic:a metales  en   la

c]mp 1 a i c]s En   log   estlidic}s      de      interac:c=i6n      I.ri      iJI.+ro

entre   R.NA   F]olimerasas   y   promc]tc}rEs   de   bac:terias     tnesof llic=as
se   han   encontradc},   adema5   de   lag   unic]ne5   e5pec:i'+ica5,      otras
en   lag   clue   la   en=ima   se   l`ne   inEspec=If ic=amerite   a   regiones     de

DNfi     que     no      Son      promcJtc)res.      Estas      i:iltima5      pLieden        ser

eliminadas   si   5e   aumenta     la     fuerza      idnic:a     c]el      medic]     de
ensayc],   c]   agrggando   hEparina,   qLiE   desplaza   lag   mc]lec=ulas     de

pc]limgrasa   unida5   d±bilmente   al    DNa    (Melacon   y   c:ol.,       1983).
I:c}n   el   ob.ietc]   de   enc:c]ntrar   I:oncliciones   en   lag   ci`ales   la     RNA

pc}limerasa   interac:c:ions   preferE-:ntgmente   c=on   el   promc}tor      del

gen   de   tR.NASER,   se   hizo   iin   e5ti`dic]   dE   la   clependencia   de      la
uni6n   frente   a   un   aumentc}   clE   la   fLtEr=a   idnica.    El      resultaclo
se   mllestra   en   la   Figi`ra   14.    Al    fc}rmar   el      cc]mplejo     con      I::Cl
I:},i   M   en   el    media   cle   ensayo,   5e   c}btiene      iin      all.mentcJ      de      la

uni6n      respec:to     a     cc]nc:entrcl:c:ic}ne5     5alina5      menc]rEs.         Sin

Eml]argc],    1a     canticlad      c]e     c:c]mplejo     formado     se     reduce     al

aLlmeritar   la  concentraci6n   de   gal   en   log   en5ayos,   lleg€`ndo     a
L`n       lc}./.      citando      la      c=onc:entrac:idn      dE      I::[1       es      C},4M.          EI

cc]inpc]rtamientc]     del      sistema     termoflliEo       frente       a       e5te

paramEtra   rE5ulta   ssr   Similar   al   de5critc]  pars   la     L`nic5n     de
la   FtNA   pc}limErasa      de      E.       {:{..tJI.       a      prc]mc]tc]rEs      mEsofllic=o5,

allnqiie        se        han           de5critc)           algunt]s          [omplejc]s          RNA

polimera5a-promotor   muc:hc}     mag     re5istente5     al      aumentD     de
fuerza   ibnica    {F{L`ssell      y      Eennet,       1981).       En      e}.:perimentc}s

p(J`=teriores   sE   utilizb   ri`tinariamente   I:::Cl   [},1   M   en   el   Ensayo
de   unidn.

F'ara   la     tran5cripc:icin      dptima     del      gen     cle     tF{NfisER     sE
nece5ita   la  present:ia  de   log  metales  divalentgs     magnesia     y
mangane5c].    Con   el   ctbjeto   dE     Saber     si      €sto5     itjrie5     poc]i'an
e5tabili=ar   c]   mejc]rar   la   L`nidn      En=ima-DNf},      sE      rEpitic5      el

e;iperimEnto   de   variac:i6n   de     la     fuEr=a     idnica     del      media,
agregando   simL`1t&neamente   Mg[l=   1[}   mrl   y      Hn[1=      4   mM,       qL`e

scJn     la5     c:oncentraEiones     6ptima5        para       el        En5ayo        de
tra.n5Eripc:i6n.    3e   pL`ecle   ob€.Ervar   qLie   el   re5ultado   e5   Similar
al   obtEnido   En   au5encia   dE   metales,   par   1o   que     sg     cc)nc:luye
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qi`e   65to5   nc)   contribl`yen   a   llT   al`mento   del   complejo   formado   y

probablemeiitE   Ilo   afEc=tan   su   e5tabilidad   en     lag     condic:iones
ensayadas.

0.2            0.4            0. 6            cO              1.0

KCIM

Figura   14.   Forma[i6n   cle  [omplEjos  FtNfi  pDlimErasa  de     TherEu5
therEophz.jtl5-fragmento  Xhol,   al   aumentar   la     fuerza     ic}ni[a.
La   uni6n   sE   realizd   a   6t:}C'C   dltrcl:nte   15   min,    c:omo   5e   describe

en   M€todo5   21.   La   concentrac:i6n   de     lcJ5     metale5     bivalentE5
fue   Mg[la    lt:)   mM   y   r'1nc1=   4   mM.
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15.    VISUALIZA[I0N   DEL   t=OIIPLEJ0   F'OR   IvllcR.Ost:OPIA

ELE[TR'ONICA

El    m€toclo   de   retenc:idn   de   c:omplejc}5   En=ima-.DNA   en      filtrc)5

de        nitrc]c:elulc)sa        permite        detec:tar        las        interac:c=iones
e5pec:If ic:a5      e      inespec:if icaE,      pero        no        c]a         in+ormac:ic5n

f idedigna   ac:erc:a   de     la     naturaleza     c]     especif icidad     de     la
unic5n.    fi[ln   variando   lag   c:ondic=ic}ne5      de      en5ayc)      c:c}mo      i L.erza

i6nic:a,   rcl:z6n   enrima:DNf}   y     otras,      Es      dif lcil      lclgrar      l`na

estimacidn         cL`antitati`Ja        del         cc)mple_io           +ormadc}           pc}r

reconocimientc}      espec=I+ic=o      c]El         prc]motor.         Es        nec:e5ario

recurrir   a   c]tras   t&c=nic:as   Ec}mplEmentarias     para     climensicJnar
el   grado   de   ESF}ecif iEidad   qua  e>:iste   en   el   ensayc}   En   filtrc]s
de   nitrc]c=EIL`lc]sa   y   para   dEtectar   lag   rggic}nes   del      fragmentc}

cle      DNA      dc)nc!E      ocLirre      la      unidn      espec:if i.ca      cle         la         F`'Nfi

pc]limerasa.   Log     resiiltadc}s     anteriormente     presentados     han
permitido   lc}ccl:1i=ar   inclirectamente   la   pc]sic:idn   del      promc]tor
dentro   del    fragfnentc}   Xhc]I    {secuEnt=iacidn   clel   DNfi     y     ensayos

cle   transcripcidn   I.rf   iJI.+rt..t}.    Con   estc]s   antec:edentEs   inic=iales

es  pc}sible  abordar   el     problema     de     especif icidad     mediante
`Ji5L`alizac:it5n   direc:tci   par   rriic:rc]sc:opla   electr6nica,      cc]mo     se

describe   en   M€todo5   23.    EI   DNA   plasmidial   5c]breenrollado   clel

clan   lil   fug   incLibado   cc]n   la   en=ima   termc]fllica     permitiendo
la   formacidn   del   complejo   a   .¥7   y   6{:}°C   durante   5   min.      LL`ego

sE  digirid  a   37°t:   con   BclmHI     pare     c]btener     el      DNf}     lineal
adEcua.do     pars     `,'isl.iali=acidn     al      micro5copio     elec=trc5ni[o.
F'osteriormente   el   colnplejo   se   f ijb  c:c]n   glutaraldehidc]     y     se
separ6  dE   la  prote]:na   libra  par   filtraEidn     en     gel.      En     la
Figure   15   se   preseiita   uns   fotc],    c:on      un      aL`mentc]      de      ={:L{:J(:H:}

vec=e5,   reprE5entativa   del   complejc}   formaclo,      en      la     qua     5e
muestran   tres   mol6cl`la5   de   DNf`   c]el    fragmentc}   de   .I={:H:}   pb,      en

lag   c:uale5   se   Yen   molECLllcl5   de      RNfi      polirriera5a      unic]as      ml`y

c:erca  cle  un   a;{tremo  del   inserto.
Una   cuti=ntif i[ac:ic5n   de   la   e5pE.c=if icidad   de   la   unidn   en      lc]5

comple_ios      fcirmac!os      a     37      y     6(:}°C     5e     mi`estra        9n         lc)5

hi5tt]gramas  representados  en   la  F.igura   16.      §e     observe     qua
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Lina   gran   prcJpc}rc:idn   de   lag   mol±c:Lilas   de   pc]1imera`sa   unida5   al
DNA     1o     hacen     cert:a     de     un     e;<tremo     del         fragmento,        a
apro;<imadamente   4(J{:I   bases.    E5ta   pc}5ic:i6n   preferida    (.54,7./.   de

mol€c:i`la5   unidas   a      6C)C'C)      c:oinc:ide     perfectamente      c:c]n      la

lc}cali=aci6n   del   Promotor.   El   resi`ltaclo     e5     Similar     5i      5e
fcJrman   los   c:omF)lejos   a   =7°C    (I£,5-/.).

Figura   15.     Visualiza[idn     al mlcrc]s[c]pio     ele[trt5ni[o     c]el
complejo  formado  Entre  la  RNfi  polimera5a  de  7-.      therpophjJtJ5

y  el   in5erto  BamHI.      En     la     micrc)fc}tocjraflci,      obtenida     par
tinci6n   nEgati`.+a,   se   miLLestrcln   treE   mole?Eulas   del    inserto     de
32Cl[}   pb,   con   sus   re5pectivas     mtJILac:ula5      de     FtNfi      pc]limerasa

unidas   a   una     di5tancia     de     aprc]xim=idamente     4C}fJ   pb     de     iin
e:.{tremc].    El   e;.{perimento   se   hizo   a   6(:}°C.    El    ai`mento   total    es

de   3(:Jt:}i:JO   `.Jeces.
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gen

.I , "  ,I " ,  ,I," ,I" "I  ,,,, I ,.,, I

3.0              2.0               1.0                 0

Longitud   del   DNA    Kb

BamH I

Figura   16.[uantifi[at=i6n  cle  la  espe[ifi[idad  de  la  unidn  de  la    FtNA
polimErasa  de  7-.   thermophjJus  al   inserto  de  3200  pb  del     [1c]n     lil.
En   el   histograms   in+ericir   se   resi.`men   log     re5ultadc]s     dg     la     unidn
reali=ada   a   6€:}C]C.    Se   cc]ntaron   .I.44   mt]1Eici`la5   de   DNA,    lag   qua   teni-an
i`nidas   =13   mol€c=ulas      c]e      RNA      polimErcl:sa.      De     €stas,      74       {34,7./.)
estaban   en      la     regidn     qi`e     c:c]rresF}c]nde     al      prc]motor     clel      gen     cle
tR.NfisER.    filrededc)r   de   la   posic:idn   1,=   +:::b      se      c]bser\Ja      un      pec|ueF.io

pit:c]   dE   unidn.    Esta   regidn   daria   c:uenta   del    11-/.   dg   lag   mc]l€c:L`las   c!e
enzima  unidas,   si   se   abarca  uns  zona   similar   a   la  clue  se     cc}nsiclerd
pars   c]l]tener   los     porcenta.ies     antericJres.      Adem5`s,      estE     si`puestc]
promotc}r   no   es   ccipaz   de   prcJducir   tran5cripc:i6n      jri      iJI.tr{..),      ya     qi`e
esta   i`bicaclo   dentrc}   del   fragmento   de      =3C)C}   pb       {Figi`ra      9}.       En      El
histograms   superic]r   se   mi`Estra   la   cuantif icac:i6n   de   L`n     e;.{perimEnto
de   iinit5n  .r.ealizado   a   =.7C]C.    Sg   c:ontcl:rcJn   =££   mc}14c:ulas   de      DNA,       qua
tenlan   uniclas   166   mol±culas   cia   Enzima.   De   e}stas,   54    (32,5./.)    e5taban
ubiEadas   En   la   regidn   clel   F}romotc]r.
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16.    ESPE[IFI[IDAI)   DE   LA   UNION   I)E   LA   RNA   POLIHERA§A

TERMOFILlt=A   AL   PR0110TOR   FOR   PFtoTE[t=I0N   DEL   FRAGIIENT0

Xhol   FRENTE   A   I)IBE§TI0N   CON   ENZIHf}§   DE   RE§TRICC:IDN

Uns   mcinera  m&s   precisa   qua   la   anteric}r     para     detec=tar     la
ESF}ec:ificidacl   de   la   inter€lc=cidn   entre   la   RNf\   polimerasa   y   el

promc)tor   cc}nteniclc}   en   el    fr-agmento   Xhc]I   es   a      tr.a`vdE.      dE      la
observaci6n   del    blcJquec]   clel    clc:cEsc}   dE   En=imti:s   de   rEstric=c=ic5n

a   sitios   de   cc]rte   qL`e   est&n     c:c}ntenidos     en      el      pr.-omc]tor      c]

c=erc:a   de   ±1.    E:gto   pLlede   lc}grarse   I:on   la   Lmidn   pre\Jia      de      la

RNA  pc]1imerasa   justo  en   esa  zona.   F'ara   realizar   e5te   tipc]  de
er*tudios   sE   usa   el   frclgmento   Xhol   marc:ciclo   uni+c]rmemEnte     c:c]n

(a-=2F')-clcTF'      mediante      el      fragmento      I:I.Ienc]w      de      la      DNf}

pc)limerasa   I.    Se   formcl:rcJn   lc}5   cc]mplejos      a      6{:}ac     bajo      lag
I:onclic=iones   ya      c]esc:rita5       {rldtodcts      £2}       emplEanc]c]      lcl      F:NA

polimerasa   c]e      7-.       ±herm{..tphjjuL1.       t=omc)      cc]ntrol       negcitivo      c]e
L`nidn   sE   incL`bd   el    frcl:gmentc]      Xhol      I:on      la      FtNa      pc]limerasa

inac=tivada   previamente   par   calcJr.    LJna   vez   re=ili=ada   la   union
sE   sc]metid   a   cligestidn   EI    DNfi   c=on   lcls   en=imas   de   restr.ic:c:ic5n

R5al   e   Hint I.
De   ac:L`Erclo   al    maps   f±siEc)   clel    fragmento   Xhc}I,    hcly   i.tna   5ola

sac:uenc=ia   de   c:c}rte   pcl:ra   la   en=ima   R5al,      enc:c}ntr&nclc]se      5sta

dentrcl   dE   la   regidn   c=c}rre5pondiEnte   cl   la   caja   cle   F'ribnc]w   clel

prc]mc]tc]r.    Ac]em&s,    hay   L`n   sc]lo   5itio   de      reconc]c=imientc}      pars
la   enzima   Hint I,    clue   se   enc:L`Entra   dentrc]   del      gen      tF{NflsER,

alejadc]   82   pb   c]el    inic:ic}   dE   tran5c:ripcidn   clel    gen.    As±,   5dlo

R.5al   c=c}rta   la      regi6n      clel      promotc)r.       La      en=ima      Hint I      5e

inc:luyd   cc]mo   control    intErnc}   pclra   ver   si    a;.{i5tla     protecc:i6n
ncJ   E'=F}ec=If ica.

