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RESUMEN

El genoma del bacteridéfago PM2 esta conétituido de una
molécula de DNA circular, doble hebra, sobreenrollada de 10,2 Kb
que se postula replica por el modelo de circulo rotatorio,
descrito en otros sistemas tales como fagos de DNA simple hebra
@X 174, fd ,M13 y también en plésmidos de DNA doble hebra como
pT181. En PM2 el sistema de replicacién no es bien conocido Y por
las caracteristicas de su genoma constituye un buen sistema para
estudiar la replicacién del DNA basadas en el modelo propuesto.

En los diferentes sistemas mencionados que replican bajo este
modelo se ha demostrado que participa una endonucleasa especifica
para el sitio ori, la que estd codificada en un segmento de DNA
sobrepuesto al sitio de origen de replicacién o muy cercano a
este. En PM2 el sitio ori ha sido ubicado en el fragmento
Hind III-4 del mapa fisico viral.

Como una manera de caracterizar el sistema de replicacién de
PM2 nos propusimos determinar la ubicacién del gen de replicacién
mediante 1la localizacién en el mapa fisico viral de dos
mutaciones termosensibles en replicacién del DNA. Para tal
efecto, mediante técnicas de DNA recombinante, se construyeron
genomas virales hibridos entre segmentos PstI-Aval de DNA de PMZ
silvestre y mutante y después de transfeccioén de la bacteria

huésped #. sspeiiana BAL31, se encontrd que la progenie viral era

Xiv




defectiva en replicacién de DNA viral cuando los genomas
infectantes estaban constituidos por los fragmentos PstI-Aval de
7,9 Kb ts y 2,5 Kb silvestre. Seiverifico que la funcidén de
sintesis de DNA viral estaba alterada en la progenie obtenida
post transfeccidn.

De ahi que nuestros resultados localizan el gen de
replicacion del bacteridéfago PM2 en el segmento de PstI-Aval de
7.5 Kb en el mapa fisico viral.

Posteriormente se acotd la ubicacién de dichas mutaciones,
especificamente en qué porcién del fragmento PstI-Aval de 7.5 Kb
se encontraban. Para lograrlo se optd por construir genomas
virales hibridos entre fragmentos Sau96I de 3,6 Kb Yy 6,9 Kb. Con
los genomas virales hibridos Sau 961 se transfecté BAL31 y se
encontré que el fenotipo ts en replicacién de DNA se presentaba
cuando el genoma de la progenie viral habia recibido el fragmento
Sau 961 de 3.6 Kb ts.

Los resultados obtenidos indican que las dos mutaciones
termosensibles en replicacién del bacteridfago PM2 en el
fragmento Sau 96I de 3,6 Kb, distante del origen de replicacidn

viral.
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ABSTRACT

The genome of the bacteriophage PM2 is a closed double-—
stranded supercoiled DNA molecule with a molecular weight of six
million. It replicates by the rolling circular model, previously
described for other systems such as @X174, fd, M13 and double-
stranded DNA plasmid such as pT181. The PM2 replication system is
little known. and due to the genome characteristics it is a good
system to study the replication of DNA.

In the different systems that replicate following this
model, a specific ori-site endonuclease participates that is
codificated in a fragment next to the origin site or overlapping
it. The ori-site in PM2 is located in the Hind III-4 fragment of
the viral physical map.

To characterize the PM2 replication system we decided to
determine the position of the replication gene through the
localization of two thermosensible mutations of DNA replication
in the physical wviral map. For this , we used DNA recombination
technigues, and built hybrid wviral genomes between PstI-Aval
fragments of wild type and mutant PM2 DNA. By transfection of
the host bacterium . =ssosiizns BAL31., we found that the viral
progeny was defective 1in DNA replication when the infectant
genome was composed by PstI-Aval fragment of 7.5 Kb ts and 2.5 Kb

wt.




xvii

Futhermore, we verified that the progeny obtained post
transfection were defective in viral DNA synthesis.

Therefore, our results localize the replication gene of
bacteriophage PMZ in the PstI-Aval fragment of 7.5 Kb.

Then, we circumscribed the localization of the mutations,
specifically defining in which portion of the PstI-Aval fragment
they were found. Viral hybrid genomes were constructed between
3.6 Kb and 6.9 Kb Sau 961 fragments. When BAL31 cells were
transfected with these viral hybrid genomes, it was found that
the ts phenotype in DNA replication was present when the genome
of viral progeny had the 3.6 Kb ts fragment.

The results obtained indicate that the two ts mutations in
DNA replication of bacteriophage PM2 are located in the 2.6 Kb

Sau 961 fragment, far from of the viral replication origin.




I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes bibliograficos

Nuestro sistenia de estudio es el formado por el bacteridfago
PM2 y su bacteria huésped Alteromonas espejiana BAL 31, aislados
en 1968 de agua de mar en la Costa Central de Chile (11,12). Esta
€S una Dbacteria ma{ina gram negativa que se caracteriza por
poseer un sb6lo flagelo polar y cuya temperatura optima de
crecimiento oscila entre 28°C y 30°C.

Por otra parte el bacteridéfago PM2 es un virus icosaédrico
cuyos componentes estructurales son, una proteina de 46 KDa que
forma las espiculas del virién, una proteina de 26 Kda que forma
la cubierta de la particula viral, y mas al interior una bicapa
de fosfolipidos que rodea la nucleocdapsula, que a su vez esta
constituida por dos proteinas, una de 12,5 KDa relacionada con
la bicapa lipidica y la otra de 6,6 KDa, gue estd relacionada con
el DNA viral.(Figura 1). El genoma de PM2 corresponde a una
molécula de DNA circular de doble hébra sobreenrollada (13) con
aproximadamente 50 vueltas supernumerarias gque pesa 6,6x106 Da.

Con respecto al sistema de repLiéacién de PM2 los
antecedentes que se tienen hasta el momento son los siguientes:

— A tiempés tardios en la infeccidn con el fago silvestre se ha
demostrado la existencia de dos intermediarios precursores del
DNA viral maduro, uno de ellos corresponde a una molécula de DNA
doble hebra circular relajada cuyo coeficiente de sedimentacion

1
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FIGURA 1: Estructura esquematica del bacteriofano PM2.
Se muestra el DNA, la membrana correspondienle

a una bicapa lipidica y las cuatruo proteinas
estructurales (7).
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es de 21 5. El otro intermediario es una molécula de DNA de doble
hebra circular relajado que posee un brazo de doble hebra cuya
longitud variable nunca es mayor que el largo del genoma total,
que tiene un coeficiente de sedimentacién de 24 S y que
corresponde al genoma viral en replicacién. Este intermediario
adquiere relevancia puesto que ha permitido postular que 1la
replicacién del bacteridfago se realizaria mediante un mecanismo
de circulo rotatorio (14).

El modelo de replicacién via circulo rotatorio, de acuerdo a
lo ya descrito para el Dbacteridfago X 174 cuyo genoma
corresponde a una molécula de DNA circular simple hebra, la cual
se ha denominado hebra positiva(+) Figura 2, se caracteriza
porque al infectar su bacteria huésped adquiere una hebra
complementaria negativa (=) que le permite adoptar una
conformacidn de DNA circular doble hebra sobreenrollado
denominada forma replicativa I (RFI). Para que se inicie el
evento replicativo es necesaria la conversién del RFI en DNA
doble hebra circular relajado, forma replicativa II (RFII). En
esta conversién interviene una endonucleasa especifica para el
sitio ori de replicacidén que es codificada por el fago. Esta
enzima cliva la hebra (+) de la molécula relajdndola y generando
un extremo 3'0OH 1libre. A partir de este extremo 3'0OH 1libre
comienza la sintesis de una nueva hebra (+), al mismo tiempo el
otro extremo de la hebra comienza a ser desplazado y la hebra
simple estabilizada por proteinas de unién al DNA. Una vez gue la

nueva hebra sintetizada alcanza el sitio de origen, la misma
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endonucleasa sitio ori-especifica provoca un nuevo corte que
genera un DNA de simple hebra circular similar al original y otra
molécula RFII que reinicia el ciclo. En este fago el origen de
replicacién se ubica dentro del segmento de DNA viral que
codifica la endonucleasa sitio ori-especifica, proteina A
(16.19). Esta estrecha relacién espacial entre sitio origen vy
proteina especifica se ha encontrado en otros sistemas que usan
el mismo mecanismo de replicacidén, como por ejemplo : fagos
filamentosos como fd en que el sitio ori se encuentra en una
regidn inmediatamente adyacente al gen que codifica la
endonucleasa sitio ori-especifica (3, 27, 28), y plasmido pT181
cuyo ori se encuentra dentro de la secuencia que codifica la
endonucleasa especifica, Rep C (19, 20, 24).

Mediante andlisis bioquimico se han logrado identificar en
PMZ algunos mutantes termosensibles (ts) en replicacién (8).
Estudios genéticos a partir de una coleccidn de mutantes
termosensibles de PM2 permitieron determinar la existencia de
cinco grupos de complementacién o cistrones y ubicar las
mutaciones en un mapa genético parcial (1). Se ha demostrado
también que mutantes en el cistron I del fago producen, en
condiciones permisivas (20°C) viriones infectivos con algunas
propiedades alteradas como estabilidad térmica y rango de
huésped, lo cual podria ser atribuible a cambios en proteinas
estructurales (8). En el cistrén IV, mediante electroforesis se

identificaron dos mutantes ts en los cuales las bandas de DNA




viral en células infectadas con estos mutantes en condiciones
restrictivas (30°C), eran escasamente visibles al compararlas con
aquellas observadas en una infeccién wutilizando el fago
silvestre. Esto sugiere que dicho cistrén codifica una funcién de
replicacién del DNA viral (8). Ademds del mapa genético parcial
antes mencionado, el uso de enzimas de restricciéon ha permitido
la confeccién de un detallado mapa fisico de PM2 (2). Por otra
parte, mediante marcacién radiactiva del DNA viral en replicacién
y posterior analisis de la distribucién de la marca, se determind
que el sitio ori de replicacidn se encontraba en el fragmento
HindIII-4 (Figura 3) (1, 36).

