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llESUMEN 

Se preparnron nuevas moléculas de RNA que contienen una sonda 
diagnóstica para el par:ísito protozoario Trypanosoma cr11zi embebida dentro de 

la secuencia del RNA MDY-1, que es un templado naturnl para la RNA polimerasa 
RNA-dirigida, la Q13 replicasa. Los RNAs recornbinantes resultantes son 

bifuncionafes en el sentido que, funcionan como sondas de hibridación y como 

templados para fa amplificación exponencial por incubación con la repficasa de 

Qf3. La secuencia sonda se insertó dentro de un tallo y asa que se encuentra en el 

exterior del RNA MDY-1. Dos reacciones de QU rcplicasa iniciadas con 15.2 pg 

del RNA MDVTCI 1 y 14.9 pg del RNA MDVTCl7 cada una (I08 moléculas), 

produjeron apenas 190 y 263 ng de RNA recombinan te producto en 30 minutos. 

Esto representa 12,500 y 17 ,700 veces de amplificación, respectivamente 
comparado con un billón de veces de amplificación del RNA MDV-1 o de otros 

RNAs recombinantcs como MDVMaf22 o MDVHIV20. Los RNAs rccombinantes 

MDVTCI 1 y MDVTCl7 replican menos eficientemente que el RNA MDV-1. 

Probablemente sólo una fracción de las moléculas iniciales en cada una de estas 

reacciones de replicación, sirve como templado para la síntesis de un gran número 

de copias de RNA. Nuestros resultados demuestran que no todos los RNAs 

recombinantes poseen características de replicabifidad similares al RNA MDV-1 y 

que hasta que se obtiene una molécula con estas características es que se vuelve 

factible el empleo de estos RNAs replicables en ensayos diagnósticos allamente 

sensibles, donde servirán como sondas específicas y como grupos reporteros 

amplificables. Un ensayo modelo, que utiliza el RNA replicable MDVHIV20, para 

la detección del virus HIV-1 mostró una sensibilidad de 10,000 moléculas de 

bl:mco (Lomelí y col., 1989). 



INTltODUCCION 

El mecanismo de la sínlesis de RNA por la replicasa de Q13 ha sido ampliamente 

estudiado por el Dr. Fred R. Krmncr y el Dr. Donald Milis del Instituto de 

Investigaciones en S:1lud Pública de la Ciudad de Nueva York y de la 

Universidad del Estado de Nueva York. Su trabajo ha estado dirigido hacia el 

entendimienlo del papel que tienen secuencias específicas y estructuras 

secundarias en el conlrol del proceso sintético. Su trabajo responde 

esencialmcnlc a cwíl es la manera en que el templado controla la unión de la 

polimcras:1, cómo ocurre la iniciación de la replicación, cuál es la velocidad y 

fidelidad de la polimcrizaci6n, cómo es que ocurre la separación del producto y el 

templado y cómo ocurre la terminación de la síntesis. 

l. Síntesis de RNA i11 1•itm por la replicasa de Qll. 

La replicasa del fago Q13 es una RNA polirnerasa RNA-dirigida de 215,000 de 

peso molecular, extremadamente estable y capaz de sintetizar diez millones de 

copias de un templado de RNA en JO minutos. La replicasa de Q13 fue aislada por 

primera vez de Escliericl1ia coli infectada con el bacteriofago Ql.I (Haruna y 
Spiegelman, 1965a). Eslá consliluída por cuatro polipéptidos y sólo uno de ellos 

es codificado por el RNA viral (Kamcn, 1970; Kondo y col., 1970). Los otros tres 

polipéptidos son proleínas de Esclierichia coli, y han sido identificadas como los 

factores de elongación, Tu y Ts, de la sínlesis de proÍeínas (Blumenthal y col., 

1972) y la prolcína ribosomal S 1 (Wahba y col., 1974). La enzima es 

exlrcmadamente selectiva para sus propios templados (Haruna y Spiegelman, 

l 965a). Promueve la síntesis de la cadena sencilla del RNA de Ql3 (Haruna y 

Spiegclman, 1965a) para producir un RNJ\ viral infcctivo (Spiegelman y col., 

1965). Se enconlró que, el polipéptido codificado por el RNA viral esta 

involucrado en el rcconocimicnlo específico del templado de RNA y la 

elongación de la cadena producto (Landcrs y col., 1974). Recientemente, se 

clonó este gene viral en Esclleric/1ia coli y por ·10 lalllo, ahora es posible 

purificar la rcplicasa de Ql.1 de bacterias transformadas con este pl<ísrnido (Milis, 