En   teorla,   al   reali=ar   la     cligestibn     del      fragment.c]     Xhol
simult&neamente   c=cJn      lag      endc}nL`c:1eclsas      Plsal      y      Hinfl,      sE

c]btendran   tres   trc}=c}s,    c=c}n   longitl`des   de   5t:)I:=),    .I{:}C)      y      96   pb.

§i    el    ac=cesc]   al    sitio   Rsal   e5td   blc}ciL`eaclc}   pc]r   la   unidn   cle   la

RNfi     F}olimErasa     al      promc}tor,      entc]nce5     se     obtendrLin      dc]s
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fragmentos,   con   tamaF.:os   de   6rJC}   y   I.O{:I   pb,   generac]c]s   s6lc]     par

|a   ac:ci6n   de   la   enzifna   Hint I      sabre     el      fragmentc}     Xhc]I.      §i
sdlo     el     sitio     Hint I     estuviera     protegido     F]or        la       RNA
polimerasa,   aparec:erlan   clog   fragmentos,   de   5C}C}   y   4r.J{:I   pb.      §i
estuvieran     ambos     prc}tegidos,     no     habrla     cligestidn     y     El
fragmento   Xhc]I   per/nanecerla   intacto.

En   la  Figure   17  se  observe  la  cl:utoradiograf la     cle     un     gel
cc}n   log   fragmentos   cle   DNf`   marc:adc}s   obtenidos   de5pu±s     clE      la

incubacidn        clel            c=omplejo           FtNA           polimerasa           de           7-.

+hermcjph±-Ju£~fragmento   Xhol,   cc}n   lag   en=imas   de     restricci6n
R5al   a  Hint I.   La   cc]lumna   =  cc]rre5pc]nde   al   control   usando     la
Fi.Nf}   polimerasa   inac:tivada   par   c:alc]r,      y     en     dc]nde     lag     dc]s

enzimas  de     restrict:i6n     c=ortaron     el      DNA.      Se     observa     la

presencia   de   tres   banc]as   de   DNA   cc]n   tamaf.:os   de     5(:)a,      .IC}O     y
92  pb,    lo   qi`e   indic:a   clue   log   sitios   qua   sc]n   rEc:c]Iioc:idos     pc}r

lag  en=imas   R'sal   y   Hint I   no  est&n   prc)tegiclos.   En   la     cc]lumna
2,   que   corrEspc]nde   a   la   digesti6n   c]e   lc]s   c:omplejo5     f ormaclc]s
c:on   la   F``NA   F}c}limerasa   ac=tiva,   se   observan   sdlc]   2     banclas     de

DNA,   con   el    tamaf.:a   esperadc]    (6C}[}   y   =C)I:I   pb}    ya   qua   sdlo   Hint I

pudo  cc]rtar   el   DNA.   E:5tE   resi`ltado   conc:uercla   con   lo  predic:ho
anteriormente  a   inclica  qi`e  efectivamente   la     Fl'NA     pc]limerasa
de   7..    ±hermr.t.ohl.Ju5-5e   line   al   prc]motor      dEl      gen,      impidiendc]

toclo   act:Esc}   de   la   Enzima   Rsal.
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Figura  17.   Prt]tec[i6n  del   sitiD  R5al  presentE  en  el   promotor
de|   gen   de  tFtNfi9ER  par   i c]rmacit5n   del   complejo     I:on     la     Fi.Nfl

polimera5a  termoflli[a.   SE  mug5tra   lcl  autc]rradic]gra+Ia  de  i`n
gel   de   poliac=rilamida   7./.   en   la   qua   se   cJbservan   la5   bcinda5   de
DNA   marc:ado.    §e   fc}rmaron   log   complejos   F`'Nfi   polimera5a   de      7.

+herm<..}phl.Jtt5--fra.gmento   Xhol    a   6{:IC]C   durcl:nte    11:)   min       y       luEgo

5E   digiri6   el   DNfi   cc}n   5   u   dE   ambas   enzimas   de   rEstrir.cic5n,   a
=70C   par   3f:)   min.    1:       fragITlento      Xhol      no      digerido       {1C}   ng,

5.{:}(:)C}   cpm}.       £:        ccimplejo      fc}rnladc]      cc}n       la      RNfi      pc]limerasa

ac=ti\Ja.     Inc=L`bacidn   cffn   Fisal    y   Hint I.    I:    c:CJmplEjc]   fc]rm[|do   Eon

|a   R'Nfi   pc]limerasa   inaEtivada.    Inc=l_I.bat:i6n   con   F{sal      y      Llinf I.

Log     tamaf.ios     de      lag     bancla5     de     [iNfi     fuEron      medidas     par

compa.racic5n   c:on    la   migrac:ic5n   clE   DNfi      de      ¢jx174      c=ortadc]      c:c}n

HaEIII,   qua   sE   visL`aliz6   pc)r   tinc=idn   con   bromurc}   dg   etidio.



17.    EFECT0   DE   LA   TEMF'ERATURA   §OERE   LA   TRAN§[Ftlp[I0N

ZN   yzTflo   DEL   GEN   I)E   tFtNfiEEe   Y   §OBRE   LA   FORMAclt]N

DE   t=OmpLEJO§   E§pE[IFlt:O§   ENzllif]-PROMOTOR
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La   ac=ti`Jidad   dE    la   F{Nfi   pc}limerasa   de      7.,       +herm{..tphz.Jug      Es

mLty  clependiente   de   la   temperatura   pars   rEali=ar     el      prc]ceso

global   de   transc:ripcidn.    Su   dptimc],   cc}n   el   gen      de      tFtNfisER
c=omo   mc]1c]e,    cc]rrEspc]nde   a   6t:lac,    I:omo   se   muestra      c:laran.ientE

al    hacEr   e}.:perimentc]s   de   tran5c:riF}c:idn    I.ri      ltJ.+r{..t      usandcJ      el

fragmento   Xhol    (Figi`ra   188}.      El    transc=rito   de      4(:}[)   b      puede

dgtectarse   en   un   rcl:ngo   dE   temperature   cle   45C]C   hasta     75C'C.
A   tEmpEraturas   inferic}res  a  45C]C  nc}   se   detecta   slntesis     de
R`Nfl   mart=ado.

La        reac=cidn        dE        tran5c:ri pc=i dn           puEc]e           de5gl cJ5arse

sEparcl:damente   I-n   c=L`atra   evEntos=    Ltnidn   cle   la   F{NA      pc]1imera5a

al    DNA,    inic=iacidn,    elc}ngacidn   y   tar.minaEidn       ([harribErlin      y

C3ilbert,1976).   Nuestrc]   intgr±5   5e   dirigid   a   EstLidiar   si      la
depEndencia   dE   la   tEmperatura   en   el   prc}c=E5c]   glc]bal   se     debla

a   un   efec:tc)   sabre   el   primer   e`/entc]:    1a   unidn   de   la   en=ima  al
D N fi .

Al   visualizar   log   c:omplejo5      F{Nf}     polimgrasa-frcl:|gfi`Entc)     de

I..={:}C}   pb   al    mic:roscopic)   elec:trdnic:c],    sE   ob5Ervd   qL`e   la   unidn

de     la     enzima     Ilo     se     ve     nc]tcJriamEnte     afectacla     par        la
tErrlperatura,   ya   qua   se   dEtEc:ta   format:idn   de   coITlplEjc}   tantc]   a
6{:}   c=c]mc]   a   =.7C'C.    F'ara   clnalizar   mag   dEtalladamente      el      grado

dE   i`nidn   de   lcl   Enzima   al   promc}tor   en   un   rango   mag   amplio     de

tempEratura,   5E     emF]led     lcl:|     t5c=nica     cle     retenc:idn      dE      lo5
cc]mplejos   En   i iltrc}5   de   nitrc]celulc}5a.    La   Figura   19     muegtra
clue   la   unidrl   clE   la   pc]limerasa   termof i lica   al   gen   de   tF'Npisl=R
Es   indepencliente   de   la   tempEratL`ra,   lc}   qua   contrcl:|sta   cc]n     la
clEPEndEnc=ia         qLie      pre5erita      el       prc]c:esc}      c]e      transcripcic5n,

incorpc]rado   En   la   in.i.5ma     f igL`ra.       Estc]      nos      indica     que     en

cllguna   clE   lag   Etc:i:pa5   pc]stEric)rEs      al      prc]cEso     cle     i`nidn      al

prc]mc]tor    {ya   sea   inic:ia.I:idn   c]   elc]ngac:idn   c]'el    RNfi)    a;{iEte      al

fnEno5   Ltn   paso   qua   es   depencliente   dE   la   tempercitLira.
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Figura   18.   Efe[tc]  de  la  temperatura    5c]l]re    la    transcripcidn
I-n   I+I.Ira   del    gen   tRNA9ER.    A:    RNA   polimera5a   de   E.    t={..tJI..       a:

FtNfi   pc}limera5a   de   7-.    thgrm{..Iph±.jug.    El       a;.{perimento      se      hizo

gmpletl:ndo   El   fragmento   Xhol.    Log   En5ayos   dE   tr¢|:nscripcic5n   se

realizarc]n   coma   se   dEscribe   en   MdtcJdo5   !t:J.    Lc]5   produEto5     cia

tra.nsc:ripc=i6n   se   5epararon   Par   elec:trcJf c)rE5is   Eri   un     gel      de

poliac:rilamida   7./.~L`rea   8   M     '`,J     se     visuali=arc]n      pc]r        auto-
rradiogra+Ia        del        gel.           Lag          diver5as          t.emperatL`ra5
c:orresponc]ientes   a   ca:dti   ensayo   5e   indic=an   c:on   ni:imgrc]5     sobre

cads   c=c]1umna.    La   cc]lumna   s   [orrespcJnde   a   lc)a      fragmgntos     dg

pBR33='   digericlc]   I:c]n   Hpall   y   marcfldc}5      c:on      =aF'      que      fuerc]n
utili=aclos      t=c}ma      estanclar.       f}lgL`nos        tamaf.inos         de        e5tc]s

+.ragmgntos   se   indic=t?`n   gn   pb.
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Figura   lp.   t=c]mparaEit5n  entre  la  [a|]a[idad  de  unidn  de   la  RNA

pc]1imErasa     de     7-.      I.hermophl.Jt£5     al      promotor     del      gen        de
tFtNasEf±  y  la     ac=tivic]ad     trans[ripc:ional     I.ri     yl.tro     de     la
en=ima     a     diferEntEs     temperaturas.       (   .   ):      +ormac=idn        cje
c=ample_ic]s   enzima-promc]tor.      La      unidn      y      la     dEtec:[idn      del

cc}mplejo   sE   recl:|lizd   Ec]rric]   se   indiccl:i   en   M±todc]s   21.    El    1(:}{:}}:   de

i|ni6n    al    gen    de   tRNfis3E=R   ac|L`i\Jale   a   6{:I.I:]C}{:I   cpm   y   c=orrEsponde

a   Lin   75./.   del      totcil      qua     se     usaba     En     el      ensayc].       (  4   ):
transc:ripc:i6n    I.n    iJz.+r{..t    L`scinclc]   c=c]mc]   molc]E   El    fragmento       }:hot,

c]bserv&ndc]sE      la      fc]rma`c=idn      del       trcl:.nsc=rito      dE      =i8{]   b      pc]r

incc]rpc]racit5n   cle    {      ct-Sap)-GTF'    {MEtodo      ={:}).       El       valc}r       de

acti`Jic]ad   de   obtLrv'c]   direc:tamEnte     pcJr      clEnsitometrla     c]e      la

Figura    188.     {   Ct     ):    transc=ripcidn    I.ri    [JI.+r{..t    L`sanclc]   DNf}   cle   timc]

c]E   tErnEra   y   micliendo   la   incorporac:idn   c]e       (=H}-LIMP      en      el

F{Nfl    {ridtodo    iB).

84
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El    promotc]r   del    gen   de   tFi'Nf}SER,    adEmds   de   ssr      rec:onc.`c:idc]

For   la   FtNA   pc]limerasa   de   7-,    therm{..IphI.jug,1o   es   tambien      par
la      F)olimerasa      de      E.,      {:f.IJz..       La      Figura      IBA      muestra         |a

autorrcldiografla   de   un   en5ayo     dE     tran5c=ripc:i6n      I.ri      iJ].+rr.t,
i`5cl:lido     c:omc]      molds        el         frclg(nentc]         Xhol         a        diferentes

temperaturas.    StL@   c}btignE   i`n   prcJduc=tc]   de   trclnsc:ripc:i6n   de      un

tamaf.io   i.ddntico   al    quE?   prc]duc=e   la      enzima      termc]+Ilic=a       (4C}[}

b}.    La   tEmperatura   dptima   para   la   F{Nfl   pc]1imE!rc:|E:,cl   de   E,       f={..ij].

fug   de   I,7°[,    cl:L`nqL`E      sg      puclo      dEtec:tar      la      cl-F)cl:|ric=idn      clEl

tran{5crito   en   un   r-angc]   dE   temperat.L`ra   de   :I(=}°[   ha.gta   4.50[.