Es importante mencionar que todo lo descrito para la
replicacion tipo circulo rotatorio se refiere a fagos con DNA de
simple hebra y a pléasmidos de la familia de pT181 que. teniendo
genoma de DNA de doble hebra, generan y acumulan inicialmente
circulos de wuna hebra. Como en PM2 no se han descrito
intermediarios de wuna hebra y el precursor de 245 muestra
claramente un brazo de doble hebra en toda su extensién, este
genoma constituye un sistema uUnico para estudiar el modelo en DNA
de doble hebra. Todo esto ha motivado que nuestro laboratorio
esté interesado en caracterizar el sistema de replicacién del
bacteridfago PM2 y nos preguntamos si esta estrecha relacidn
espacial descrita entre proteina iniciadora y sitio ori puede ser
postulada para PM2. Se considerdé que una manera de ayudar a
esclarecer el proceso de replicacién de PM2 era determinando la

localizacién de las dos mutaciones termosensibles en replicacién
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del bacteridfago PMZ.

Se utilizaron los dos mutantes ts en replicacién de PM2 que
mapean en el cistron IV: PM2 ts71 y PM2 ts79 (8). Como estrategia
experimental tendiente a resolver la problematica expuesta se
propuso la construccién de genomas virales hibridos entre
segmentos del DNA de PM2 silvestre vy mutante generados por las
enzimas de restriccién Pstl y Aval (Figura 3), y el andlisis
posterior del fenotipo de los fagos resultantes.

La generaccion de genomas virales hibridos entre fragmentos
PstI-Aval mutantes y silvestres del DNA de PM2 tuvo dos
enfoques;uno de ellos, la construccidén de plasmidos recombinantes
que llevaran inserto ya sea fragmentos o el genoma total del
bacteridfago PM2, en el vector de clonamiento pUC19 de manera de
obtener un stock de plasmidos recombinantes del cual fuera facil
recuperar el DNA viral que se usaria para generar los genomas
virales hibridos. La alternativa fue partir del genoma wviral
obtenido directamente de los fagos, mutante y silvestre. Una vez
construidos estos genomas hibridos se transfectd la bacteria
huésped 4. espeiiana BAL31, se hizo un andlisis de la progenie
resultante y se determind la naturaleza de la funcién alterada
en los fagos progenie con fenotipo mutante.

Después de haber localizado 1las dos mutaciones ts en
replicacién en un determinado fragmento PstI-Aval del mapa fisico
viral, por analisis posterior se asignaron ambas mutaciones a un

fragmento Sau 96I de 3,6 Kb.




II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Medios de cultivo y soluciones

Medio AMS : NaCl 26,0 g; KCl1 0.7 g; MgSO4 7 Hy0 8,0 g; CaCl,.2H,0
1,5 g por litro de agua bidestilada
Medio NB : Nutrient Broth al 8,0 %
Medio AMS-NB : caldo nutritivo 0,8% en AMS
Medio LB : Triptona 10,0 g: extracto de levadura 5,0 g; NaCl
5,0 g por litro de agua bidestilada
AM5-Mg : MgS50,.7H,0 12,0 g: KCL 0.7 g: CaCl,.2H,0 por litro de
agua bidestilada
AMS5-MgNB : NB 8.0 g en 100 ml de AMS-Mg
Medio minimo M9 Na,HPO, 0,6 g: KHyPO, 0.3 g; NaCl 0,05 g;
NH4Cl 0,1 g; agar 1,5 g; 100 ml de H50,
esterilizar Y enfriar a 50°C para
posteriormente agregar MgSO, 1M 0.2 ml;
CaCl, 1M 0,01 ml: glucosa al 20% 1,0 ml;
Tiamina-HCl 1M 0,1 ml.

Agar base : agar al 1.5% en medio AMS-NB o agar al 1,5% en medio LB

Agar blando : agar al 0,5% gque contiene triptona al 0,8% en medio

AMS.
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2.2 Soluciones

Solucién de BrEt : 5,0 mg/ml. Se usa a una concentracién final de

0,5 ug/ml

Solucidén disruptora 5X : 5% SDS;: 25% glicerol v/v; 25 mM EDTA Na
pH 7.2.

Solucidén Tris—-Calcio : 50 mM CaCl,; 10 mM Tris HC1l (pH 8,0)

Solucidén de X-Gal : 20 mg/ml de Xgal en N,N' dimetilformamida.

Solucién de IPTG (0.1M) : IPTG 1.2g en 50 ml de H50

2.2.1 Soluciones en preparacién de DNA plasmidial

Solucidén I : 50 mM Glucosa en 25mM Tris-HC1l, pH 8.0
Solucidén II : 1% SDS en 0.2 N NaCH
Solucidon III : 3 M acetato de sodio; 2 M 4&cido acético

Solucién STE : 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA en 10 mM Tris-HCl

2.2.2 Soluciones para reacciones enzimaticas.

Con Aval vy PstI : 50 mM NaCl; 10 mM MgClZ; 1 mM DTT en 10 mM
Tris—-HC1l pH 7.5
Con Sau 96I : 50 mM acetato de potasio; 20 mM Tris acetato: 10 mM
acetatato de magnesio; 1mM DTT, pH 7.9.
DNA ligasa de T4: 5 mM MgCl: 5 mM DTT; 1 mM ATP; 50-100 ug/ml

BSA en 6,6 mM Tris HCl, ph 7,6




2.3 Tampones
BD : 1 M NaCl en 20 mM Tris HCl,pH 8,1
TE : 1 mM EDTA en 10 mM Tris HCl, pH 8.0

GLD : 0,25 % de azul de bromofenol, 35 % de glicerol

TAE : 1 mM EDTA en 40 mM Tris acetato, pH 8,0

E : 4 M Tris; 0,1 M EDTA; 0,5 M acetato de sodio, pH 7.8
HMP-citrato 10X : 62,5 mM Na,yHPO,.12H,0; 29,4 mM KH,PO,; 1 M

citrato trisddico 2H,0, pH 7.2

2.4 Antibidticos

Se utilizdé ampicilina (Ap)., Yy <cloranfenicol (Cn), de
Laboratorios Chile. Para £.ccii la concentracion de Ap empleada

fue de 50 ug/ml y la de Cn 35 ug/ml.

2.5 Enzimas y DNAs

— Endonucleasa de restriccién Aval, Pstl, Sau 961 y DNA ligasa
de T4 (Biolabs Inc.USA)
— Lisozima (Sigma, Chemical Company USA)
— DNA del Dbacteriofago PM2
— DNA de plasmidos pUC; DNA del bacteriofago lambda digerido
con HindIII; DNA del bacteridéfago X 174 digerido con HaelIll
fueron donados por S.Pichuantes.
— DNA de los plasmidos pPM31, pPMts20, pPM83 y pPM 4.19.11, los
cuales corresponden a plasmidos hibridos que llevan inserto el
DNA total de PM2 silvestre (pPM3l1) y mutante ts71 (pPMts20);

los fragmentos silvestres PstI-Aval de 7,5 Kb (pPM83) y el de

11



2,5 Kb (pPM4.19.11) clonados en pUCS, fueron obtenidos en

nuestro laboratorio.

2.6 Cepés bacterianas.

-

Se utilizd como célula huésped del Dbacteridfago PM2
a #~A.espeiians BAL31 aislada de agua de mar por Espejo vy
Canelo (11.12).

E.coili cepa JM 109: (enddl, recAl: syrA96, thi, hstl?{rk;, mk+)

relAl, supE44, X . A (lac—proAB). [F',traD36, proAB, laciqZ/ M15].

E.coli cepa JA 221: rec Al, leu B6, trp A ES5, hsd R™, hsdM’,
lacY para la transformacidén con 1log plasmidos hilibridos entre

pUCLl9 v el inserto de interés.

2.7 Bacteridfagos

Se utilizaron el bacteridfago PM2 tipo silvestre, aislado y
descrito por Espejo y Canelo (11), y 1los fagos mutantes
termosensibles en replicacidn de DNA del bacteridfago PM2, ts71 y

ts79 (8).

2.8 Cultivog bacterianos.

Se cultivé A.espejiana en medio AMS-NB con agitécién
constante a- 26-28 °C. El cultivo se prepard con un inoculd
crecido la noche anterior vy se cuantificd el crecimiento

midiendo la D.C a 570 nm. Los cultivos se usaron en fase de
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crecimiento estacionario para la cuantificacidén del virus, y en

fase de crecimiento exponencial para los diversos experimentos.