1988). La funci<Ín de la proteína rihosomal S 1 parece ser la unión del templado de 

RNA y el relajamiento de la estructura secundaria durnntc la replicación (como 

una hclicasa) (Blumcnthal y Carmichacl, 1979; Cole y col., 1982) mientras que, los 

factores Tu y Ts, cstan involucrados en la iniciación de la cadena producto. La 

región funcional del factor de elongación Tu está localizada en la porción central 

de la cadena polipcptídica (l'vlills y col., 1989). Se ha sugerido que los factores de 

elongación Tu y Ts, sólo cstan proporcionando la estructura requerida para que la 
subunidad viral asuma la conformación necesaria para la iniciación de la cadena 

producto (Blumenthal y col., 1979). 

El proceso replicativo, en términos generales procede de la siguiente forma: la 
replicasa usa la cadena viral (+)como templado para dirigir la síntesis de la cadena 
complementaria(-). Ambas cadenas sirven como templado para la síntesis de más 

cadenas(+) y(-) (Wcissman y col., 1968; Spicgclman y col., 1968) y de esta forma 
se observa un incremento exponencial en el número de cadenas de RNA. 

Eventualmente, el número de cadenas de RNA presente es suficiente para saturar 

las moléculas de enzima disponibles y entonces, el número de cadenas incrementa 

linealmente con respecto a el tiempo. Este proceso también puede llevarse a cabo 

en reacciones de replicación i11 vitro. Estas reacciones se inician con un gran 

exceso de QB rcplicasa respecto al número inicial de templados de RNA. La 

población de moléculas de RNA se duplica aproximadamente cada 36 segundos 

(Chu y col., 1986) y la cinética es exponencial. Esto continúa hasta que el 

número de moléculas de RNA iguala el número de moléculas de replicasa activa 

(Haruna y Spicgelman, 1965b), después de lo cual, la cinética de síntesis es lineal. 

Dicho de otra manera, si se inician dos reacciones idénticas con distintas 

cantidades de templado, las cinéticas de reacción son idénticas excepto que, a la 

reacción iniciada con menor cantidad de templado le toma más tiempo saturar la 

enzima y entrar a la fase lineal de síntesis. De esta manera, hay una relación 
directa entre el tiempo al cual comienza la fase lineal de crecimiento y la cantidad 

de RNA templado presente inicialmente en la reacción. En una gráfica que 

muestra la cinética de esta reacción (Figura 1 ), la fase exponencial se observa 

como un "lag" después del cual se observa un incremento lineal. El "lag" es 

mayor o menor dependiendo del número inicial de cadenas de RNA templado. 

La velocidad de replicación J1 en la fase lineal de crecimiento esta definida 
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FIGURA 1. Relación entre la cantidad de RNA sintetizado en la fase lineal 
de una reacción con Qll replicasa y la cantidad inicial de RNA templado. 
Cada incremento geométrico en la cantidad inicial de RNA templado produce un 

incremento lineal en la cantidad ele RNA producto presente cuando las reacciones 

son detenidas (Kramcr y col., 1974). 
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como cl[l01/1EcJt11, donde 1101 es la concenlraciún lolal de RNA templado unido a 
la enzima y ele RNA lemplado libre mienlrns que, IEcl es la concenlración de 

enzima unida al RNA. Una vez que Ja enzima eslá saturada con el templado en la 
fase lineal, 1 Ecf "' 1 E01 eslo es, Ja concenlraciún de enzima unida al templado es 

casi la concenlración de enzima total. El valor de p puede ser determinado 
f:ícilmenle de la pendienle de los perfiles de incorporación. En la fase de 
crecimiento exponencial, la velocidad de replicación total, k esta definida como 
d[l 0 "1/11 0 1dt. Ésta puede ser delerminada de la pendiente de una gráfica 
semilogarítmica del perfil de incorporación. Sin embargo, se puede medir con 
mayor precisión y mayor conveniencia de la aparición en el tiempo (el "lag") de 
los perfiles de incorporación a las diferentes diluciones de templado (Biebricher y 
col., 1981) 