Un   anclli5is   dg   la     [apacidac]     de      interaccidn      de      la     F{Nfi

polimercl:lsd   cle   E.    i={..tjz.    c:c]n   El    promc]tor   c]el    gem   cle   tRNfl8E:R.      a

diferentes   tgmperatLtras   demuestra   qua     sE     forman     I:omplEjos
rEtenibles   en     filtrc]s     de     nitroc=ellllcisa     en     un     I-angc]     dE
tefnperatLtra   dEsdE   {:}C'C   haste   45t]    {Figura   3{:}}  ,       disminL`yendc}

clr&stic:amE=.nte   E£Li   fc]rmac=idri,    si    se   increments   la      temperatura

de    inc=ubac:idn    a;c]brE   45C]C.
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Figura  20.   Ef Et=to  de  la  tEmperatura  5obrE  la    f orma[i6n     del
[c}mplejo  enzima-promc]tc]r   EntrE   la  F3Nfi  polimEra5a   dE  E..      cajj

y   el   gen   de   tRNfisER.     {   0    }    i`nidn   al   fragmento   Xhol      marcaclc)
c:on   tritio.       La      L`nit5n      y      la      detEccidn      de      lc]5      c:I)mplejc}s

reteniclos   En   f iltro   de   nitrc]cElulc]sa   sE   realizb  de   acL`erdc}   a
r'1±tc}dos   =1.    Un    lt:}{]`/.   dE   retencidn   del    Ec]mplejo   c:c]rrespcJnde      a

7=.[}€:}t:I   Epm   y   represents   El   9{]./.   del    total    del   ira.gmentc}      Xhol
mar[ado   clispc]nible   en      el      ensayc].       {    .   )       trclnsc=ripc:ic3n      I-ri

Lzz.tr<..}   del    gen   de   tRNfis3ER   c:uantif ic:ada   par   den5itometr±a      de

la   aLitorra.diograf ia   c!E   1€1   Figura   18fi.    SE   ci:signd   un      1!:}{]./.      de

acti\Jidac]   tr€|.n{5Eripcic]nal    al    m&}{imo   obtenido   a   .I;7C]C.



18.    EFE[Tt]   DE   LA   HEpfiFtlNA   §OEIFiE   LA   IJNI0N   I)E   LA

RNf}   POLIMERA5A   AL   F'FtoHOTOR

Unc}   de      log      I)clramEitros      iITipc]rtanteLis      dg      analizar      en      la

formacidn      del       c:omplgjo      F\'Nfl      pcJlifT.ie.?rag:»a--promc)tc]r          es          la

e5tabilidad   de   ±Eite.    Estc]s   estudic)5   5e   han   rEaliladc]   c=c}n      lci

Rr\m   pc]limerasa   de      E.       i={..tJI.      recurriendo      a      lci:i      {a.dicidn      c]e

haparina   en   el   en€.E\yo   pars   cclpturar   la   eLnnzima   libra   y   evitc:ir
la    r€.uni6n    al        promcJtcJr         .:Hin[::lea       y       L`l...iE`rT.ibE?r]in,19-/.£}.        E|

agfntL=   sustrac=tc]r   d€3be     actuar      en      f i=irma     t-al      que     al      ssr
agregti=do      all       mfdic],       de!€,i=3i_I.*s      clg          formclrse         el          cc]mF)lejo

eiizinia-I:ir..-Jfi   no   ci;ifgc:te   gr=|ndemEnte   su   EqLlilibric].    De   Este   fnc]do

lc]s   EE;I.udic]s   de   dir2c]c:iclc:idn   cJ   gst£|bilidac]      del       Ec]mple.ic}      nc]

este`rcin   ma].    interprEtada5   par   uns   ref.isoc:icl:lc=idn   dg   la     enzima

al    DNfi.    El    c=c]mpugsto   m&s   L`sado   pars      estE      +in      ha      sic]c]      la

hEpai-ina,   qua   F)or   su   c:cl:racterlEitic=a   de   polianidn   E5   c=ap=iz   de

unirse   a   la   RNfl   polimEra5a      cle      E.      i:I..tJI.,       inhibi±ndc]la.       Con

±stc],   adem&s,    e`nL`la      lag      intErac:c=ic}nes     d±biles     a      inespe-

clf ica5   de   la   enzima   c=c}n   regic]nes   distintcls   al   promc]tc]r.

Con   el   I)bjeto   de   conoc=er   la   c=anticlac]   de   heparina   necEsaria

pars   inhibir    la   RNft   polimErasa   dE   7.    +h€rm{..IphjJuf ,    se   inc=Libc5
la  enzima   c:on   distintas   c:onc:entrac:ic]nes   c]e   heparina     y   luega
E,e   agrEgc5   el    fr€`gmErito   Xhol   marc=ado   pcl:r.a   mEdir   la      c:apacidacl

de   unidn   cle   la   RNfi   pcJlimera5a   al    prc}mc}tor      clEl       gEn.       En      la

FigLtra   £1   se   muestran   Eft.c}s   resL`ltados.    Nc}     se      obser\+a      Ltna

inhibicidn   apreciablE   de   la   Fi'Nfi   polimEr€\sa   En      el      ranga     de

Ec]ncentraciones     usadc]     pars     heparina,        conservc\ndose       la
c:=ipac:idad   de   fcJrfncl:cidn   clEl    c=omple_ios      en      alrEcjgc]or      dE      7(:}7:,

arm   a   iina   cc]ncentrac:idn   cle   hEparina   de   4{}   ug/'ml.    El    gradc}   c]e

inhibici6n   de   la   Enzirria     e5      Similar      tanto     a      6C}°C     Eomo     a

=,7°C   y   eg   mare:acle`mentE   diferente   a   la     5en5ibilidac]      de     la
F``Nf}   polimerasa   clE   E,    f={..I.Jz.,    qua   es    inhibida   tcJtalfneiite   a      Lina

I:c3nc=Entrac=idn    de   heeparina   cle    1    iLng/ml.
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Figura  21.   EfE[to  de  la  heparina  sabre  lag    RNfi     polimerasas
cle  T.   ther®ophilu5   y  de   E.   coif   prev±ci  a     la     +cirmac=±bn     clel
cc}mplejo  cc]n   El   promotor   dEl      gen     tRNASER.      §e      incubc3      |a
enzima   cc]n   di5tintas   ccJncentrac=iones   de   hepariria     durante     =
min   y   luegt]   se   agregc5   ={:}   ng   clel    fragmgntcJ   Xhol      marcadc}      cc]n

tritio    {B(:)(:}{J(:)   cpm)    inc:ubandc}   par       2      min      aclic:ic}nciles      a      la

mie5ma   temperatura.    La      prcJporc=idn      cle      c=c)mplejcJs      enzima-DNfi

for/nados   se   midid   dE   ac:Lterdc]      a      M±ttJdcJs      21.       El      ensayc)      de

Llni6n   ccJn   la   RNfi   polimerasa   sE?   hi=o   a   =7ac.
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DI§CU§I0N

EL   PR0BLElqA   fiE!t]FtDfiDD

En     &=.].      prt]`,,Jel:ct.c]     d€.!     Te5ig     s@         pr.c}[.}`.`{=:,ci         6:i€.;I.I.`c:lii*`r..         6=.I.          ar:}f:.`r.atc}

tranfc:ripcioi.la].      de     unl     t..gr-mdf  i  I.c!     €3}.{t..r.a.}mr.}     a:c.jn     eJ].      .f  i.n     r.if....I         .::.+r=';I.:}{.:.:.!r

cfemc]     oc:urr.g     I.a\    r.E;tc..]i`].ERc=icftn     cj±ni[:a     a     alt£.:i`€.i     t¢:.:.I.nrj€.::.r.`:..:`.tLH.     iT==..          Egta

meet-.a    f5{-:3     lL-jcjr±}    at    +.... I.-a.`\f$5    dEi    vc~J`rj.€.:.i{...    gt.cr*pa£.      En    pr.imer..     I.Llgar.        £e

hj.:..!o    i`n`:i\    gL3nrlt¢:!c:i.:.:I.    I  :.I..:?1     DNfi    c:rc}mc]£omal     dl±    Tt}erm[{:5     ++}er.m{..tphl.jug

£L!n    E:I.:.hgrji:+L ....I..:i    ,.:..{..iJj..  ,     ugai..`dc}    cc]mc)    \Jector    pER3=2.         F'c]r        vclric]s

c=ritg=r:Lc]s    se   e].igid   un    c:I.c]n,    g1111,        el        c:Hal        rgET*ultc3       qL`e

c:oclif i.c:ci:ba   par.-a   un   tF:N4i   qiiE-incc]rporaba   5er.inn.       3La      an&1i=d

la   estr.uc=tura   dt=   e5teL3    tF:{r...Jfi,    a51    I:orrio   tambi&n       €Lfu{L5       g].emgnt€]s

regulatc}ric)Es.    F'c}r   otrc]   lcl:dc},    se   purl.f ic:b   I.a      F::Nf}      I.)olimgra5a

d@l       mi+±mo      cJrgani€3mo      y      sg      e'5tudid      la      inter.ac:{L:i.tin          RNfi

pcJlimgra5a~-promcitc)r         del          gEn         de         tRr`Jfi,          a         ni`.,J€?I          dg
trcl:ngcr.ipc:i6n    I.rl    H.+r{..i,    mic:rogc:cipla      g].ectrdnica,       rE.te:ii.icibn

del    con~IplE_io   en   f iltrc]s   dE   nitroc=elulc3scl      y      prc]tE9{={=i{5n      del

pr{]inc]tt]r.   frEgnte   a   digestionees   con   'enzimci€i   clLa   r-e€;tri€:Eidn.

1.       ANALI§I§      DE      LA      t3ENOTE[A      FOFtllf}Df]      A      PAFtTIR      DEL      DNfi

CF{omoE5nMflL   DE   I.    T#Efi#op#zft/S

EI    DNf}   c:romogr»omcl:I    cle   I.+hermt..Iphj.Ju:I       +.ue      c:c]rtado       c.c]n       I.a

enzima      de      regtric:I:idn      ElamHI.       E5tci:i      enzimcl      rE?r.c]nc]c=E}         1a

5ecuencia   5't5GAT[t:=.`.    La   probabilidad      qut9        esta     5ec:uencia

er.{istci   en   el    genoma   bcl:cterianc]   serla   c]e    {1/4)6   =   £,Ei}.:1(:}-4,

y   la   En:.:ima   c:c]rtclr&   tEbric:amente   el    DNfi   una      vez      c:ada      4{:)%
bases.    Sin   embargc],   en   la   5ec=l`enc:ia   rec=onoc:ida   pc]r   la   enzima

4   de   lag   6   baeaes   5c]n   a   a   C   y   adem&s   el    genc]ma   c]gl      tern.icT)i ilo

es   ric:a   en   GC    (7C)./.)     (Oshima   a   Imahori,1974,    Vdsqi`ez,198=,),

lo  qua  g!leva   la  probabiliclad   cle  existenc:ia  de  estos  siti(js  a
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(C),¥i5)4}{(C),15)a   =   =,,4x|Cr4,    lo   qi`e   equivale      a      L`n      c:orte

c:add   294C}   bases.       Nc]      se      c:onc}c:a      el       tclmaF.icJ      dt=1       genc]ma      de

Thermus   therm{iphilus`   pero   a.1   es   ccimparabLe   aL       c±e      E.       {=(}1i

(4;<1C}¥   [:::pb)    el    cjEnoma   del       tErmdf ilc]      estar±a      r.eel:irESELmtadc)

pc}r    lI6{:}   fragmentos   de   igLlal    tamaf.io.    F'ara   c=lc]nci:ir   caste   gent]ma
En    F.c{..]jz.    se    rE9quirjren    al    meno€    1=.6{:I   c:lc)ne3s   di+€treer..itEJE£.