2.9 Suspensién de PM2 (Lisado de #A.espeiiana).

Diez ml de medio AMS-NB se inocularon con #. espejiana BAL31
tratando de obtener una DO de 0.050-0.100 a 570 nm. Se crecieron
las células a temperatura ambiente con agitacién continua hasta
una DO de 0.250-0.300 a 570 nm. Se infectdé con una placa de lisis
fresca, se dejd en reposo por 10-20 min para la adsorcidn del
fago y se continud agitando hasta lisi celular total. Al lisado
se le adiciondé NaCl y benzamidina a una concentracién final de
1 M Yy 4 mM rspectivamente, posteriormente se centrifugd por
15 min a 12.100 g, para eliminar restos celulares y se guardd el
lisado a 4°C.

Los procesos de centrifugacion utilizando tanto centrifuga

Sorvall como microcentrifuga Eppendorf fueron realizados a 4°C

2.10 Purificacidon de PM2Z2 (11).

Se infectd un cultivo celular de aproximadamente 600 ml a
una D.O de 0.250-0.300 a 570 nm con una alicuota de suspensién
fresca de PM2 de modo de tener una relacidén fago : bacteria menor
de 1.

Una vez obtenido el lisado celular total se dejé en hielo
por 30 min. Todos los pasos siguientes se realizaron a 4°cC.

Se centrifugd el lisado por 20 min a 12.000 g. Al sobrenadante de
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centrifugacion se le adiciond PEG 6.000 al 6% (p/v) y NaCl hasta
una concentracioén final de 1 M y se dejd que sedimentara toda la
noche. Se centrifugé a 5.900 g por 40 min y el sedimento
obtenido se resuspendid® a homogeneidad en tampén BD frio y se
centrifugd por 15 min a 12.000 g. El sobrenadante resultante se
transfiridé a un tubo limpio y el sedimento se resuspendid¢ en una
nueva alicuota de tampdn BD frio. Este procedimiento de
transferir el sobrenadante y resuspender el pellet en tampdn BD
frio, se repiti¢ tantas veces como fue necesario para eliminar la
mayor cantidad de restos <celulares. El wvolumen total de
suspensién de fagos obtenido al final se centrifugd por 20 min a
12.000 g y el sobrenadante se centrifugd por 90 min a 100.000 g
para sedimentar el fago. Los sedimentos virales se resuspendieron
en tampon BD y se dejaron en reposo toda la noche a 4°C. Los
fagos resuspendidos se purificaron en una gradiente de CsCl (2g
en 5 ml de tampdédn BD), mediante centrifugacién por 8 h a
125.000 g , se recuperd de la gradiente la banda opalescente con
el fago y se dejd en reposo toda la noche a 4 °C en tampoén BD

y luego se concentrd el fago por centrifugacidén a 112.000 g por

75 min. El fago fue finalmente resuspendido en 50 ul de tampédn

BD.

2.11 Cuantificacién del Bacteridfago

A 2.5 ml de agar blando a 37°C se adicionaron 0,3 ml de
células BAL31 en fase estacionaria y 0.1 ml de 1la diluciédn

apropiada del bacteridéfago en tampédn BD. Esta mezcla se virtioé
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sobre agar AMS-NB y las placas se incubaron toda la noche a 20°C

o 30°C segun fuera el caso.

2.12 Preparacién del DNA de PM2

El fago purificado se diluy¢ en tampén TE hasta completar un
volumen de aproximadamente 1 ml, se agregd SDS a una
concentraciéon final de 1% y se agitd suavemente a temperatura
ambiente, hasta aclaramiento total de la suspensién. Se
realizaron 3-4 extracciones de protelnas., la primera extraccidn
con un volumen de fenol y las siguientes con un volumen de fenol:
cloroformo: alcohol iscamilico (25:24:1). En cada extraccién se
centrifugd la suspensioén a 3.000 g por 5 min a 4°C. Las fases
fendélicas se extrajeron con medio volumen de tampén TE. Se
reunieron las fases acuosas y se extrajo una vez con un volumen
de cloroformo: alcohol iscamilico (24:1). A la fase acuosa final
recuperada se le agregd 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M,
pH 6.0 y 2.5 wvolumenes de etanol absoluto y se dejdé para
sedimentacién toda la noche a -20°C. El DNA se colectd
centrifugando 30 min a 12.000 g y a 4°C, el sedimento seco se
resuspendid en tampon TE. El DNA se analizdé mediante
electroforesis en un minigel de agarosa al 0,7% y las bandas de
DNA se wvizualizaron después de tincion del gel con BrEt vy

exposiciédn a luz UV.
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2.13 Preparacion de DNA plasmidial

a) en pequefia escala

Todas las centrifugaciones fueron realizadas en
microcentrifuga Eppendorf.

Se inocularon clones de £.cc0ii en medio LB y Ap (50 ug/ml),
y se incubaron toda la noche a 37°C. Alicuotas de 1,5-3,0 ml de
cultivo se centrifugaron por 2 min para colectar las células. El
sedimento celular se resuspendid en 100 ul de solucién I (10 mM
EDTA; 50 mM glucosa en 25 mM Tris—-HCl, pH 8.0) helada y se incubd
a 4°C por 2,5 min y luego a temperatura ambiente por otros 2.5
min, posteriormente se adicionaron 200 ul de solucidén II (1% SDS
en 0.2 N NaOH), se mezcld por inversién y se incubd a 4°C por 5
min. En seguida, se adicionaron 150 ul de solucién III (3 M
acetato de sodio; 2 M &acido acético), se mezcld por inversion,
se incubd a 4°C y se centrifugd por 5 min. La fase acuosa se
extrajo con un volumen de fenol: cloroformo: alcohol isocamilico
(25:24:1) y una ultima extraccién con un volumen de cloroformo:
alcohol iscamilico (24:1), después de cada adicién de la mezcla
de solventes se incubd a 4°C por 30 s y se centrifugd por 4 min,
al volumen final de fase acuosa recuperada se le adicionaron 2.5
volumenes de etanol absoluto se mezcld por inversion y se dejé
durante toda la noche a - 20°C. El DNA obtenido se colectd por
centrifugacion a 4°C y fue resuspendido en tampén TE o en agua
desionizada estéril.

El DNA de cada clon se analizo por electroforesis en gel de
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agarosa al 0.7 % y se visualizd con luz UV.

b) en gran escala

Se inoculd una alicuota de un cultivo de noche en 100 ml de
medio LB con Ap (50 ug/ml) y se incubd con agitacién a 37°C por
aproximadamente 4,5 h hasta alcanzar una DO de 0.600 a 590 nm. En
ese momento se adicioné Cn (170 ug/ml) y se continudé la agitacién
durante toda la noche. Al dia siguiente las células se colectaron
por centrifugacidén a 1.900 g por 15 min. El sedimento celular se
resuspendié en 10 ml de una solucidén fria de STE. Posteriormente
se centrifugd a 4.300 g por 10 min, y se descartd el
sobrenadante. El precipitado se resuspendid en 2 ml de solucién I
conteniendo lisozima (4 mg/ml). Luego de mantener en hielo por 15
min, se agregaron en orden la solucion IT y la solucioén III
incubando a 4°C por 15 min cada vez.

La suspensién se centrifugdé a 12.000 g por 30 min, al
sobrenadante se agregd igual volumen de isopropanol y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min, se centrifugdé a 12.000 g por 20
min, se elimindé el sobrenadante y sedimento se resuspendid en
1 ml de tampéon TE. A la suspensién se adiciondé RNAsa (10 mg/ml) y
se incubdé a 65 ©°C por 15 min, terminada ésta incubacién se
adicionaron 500 ul de una solucién conteniendo PEG al 30% y NacCl
1,5 My se incubd 30 min en hielo. Posterior a una centrifugacién
a 12.000 g por 30 min, el sedimento se resuspendid en 500 ul de

tampon TE. Luego se realizaron dos extracciones con fenol:
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cloroformo: alcohol isocamilico y una extraccién con cloroformo:
alcohol iscamilico. Se dejdé sedimentar en 2,5 volumenes de
etanol mas 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M. Finalmente se
colectd el DNA centrifugando en microcentrifuga a 4°C y el
sedimento seco se resuspendid en tampén TE.

La muestra se analizd por electroforesis en gel de agarosa

al 0,7% y se visualizd con luz U.V.

2.14 Infeccion de esferoplastos de A. espsjians BAL31 con

DNA purificado de PM2 (38)

Diez ml de cultivo fresco de BAL31 se dejaron 1 min en
hielo, luego se centrifugd por 5 min. Todo el procedimiento se
realizé a 4°C. El sedimento celular fue resuspendido en 0,2 ml
de BD frio y se dejdé incubando 1 min, enseguida se agregaron
16 ul de lisozima (2 mg/ml en HMP-citrato), se incubdé durante 2
min y se adicionaron 24 ul de solucidén de EDTA al 4 %, se dejo
incubando durante 9 min para posteriormente agregar 0,8 ml de
MgAM5-NB e incubar por 10 min adicionales. Los esferoplastos se
dejaron en hielo por 5 min para su transfeccién.

A 100 ul de esferoplastos se agregd una muestra de DNA en
tampén HMP-citrato hasta completar un volumen final de 250 ul, y
se incubd durante 15 min a 4°C. Posteriormente se adicioné 0,8 ml
de AMS-NB y se plaqued¢ inmediatamente en placas AMS-NB para

cuantificar infectividad.
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2.15 Deteccidn de DNA viral intracelular (8)

Se infectaron 2 ml de células BAL31l crecidas en AMS5-NB hasta
una DO de 0.300 a 570 nm (aproximadamente 2x108 cel/ml) vy
equilibradas a 30° C, de manera de tener una concentracioén
aproximada de 3,0x10° ufp/ml (m.o.i = 15), después de 35 min
1,5 ml de células infectadas se centrifugaron por 3 min en
microcentrifuga, se elimin¢é el sobrenadante y el sedimento fue
resuspendido en 100 ul de solucién disruptora. Las muestras se
guardaron a —20°C para posteriormente realizar la electroforesis.

Como control se realizd en cada ensayo una infeccién con el

fago silvestre.

2.16 Electroforesis en gel de agarosa (33)

a) Agarosa de tipo II

Se disolvid agarosa tipo II por ebullicién en tampén E a una
concentracidn final de 0,7 %. Se cargaron las muestras de DNA
resuspendidas en tampon TE, mé&s tampdén de carga. Se utilizé
tampdédn Tris acetato como tampén de corrida.

Se corrid la electroforesis por 3 h con un voltaje constante
de 30-40 wvolts cuando fueron minigeles. Para geles de mayor
tamafio, se empled un voltaje constante entre 40-50 volt.

Se wutilizdé como estandar de peso molecular el DNA del
bacteridfago lambda digerido con la enzima Hind III y DNA del

fago 0X 174 digerido con Hae III. Esto permitid calcular el PM
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relativo y la concentracién aproximada de las muestras.
b) Agarosa de bajo punto de fusidn

Se disolvidé la agarosa por ebullicién en tampén E a una
concentracién final de 1 %. El tampén de corrida utilizado fue
Tris acetato, la electroforesis se corrid con un voltaje

constante de 40-50 volt y las bandas se visualizaron con luz UV.

2.17 Extraccion del DNA de geles de agarosa de bajo punto de

fusiodn

Se cortd el trozo de gel que contenia la banda de DNA de
interés y se traspasd a un tubo de 15 ml y se fundié a 65°C por
5 min, se le adiciond luego 5 volumenes de tampén TE a
temperatura ambiente y se volvié a calentar otros 5 min a 65°C.
Una vez enfriada la solucidn se realizd una extraccioén con fenol
y otra con fenol: cloroformo (24:1). A 1la fase acuosa que
contenia el DNA se le adiciond 0,1 volumen de acetato de sodio
3 M, 2 volumenes de etanol absoluto y se deijid a -20°C durante
toda la noche.

El DNA se colectd por centrifugacidén a 5000 g por 20 min a

4°C, y fue resuspendido en tampén TE.

2.18 Reacciones enzimaticas

a) Reaccidén de restriccidn

Se llevd a cabo en un volumen final de 40 ul el que contenia




la muestra de DNA en agua bidestilada, 1/10 de tampén salino
10X requerido por la enzima de restriccién utilizada, agua
bidestilada necesaria para completar un volumen final deseado, y
sobre esta mezcla se adiciond 1-2 ul de la enzima de restriccidn
respectiva, luego se incubd a 37°C por 2 h. La reaccioén se detuvo
por congelamiento de la muestra a -20°C . La reaccién de
restriccion se verificdé por electroforesis en gel de agarosa al
0.7 %.

Cuando se realizdé restriccién doble con PstI y Aval, debido
a que ambas enzimas son activas en las mismas condiciones
salinas, se agregd después de la primera incubacién enzimatica la

segunda enzima y se incubdé nuevamente a 37°C por 2 h.

b) Reaccidén de ligamiento

Se llevd a cabo en un volumen final de 20 ul gue contenia el
DNA para ligar, 1/5 de volumen de tampén salino 5x, 1 ul de ATP
100 mM y 1 ul de DNA ligasa de T4 100 U/ul. La mezcla se 1incubd
durante toda 1la noche a 12 ©C. La reaccién se verificd por

electroforesis en gel de agarosa al 0,7 %.

2.19 Construccién de genomas virales hibridos entre

fragmentos del DNA de PM2 silvestre Yy mutante.

El DNA de PM2, tanto de 1los fagos mutantes como el del
silvestre, fue digerido con la(s) enzima(s) de restriccién

correspondiente(s), generdndose, en un caso los fragmentos PstI-
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Aval de 7,5 y 2.5 Kb, v en el otro los fragmentos Sau 96I de 6,9
y 3,6 Kb, los cuales fueron separados y recuperados después de
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusidn

Una vez verificada la recuperacién de los fragmentos en una
electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % , se procedid a generar
genomas virales hibridos, incubando las combinaciones respectivas

de fragmentos con DNA ligasa de T4.

2.20 Preparacion de bacterias £.cmii competentes. (33)

Se inoculd medio LB con 1/100 de volumen de cultivo de 18 h
de E.coli y se crecid en agitacién a 37°C hasta alcanzar una DO
de 0,500-0,600 a 570 nm. Todo el procedimiento se realizd en
frio. Las células se colectaron por centrifugacidén a 5.900 g por
5 min, el sedimento se resuspendid en 1/2 volumen de Mg50,4 10 mM
frio y se incubdé 10 min a 4°¢, luego se centrifugd a 5.900 g por
5 min, el sedimento se resuspendid en 1/2 volumen de Tris—-Calcio
pH 7.8 frio y se incubd en hielo por 20 min. Las células se
colectaron por centrifugacidén a 3.000 g por 5 min, y el sedimento

se resuspendié en 1/10 de volumen de Tris-Calcio frio.

2.21 Transformacién de &.coocii (33)

A 100 ul de células competentes se agregaron 5 ul de MgC12
100 mM y DNA plasmidial y Tris—Calcio hasta completar un volumen
final de 150 ul. Esta mezcla se incubd 30 min, y luego se did un

pulso de calor a 42°¢ por 2 min. La mezcla se diluyd con medio LB
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Yy se incub¢ con agitacidén a 37°% por 60 min. Se centrifugd a
1.000 g por 3 min a temperatura ambiente, las células se
resuspendieron en 200 ul de medio LB y se sembraron en Agar-LB
con el antibiético de seleccién. Las placas se incubaron a 37°C
toda la noche.

Cuando se transformd¢ la cepa de £.coii JM 109, con el fin de
identificar clones transformantes por el desarrollo de colonias
blancas, las placas de agar LB-Ap fueron previamente incubadas

alrededor de 30 min con Xgal (40 ug/ml) e IPTG (0,5 mM).
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III. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

S:3 CLONAMIENTO DEL DNA DE PM2 MUTANTE ts79

La estrategia utilizada en el clonamiento del genoma viral
mutante ts79 en el vector pUCl9 se encuentra esquematizada en la
Figura 4.

El plasmido pUCl9, posee el gen ampr que confiere a la célula
la capacidad de crecer en un medic selectivo con Ap y también
presenta una porcidén del gen lac Z de £. cwmii. Si este plasmido
es introducide en £. czli lac , en placas con el indicador
apropiado da origen por complementacidén a colonias azules lact,
pero originara colonias blancas lac cuando el fragmento del gen
lac Z del plasmido ha sido interrumpido al clonar el fragmento de
DNA en cualquiera de los sitios de restriccidn que presenta.

Debido a lo anterior este vector permite seleccionar los clones

transformantes, ya sea por su resistencia al antibidético Ap., o

bien combinando ambas caracteristicas, es decir , su resistencia
a Ap y la formacidén de colonias blancas en £. coii lac

La transformacion de £. cwmli JA 221 se realizd con la mezcla
de los productos de ligacioén entre pUCl1l9 v el DNA total del
mutante de PM2 ts79. Se obtuvieron 80 clones ampr y se utilizaron
50 colonias para realizar el andlisis plasmidial a través de
mini-preparaciones de DNA. La 1identificacidén preliminar de

aquellos clones gue poseian el plasmido recombinante se realizé

24




25

Mapa de restriccion de PM2 Mapa de restriccion de pUC
Hpa ll
Pst] Aval
Accl
Bst N1 Hindlll  Soll BomHI EcoRl
~7.5Kb 1 1 1 ! ! 't

DNA PM2
10.090 pb

Digestion enzimatica Pst 1

Tratamiento con DNA ligasa de T4
Transformacion de E.coli

Seleccion por Amp'

PM2 P2
Aval
~7.5 Kb ~7.5 Kb
Aval
~2.5Kb
~2.5 Kb
Pstl Pst1 it
st
PStI Aval
= Avo ]
pucC pucC

FIGURA 4: Estrategia de clonamiento del genoma
total de PrZ.
& y b muestran las dos posibles orientaciones
del inserto en el plasmido recombinante.
Los plasmidos recombinantes pPM31l, pPMts20 y
pPMEs79 1levan en la orientacion b el genoma
de PMZ si1lvestre, ts71 y ts79 respectivamente.




FIGURA 5 ANALISIS ELECTROFORETICO DEL INSERTC DEL PLASMIDO
RECOMBINANTE pPMts79.

El DNA del plasmido pPMts79 fué digerido a 37°C por 120 min
con Pstl y cargado en un gel de agarosa al 0,7 %. La
electroforesis se realizd a 35 wvolt durante 3 h. Se usd como
control el plasmido recombinante de 12,7 Kb pPM31. Carril 1; DNA
de pPM31: carril 2: DNA de pPMts79: carril 3 : DNA del
bacteriéfago lambda digerido con Hind III y carril 4 : DNA de
pPMts79 digerido con Pstl.

Formas de DNA R: circular relajada;: SE: circular sobreenrollada y
L: lineal
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por medio de electroforesis en gel de agarosa. En este analisis
se utilizé come control de peso molecular el plasmido pPM31 que
corresponde al DNA total de PM2 silvestre clonado en pUCYO y tiene
un tamafioc de 12,7 Kb. En la Figura 5, carril 2, -se observa que
uno de los plasmidos hibridoes, pPMts79 presenta el mismo patron
de bandas que el control‘de 12,7 Kb (comparar con -<carril 1).