La   problcam&tic:a   qLte   surge   Entonc:tiis   e5=    en   cu[tntc]cf   c]L»   g5tc]s

reEombj.mantes   e5tarla   presentE   L`n   gen   qua   I:c]di+ic.ara   parcl   iin
tfi'Nfl.   El   c]esarrc)llcJ   tedric:a   pars   Egte   tipo   de     analj.5iE;     fug

plcinteeadc}      inic:ialmente      pcJr-Clarke      y      Car.bc]n       (1P76).       Se
c:onsid©ra   la   probabilidad   dE   tgner      c=lonadu      Lln      detErminadc}

cjen   I:on   Lm      mcirgtan   de   sLsguricl=id   d©   un   9t7`/„    siigi:ii..I      eel       tall.iaf.ic}

promEdin   de   lc]5      fragmentc}s      F}rcJducidos      pt]r      la      er.i¥ima      de
rE5tr..i[:cidn   eri   bi\€}e   a   la   5igLLientg   eL-.i.Lac:ii'jii:

N=1 n  ( 1 ~-F.i  / I n  { 1.~f  }

dc]ndEt   N   gs   el    ni'.mieero   dee      rLacombinantee5      qL`ee      gun      net:gsaric}s

c}btEner       un       c=1t]n       qua      pc}setl      @1       gen          bu5r_-adc}          c=c3n          i`na

probabilic]ad   F'=C},9C;:/.    La   ra=rm   I    gei   g1    c=uc]c:ientE      dg      tcl:|maf.ic]s

entrg   aqi.`e].    dEl    fragm@ntcJ   de   rtagtric:c:idn      y      El       deal       gemc]ma

tLarmc}f ilic:cj,    y   E}E~t   igi`al    en   EstE}      c&sc]      a      7,I5;<l{:}-4.       §eri'a

net:Esar-ic]   obtenei`-   &36r.   rec:cJmbiliante5   pars   tener   la   segur-idt=id

dg   e}nc:ctntrar   un   c:lt]n   cc]n   un   gen   de   tRNfi.    5.a   debs      c:c}nE3idgrar

quee   lcls   gL»nes   de   tRNfi   c:t]rrEspondEn   a   uns   familia   gE£3riic:a,       ya

quee   e!{isten   al    meeric]s   tantos   t=c]mc]   aminc]ic=idt]5   Son      nec=etl:ario5

pt=ira   la   bic}slntLa¢L;i€5   de      protelnas.       Adt=m&s,       c:aclcl:|      tRr\JA      qL`e

c:arga   e?I    fnismo   amino&cicJc)   puedL»   tener   isc}ac:eptc]re5,       y      cada

Luio   de   ellc}s   pLieL]dLa      estar      inclusc]      repeetidc].       En      £.       L-t.jJj,

existen   6C}   genes   de   tFtNA   pc}r      genoma       {Lewin,197B},       1o      qua

hac:a   qL`ee     el      n[tmerc]     dg     rec:ombinantes     a     obtener,      si      la

di5tribLicidn   de   ©r»tos   ggn@s   eg   homog€rtea,   secl     sdlo     de      104

{6£63/6C)),   de   log   c:uales   i`rio   de   ellc]5     c.orre5pondE`rla      a     Lin

gen   c]e   tRNA   del    termdf ilo,   c:on   i`na   segL`ridci:id   de   Lin   99./..
Log   re5L`ltados   presentadc)5   en   la   FigL`ra   1   nos   ini`estran   que

la   frec:uencia   de   c:lor`e5   qLle   contienen   genes   de   tF`'NA     e5     mds
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de   la   esFIErada.    Lc]s   (=lone5   ql`e   s@   ar`alizaron   pc]r   liibridac:idn

i uerc}n   120  de   lc]s   cL`ales     8   se   muestran   en     el      gel      y     4     de
dsto5   dierc]n   hibridac:idn   positiva   c:c]n   tF\'Nfi   totcl:|l.    El       ni.'`mggl-a

de   genes   detec=tados   puede   sugerir   una   dj.stribLic:i(5n   hc]mog6nea
cle   ellos,   es   c]ec:ir,   nc]   agrupados   en   "c:1usters",    t=t]mc]      sfi     hal

c}bservac]o   en   E.,    c{..iJ].     (Il::emLtra   y   O=eli,1977),    ya   qua      gi       la

di5tribucidn   fL`er.ci   de   EgtE   modcJ,    la   prcJbabilic]€`c]      5Erla      mcl:1s

baja.      Sin        embarcjo        g5        dif lcil        plaritear        L`na        ciErta
distribuc:idn   cc}n   tan   bajcJ   n[imero`dE   c:longs   analizE\dc]s.

Cc]nt.rasta     c:on      egte     rgsultadcJ     algLinti=is        c:c]nsideracic]ng5

tentativacf   del   tamaf.io   dgl   genc)rna   del   tgrmdfilc].    Es     prc]bcible
c|i`ee   E`ste   c}rganismo   tenga   un   c:rc]mosomtl=l   de9   manor   t..am#if.ici   qua   el

dee   E,   f={..iJj.   5i    se   cc]n5iclera   valeclera      uns      c:cJrrelac:idn      entre

lc]ngitud   ciel    DNfl   y   nLimgro   de      operc]nesT*      ribc}somalEs=       En      E.

t={.jJz.   a;<isten   7   aperones    (qua   inc:1uyEn   en   promEdio   =   genes   de

tF{Na   c=clda   uno)     {Bc]ro5,    I:::i5s   y   Vemptianer,1979)       y      parci      El

t.ermdf ilo   se   ham   de5c:ritc}   solo   a   c]perones    {Ulbric:h,      I:::imiagai

y   Erdmci:inn    (1984}.    Es   pc}5ible   entc]nc=g5   qua   el    n[imE!rc}   de   genes
dg   tR.Nfi   en       I,    +her#}{..tphI.ju:i   sea   menc)r   quL3   en   E.    L-{..iJ±..

I:on   e3l    n[`merci   de   c:1c]nEs   anali=cl:ldog      qua      repreesEmtan      501o

uns   genc}tEca   pcirc.iii=1    sE   logrd   g1    c]bjetj.`'c]   propi`E.e:,to:       ti=iislci:r

un   gen   dE   tFtNA.

En   ©1    proc:ego      dc9      dEtgc:cidn      dE}      lc]5      genes      dL»      tRNfi      5e

defcartd     el      L`so      dgl      m€tc}dc]      de?      hibrid&c:idn      en      c:c)ionia

{6runsteLain   y   Hc}gnL]£<£,    1975)    y   see      pr.ef irid      sepEirar      el       DNA

plasmic]ial   del   c:rc)mc}samcl:|l   arites   cle   recili=ar      la      hibridclc:idn
Southern.   E:r3tc]   se  dEcidid  al   con5iderar     uns     probci:ible     alta
hc}mc]lc}gla   ©ntrE   lc]s   g[£nes   de   tF{NA   del    tErmdfilo      y      aqL`ello5

presentes   en   el    crc}mc}5oma   de   E.,    t:{.Jjz..    A   mc]dc]   de   ejemplo      hay
i`na     bcise     diferente     al      c:c}mparar      log     tRNfiMET     de     amba5

especiEs         (Watanabe        y        cc}l.          1979).         En         e}{perimentc}s

po5teriore5,     de5tinaclo5     a     c:rear     otra     genc]teca       de       7-.
ther"}t..tphz.jus,    e5ta   veg   digeriendc}   el    DNf`   c:on      la      en=ima      de

rEstric:c:idn   Hindlll,   se   encontrd   qL`e   51   era   pc]sible   detec:tar
selec=tivamente     gerles     de        tFtNA        en        present:ia        del         I)NA
cromc]somdmic=o   de      E..cr.ijj..       Esto      5e      reiali=6      cambianc]c]      lag
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c:c]ndiciones   de   lavado  del   i iltrc}   de  nitrocEli`losa     li`egc}     de
|a     hibric]ac:i6n      en      cola.nia,      cle     tal      modo     ciL`e     solo      lag
sec:Lienc:ias     qua     F}resentaron        gran        holllologla        entre       si

permanecieron     hibricladas.      Adem&5,      la     deteccidn     de        lag
cc]1c}nias   rec:c}mbinantes   se     fat:ilita     par     el      hec:ho     qua     el

p|asmidic}  estd  presente  en   varias   cc}pia5  y     estc}     pL`ede     aL'`n
aumentarse   mediante   amplific:ac:i6n   c:cJn   cloramfEnic:c}l    (§cheilf

y   Wensick,1981).
De   lc]s   clones   clue   se   miiestran   en   la  F.igura   1   se  eligid     el

111   par   lag   razones   ya   menc:ic}nadas,   pero   tambien   se   hic=ieron
estuclios  prEliminares  en   c]tro  c:lan   de   lc]s   alll   mostradc]5,   el
11=.   En   este  clc}n   el   inserto  BamHI   original   cc}ntenla     varios
sitios  adicionales  EamHI,   lo  qua   indic:a  que  al     realizar     la

genc}tec:a,      la     digestidn     de     e5ta     enzima     sabre        el        DNA
cromc]somal   fu±   inc:omplEta.    §e   proc:edid   a   5ubc:1c]nar   L`n      tro=o

BamHI   de   180{:}   pb   qua     prefentaba     hibridaci6n     positiva     c:on
tRNA   tc]tal   de   T.    therm{:iphl.Ju:i.    Acti`almente   se   ha     acotadcl     a
150  pb   la  zona  que  hibrida  y  se  e5td  sec:uenc:iando  este  trc]zo

F)or   El   m±tc}dc]  de   Banger.   [c]n   e5tos   antec:eclentes   e:     probable
que   este   c:lan   c:cJntenga   tambi6n   Lm   sdlo   gen   c]e   tF{NA,   al    igual

qua   el   clan   111.      El      an&1isis     de     t]trc}     prclmc]tor      sera     de
i`tilidad  para  saber  si   el   trac:to  qua  separa  log  elementos  de
un   promotor   termof±1it=o   es   nc]rmalmente   ric=o   en   Bt:.

2.   ESTRu[TLiRA   DEL   §EBmENTo  I)E   DNA   sE[uEN[IAlto

La   c:omposic:i6n   de   GC   del   trc}zo   de   5C}6   bcises   sec=L`enc=iado   es

de  67./.,   1o  que  estd  cercano     al      prc]medio     general      del      DNf}
cromosdmico     y     del      gen     de     tF{NA.         En        im        an&lisis        de
distribi`cidn   de   G[   a   lc]   largo  del   fragmentc}     secL`enciaclo     nc]
se  observan  diferencias  signif icativaf  en  zc)nag  ricas  en  GC.
La  mantenc:idn   de      la     prc}porc=idn     mesofllica     de     GC     es     al

parecer   posible   s61o   en   el   caso   de   genes   de  pequeF.ic)     tamaF.]c],
ya  que  en     el      gen     qi`e     coc]ifica     pare     la     isc]propilmalato
deshidrogenasa   de      7..    +hermf.iphI.Jug    (I:::agawa   y   c=c}l.,1984}       el
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porcentci:je   de   GC   dE   la   regidn   ct]dif icaclc]ra     Es      de      Lin      7C}./.,
valor   dentrc}   del    prc}medio   general    dEI    DNA      t:romc}'sc]fntl:I.       E:stc}

5e   lcJgrci   mecliante   un   usc]   de   c:c)danes   muy   cli+.er.ant.a   del       L`sadc]

normalmente   en   E.    L-{.jjI.    (I[.`.emi`ra,    T„    1981).

En   E.,.:.{.,tjl.    se   c:c}nc]c:E   el    gen   del    tF`'NASE=E      y      5i`s      recjior`e5

adyac:entes    (Tamura,    Nishimura   y   C]hl::i,1984).    El    tF{NA   t+.imbian

estd   aigladc!,   y   ft:H:)   bcl5es   de5pii£5      deitl      [CPI     se      inic=ia      i`na

prote±na      de      ==5C}{:}      c]altons.       Nc}stJtros      comparcl:mc]€;      la      dc]5
set:uencias      (la     del      fragment.c]      Xhol      y      la      r&]pc]r-tada}      nc}

enc:c)nt.ranclc}5e   homolctglci   5ignif ic:ati`ta.    Tci:mpoco      se      enc=ontrd

uns   sac:uencia   dg   Shine   Da].garnc]    (Shine   y   Dalgarno,    19-/4}      en

la   ceerc=anf a   cle!   un    t=oc:1on    de    inic:i€tcic5n.

5.    EL   tRNfiBER   TERI10FILIC:0

La      estructura      del      tF{NflgER      dg      ThermLtiT         t.herm{..!phjju.i,

deducida   dg   la   see:Lienc=ia   c!el    gen   fL`e   arici:li,?add   I:c}n      rEspec:to

a   gu   relac:idn   c:an   c]tro5   tFi'Nfi   public:adc]5,    I:c]mc]   g:,g!   mug?'=.tra      en

r`'esiiltadc]5.    La   c:c]nclusi£`n   es   quE`   el    tRNfl     c]gsc=rito     gn      e5tg

tr€ibajo   se   homologa   muy   bier   c:on   la     EstrL`c:turd      t].F]ic=a     del

tRNA   prc]c:ari6tic=c]   des;c=rita   par    LEpi4Jin     {1981).

La   c:c]mposicit5n   de   base?s   GC   dial    tFi'NA   dL±s}critc]    {£!3%}       es      la

nc]rma].    dE   un   tR'Nfl,    similar   a   la   del    tRNfl.ngEf`.   de   i-.    ,={..tj|.,       y

levemer`te     cliferente     cle      la     c:omp{]sic:idn      general      c]el      DNfi

crt]mc]somal       de      .rhermu=i       therm{..!phjJu5,       qua      es      d@      L`n         7C}./.

(Vci:g,quez,1f?83).    Watanabe   y   cc}l.,     {198{:})    enc:i`gntran      qua      en

el    c:ago   clel    tRNfifflE=T   el    nL'`mer.c)      de      bases      G   y   I      es      mayor

(5Ll   b   en   7-.    +herm{..IphI.ju:=)    qLlg   en    el    tF`'Nfi   homdlogo   dLa   E.    c{..}jj

{39   b).   F'erci   e5to   no     ef     uns     regla     generci;1      en      lct5     tR'NA
termc].I llic=o5,   ya   qua   en   el   caso   dep   log   t]trcis   tF{Na   cinali=adc]s

en   el   mismo  trci:bcijo,   Ilo     e}{iste     uns     diferencia     importante
entre   la   c:omF}osic:i6n   de   bcl:5es      cle      log      tF`'Nfi      mesc]f llic:c}s      y

termc)fllicc}s.    LL`ego   se   dedL`ce   qL`e   lcl   ec3tabilidad   tg!rmic:a     de

log   tRNA   termofllicos   de   este  mic:roorganismo,      nc}     se     lc}gra

par   i`n   enriquecimientc}   substanc=ial   en   la     c:omposic:idn   en     6C
de      la     mc}16c:L`la,      sine     probablemente      pc)r        moclif ic:ac:iones
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pc]st-transc=ripcicJnales   de   algL`nas   de   sl`s   bases.
Se   hcl   hec:hc}   mL`chc)   hirlc:apiE   en      la      literati`ra      ac:erca      del

alto   pc)rc:entaje   de   Gt=   comc)   reqi`erimiento   Estructural    dE2:2l    DNfl

tErmofllic:a.    Sin   embargc)     e}.:isten      cclsos      de     organismc]5     no
termofllico5   c=on   Lin   pc)rc:entaje      de      8[      mcls      alto,      c=omc]     ser

£+rep±{..!m`/i=eiT    j].[Jz.iJan:i,    con   L`n   73./.    (JaL`rin       y      [c}hen,        1984}.

Par   c]tro   ladc],   se   ha   desc:rito   Ltn   termbfilc}   c:c]n   sdlo     un     35./.

de   Gt=   en   su   DNf}   crc}mc]somal     (Darlan   y   c:ol.,197C)).

E:I    tFtNA   predichc]      pc}r       la      sEpcL`enc:ia      de      DNA      tiene      c:omc]

antic:c]don   GBf},    Es   dec=ir   el   ccJdon   rec:onc)cido   es   UC[.    Este      es

c:c}rresponcle   prEc:isamente   al   c:c}dcm   dE   serina   que   Es   preferj.do

en   7-.    +herm{..t.ohz.ju5,    a   jL`=gar   PC]r   el    usa   de      c:odones      qua      se

observa   en      el      gen      de      la      isoprcJF}ilmalato     de5hic]rc]geL»nasa

(I::agawa      y      c=c]l.,       1984).       Estc}      implic:aria      que         el          tF{NA

tran5crito  a  partir   del   gen   qua   5e  ha  c:lc}nado,   serla     unc]  de
log   rii&s   abundantes   de   tftNfis   clel      tELirmdof ilc],      similar      a      lo
enc:I)ntrc:ido   en    E.    i={..iJI..

f}dem&5   de   la   estruc:turd   clEl   tF{NfisER,   preE..Entada     gn      esta

Tesi5,    el    otro   tr`'Nfi   de   7-.       +herm{..tphz.jug      c:uya      sac:L`enc:ia      5e

cc}noc:a   es   el    tRNfl9ET    {WatanabE   y      c:ol.       1979).       E5te      tRNfi

a;{iste   t?n   clc)a      i5c)espEc:ies      en      El       tErmdfilc)=       tRrjfi+YET      y

tr`'NA+E!ET,   en   cantidacles   eciuivalentes.      Se     c]iferenc=ian      en

L`na     inversi6n,      en     el      Par        C§i:66=.         La        5ec:uEnc:ia        del

tR'NA+PET   dif iere   del    tFtNf}gET   clE   E.    {=t.tJz.    en   c:L`¢itro   bases:

un   reemplazo    (C5i    en   7..    +riermf.Iphl.ju5LJ5o      F]or      Cg5o      en      E.

t={..ij|.    )    y   trEs   mc]dif i[ac:iones    (Gmicp      Par       BIB,       m]ASGa      F}Or

Age   y   5=T54   PCJr   Te54}.     (Lcl   nomenc:I.atura   s=Ts4   5ignific:a

qitE   la  uridina   54,   qLtE   ha   sido   metilcida   en   la   posit:idn   5   del
anillc},      c=onvirtiEnclcJse     en      la        ribc)timiclina,         sufrE        la

sL`5tituc=idn   dgl    grL`po   c=arbc5nila   dg      la      posic:i6n      2      par      LLn

griipo   tioc:arbc]nilc]).    §i   no   se   con5ideran   lag   mcJdific=ac:iones,
la   homolc]g±a   c=on   £,    i=t..Ijr   es   dE   un   99./.,    que   es   mclyor      clue      la

a;<istentE   entrE   el      tFtNfirET     de      E.      {={..tjI.      y      c]tros      tRNfis

iniciadores   prcJc:aribtic:os.   Estc)   sugiere     una     gran     c:erc=an±a
filogen6tiEa   entre   ambo5   organi5mc)5.

En   7-hermu5   +herm{..tphz.jug   se   ha   vista   que   El    puntc]   dE   fu5idn
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(Tin)    de   lc]s   tF{Nf}5   \Jarla   de   ac=iterdo   a   la      t.=mperati`ra      a      la

c:ual    se   ha      t=recidc]      la      bac=teria       (Wata:nabe      y      c:c]l.       1976,

Watanabe   y   cc]l.       198.=`).       F'cJr      ejemplo,       si      se      ha      c:rec=ido      a

Fj(:}C.I,    el    TM   es   cle   8=,SOB,    perc]   si    se   c:rec=iclo   a   B{:)°C:,       el

Tin     e5     de     86,4°[.      f}L'`n     mag      intere5antE     es     qL`e        este
inc:rei.i`Ento   en   TM   es      prc]porcicJnal      al      cc}ntEnido      en      s=T.

Cuandc]   lag   bat:terias   c:rec=En   a   5{:}°C,   la   s=T     represents     el
=7,8%   cle   la   pobla:cidn     de     uridinas     en     posici6n     54     de     la
mc]1±c:ula   c]e   tRNA.       f}l      c:racer      lag     bat:terias     a     8(:)°[,      EI

c:ontenidc]     relativcJ     de        s2T     aumenta        al        57,4./..        E5to
resL`1tados   sLlgieren   qua   la   estabilidad   t±rmic:a   de   log     tF{Nf`s
de   I,    therm{..iphl.ju:I   depends   de   la   presenc:ia   de     5=T,      y     qua

la   variac:i6n   dEl   c=ontenido     en     s=T,      es     el      mecanismo     de
adaptacidn   dEl   tRNf}   al   calor.

La   prEisenc:ia   de   la   s=T54   es   L`na   propiedcld   esF)Ec=I+ic:a      c]e

lag  bacterias   termc)fllic:a5  extremas,   no  siEndo  enc:ontrada  en
lc}s   tRNA   de   mEsdfilc}5,   a   al.in   cle   term6{ilos   moderaclc]s    (Oshima

y   col.1977}.
Alguna5        prc]posic:ionE5        del        rol        que        tEmdrla          e5ta

mc}dificac:i6n   son:    i ijacidn   de   L`na   c:c)nformac:iE}n   de   la      ribosa

(Yokc}yama   y   cc}l.,1979),    una   L`nidn      m&s      +.a\Jorable      a      ionEs

magnesia    (Watanabe      y      cc]1.       19BC})       c]      un      incrementc]      En      la

energla   de   e5tabili=ac:idn   de   la   interac:cidn    {5tac:I::ing)   Entre
bases   {WatanabE   y   col.,1979).

Segi'tn      Yc]Ir.c}yama      y      c:c]l.        (1979),       la      estabilidad      de      la

EstrL`ctLtra.     del      tRNA     termof illlic:c}     e5tarla     dads     par      la
rigidEz   de   la   ribc]5a.   Esto  oc:iirriria  porciuE  el   doble     Enlace
C=§   es   m&s   largo    {1,66     8)      qua      El      del      grupc]     carbc]nilo

(1,Z2   8).    Aclemas,   el   radic]   de   van   der   Waals   dEl   a=ufrE     Es
m&s    largc}    {1,85   8}    que   el    del    c}}{±geno    {1,4{:}   8}.    Esto      lE

permite   al   grupc]   tic]carbonilc]   interaccic}nar   ct]n,   ya     sea     el
hidrbgenc]    (1`}    a   c=on   el    hidrc};.:ilc]       (2')       de      la      ribosa.       El

resultada     dE     e5tc}     es     qL`e     el      nuc:1e6tidc)     quec!a     en     uns
cc]nformacidn   clef inida.   La   a:<i5tenc:ia   dE   esta   base   modif ic:ada

En   el      t..grmdf ilo      F}roduc=iendcJ     lm      Eongelamientc}      de     I:ierta

c:c]nfc}rmacit5n     de     la        ribosa        estd        sustentacla        pc}r        la
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identif ic:ac:idn      dE      igucll         cc`nf igl`rclc=i6n        F)ara         la        T=4

determinada   en   la   estruc:tiira   tridimensicJnal   del   t._RNAF.HE     de
levaclura.      un     an&lisis     par     NMF{     de     la     base     aislada        en
5oluc:idn,         cleml`e5tra        un        equi I ibria        de        clcis           fcirmas

estrLic=tL`rales.    La   base   mc]cli+icada   Presell+_a   sdlo   L`na   de   el].cl:15

(Yc][::c]yama   y   col.     (1979}.    F'or   lo   tanto,       la      bci5e      mc)c]ificada

presents     EJn      la     estrL`cti`ra     clel      tF':Nfl        termc]f ±lict]        5dlc}

permitirla      en      5c]1uc=idn      la      c=c)nfc)rmac:idn      iclEntic=a      a         la
enc=ontrada   En   la   estrut=tLtra   del    tF{NfipHE

La   segunda   F}rcJpc}sic=i6n   sugiErE   que   un   fac:tor      c=c]n      i`n      rol

importantE     en     la     termoestabilidad        serla       El        magnE5io
{Watanabe   y   c=c)I.19Br.I).    E:5to   se   bass   en   la   a;{istencia   cia      al

rl.ienc}s   dc}5   sitios   de      uni6n      clel      metal      en      el      tBNflpHE     de

levadL`ra   quE   Est&n   en   la   regidn   en   la   cual   el    lazc}     TuCG     y
el       la=c}      de      la      dihiclrc}uridina      se      asc}c=ian.       E1      /nagnesic]

e5tabili=arla  esta   interac=cidn.   E5tos     sitios     cle     unidn     de
magnesia   tenclrlan   i`na   po5ic:idn     tc}pc]grdf ic:a     eqL`ivalente     en
bcl5e  a   la   similutL`d   de   e5tructl`ras   terc:iarias   dE   tFi'NfimET   de
E.    I=r.tjl.     {Woo,    Ftoe   y   Rich,     1981:}}    y   tRNfipHE   de    le`.Jacli`ra    {F{ic=h

y   RajElhandary,1976}.    En   log   tF{NAs   de      7-hermu5      thermt..tphjjuii
log   tre5   residuc}s   modific:adc]s   est&n   L`bic=ado5   En   esta   regic5n,

de  modc}   clue  podrlan   fortalec:er   la   interaccic5n.
En  rElacidn  a   la  terc:era  propc]sic:idn,     qua     parece     ser     la

mi5   probable,   ella   inclic:a   qL`e   lag   ba5e5   mc]dific:atlas   tEndr±an

uns     energla     cle     interac:cidn     supericir     a     clue     5i      no        lc]
estuvieran.   F.or  ejemplc],   se  ha  e5tudiado     la     estructura     del
ac:iclo     pc]1i-2-tiouriclllic:a      (MazL`mdar,      SaengEr      y        Sc:hEit,

1974},   Enc:c}ntrandose   que   el   a=ufre   interac:I:iona   con     Einlaces

glic:c]sldicos     dE     la     misma     c:aclena,      originando     uns        gran
Estabilidad   de   la  e5truc:turd     general,     probablemente     dandc)
c=uenta   c]el    altc]   Tri   clel    aEidc]   pc]li-=-tic]uric]±1ic:a       (68,5C')  ,

en   comparacidn   con   el       ac:iclc]      poliuric]Ilic:c]       (8C][),      medidc]

ba_ic}     id±nticas     c:ondic:ic]nes.      Otrc}     apcJyo     tedric:a     a     eats

propc)sicidn   es   la   c:omparac:ic5n   c]E   lag   gnerg±as   de   interaccidn
entre     lag     bases     Gg=:T54:T5=,      c:l`andcJ     la        T54        Esta
reempla=ada   pclr   s=Ts4    {f}ida     y     c=ol.1982}.      El      rEsultado
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tedrico  mue5tra   clue   este  rgemp].a=o   inc=rementcl   la   energf a     de
interac=cidn   en      i,16     I:::Gal/mol.      Estc}     aumentarla     el      Tri     en
70C,      lo     c:ual      piiecle     explic:ar      la     e5tabilidad     c]el         tRNA
tErmc}fllic:c}.    Sin   embargo,    lc]S   autcire5   no   a;.:c=luytm   lag     otras

a;.:p|ic:aciones   ac:arc:a   del   rol   de   la   sT54.
Cualqi`iera     qua     sea     el      mecanismo     par     el      c:ual      la       base

5=T54   e5tabiliza   el   tRNA   termof ±lico,   es     notable     ciLLe     iin
simple   cambic)   dE     un     cJxlgenc]     pc}r      un      a=ufre     tenga     tanta
impclrt=inEia   en   la   termoestabilidad.
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4.    EL   PFtoHt]TOFi

A      continL`ac=idn       a;E:.      c:omF)ara       la      esec:ugnc.:ia      depl       pr{]motor

pr{]caridtic=c}   de   c=c3n5Einso   c:on       la       dg].       prc}mc)tc]r.       deal       I.:jem       de

tF{NiqBEr`.   dell   7hermuii    +her.mf.}phl.juii.     En       mint:`sc:u].a±-+       €.?Stan       lcl5

bclsEs   qua   sE   prgr5Lantan   c:c]n   una   fret=u©nc=ia   mEILanor-    qua   6{::i71.

s6iLic=uE.!nc:i a    dff    c:oi..`€,€.?ris:;a

5ffcl.`€.ncia   del    c]gn    i-.RNf`eeE:;fi.:

TT6f`[cit....Tf:itf.tat

l|-6flc:GIS                   Tflcf.i[::T

Es   nc]tablg   el    gr.adc]   dE»   gj.n.Iilit.i`d      emtrL»      1`3      secLienc=ia      de

t=onsgnso      y      la      del      geen      des[i`-ito      en      e€tE`      traL}a.ico®       Lag

diferenc.i€is    {5ut}rayadas)    estcl:|n   sd].c]   en   aql`ellas   bc:|:5g€;      mg3nc}5

c:c]rigerv;wjas.    Lc]r»   cci:mbic}s   c}cur.ran   een   el    5ant-.ida      de      pri]ducir

i.`n    mayc]r    n[imerc]    de}    E}nlcl:c=E}5    de    hidr.cl:1gc-I.I.ic},     c=am[.)iandc]    I.in    par    f}T

(qua   @gta   unidco      par      dc]£     enl€\cE5)      pc]r      un      par-[;I      {tres

gnlace5}  q    Esta   de`ii`,tiac:i dn   5e      \+erd      m&5      ma`rc:cl:|cja       c:L`cl: nc]D      €2E?

anci:ilic:a   la   zom:i   qua   5epara   lag   dc]S   regionlas   I:c}rlse3r.vada5.