Se verificd la presencia de un inserto corr?spondiente a la
molécula de DNA de 10.2 Kb del DNA de PM2 ts79, por digestiodn con
la enzima PstI del DNA de 1los 50 "clones recombinantes
seleccionados en primera instancia. En la Figura 5, carril 4,
observamos que después de digestidén con Pstl, pPmits79 dio origen
a una banda de 10,2 Kb que corresponderia al DNA del mutanie ts79

v una banda de 2.7 Kb del DNA del vector pUC19.

3.2 CLONAMTENTO DEL FRAGMENTO DE 2.5 Kb DEL DNA

DE PM2 ts71 y ts79

La estrategia de clonamiento de los fragmentos de 2,5 Kb
PstI-Aval del DNA de los mutantes ts71 y ts79 implicod el
aislamiente del fragmento para ser insertado en el vector pUCL9.
Para tal efecto se digirié el DNA de los fagos mutantes en
replicacidn, ts&l Yy ts79, con las enzimas de restriccién PstI y
Aval, luego se procedié a s=eparar los fragmentos resultantes
mediante electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusién

Yy se recuperaron del gel los fragmentos de 2.5 Kb PstI-Aval de

ambos mutantes. Se realizd un andlisis electroforético del DNA
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recuperado y se compard¢ la posicién de la banda con bandas del
DNA de lambda digerido con HindIII.

El fragmento Psti-Aval de 2,5 Kb de cada uno de los mutantes
de PM2, ts71 ? ts79, fue mezclado independientemente con pUC19,
que habi§ sido digerido previamente con ambas enzimas.
Posteriormente se incubd la mezcla de DNAs con la enzima DNA
ligasa de T4, lo que debiera generar una molécula hibrida de 5,2
Kb, como se encuentra esquematizado en la Figura 6.

Se tranformd £. crli en forma separada con cada una de las
mezclas de ligacidn, es decir , una en que se ligo pUCL19 con el
fragmento de 2,5 Kb PstI-Aval del mutante ts7l1, y otra, en la
cual PUC19 se 1ligd con el fragmento de 2.5 Kb PstI-Aval del
mutante ts79. Los clones resultantes de la transformacion fueron
seleccicnados por su resistencia a Ap ¥y por la formacidén de
colonias blancas en placas que contenian el sustrato cromdgeno
Xgal y el inductor IPTG. Se procedidé al analisis de las 10

colonias Dblancas Ap?

obtenidas. determinande primero si
presentaban el pladsmido hibrido del tamafic esperado de 5.2 Kb,
para lo cual se preparon DNA plasmidial seguido de una
electroforesis en gel de agarosa. En la Figura 7, carril é,
observamos gque el plasmido hibrido pPMtsl presenta. el mismo
patron de bandés que el pléasmido hibrido control pPM4.19.11, cuyo
inserto es el fragmento silvestre PstI-Aval de 2.5 Kb.

Para verificar el inserto viral, el DNA plasmidial hibrido de

5.2 Kb se tratd con la enzima de restriccidén Pstl y se realizéd

una electroforesis del DNA plasmidial en gel de agarosa. En la
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Pst 1 Aval

~2.7 Kb

FIGURA 6 ESQUEMA DE PLASMIDO RECOMBINANTE CON INSERTO VIRAL DE
2:9 Kb.

Los DNA de los fagos ts71 y ts79 fueron digeridos
independientemente con PstI y Aval, los fragmentos separados por
electroforesis y recuperado del gel el fragmento de 2.5 Kb. Se
ligd este fragmento con el DNA de pUC19 linearizado con Pstl y
Aval, se transform¢ £&.c0ii JIMI09 y se seleccionaron colonias
resistentes a ampicilina y blancas en presencia de Xgal.

pPMts71 = plasmide recombinante con inserto de 2,5 Kb de fago
mutante ts71

pPMtsl0 = plésmido recombinante con inserto de 2,5 Kb de fago
mutante ts79
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FIGURA 7 ANALISIS ELECTROFORETICO DE UNO DE LOS PLASMIDOS
RECOMBINANTES pPMtsl.

El DNA del pldsmido pPMtsl fué digerido a 37°C por 120 min
con Pstl vy cargado en wun gel de agarosa al 0,7%. la
electroforesis se realizé a 35 volt durante 3h. Se usd como
control el plasmido recombinante de 5.2 Kb pPM4.19.11. Carril 1:
pPM4.19.11;:; carril 2: DNA del plasmido pPMtsl: carril 3: DNA del
fago lambda digerido con Hind III y del fago @X174 digerido con
Hae III; carril 4: DNA de pPMtsl digerido con Pstl.

Formas de DNA R: circular relajado; SE: circular sobreenrollado y
L: lineal
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Figura 7, carril 4 se observa que el DNA del recombinante pPMtsl
digerido con Pstl presenta aumentada la banda de DNA lineal de

5.2 Kb a expensas de las formas sobrenrollada y relajada.

3.3 SUBCLONAMIENTO DEL. FRAGMENTO DE 7.5 Kb PstI-Aval

A partir del plasmido recombinante pPMts79, el cual lleva

inserto el genoma total del bacteridfage PM2 ts79., se did origen

a un plaémido hibrido gque tiene comoc inserto solamente el

fragmento de 7,5 Kb PstI-Aval del DNA de pPMts79 (Fig 8). El
procedimiento experimental consistid enﬂla digestidén del DNA del
plasmido pPMts 79 con la enzima de restriccién Aval que al cortar
el DNA del plasmido pPMts79 en dos sitios, deja 1libre el
fragmento viral de 2,9 Kb v genera una molécula de
aproximadamente 10,2 Kb que contiene el fragmento viral PstI-Aval
de 7,5 Kb. (Fig 8)

Los fragmentos obtenidos de la digestién con Aval se
Separaron en un gel de agarosa de bajo punto de fusién para
recuperar la banda de DNA de 10,2 Kb. Este DNA lineal se tratd
con DﬁA ligasa de T4 y posteriormente se transformdé 1la cepa JM
109. Las colonias transformantes se seleccionaron por su
‘resistencié a Ap. luego fueron replicadas y analizadas-mediante
preparacién de DNA plasmidial. Se andlizaron aproximadamente 20
colonias resistentes a Ap, de las cuales sdlo dos mostraron tener

°

DNA plasmidial hibrido cuyo inserto correspondia al fragmento de
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~7.3Kb

Pst 1

subclonamiento frogmento
Aol mayor
dal DNA de PM2

~7.5 Kb

pPMisll

Pst |

~2.7 Kb

FIGURA 8:

Subclonamiento del fragmento Psti-Aval de 7,5 Kb del DNA de

PMZ 1579.

El plasmido recombinante pPMts79 fue digerido con Aval, para eliminar €l
fragmento de 2,5 Kb. Posteriormente se tratoé con DNA ligasa y se dio

aorigen al plasmido pPMts11 que lleva inserto el fragmento de 7.5 Kb del
mutante ts79




7.5 Kb. En la Figura 9, carril 2 se puede observar que el DNA
plasmidial proveniente de pPMtsll presenta el mismo patrén de
bandas que el plasmido hibrido control pPM83, cuyo inserto es el
fragmento silvestre de 7,5 Kb Pstl y Aval(Fig 9, carril 1). En el
carril 5 de la misma figura se muestra una banda unica del DNA
plasmidial pPMtsll linearizado con Pstl y que corresponde a un
tamafio de 10,2 Kb y en el carril 6, el DNA de pPMtsll digerido
con Pstl y Aval observandose una banda de 7,5 Kb PstI-Aval de

pPMts79 y otra de 2,7 Kb correspondiente al vector.

3.4 DETERMINACION DE LA INFECTIVIDAD DE GENOMA VIRAL

RECUPERADO DE PLASMIDO HIBRIDO

El DNA del pléasmido hibrido pPM31l, que tiene inserto en el
sitio de restriccidén Pstl del plasmido pUCY9 el DNA total de PM2
silvestre, fue digerido con la enzima de restriccién Pstl para
generar dos fragmentos uno de 2,7 Kb correspondiente al vector y
otro fragmento de 10,2 Kb correspondiente al DNA de PM2. Este
fragmento fue recuperado de un gel de agarosa de bajo punto de
fusién y luego tratado con DNA ligasa de T4. Con la muestra de
DNA de PM2 silvestre recuperado y ligado se transfectd la
bacteria huésped #. sspejians BAL31l. La experiencia se repitid en
tres oportunidades y en ninguna de ellas se obtuve placas de

lisis a temperatura permisiva.
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FIGURA 9 ANALISIS ELECTROFORETICO DE UNO DE LOS SUBCLONES QUE
LLEVA INSERTO EL FRAGMENTO PstI-Aval DE 7.5 Kb DEL
MUTANTE ts79.

El DNA del plasmido pPMtsll fué digerido a 37°¢C por 120 min
con Pstl y luego por otros 120 min con Aval y cargado en un gel
de agarosa al 0,7 %. La electroforesis se realizo a 35 volt
durante 3 h. Se usd como control pPM83 que 1lleva inserto el
fragmento de 7,5 Kb de PM2 silvestre con un tamafio de 10,2 Kb.
Carril 1: DNA del plasmido pPM83 ; carril 2 y 4 DNA del plasmido
pPMtsl1l; carril 3: DNA del fago lambda digerido con Hind III;
carril 5: DNA del plasmido pPMtsll digerido con Pstl; carril 6
DNA del plasmido pPMtsll digerido con Pstl y Aval.
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3.5 CONSTRUCCION Y ANALISIS DE GENOMAS VIRALES HIBRIDOS

ENTRE FRAGMENTOS MUTANTES Y SILVESTRE PstI-Aval

DEL DNA DE PM2.