En   g!1    cago   dc-!l    promc]tcJr    qL`E   £E¥   c]ee5c:ribE`   en       a.€*tL»      trabcl:|jc],

el    largc)   dl3    la   rl#gj.dn   egpc:i:c.ia:dora   eLti€;   de    17   pb,    GIG       rT.iodco       qL`E

tienee   abl    largt3   dpt.imo      d&.      eEpcl:|c:icimi&antc}       {l)ahl,        198I).       Lcl:i

set=ueenc:i Lq    e5Pac=i cl:ldc}ra   rgvEld   L.mci   c:ar.clc:t&ir± 5t..i c=a    i n.l-.I.:Ir€.:?E:;€-ir`tg ,

cual    es   el       alto      c:c}ritenido      en      b{asf:?a      6   y   I:       (E}:?7:}       €€n      El

efegmenta   separ.adc]r.    de?    1clg?,   c:a_ia£">.     Egt.a   e?{s   i`r.ia   c=ompc]sj.cicbn    qua

e3e   aleeja   del    prc)mgc]ic},    c:omo   se}   abserva   en   la   Fig`.`ra      =:Lr.,       en

la      qu€.:.}      e=,a      prerScmta      l.`na      dift-.ribuc:idn       c]rp      freec::uffnc.ici      de

apcl;ric:idn   en   prc)mat.c]rees   E.n   func:idn   del    pc]rc:entaje   dee      6   y   C,

datc]gt   qua   hemc]s   proc:ee5ac]cJ   a   pc:lrtir    dee   uns   ct]mpilt:i(=idn    dee    1{:}5

promot.c]res    (Ilawley   y   Mc=Clure    198:=1).
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0                 20               40               60                cO
a/®  de GC  de(  espaciader
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Figure  23.   I)istribucidn  cfe  frE[uen[ias  de  ba5Es  G  y  I  en     el
trE[ho  que  5epara  las  regionEs  -35    y    -10.     5e     observa     qua
5dlc3   E}<i€.te    adEm&s   clEl    nuestrc]    (c=L`ya   F}c]sic:i6n    5e   SEF.iala       c=c]n

rna   i lEcha}    un   [a=.a   con   una   I:ompc]sic:idri   de   6   y   I   de   L`n      8=./..

E5te   cc)rresponcle   al    promotor   Tr`j5   NED    (Fi.c}thstein   `,J   Fi.e=ni[::c}ff ,

1981 )  .

§E   c=onoc:en   mu[hcl:5   mutac:ienes   ciLie   a`f Ectar.I    lclE.   rEgiones      -=15

y   -1{:},    perc]   hasta   El    in(]mento   5blc]   sg   ha   public=acjc]   una   en      la
set=uencia   Espat=.ia.dc]ra,   qi`e     Ilo      altera      su      largo     sinc]     qua

c:ambia   l`nE`   G      F)cJr       rna      fi       (BLtsby      y      Truelle,19E}4).       Egta

mclc]if icacibn   proc]ucE   un   4(:!-/.   de   cl=u.mento   en   la      a;.:presidn      del
'

gen   mutadc],    1o   qiLre   es   mil.cho   menor   qLte   ltl=5   var.iacic}nes   qiiE   se

produc=en   al   insertar   a  rEtirar   L`n   par     de     bases     del      trozo
espac=iadc]r    {Hawley   y   r'ic=Clure,19E}=}.       La      funcidn      dE      e5te

trolc}   Es   separar   ltl:5   dc]5   regiones   con5ervcidci5,   c]e     tal      fnadc}

que   tang,a`n   la   c)rientac=i6n   ac:let:uclda      pars      unir5E      a      la      F{Nfi
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pc)limerasa.    E:1    resL`1tadc}   anteric}r   dice   clue      al      c:ambiar      i`na
base     par     otra     tambien     hay     l`n     c:ambio     en      la     capac:idad

promc}cional.    La   e}.{plicac:i6n   parec:a   e5tar   En      qLiE      c]ifErentes
sec=uenc:ia5   prc]cluc:en   diferentes   F]erioc]ic:idacles   en   el   DNfl.       En

un   homc}pollmerc}   de    (dA)r.--{dT)n,    e}.{isten    1{:)   pares   de      bases

pc]r   viielta;    en   c=a.mbio,    en   l`n   hc]mcJpollmero    {dc3)n-(dc)r„    hay
1{:},7   pares   de   basEs   par      \Juelta       (F'Ec[::      y      Wang,1981).       De

acuerdo   a   este   c:alc:ulo,      el      cambio     de     i`na     6     par     i`na     A

provoc:aria  L`na   alteracj.I)n   de   6,6°  en   el   giro   de   lag     hebra5
de  DNA  en   el   tro=c)   separador   del   prc)motor,   lo     que     ba5tarla

para   e;<plicar   un   aumentc)   en   la   e}<presidn.
ActualmentE   no   .tenemcJs   suf iciente     infcJrmacidn      c:orrlc]     para

definir   la   fuerza  de   lin   prc)motor     analizandc)     [inicamente     la
sec:Lienc:ia.      Un         enfoque        a;.{perimental         al         prc}blema        es

transc:ribir   log   DN4}5,   qua   cc}ntienen   log     promc}tores     qLtE     se

de5ea  analiz€|:r,   en   un   ensayo   en   el      qua     la     RNA     polimerasa

pueda  elegir   E}ntre   ellos.   §e   pllede  comparar   la     c:antidad     dE
trci:nscritos   qua   5c}n   prc]cluc:idc]s   despiiE5   qi`e   el    DNA   es   cc)F}iado

i`na  sols  veg   par   la  RNA  polimerasa.   Esta  5e   logra     agregando
al   media  heparina   una   \Jez   clue   5e   ha   produc:ida   la   iinidn,   pero
nc)   la   iniciac:i6n   de   la   transcripc:i6n.   E5te  poliani6n     5e     ha
usado  en   la  mayc)rla  de   lo5  estudios  de  tran5c:ripcidn,   ya  qi`e
inhibe     en     forma     efec:tiva     y     rapida     a     la     enzima     libre
impidiendo   su   unidn   al   prc]motor    {Walter   y   col.,1967.:    Zillig

y   c:c]1.,197C}}.    E:n   estas      cc}ndic:iones,      #::ajitani       a      lshihama
{1983),      estucliaron      la     c:apac:iclacl      transc:ripciQnal      de      log

promotores  del   rrnE,   rp5fi,   recfi,   lac   UV5,   trp   y  rplJ,      todo5
de   E£I=h€r£..:hl.a   i-f.IJI..    Concluyeron   que   el    promDtor   lac   LJV5      es

el   mag  fLierte  de   log   e5tudiados,      5eguido     par     el      prc]mc]tor
trp.   En   cc}ntraste,   rec:ientemente   se   ha   enc:ontradc}   qL`e   la   R'NA

polimera5a   de   E.    c{..tjz.   es   c=apaz      de      i`nir5e      al      prcimotc}r      de
con5ensc]   5inteti=adc)   ql`Imicamente   y   realiza+      \.`aric]5     c=iclc)s

de   tran5c:ripc=idn   del   gen   al'in   en   pre5enc=ia   cle   heparina    {Rossi

y  col.,1983}.   E5te  resultado  evidencia,   en   fc]rma   indire[ta,
uns     gran     af inidad     de     e5te       promc]tor       par        la       en=ima,
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clef ini6ndolo   coma   el   mas   fiierte   de   tcic]os.   En     nue5tro     c:asc],
la   capacidad   de   uni6n   al   gen   tie   tF{Nf}BER   de     la        pc]limEra5a
de   E.   ct..tjl.   es   inhibida     c:l`andc}      se      inc:L`ba     previamente      c:on

bajas   t=c]nc:entracione5   de  heparina,      no     pLidienclo5e     i`nir     al

promotor   del   gen   de   tRNABER   {Figi`ra   £1).      ND     c]bstante,      la
R'Nf}  polimerasa  termofllica  no  5e  ve  afec:tada  ncJtablemente  en
estas   cc)ndic:icines,   alln   con   una   inc:iibaci@n   previa   de   40   llg/ml
de  heparina.   Estc}  se  puede  debar   a  qi`e     la     af inidad     de     la
Ltni6n   e5   mayor   a   a   qua   la   heparina   no      interac:c=ic]na     I:c]n      la
subunidad   de   18fJ   [:.:d      hc]m6lc]ga     a     beta      prime,      c:omo      5e     ha

desc:rito   pars   E.    L-t.Ijz.    (Zillig   y   c=c)I.,197{:)),    de   modc]   qite      no

interf iere  c:on   log  sitios  que  est&n   partic:ipando  en   la  i`nic5n
al   promc,tor.

Para       cleterminar       la       fuerza       relative       c]el        promator
termc]fllic:c}        sera        necesario        hacEr           e}{pErimentos          de
transc:ripcidn   c=omparativos   t=on   la   F{Nfi   polimerasa   de   I.   {=r.iJj.

Esto     puede     lograrse     entregandc]     a     la     enzima     cantidades
estequiom€tric:cls   clE   dc}5     fragmentc)s`    dE     DNA     qua     contengan

promotores       diferente5        {y       qlle       c}riginen          transcrito5
distintos},   pars   clue  se     fclrmen     log     respec:tivo5     cc}mplejo5
en=ima-DNA,   usanc]o   heparina   y  cc}n   ello   permitiendc}     sdlc}     un

c:iclc}   de   transc:ripcibn,   coma     1o     han     dEscritc}     k::ajitani      y
15ihihama    {198=}.

Se  han     realizaclo     experimento5     preliminarE5     c:on     la     RNA

polimerasa     de     E.      cf.tjl.     pare     c:c]mparar     la     ef ic:ienEia     de
transc:ripcidn   de   este   F}romotor   con     el      prc}motc}r      lac     uV     5
c]btenido   desde   el   plasmidic}   PUC   9    {Vieira   }+   Messing,       1982}.

Se  obti``Jct  uns  mayor   cantidad     de     transcritt]     a     partir     del
prc}motor   termc]fllico   (resiiltado  no   mostradc}).   F'ara     estudic}5
c]e      interaccidn      con      la     F`.NA     polimera5a     termc]f ±lic:a,      L`na

evident:ia  indirecta  de   la     fiierza     de     este     promotc)r     puede
sugerir5e     al      comparar     el      ni'imero       de       molt±cula5       unida5
especlf icamente     a     promotc]re5     c:c}n     re5pec:to     a     un     nLlmerc]
determinadc}  de   fragmentos  de  DNA.   AI      analizar      la     uni6n     a

pBF`'=22    {6c]nzalez,    Da`/agnino   y   Viciif.3a,    1985}    se      observd     qua
de  =44   mol€ci`la5   de   DNA   anali=ada5,   561o   23     tenlan     la     RNA
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F]c)limera5a   l`nidas   al   promoter   F'4,   qiLe   es   el   m&5     fuerte     de
log  pre5entes   en   pBR¥2=.   En   condiEione5   idEntica5   (el      mismo
e!<perimento)    de   344   mol6c:i`las   de   inserto   dE   =.2C)C)   pb   del    c:lan

lil   qite  se  contaron,   74   tenlan   i`nidas   molEc:L`la5  de  enzima  en
el   prc}mc]tor   termcJf llic=o.    La   ra=dn   74/23   e5   elc]cL`ente.

F'ara   el   5i5tema   termc]fllic:a  se   hen   ensayado   inhibidore5  de
la     transc:ripc:ion,      c:omo     ssr     heparina     y     Rc}jo     Congo     que
normalmente   se   han   usado   en   E..   c{..tJz.   pars   estL`diar   la     fuerza
dE   la   interac=ci6n   polimerasa   promotor    {[:::cijitani   e      lshihama,
lps.3,      Woody,      Fi'ei5big      y      Wc]ody,       1981).         En         el         si5tema

termofllic:a   lc]s   resi`ltaclos     as±      obtenidcJs     5c]n      dE     c]i{fc:il

interpretacit5n     par     el     ef ecto     refrac:tario       de       la       RNA
polimerasa  frente  a  e5tc)s  inhibidores.

5.    INTEFtfic:CI0N PRDMOTOR-RNA Pal I HEFIA§fi

El   reconocimiEnto  e   interacci6n   cle   la   RNA     polimerasa     con
el   promcitcir  es     uns     etapa     i undamental     en     el     proceso     de
transcripcidn.   fidEmd59   c=onstituye   un   media   de  regulac:idn     en
la   e}.:presi6n   g€nic=a,   ya   que   la  pc}limerasa   se  puede   unir     c:c]n
di5tintos   graclc]s   de     af inidad     a      lc)s     diverso5     prc}mc]tc}res,
depenclienclo   de   lag   c=arac:terlstic:as   prc}pias   c]e   Estc}s.

§e  han   realizado  ni`merosc]s     esti`dios     en     log     qi`e     5e     ha
caracterizado     la     interac:ci6n     ql`e     oc:urre     entre     la       F{Nfi

polimerasa   de   I.   L-{..tjz.   y   prc]motc}res   quE   son      rec:c}nclc:iclos      par
Esta   en=ima   (§iebenli5t,   5imp5cln   y   Eilbert,198{:}},   pero     hay
escasa   informac:idn   acerca   de  cdmc]     I)c:urre     este     prc)c:esc}     en
c]rganismc}s   qL`e   nc!rmalmEnte  viven   a   altas   tEmperaturas.

Lag   interac:c:iones   inespec:±fic:a5   de   la   RNfi     pc}limera5a     con
el   DNf}   se  han   c:la5if ic=ado  de   ac:lierdtJ   a   la   fuerza   de   la   uni6n
de  la  Fi'Na  polimerasa  a  esto5  sitios  definidos  funcionalmente
como   "no  promotores".   A5I,   se  describEn   la5  itnitJnes  d€bile5,

qL`e   scln   de     c:ar&cter     elec:trc}stfatico      (Melacon,      Burgiiess     y
Fi'Ec=ord,198=;    vc]n   Hippel   y   c=ol.,19S4),    lag   unic]nes      fuertEs

{meno5  fret:uente5}   cii`e   tienen   C:aracterl5tic:as   5imilare5   a   la
L`nidn   e5peclfica  de   la   enzima  y   lag  unione5  a     log     extrEmc]s
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del   DNA   si   ±ste     e5     lineal       (Melact]n,      Burgues5     y     F{ec:ord,

1982).   Lag   l.niones   clebile5  y  fL`erte5   piieden     5er     eliminada5
ai`mentando   la   fuer=a   idnic:a  y     lag     iinione5     c]Ebiles     pueden
recluc=irse   c:cJn   heparina.   El   iiso     de     DNA     circ:i`lar     evita     el

gfec:to   de   interaEc:idn   cc}n   lc]s   E}:tremos   del   DNA.

§e  ha  comentado   qua   la   afinidad   de   la   F{NA     polimerasa     par
log      e}.:tremo5      clel      DNA        es        Lina        de        lag        interac:C:ione5

ine5peclf icas   mds  fL`erte5   {`Jer   revi5idon     de     van     Hippel     y
c=ol,1984).   Este   [(ltimo   tipo  de   interac:c:idn     pLiede     5er     uns
fLiente   importante  de  error  pare  el   m5todo     de     retencidn     de
c=omplejc]s      de      nitrc}c=elLllosa en        que       nc]       se       visual iza
directamente     el      lugar     cle     interac=ci6n.      En     log     estudio5
c]@sc:ritos

DNf}   de   al

p r I)p or c i dn
5Er   merior.

unidn     del
molecula5
n[imero   de

de      DNf],,

aqLII   fue   net:e5ario   agregar   una   razdn   mc]lar     en=ima
menos   18/1    (Figura   1.I}.   Ndtese     due     e5ta     e5     itna

protelna/DNA,   pc]r   lo  que   la  proporcidn   real   puEcle
Cc]n  \e5ta   relaci6n   se   logr611egar      al      rna:.{imc}     c]e

gen   de   tF{Nfi9EF=.   La   dif erencia   entre   El   ni'imero  de
de   enzima   y      el      ni'`merc]      de      mc]lEc:ulag      de      DNA       {o

promcjtore5,   c:on5ideranclc}   un   promoter   par     molec:ula
Es     granc]e,      5i      se     piensa     qua        la       L`nibn       es

e5teqiiic]m€tri[a.   Bajo   e5ta5   Eonc]ic:iones   e5   miLy   probable     qi`e
ocurran   algunas  unic]nes   inespeclf ic:as  de   la  enzima  a     sitio5
del   DNA   c|iie   no   sc}n   promc}tores.    §e   ha   comunic=ado   pars   E.    L-r.ij2.

clue   i`na   raz6n   de   5:1   es   6ptima   pclra     c]btener     el      md}{imo     cle
iini6n   a     un     determinado     prc]motor     5i      se     ii5a     una     enzima
satL`rada   en   subunidad   sigma      {Strauss     y     c:ol.,      1981).      Lc]s
dato5     de     L`nidn     en     base     a     log     esti`dios     de     mic:ro5Eop±a
electrt5nica,   indic:an   un   .35./.  de  l`ni6n   al   sitio  promc]tor.   Este
`/alor  pi`ede  estar   afec:tadc}  par   la  ef icienc:ia  del   prc]c:esc}     de

fijacidn   c:on   glutaraldehidc],   par     la     reversibilic]ad     de     la
interaccit5n   y  pc}r   el   grado  de  5obreenrollamiento  del   DNA.   La
Llbicacidn     del      prcJmotc}r     concuerda     muy     bien        con        datos
anteric)res  sc]bre   la   loc:ali=aci6n     del      prc]mc}tor     deduc:ida     a

partir   de   la   sEci`enciac:it5n     del      DNA     y     pc]r     ubicac:i6n     del
inicio  de  la  transc:ripci6n.     E5tos     re5ultado5     tambien     han
revelado  qua  en   la5  condic:iones  de  ensayo     descritas    no     se
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detecta  unit5n   inespec:Ifica   a   log   e;.:tremos   del      DNA.      En      lc)5

a:.{perimentos   de   mic:rosc:opla   elec=trdnica,    la     Fi.Na     polimerasa
se   inci`b6   a   6(JOG   c:on   El    c=lon   111.    F.c)steriormente   I.a      mezcla

de   DNA   y   enzima   se   sc)meti6   a   cligestibn   c:c}n   BamHI,      a      370C,

F'ara  separar     el      inserto     del      vec:tor.      Lcl     RNA     polimerasa

pre5ente     podrla     haber5e     iinirdo     a     la5     pllnta5       de       lc]5
fraglnentos     de     restricci6n.     E5to     no     se     detect6     en     lc)s
histogramas  mcistrados  en   la     Figura     16.      El      rec:onoc:imiento
Espec:I{ic:a   del   prc]mc}tor   ha   siclo   tambifn   c:ctrrc}borado   pc}r      log

e}.€perimentos   de  protet=cit5n   con   la   RNfi   polimera5a   frente   a   la
en=ima  de  restriccidn   F{5al,   la  c:Hal   corta  dentro  de   la     caja
de  Pribnow  del   promoter   dEl   gen   de   tRNA§ER.      La     prciteccidn
es   de   lc}Q./.,    indic:ando   qLie     en      lag     c:c}ndicic]nes      de     ensayc],

toda5   lag   5ecL`ent:ia5   promotoras   en   lag   mol±ciila5     de     DNA
tienen   la   RNA   F}olimerasa   iimida.

Al      medir      la     format:idn     del      c:c}mplejo     en        f iltros        de
nitroc:eli`losa,   agregando  heparina  en   c:c}ncentraciones  mayores

qLie   10C}   ug/ml,    lL`egc}   de   formadc]   el    c:omplejo       (re5L`ltadc}s      nc}
mcistradc)s}    la   uni6n      se     rEdL`c:a      solo     en      un      3t:}./.,      1o     clue

corresponderla  a   interac:c:ic]nes  cl€biles.
En     resumen,      la        e5pecifidad        medida        par        mic:rc)scc]pla

elet:tr6nica  y  pc]r   protecc:idn   frEnte  a  en=ima5   de  re5tric:cic5n
marcan   log   llmite5   del   porcenta_ie  cle  unidn   espEclfica,      c:uyo
valc}r   absolutc]   es   clif ±c=il   de   prec:isar.

E:.:isten   dc)s   fac=tc]res   importantEs   qua  cc)nsiderar   en     cuantc}
a   la   ac:tiviclacl   transc:ripc:ic}nal   Espec:i f ic:a.

1)   Laprc)pc]rc:idn   de     enzima     ql`e     mantiene,      al      final      del

proce5o   de  purific:acidn    (DNfi-I:elL`losa),   =u5     si`bunidades     En
proporcidn   eEtequic]m±trica,   en   especial   la   5LLbLLnidad      sigma,
qua  es  la  qua  esta  unida  mag     debilmente     al     resto     de     la5
si`bL`nidades,   y     que     dLLrante     el      c:iclo     transcripcional      se
de5prEnde  del   resto  de   la  enzima.   En     teorla     serla     po5ible

qiiE  el   grade  de   interaEcicJn@s   inE5peEi+ic:as  detec:tadas   en   el
ensayo     ref lejase     la     proporci6n     de     Enzimas     carentes     dE
sL`bunidad   sigma.    La   pre5enc:ia   de      interac=c:iones     e5pec:If ic=as

debido  a  la  falta  de  esta     sLlbunidad     no    puede     de5cartarse
\
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absoli`tamente   ya   qLle   c:c}mo   se   miiestra     en      la     F.igura     88     la
composic:idn     de     subunidades     de     la        enzimci        re\.ela        Lina
e5teqitiometrla   cl:lrededor   de   C},7   pars   la   5itbL`nidad   sigma.

£)   El      segundo     factor     es     la     pc}blac:i6n     de     hc]loen=imas
ac:.tivas     qiLe      llE9an        Eomo        tales        al         L:iltimo        paso        de

purificaEi6n.    E5tE   e5   en     5±      l.`n      problems     ml`y     di{Icil      en
c:ualqLiier   sistema   enzimatico,      mds     a[in     en     e5te     caso     pot-
cL`anto   el   prc]dL`cto   de   la   cat&li5is   es   L(n   pollmero   y     uno     de
lc)a   compc}nte5   (DNA)    no   pLiede   ssr   clef inido   coma     sustrato,      y
e;{igten   mL'lltiple5   Pasc)5   En   el   prc]ce5o   C:atalltic:o   global.

§e  ha   intentqdo  abc)rdar   este  problems  diseF.iando  I.n     m€todo

para   medir   la   c:antidad   de   Fi'NA   pc]limerasa   active   de     E.      ct..ijI.
([hamberlin,1981).   E:5te  se  bass   en   tener   i`n   prc}motc]r   fiierte

y   LLn   inactivador   de   la   enzima   libra,   cc]mo    .e5     la     heparina.
CL`ando     e5te     m±todo     se     aplic:a     a        \farias        preparac:ic]nE5
cliferentes   de     la     enzima     de     E.      t:t..tJ].      pi`ra,      lc]s     valores
encontrado5  variaron   en   iln   rango     de     lcI     a     9(:„.     de     enzima
activa.   El   mEtodo     fL(e     aplic:e`do     pars     varies     polimerasas,

pLtrifiEadas   de   otros   micrc)Drgani5mc)a,   pero   no     es     aplic:able
en   el   c=aso   de   la   polimeraEa   de   7-.    +herm{..iphJ.jtJ5,    ya   cii`e   no   se

c:onc]ce   ac:ti`almente   iLn   agents   c:apa=   de   inhibir   la   enzima     que
se   libera  del   DNfi,   sin   afectar   el   cDmplejc}   mismo.

6.    EFECT0   DE   Lf} TEr]PERfiTLiRA

La   transc=ripc:idn   del    gen      de      tF{Nf}SER      I.rl       iJz.±r{..i      I:c]n       la

polimerasa   tErmofllic:a   tiene  i`na   temperatiLra  dptima  de  6l-}°C
(Figi`ra5      18E     y      19},      muy     [ercana     a     la     Eual      vive        7-.
+hermf.}phz.Jtj5   y   hay   L`na   dismini`cidn   total    dE   la   transcript:ic5n

bajo   lc]s   I(:}°C   {FigLLra   19},   temperature  a   la   Eual   se  observe
iLn   4±./.   de   transEripci6n   del      mismo     gen     con      la     pc]1imer-ass
mescJflliEa    (Figure   18fi   y     £C)).       Sin      embargo,      la     iLnidn      al

promoter   en   ambos   c:asc}sg   no  5e     ve     afectada     en     un     amplio
ranga  de  temperatura   (F]..glira519  y  2{JL   Esto     5ignif ica     que
el   peso  limitante  pars  la  transcripc:ion,   qua  e5     dependiente
de    temperature,     corresponds    a    una    etapa    posterior       al
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rEc=onclc=imiento   del    promc]tc}r.

El   hec:ho   de   qL`e   la   Fi'Nfl   F)olimera5a   de   E   cr]"      pLiec]a      former

comple.icis   con   el      fragmento     Xhc]I      retenibles     atin      a     {:ttJt:,
condicione5  en   qlle  no  se  c}etec:ta   ac:tividad     transcript:ional,
no  e5  5orprendente   ya  cii`e  se  ha  ob5er\+ado   lo  mi5mo   c:on   otrD5

promc]tores   mescJfllicos    (Hin[::le   y   I:hamberlin,1972).
La   Fi'NA   polimerasa   de   E-.    .={..iJz.,       al       unir5e

forms  un   complejo   initial,   llamado   "Eomplejo
nc)     es     Capa=      Cle        iniciar        el         r` --.- ~--

a     Lin     Promotor

c=errado",      qua
_      __.r...      uF        +uiclar        el         proceso        C=atallticc)        de

polimerizac:i6n    {Hinl:.1e   y   C:hamberlin,    197=.:    Chamberlin,    1974;
Fi'c]senberg,   I:`adesc:h   y     Chamberlin,      1982).      Es     necesaria      la

c:on`+ersidn   a   un   "complejo  abierto"   de  naturaleza   m&s   estable

para  qiie  ocl`rran   las  etapas  siguientes.   Este  es     un     prc)c:ego
dependiente  de   la   temperature   (Hinkle  y     Chamberlin,      1972).
E5te   c:ambio   implica   lina   separac:i6n   de   lag   hebra5   c]e   DNA     qiie
involiicra  i`na  regidn   de   H     bases     del     promotor,     desde     la

posic:i6n   ~9     haste      la     +=      {Siebenlist,1979}.       {Hinl.:le     y
[h.qmhfarl i n         1 t]--`Chamberlin,      197£).      La     transic:i6n        de        manor
estabilidad     del      c:c]mplejo     es     mLiy     marc:add     pare
- - \  _,  _ _polimErasa      cle      E..      cr.ijj

a        mayc,r
I a          Fi,NA

y     c]CurrE     a      log     £(:}°C      c:on      log__    -      -|J||       LL,5
prcimDtcires   del   fago     T7,      con     un     cambio     de     entalpla     que
favc]rece     la     formaci6n     dEl      ccJmplejo     abierto      (Mangel        y
Chamberlin,1974.;    Chamberlin,1974}.    F'ara   la   Fi.Nfi      pc]limera5a

de   7-.    tt}erm{JphJ.Jug,   en     un      si5tema     heterdlt]gc],      usando     un

promotc]r   del   fago   fdg   se  ha  podido  determinar   qLie  a  5C)°C  se
prt]duce     la     c=onversidn     de     complejo     c:errado     a        complejo
abiertc],   a  juzgar     pc]r   variaciones  que  se     producen     en     log
espectro5  de   dic:rc]ismo   I:irc:L`lar   al   fcirmar     log     complejos     a
distintas  temperatLiras   (Tsuji   y  col. ,1PSC„