Debido a que no se logro transfectar con el DNA de PM2
proveniente del plasmido hibrido pPM31l, se decidid¢ construir
genomas virales hibridos entre fragmentos mutantes y silvestres
del DNA de PM2.

La estrategia wutilizada para 1la construccién de genomas
virales hibridos entre mutantes vy silvestres se encuentra
descrita en la Figura 10. Consisti¢ basicamente en digerir tanto
el DNA de los dos fagos mutantes, ts71 y ts79, como el del fago
silvestre con las enzimas de restriccion PstI-Aval para luego
combinar fragmentos mutantes PstI-Aval con fragmentos silvestres
PstI-Aval.

El DNA viral silvestre y de los mutantes ts71 y ts79, se
digirid con las enzimas de restricidén Pstl y Ava I, con lo cual
se generaron dos fragmentos de DNA, uno de 7.5 Kb y otro de
2,5 Kb PstlI-Aval. Estos dos fragmentos wvirales, tanto 1los
provenientes del fago silvestre como de los dos fagos mutantes,
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa de bajo
punto de fusidn y luego recuperados a partir de la banda del gel.
En la Figura 11, carriles 1 al 4, 6 y 7 se muestran las bandas de
DNA de los fragmentos de 7.5 Kb y 2.5 Kb PstI-Aval del fago

silvestre y mutante recuperados por extraccién fendlica.
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FIGURA 11 ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS FRAGMENTOS PstI-Aval
DEL DNA DE PM2 RECUPERADOS DE UN GEL DE BAJO PUNTO

DE FUSION.
El DNA de los fagos mutantes y silvestre fue digerido con las
enzimas de restriccion PstlI-Aval, recuperados de un gel de

agarosa de bajo punto de fusion y cargado en un gel de agarosa al
0,7%. La electroforesis se realizd a 35 volt durante 3 h. Se uséd
como control DNA del fago lambda digerido con Hind III y DNA del
fago @#X174 digerido con Hae III. Carriles 1, 3 y 6 DNA del
fragmento de 7.5 Kb del mutante ts71, ts79 y PM2 silvestre:
carriles 2, 4 y 7 DNA del fragmento de 2,5 Kb del mutante ts71,
ts79 y PM2 silvestre; carril 5: DNA del fago lambda digerido con
Hind III y del fago @¥X174 digerido con Hae III.
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Los genomas virales hibridos se construyeron al unir un
fragmento PstI-Aval proveniente del fago mutante con otro
fragmento del fago silvestre, en las dos combinaciones posibles
que se encuentran esquematizadas en la Figura 10. Como lo indica
la figura el fenotipo mutante ts correspondera a agquel genoma
viral reconstituido que no crezca a 30°C.

La mezcla entre fragmentos mutantes y silvestres se trato
con DNA ligasa de T4 con lo cual se dio origen a moléculas de DNA
circular de 10,2 Kb. También se ligaron los fragmentos silvestres
de 7.5 Kb y el de 2,5 Kb wt, luego de ser recuperados de un gel

de agarosa de bajo punto de fusién al 1%, para usarlo como

control al cuantificar 1infectividad de 1los genomas hibridos

reconstituidos.

En la Figura 12, carriles 2, 4 y 6 se muestra el patrédn
electroforético obtenido con los genomas virales Thibridos
generados después de tratar 1la mezcla de fragmentos ts vy
silvestres con DNA ligasa de T4.

Las siguientes mezclas de genomas hibridos reconstituildos
fueron usadas en transfeccidn:

— Fragmento de 7.5 Kb wt + fragmento de 2.5 Kb ts 71
— Fragmento de 7,5 Kb ts 71 + fragmento de 2,5 Kb wt
- Fragmento de 7,5 Kb wt + fragmento de 2,5 Kb ts 79
— Fragmento de 7.5 Kb ts 79 + fragmento de 2,5 Kb wt
- Fragmento de 7,5 wt + fragmento de 2,5 Kb wt

Se transfectaron esferoplastos de 1la bacteria huésped
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FIGURA 12 ANALISIS ELECTROFORETICO DE LA MEZCLA DE FRAGMENTOS
MUTANTES Y SILVESTRE DE PM2 TRATADA CON DNA
LIGASA DE T4
Los fragmentos PstI-Aval de 7,5 y 2,5 Kb fueron mezclados vy
tratados a 14°C por 24 h con DNA ligasa de T4 y cargados en un
gel de agarosa al 0,7 %. La electroforesis se realizé a 35 volt
durante 3 h. Se usé como control cada una de las mezclas previo
al tratamiento enzimatico. Carril 1: fragmento de 7,5 Kb de ts71
mezclado con el fragmento de 2.5 Kb de PM2 silvestre; carril 3:
fragmento de 7,5 Kb de PM2 silvestre mezclado con el fragmento de
2,5 Kb ts71; carril 5: fragmento de 7.5 Kb de PM2 silvestre
mezclado con el fragmento de 2.5 Kb silvestre:; carril 7: DNA del
fago lambda digerido con Hind III y DNA del fago #ZX174 digerido
con Hae III. Carriles 2, 4 y 6 corresponden a las mezclas de los
carriles 1, 3 y 5 tratadas con DNA ligasa.
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A.espejiana BAL 31 y se plaquéo en placas AMS-NB que se incubaron
a 20°C toda la noche. Al dia siguiente se aprecié la infectividad
de los genomas virales hibridos recostituidos por la presencia de
placas de lisis desarrolladas a 20°C. En la TABLA 1 se encuentra
el numero de placas de lisis obtenidas en dos experimentos de
transfeccién con los genomas hibridos generados con fragmentos
PstI-Aval del mutante ts71 y del mutante ts79.

El fenotipo de 1la progenie viral obtenida , después de
tranfeccién con los genomas hibridos reconstituidos fue
determinado por su capacidad de replicar a la temperatura
restrictiva de 30°C. Para tal efecto, de cad una de las placas de
lisis obtenidas después de la transfeccidén con los genomas
hibridos se realizaron dos réplicas: se pico una placa de lisis
obtenida post transfeccidén en una placa preincubada a 30°c
(temperatura restrictiva) vy luego en otra placa preincubada a
202C. Posteriormente se incubarén las placas a 30°C y 20°C
respectivamente, durante toda la noche, y se registrd cuales de
ellas se multiplicaban a ambas temperaturas, (30°C y 20°C), y
cuales no lo hacian a 30°C. Los resultados obtenidos en la
TABLA 1 indican que el fenotipo ts se encuentra cuando el genoma
viral hibrido lleva el fragmento de 7,5 Kb PstI-Aval del fago
mutante, puesto que en este caso son incapaces de crecer a 30 °cC.

Con el fin de verificar la funciodn alterada en los mutantes
ts , se determind mediante electroforesis en gel de agarosa al

0,7 % si existla sintesis de DNA intracelular en infeccion a
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TABLA 1

ANALISIS FENOTIPICO DE PLACAS DE LISIS OBTENIDAS POR
TRANSFECCION CON GENOMAS VIRALES HIBRIDOS

a) N° DE PLACAS DE LISIS OBTENIDAS EN DOS EXPERIMENTOS DE TRANSFECCION

b) N°® DE CLONES QUE MOSTRARON BANDAS DE DNA VIRAL / N° DE CLONES

DNA viral

hibrido

1- 7.5 Kb ts71

2-25 Kb ts71

3- wt + 1wt

4~ DNA de
PM2
silvestre

5- 7,5 Kb ts79

G- 2.5 Kb ts79

7wt + wit

8- DNA de
PNI2
Silvestre

N%le placas

cle lisis

4

31

18

714

a) b)
multiplicacidn a DNA ~viral
20°0C 30°0C intracelular a
30°C
4/4 0/4 /4
31/31 31/31 5/5
11/11 11/11 3/3
51/51 51/51 474
12/12 0/12 Q7
18/18 18/18 2/2
0 (0] 0
34/34 34/34 3/3




temperatura restrictiva (30°C) con los fagos progenie.

Se lisaron las células infectadas a los 35 min post
infeccién. El andlisis electroforético de las muestras dio el
patron de bandas mostrado en la Figura 13. Como se observa en los
carriles 4, 5 y 6 cuando el genoma hibrido estaba constituido por
los fragmentos de 2,5 Kb PstI-Aval de PM2 ts71 y el fragmento de
7,5 Kb PstI-Aval de PM2 silvestre, el patrén de bandas obtenido,
es similar al obtenido en 1la infeccién con DNA silvestre,
(carril 1). En cambio, cuando el genoma hibrido estaba
constituido por el fragmento de 7,5 Kb PstI-Aval ts 71 y 2,5 Kb
PstI-Aval silvestre, las bandas de DNA viral fueron escasamente
visibles (carril 3).

Cuando como control se infectd con genoma viral reconstituido
con ambos fragmentos PstI-Aval de 2,5 Kb y 7.5 Kb silvestre
carril 7, el patrdén de bandas obtenido fue similar al observado
en los carriles 1, 4, 5y 6

Estos resultados fueron similares a aquellos obtenidos cuando
el genoma hibrido estuvo constituido por fragmentos PstI-Aval del
mutante ts79.

En la TABLA 1 ultima columna estdn resumidos los datos con
respecto a la existencia o no de DNA wviral intracelular a 30°C
tanto en los fagos hibridos progenie con fenotipo ts como en
aquella progenie que dio fenotipo silvestre.Dichos resultados
permiten sostener que la mutacién ts en replicacién de los

mutantes ts71 y ts79 se encuentra ubicada en el fragmento de 7,5
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FIGURA 13 ANALISIS ELECTROFORETICO DEL DNA VIRAL SINTETIZADO A
30°C POR FAGOS CON DNA HIBRIDO.

Se infectaron células BAL31 con las diferentes mezclas de
fragmentos tratadas con DNA ligasa y se usé como control células
sin infectar y células infectadas con DNA del fago silvestre.
Posteriormente las muestras se cargaron en un gel de agarosa al
0,7 % . La electroforesis se realizé a 35 wvolt durante 5 h.
Carril 1: calulas infectadas con fago silvestre: carril 2:
ceélulas no infectadas; carriles 3-7: células infectadas con fago
con genoma: 7,5 Kb ts71 + 2.5 Kb silvestre (carril 3): 2.5 Kb
ts71 + 7,5 Kb silvestre ( carriles 4, 5 v 6); 2,5 Kb silvestre +
7.5 silvestre (carril 7)

Formas de DNA wviral R: circular relajada; SE: circular
sobreenrollada y L: lineal
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Kb PstI-Aval del mapa fisico de PM2.

—_— e —— — e R ]| e et = AN

DEL BACTERIOFAGO PM2

Con el fin de acotar en que porcién del fragmento de 7,5 Kb
PstI-Aval donde se encuentra la mutacién ts del gen de
replicacién del bacteridofago PM2, se decidié construir genomas
virales hibridos con fragmentos mutantes y silvestres que
contemplaran un subfragmento del fragmento de 7,5 Kb PstI-Aval ts
en replicacién y que el resto del genoma correspondiera a DNA
silvestre.

Considerando el mapa fisico de restriccidén de PM2 (Figura
3) una manera de generar un subfragmento del fragmento de 7,5 Kb
PstI-Aval es digerir el DNA total del bacteridfago con la enzima
de restriccién Sau96I, que da como producto de la reaccién de
restriccidén un fragmento de 3,6 Kb Sau 96I (subfragmento del
fragmento de 7,5 Kb PstI-Aval) y otro de 6,9 Kb Sau 96I que
corresponde al fragmento de 2,5 Kb PstI-Aval y el resto del

fragmento de 7,5 Kb PstI-Aval (Figura 3)

3.7 CONSTRUCCION DE GENOMAS VIRALES HIBRIDOS ENTRE FRAGMENTOS

ts y wt Sau 961 DEL DNA DE PM2

El genoma total de PM2 silvestre y ts fue digerido con la

enzima Sau 961 dando origen a los fragmentos de 3.6 y 6,9 Kb.
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Verificada la reaccidédn de restriccidn, se procedid a realizar una
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusiéon al 1%
para recuperar ambos fragmentos Sau 96I. En la Figura 14, se
muestra el patrén electroforético de cada uno de los fragmentos
recuperados.

Con los fragmentos Sau 961 de 6,9 y 3,6 Kb recuperados se
construyeron los genomas virales hibridos entre fragmentos Sau
961 mutantes y silvestres, de tal manera que se generaran genomas
virales hibridos en las dos combinaciones posibles que se
encuentran esquematizadas en la Figura 15. En esta figura el
fenétipo mutante esta representado por el tipo "a" , puesto que
ese genoma viral hibrido reconstituido es incapaz de crecer a
temperatura restrictiva de S0°¢

Los fragmentos Sau 961 ts y silvestres de PM2 fuerdn
mezclados para realizar la reaccion de ligamiento. El patron
electroforético obtenido antes y después de tratar la mezcla con
DNA ligasa de T4 se muestra en la Figura 16.

Se realizd la transfeccidn de la bacteria huésped BAL 31 con
los genomas hibridos reconstituidos. La infectividad de estos
genomas se determind por el desarrollo de placas de lisis a e,
En la TABLA 2 esta representado el numero de placas de lisis
obtenidas en dichas transfecciones.

Replicas de las placas de lisis obtenidas post transfeccidn
fueron incubadas a 20°C vy 30°C durante toda la noche, para

determinar cuales de ellas presentaban el fenotipo silvestre, es
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FIGURA 14 ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS FRAGMENTOS Sau 961 DEL
DNA DE PM2Z RECUPERADOS DE UN GEL DE BAJO PUNTO DE
FUSION
El DNA de los fagos mutantes y silvestre fue digerido con la
enzima Sau 96I, recuperados de un gel de agarosa de bajo punto de
fusion y cargado en un gel de agarcsa al 0,7 %. La electroforesis
se realiz¢ a 35 wvolt durante 3 h. Se uso como control DNA del
fago lambda digerido con Hind III y DNA del fago @X174 digerido
con Hae III. Carriles 1 y 3: DNA del fragmento de 6,9 Kb del
mutante ts71 y ts79; carriles 6 y 8: fragmento de 6,9 Kb de PM2
silvestre; carriles 2 vy 4: DNA del fragmento de 3,6 Kb del
mutante ts71 y ts79; carriles 7 y 9 fragmento de 3,6 Kb de PM2
silvestre; carril 5: DNA del fago lambda digerido con Hind III vy
del fago 0X174 digerido con Hae III.
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FIGURA 16 ANALISIS ELECTROFCRETICO DE LA MEZCLA DE FRAGMENTOS Sau
961 MUTANTES Y SILVESTRE DE PMZ TRATADA CON DNA LIGASA
DE T4.
Los fragmentos Sau96I de 6.9 y 3,6 Kb fueron mezclados y tratados
a 14°C por 24 h con DNA ligasa de T4 y cargados en un gel de
agarosa al 0,7 %. La electroforesis se realizé a 35 volt durante
3 h. Se usd como control cada una de las mezclas previo al
tratamiento enzimatico. Carril 1: fragmento de 6.9 Kb silvestre
mezclado con el fragmento de 3,6 Kb silvestre; carril 3: DNA del
fago lambda digerido con Hind III y DNA del fago @X174 digerido
con Hae III; carril 4: fragmento de 6.9 Kb silvestre mezclado con
el fragmento de 3,6 Kb ts71; carril 6: fragmento de 6,9 Kb ts71
mezclado con el de 3.6 Kb silvestre; carriles 2, 5y 7: la mezcla
de los carriles 1, 4 y 6 tratada con DNA ligasa.
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TABLA 2

ANALISIS FENOTIPICO DE PLACAS DE LISIS OBTENIDAS POR
TRANSFECCION CON GENOMAS VIRALES HIBRIDOS

a) NYDE PLACAS DE LISIS OBTENIDAS EN TRES EXPERIMENTOS DE TRANSFECCION

b) N° DE CLONES QUE MOSTRARON BANDAS DE DNA VIRAL / N°DE CLONES

a) b)
DN A viral N%e placas multiplicacion a DNA viral
hibrido de lisis 200C 300C intracelular a
300C
1- 69 Kb ts71 3 3/3 3/3 2/2
2- 36 Kb ts71 5 5/5 0/5 2/5
3- vt + wt Q0 0 0 0
4~ DNA de 163 9/9 9/9 2/2
PNI2
silvestre
5- 69 Kb ts79 3 3/3 373 2/2
6.- 36 Kb ts79 8 8/8 0/6 1/4
7o vt vt 3 3/3 3/3 2,2
8- DNA de 13 4/4 4/4 3/3

PM2

Silvestre




decir, eran capaces de crecer a 20°C y 30°C y cuales el fenotipo
ts, en este caso aquellas gue no se multiplicaran a 30°c.

Los resultados obtenidos TABLAZ indican que el fenotipo ts se
encuentra cuando el genoma viral hibrido estda constituido por el
fragmento de 3,6 Kb del fago mutante y el fragmento de 6,9 Kb
del fago silvestre, pués en este caso los fagos hibridos son
incapaces de crecer a 30°C.

Para determinar si existia sintesis de DNA viral intracelular
después de infeccidn a 30°C con los fagos progenie se procedid al
analisis electroforético de células 35 min post infeccidn a 30°cC.
En la Figura 17, carriles 6 y 7 se observa el patrén de bandas
obtenido cuando el genoma estaba constituido por los fragmentos
de 6,9 Kb Sau 961 ts y el fragmento de 3.6 Kb Sau 961 silvestre,
el que fue similar al obtenido en la infeccidén con DNA silvestre
(carril 9). En los carriles 2 al 5,esta el patrén de bandas
cuando el genoma hibrido estaba constitulido por los fragmentos de
3,6 Kb Sau 961 ts y 6.9 Kb Sau 961 silvestre, Como se puede
observar en tres de los casos analizados carriles 2, 3 y 4, las
bandas de DNA viral fueron escasamente visibles, incluso
comparables con el control de células sin infectar (carril 1).
Sin embargo en algunos casos se obtuvd un patron de Dbandas
similar al de una infeccion de tipo silvestre (Figura 17, carril
5. Llama la atencién que lo mismo hava sucedido con los dos
mutantes de PM2 ts71 y ts79.

En la TABLA 2 estan registrados los datos correspondientes
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FIGURA 17 ANALISIS ELECTROFORETICO DEL DNA VIRAL SINTETIZADO A
30¥C POR FAGOS CON DNA HIBRIDO.