E}{perimentc]5   no      mc}stradc]s,      c:ondiic:ente5     a      e!.{plorar      uns

transici6n   entre   I:c}mplejo  abierto  y  cc]mplejo  c:errado     en     el
sistema  descritc],      basadc}s     en     un     c:ambio     de     e5tabilidad,
dierc]n   re5iiltac]cis   negati\+c]5.
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7.   H0110L06I A   ENTRE Lfl§   RNfl Poll HEFtA§fi§

E;,{i5te  siif iciente  evident:ia  a:<perimental   apoyando   la     idea
que  hay  rasgc}s   comi`ne5  entre   lag   pcJlimerasas   termofllic:a5     y
mesofllicas.      §e     sabe     que     la        Fi'NA        polimerasa        de        7-.
+hermt..iphjzui€   se   ilne   a   un   promatcJr   del    fago   fd,   iniciando      la
tran5cripci6n   en   el   mismo  piinto   de5cle     clonde     parte     la     Fi.Nfi

pcilimerasa   de   E.    .=f.)jz.    {T5uji    y   cc]l.,1981-0    y   que   es   capaz   de
l`nir5e  a   PER.I22  en   log   mismo5   sitio5   donde     se     une     la     F`.NA

polimerasa   de   E.   i:t:i"    (Gon=ale=,   Davagnino   y   Vic:uf.]a,      1985}.
F'or     otra     p€irte     la     R'NA     polimerasa     de     E.         i:{..ijl.        puede
tran5cribir   I.ri   IJj.[tt.i   el   gen   de     la     enzima     isop-ropil      malato
deshidrogenasa      de      r.      thernk..tphz.Jug        c:1onac}o        en        pBR'.322

(Ncigahari   y   col.,198{:).;    Tanaka   y   col.,19SIL   adem6s   de      lc)5

e;.{perimentos   de   transcripcidn   I.rl   „.+rt.}   c!el   gen     de     tRNAaER

ya   comentaclc)s.
El   ancilisis   c:omparativo  de     lag     clc]5     Fi'NA     polimerasas     en

c:uanto  a   log   siticis  qua  participan   en   la  uni6n   a     DNfi     y     al
mecanismo  par     el      cual      ocLirre     la     interac=c:idn     e5pec:Ific:a
en=ima-promtJtor,   se  ve  obstaculizado  pcJr   la  restric:ci6n  pclra
aplicar     ciertas     tec:nic:as     con     la     polimera5ci     termofilica
{carencia  de  iin   set:uestrador   aprc]piado  de   la  enzima   libre}   y
la     limitac:i6n     clue     implic:an     alguno5        ensayos        a        alta5
temperatiiras.   un  ejemplc]:   determiner   lag  bases  del     promotor

qiie  estan   participando   en   la   L`nidn   I:on      la     F`'NA     polimera5a,
mecliante  estiidio5     de     protecci6n,      frente     a     metilacidn     a
etilac:ion.   §e  hah     reali=ado     e}<perimento5     preliminare5     de

prcitec:cidn   a   metilac:ion   par   dimetil5l`lfcltc].   Sin   embargo,   lc]s
resLiltados  no  son   claros  ya  qua   la  reacci6n   de  metilacit5n   no
es  c:ontrc]1able  a   la  temperatura  que  se  realiza   la  uni6n.      En
otrc]s     c:asos,     mediante     el     ilso     de     esta     t5cnica,     se     ha
Ent=r]n+r]rln       _.._       1encontrado     c]iie     lag     Fi'NQ     polimerasas     cle
Pfeu.jr.m{..>rfa_i   pu+I.da    (Gragerov   y   Col.  71994)  ,

gram  negativcJ5,   utilizan   ltJs   mismos  piln.tog

E.        '={}1i          y          de

ambc]s     mesdfilos
_ .... _.   .„[aliiu5   piln.tog      de      cCJntacto      en

c:uatro   prcimotore5u    M&s   a[in,   Ll±reptom`/res   jl.„.tjarlf ,      un     gram
negativo,      t€imbi€n     mantiene        lag        mismas        interac:c:iones,
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c:onc=liisi6n   ba5ac]a   en   estl`dicJs   de     mutante5     en      El      promotor

(Jaurin   y   CcJhen,1984}.

a.    TEFtHI NAEI0N I)E   LA TRAN§CR IPCI ON

Se   ham   desc:rite   nlLmero5o5   Sltio5     dentro     de      log     DNfi     de
bacteria5     y     de     fagos     qLte     indican     el      t6rmino       de       la
transcripci6n    (Holmes,   F'latt   y   F`'cJsenberg,198.I).      fidE!mas      de

espec:ificar   el   t€rmino  de  uns  unic]ad   de   tran5c:ripc:lan,   estas
seFiales   juegan   un   rol   impc]rtante     en     la     regL(laEidn     de     la
E}.:presi6n      gfnic=cl      en      lln      fendmeno     dEgnominado        eitenuacidn

(Yanof5L::y,1981}.

Lag  secLLencias   c!E   terminac=i6n   exhiben   rasgos     e5truEturales
comLines.    Beneralmente     c:on5tan     de     una     seci.iEnc:ia     repetida
in\Jerticla,   rice   en   6C,   seguida  Pc}r   lln   trDzo     de     varias     T5.
Estas   set:uencias   de   DNA  pL(eden   plegar5e   fcJrmando   un   tallo     y
L`n   lazc],    lcJ   que   probab|Erriente   O[iirr@   fin   -1       r[Li^

ociLrre   en   el      Fi.Nfl,      indiiciendo

enzima,    la   qLte   luego     ale:anza
uns   cletencidn   mc]mEnt&nEa   de   la

iina   zc]na   rica   en   fiT,   en   qi_ie   se   libera   del   DNA.   E5tas   set.idles~ _       _ .---- \, ,I a

:::::::I::any  I:ortr:::CrL::LdnLa:"  de::::I::]r  Mte::ina:::::
independiente5",   en   opo5ici6n  a   lag     set.{alE5     que     necesitan
factt]res     proteicos     pars     detener     la     transc:ripc:i6n.     E5tos
[iltimos  no  presentan   la  con5ervacidn   a     nivel      de     secuenc:ia

qite   muestran   log   .terminadc}res     indeF}endientEs      (Fiosenberg     y
Cc]L`rt    1979}.

una  estruc:turd  con   lc}s
i ndependi ente

gen    tFi'NAs3EF=

qiie  pLiede   ssr
GT   al      inicio

termino     clel
c c]n s ec: it t i va a .

reqL`erimientos     de     LLn      terminadDr
aparece  al   f inal   de   la  regi6n     I:c]clog€nic:a     del

Ella  consta  de  un  tallo  dE     a  6C     continuada5,
-.-i __   , .   ,extendidc}   a   9   si
del      tallo.      Cuatro     ni`c:le6tidc}5     cle5pu€5     del

tallt]     aparec:e

c]btlivieron   Fi'Nfis   de   un   tamaf.ic}

se  considers  un     apareamientc]

uns     secuencia     de     c:uatro     T5

En      log     e>{perimEnto5     de        transc:ripc:idn        mostrado=        5e
+,1\,-.  _.___     --,, A            I

mayc]r   qua   lo   esperadc].   Si      este
si5tema   de   termina`c:it5n   hubie5e   fLlnc:ionado   I.I.   [Jz.trf.i      5dlo     seI__I   -`-`+-      `JJ.          t=t3tE!

hitbiese  esperado  lin  precursor     cle     1.32     bases      (Figure     lct).

\
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CL`ando   la   en=ima   de   E,    .:{..tjl.   e5   usada,    5e   enc:i`entra   el       mismQ

resliltado    (Figura   lcl).    El   mec=anismo     de     terminaci6n      parec:a

ssr   iin   prc]ce5o  general   ya     ql`e     hay     evidencias     qLie     oc:urre
tanto     para     prDcariotes     c:cJmo     pcira        Fl'Na        polimerasa        11
(Henil::off ,      I::elly      y      Cohen,       1983)       y      R.NA     pc)limerasa      Ill

(Bc]genhagen   y   Brown,1981).    En   alglLno   de   e5to5   casc]5      se     ha

detectaclo   la  present:ia   dE  Eierto   ni:Lmero   de  Ts   consecuti\4as   y
algLtnos   mLitante5   de   terminac:ion   c:arec:en     del      ni'`mero     de     Ts
sufic:iente5      (Bertran     y     col.,      1977).        La       ausencia       de
terminac:idn   en   nuestrcJ

pcidrlci     deber5e     a     la       presenc:ia       de       sdlo        c=iiatro       T5
c:onsec:utivas.        Ella5       no       Serlan       5uf ic:iente5       pars        la
terminaci6n     de     la     transc:ript:i6n      I.rt      [zl.+"L      c:omo     se     ha
desc:rite  pars  Lin   mi.tante  en   la  estri`c:turd  del   at.eniiadc)r     del

gen   trp   E   de   f.      t:I..tjz.,      en      el      que     5c5lo    .4     de      lag     8     Ts

permanec:en    {Eertran   y   c:ol,1977}.    Este   mutants     sl      func:ions

ensayc]      de     tran5cripci6n      I.rl      [JI.tr{..i

cc}n   media"   ef ic:iencia   I.rf    iJji+{..i      pt]r      lc}

cilgi'`n   faEtc}r   proteic:a  facilitarla  adem&s

9.    EONCLU§I ONE§ FINALES

pars  a;.:plicar   lag     bases
Pre5enta   un      rasgo     L'inic:C]

qLie     5e     supone     qua
la   terminacic5n.

La     e`tidencia     e;.:perimental     pre5entada     en     e5ta       Tesi5,
muestra  que  en   general   el     aparato     tra.nsc:ripc:ional     aislado
del    term6filo   a;.€tremo   7-hermull   +herm{iphl.ju_q   HBB      se      cc]mporta

en   forms     similar     al     de     lag     bat:teria5     me5ofllicas     pero
fL`ncic]nando   dF]timamente   a   tempEratura5   mag   alta5.

El   an6lisi5   del   prcJmottJr     del      gen     que     c:cic]ific:a     pars     el
tR.NfisER,   qua   es   el   primer   promotor   termcifllic:a   de   5eci.`encia
conocida,   e5tarla  de   aci`erdo  c:on   la     tetJrla     mac=i-omolecular,
rl JP-_,     -t, -1  -.  _ _ __       t de     la     termoe5tabilidad,     ya     ql`e

en     5u     estruc:tura,     coma     es     el
e5paciadc}r   ric:a   en   GC.   F'ara   c:orrobc]rarla   deberla   clemostre`rse

qua  tiene  iin   rol   en   la   termoestabilidad   fiinc:ional      del      gen.
§e     cc]nclLtye        qiie     lag        diferencias        entre        mes6filc}5        y
termdfilos   a   nivEl      mc)lec:ular     deben     ssr     menc}re5,      ya     qua

pequef.:as  diferenc:ia5  bastarlan   pare  c:onferir     la     adaptac:idn
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evc]lutiva  a  alt=|s  tempEraturas.
En   5Inte5i5,   hay  analclgias  sl`f ic:ientes  pa.ra     ratif icar     la

iiniversalidad     cle     los       mecanismos       moleciilares       que        la
nati`rale=a   ha   e5c:c}gido   Pars   a:.{Pre5clr   vicla   en      ambientes     tan
d i i eren t Es .

Lag  5igL`iente5  etapas  de  e5tlldio,   a  reali=ar   en  el   futi`ro,
Bstar&n   enf ocadas  a:

1)    SecL`enciar   el    gen   qL`e   coclif ic=a   para   un   tRNa   en   El      c:lan

112,   con   el   f in   de   saber   si   la   estruc=tura   ric:a   en   GC     es     un
rasgo   gEnEral    en   lcJS   Prc}mc]tores   tErmof llic:os.

a)    Estudiar   la   e}.{presi6n   del    c:lc)n    111   en   E.    .:f.iJj.

.I)    Determiner   el      grado     de      ef icienc:ia     c:c]n      qiie      la     F`'NA

polimerasa   de   E.   i={..tjJ.,   y   eventualmente   la   enzima   termoff lica
plieclen   unirse   al   promotc]r   del   gen   de   tFi'NflsEFl.

4)   [c}n   respecto  a   la   terminac=idn   de   la     transc.ripcidn,      se

propc}nen     enfoc|ues   comc]:    a)    analizar   el      eft=c:to     del      fat:tor
rhocon   laFM     polimerasa     de     I.      {=t..ijj§      b}      modific=ar      la

estrii[ti`ra   terminadora   inc:ll`yendo   un   mayor   n[imerc}  dE     Ts     en
lci   zona  c:onflictiva  y  ver   su   fiincic]nalidad.

5}   E5ti`diar   la   di5tribuc:idn   de   log   genes     de     tF{NA     en     el
'

tErmofdf ilo   para   E5tablEc:Er   Si    la   mayorla   de     E].log     e}{i5tEn
c=omo   unidades   transc:ripc:ionales   independiente5,   t=c}mo   las     de
log   I:lc}ne511   y   112,   c]   e5tdn   c}rgani=ados   en   c:lusters"
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