Se 1infectaron células BAL31 con las diferentes mezclas de
fragmentos tratadas con DNA' ligasa y se usé como control calulas
sin infectar y células infectadas con DNA del fago silvestre.
Posteriormente las muestras se cargaron en un gel de agarosa al
0,7 %. La electroforesis se realizd a 35 volt durante 5 h. Carril
1l: células no infectadas:; carriles 2-8: células infectadas con
fago con genoma: 6,9 Kb silvestre + 3,6 Kb ts79 (carriles 2, 3. 4
Yy 35); 6,9 Kb ts79 + 3,6 Kb silvestre (carriles 6 y 7): 6,9 Kb
silvestre + 3,6 Kb silvestre (carril 8); carril 9: células
infectadas con fago silvestre.

Formas de DNA wviral; R: circular relajada; SE: circular
sobreenrollada y L: lineal.
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a la deteccién de DNA viral intracelular a 30°C, considerando
los genomas hibridos con el DNA de ambos mutantes ts71 y ts79.
Los resultados del fenotipo de la progenie obtenida después
de transfeccién con estos genomas hibridos indican que la
mutacién ts en el gen de replicacién del bacteridfago PM2 se
encuentra ubicada en fragmento de 3,6 Kb Sau 961 del DNA de PMZ2.
Por consiguiente, podemos que esta ubicada en el fragmento de
7.5 Kb PstI-Aval y dentro de este fragmento estaria en aquella
porcién del fragmento de 7.5 Kb PstI-Aval que comprende parte del

fragmento HindIII-1. Como se muestra en la Figura 3
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IV DISCUSION

El problema planteado de ubicar dos mutaciones termosensibles
en replicacidén del bacteridfago PMZ en el mapa fisico viral fue
abordado con un disefio experimental que contempld la construccién
de genomas virales Thibridos entre fragmentos mutantes vy
silvestres de PM2. La construccidén de estos genomas se enfrentd
mediante dos alternativas; la primera por obtencidén de plasmidos
recombinantes gque llevaran como inserto el genoma total o
fragmentos del DNA de PMZ mutantes y silvestres, a partir de los
cuales se facilitaria la obtencién del o de los fragmentos PstI-
Aval o bien del genoma total de PM2. La alternativa era construir
los genomas virales hibridos directamente a partir de DNA viral
de los dos mutantes y del fago silvestre. En ambos casos la
localizacién de las mutaciones se determinaria mediante analisis
de la progenie obtenida después de transfeccidn de BAL31.

Cuando se realizaron experimentos de transfeccién de BAL31
con DNA silvestre proveniente de uno de los plasmidos hibridos
(pPM31) no se obtuvieron centros infectivos a pesar de haber
repetido el experimento en tres oportunidades. Cabe seflalar que
en cada una de las experiencias se demostrd que las células
estaban en estado de competencia usando en la transfeccién  DNA
viral silvestre como control, pero la eficiencia fue menor que lo

esperado para la concentracién de DNA utilizada. Teniendo en
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consideracidén lo anterior, se fue aumentando en cada uno de los

experimentos la concentracién de DNA de PM2 recuperado de pPM31

pero los resultados tampoco fueron positivos. Quizds nuevos

intentos de transfectar con DNA de PM2 proveniente de plasmidos
hibridos deberan estar circunscritos a definir la concentracién
de DNA vy obtener esferoplastos en un mejor estado de
competencia. Los resultados de esta tesis tal vez podrian
indicar la existencia de un sistema de restriccién/modificacién
que no ha sido descrito en BAL31 pero hacen falta otros
antecedentes para realizar tal aseveracidén; por ejemplo intentar
incorporar en BAL31 DNA viral que previamente haya pasado por
£.cwmii, usando otros métodos como el de electroporacién (33). Es
importante mencionar que si bien los pldsmidos hibridos obtenidos
no fueron utilizados para cumplir nuestro objetivo adquieren
relevancia puesto que llevan clonado el fragmento que lleva el
origen de replicacion de PM2 y en investigaciones futuras pueden
servir como sustrato in vitro para la endonucleasa sitio-ori
especifica e incluso si se determina la secuencia nucleotidica de
dicho fragmento, identificar la secuencia especifica reconocida
por dicha enzima. De hecho nosotros hemos ya secuenciado un
fragmento PstI-Aval de 50 pb y otro de 460 pb, ambos
subfragmentos del fragmento Hind I1I-4 (experimentos no
mostrados) .

Por otra parte habiendo estandarizado en el laboratorio 1la

transfeccion de BAL31 con DNA proveniente directamente del fago,
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Se procedié a la construccién de genomas virales hibridos a
partir del genoma viral lo que por un lado resulté ventajoso
dado que no es necesario clonar, transformar y seleccionar
posibles clones, procesos que demandan tiempo. Por otro lado,
tiene la desventaja de que no se cuenta con un stock del cual se
puedan obtener facil y rapidamente los fragmentos o el genoma
viral total.

Para nuestro estudio 1la estrategia de generar genomas
hibridos a partir del DNA viral fue de gran utilidad puesto que
se logré transfectar con estos genomas Yy se obtuvieron placas de
lisis a partir de las cuales se establecid la naturaleza mutante
o0 silvestre de la progenie viral, lo que permitid ubicar las
mutaciones ts en replicacién para los dos mutantes ts71 y ts79 en
el mapa fisico viral. Nuestros resultados con los fragmentos
PstI-Aval asignaron el fenotipo mutante al genoma hibrido
constituido por el fragmento de 7.5 Kb mutante Yy 2.5 Kb silvestre
puesto que fagos con dicha constitucién fueron incapaces de
crecer a 30°C. Era importante demostrar a continuacién, si
realmente estos genomas con fenotipo ts eran defectivos en
replicacion al igual que los genomas ts de los cuales ellos
provenian. Los resultados del andlisis electroforético del DNA
viral sintetizado a 30°C 35 min post infeccién demostraron que
no se detectaba DNA viral infracelular en la progenie viral con
fenotipo mutante ts. En cambio, si se observéd cuando el fenotipo
de la progenie era silvestre. Por lo tanto, concluimos que las

dos mutaciones ts en replicacién del bacteridfago PM2 se ubicaban
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en el fragmento PstI-Aval de 7,5 Kb, es decir distante del origen
de replicacidn. Esto le da a este sistema una nueva
caracteristica quizas unica en el modelo de circulo rotatorio Y
tal vez estd dando la pauta para comenzar a secuenciar dicho
fragmento.

Finalmente, logramos localizar las dos mutaciones ts en el
fragmento Sau 96I de 3,6 Kb. En este caso cabe hacer notar que,
aunque en el 100 % de los casos en que el genoma estaba
constituido por el fragmento de 3.6 Kb mutante y el de 6,9 Kb
silvestre no hubo progenie viral en condiciones restrictivas,
para nuestra sorpresa con algunos genomas hibridos con fenotipo
ts se detectd sintesis de DNA viral intracelular. Es importante
mencionar que cuando se quiso verificar en esta progenie viral
con fenotipo ts la capacidad de sintetizar DNA en condiciones
restrictivas, utilizando en la transfeccién fagos provenientes
del mismo lisado en ciertas oportunidades no se detectd sintesis
de DNA viral intracelular y en otras si tanto en ts71 como en
ts79. Una explicacioén de lo observado podria ser que la digestidn
del DNA de PM2 con Sau 961 generara, en algunos casos extremos
que modificaran el grado de la mutacién y por la tanto la
intensidad de 1la termosensibilidad variara. Esta explicacidn
podria ser rebatida por el hecho de que en las diferentes
oportunidades en que se infectd para verificar el fenotipo ts en
replicacién del DNA, la experiencia se realizdé con una poblacidén
de fagos provenientes del mismo lisado el cual habia sido

originado a partir de wuna placa de lisis aislada post
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transfeccidén y que por lo tanto constituia un clon. Nos parece
también sorprendente que 1lo que sucedid con algunos fagos
mutantes sélo se dio cuando la combinacién de genoma hibrido
llevaba el fragmento de 3,6 Kb proveniente del ts y tanto para
ts71 como para ts79.

A pesar que experimentos de sintesis de DNA viral con los
genomas hibridos Sau 961 no fueron reproducibles es importante
destacar que, al considerar la totalidad de los casos, en ¢ de

9 no hubo sintesis de DNA viral, es decir aproximadamente en 66%
de los casos estudiados hubo correspondencia entre el fenotipo ts
y la ausencia de sintesis de DNA wviral en condiciones
restrictivas, lo que nos hizo asignar dichas mutaciones en el
fragmento Sau 961 de 3.6 Kb.

La importancia de haber acotado 1la localizacién de las dos
mutaciones al fragmento Sau 961 de 3,6 Kb es que su menor tamafio
permite secuenciarlo con mayor facilidad y se podria calcular el
peso molecular de la proteina codificada lo que facilitaria su
purificacién. El otro aporte interesante del presente estudio es
que suministra un punto de referencia entre el mapa fisico vy
genético de PMZ2 a partir del cual se puede facilitar, en estudios
posteriores, una correlacidn entre dichos mapas al establecer la
ubicacién de otro gen. Ademds, el hecho de haber localizado las
dos mutaciones ts en una regidn lejana al origen de replicacién
de PM2, que no concuerda con lo predicho de acuerdo a la
literatura existente plantea una interrogante con respecto al

sistema de replicacion de PM2: especificamente, cuadnto se
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diferencia de aquellos sistemas ya descritos que replican bajo el

mecanismo de circulo rotatorio.
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