La replicación procede aproximadamenle tres veces más rápido en la fase de 
crecimiento exponencial que en la fase de crecimiento lineal. La velocidad de 
crecimienlo lineal esla determinada por la velocidad de reactivación de la enzima 
(número de recambio) mientras que, bajo condiciones de exceso de enzima, el 
producto liberado puede empezar inmediatamente un nuevo ciclo de replicación 
(Biebricher y col., 1981 ). En la fase exponencial, la fonnación de complejos RNA
enzima y la formación de estructuras secundarias tanto en la cadena templado 
como en la cadena naciente (Kr:uner y col., 1981; Priano y col., 1987) 

aparentemente protejen a las cadenas sencillas complementarias de formar 
inmediauunente cadenas dobles, pero en la fose lineal, puede ocurrir la formación 
irreversible de cadenas dobles a partir de las cadenas sencillas de RNA que se van 
acumulando, aniquilando la actividad de templado de ambas cadenas (Biebricher 
ycol., 1984). 

11. El RNA MDV-1, un templado modelo para estudiar el mecanismo de 
1·eplicación. 

Existen un gran número de templados para la rep!ieasa de Ql3 que ocurren 
naturalmente y sm1 mucho más pequcíios que el RNA del fago Q13 (4,220 
nucleótidos). Un grupo de tales RNAs fueron generados en un experimento de 
transferencia seriada (Milis y col., 1967). Después de varias generaciones de 
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replicación, se produjeron varios RNAs rn;ís cortos, en donde las regiones 
codificadoras que no estan involucradas en la replicación, fueron deletadas. El 
RNA m(ls pequeiio sclccionado en este experimento contiene menos del 15% de 
fa longitud del RNA de QIJ. Otro grupo de RNAs fue aislado de Eschericl1ia. 
co/i infectada con el fago QB e incluye varias especies de RNAs "6S" (Banerjee, 
1969). El tercer grupo fue producido por reacciones de replicación i11 vitro que 
fueron llevadas a cabo en :mscncia de RNA templado exógeno. Éstos incluyen el 
RNA MDV-1 (111idivariar11e) (Kacian y col., 1972), el RNA MCV (111icrovarim1te) 
(Mills y col., 1975), los RNAs NVs (nanovariantes) (Schaffner y col., 1977), el 
RNA MNV (minivariante) (Biebricher, 1987) y el RNA resistente a cordicepina 
(Priano y col., l 986a). Sus tamaiios fluctúan entre 221 y 77 nucleótidos. El 
cuarto grupo de RNAs fue también aislado de una reacción de replicación in 
vitro en ausencia de templado, pero el :m(lfisis de secuencia mostró que son 
RNAs recombinantcs que pueden contener tanto elemenros de RNAs celulares 
como del RNA de Q13 (Munishkin y col., 1988) o tan sólo elementos de algunos 
RNAs celulares (Munishkin y col., 1991 ). Uno de tales RNAs recombinan tes, el 
RNA RQI 20, contiene una porción del RNA de Qt3 en su extremo 5' y una parte 

de la secuencia del tRNAAsp de Escherichia coli en su extremo 3' (Munishldn y 

col., 1988). Mientras que, el RNA RQ 135, consiste únicamente de segmentos 
homólogos al RNA ribosomal 23S de Escl1erichia coli y al orfgen de replicación 
del fago lambda (Munishkin y col., 1991). Aunque el orígen y el significado 
biológico de estos RNAs aún no esta claro, han sido extensamente caracterizados 
y todos son excelentes templados para la replicasa de Qt3. Características notorias 
de todos estos templados son su alto contenido de OC, así como, la presencia de 
muchos posibles apareamientos intracadena capaces de formar diferentes 
estructurns de tipo tallo y asa. 

De entre estos RNAs, el que ha sido 1mís extensamente estudiado es el RNA 
MDV-1 (221 nucleótidos), el cual, por ser más pequefio que el RNA de Qt3 (4,220 
nucleótidos), ha sido el modelo idóneo para el estudio del mecanismo de 
replicación. El RNA MDV-1 es unido por la replicasa de Qt3 y replicado en forma 
similar al RNA de Qt3 (K:1cian y col., 1972). Su menor tamafio permitió la 
determinación de su secuencia nucleolídica (Milis y col., 1973). Se ha tomado 
ventaja del pequeiio tamaíio de este templado para probar la manera en que su 
secuencia y las estructuras secunclarias·controlan el proceso de replicación. 
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111. Amílisis cslruclural. 

Se han hecho estudios de microscopía electrónica y las observaciones hechas 

con moléculas nativas, desnaturalizadas y parcialmente desnaturalizadas indican 

que el RNA MDV-1 rrntivo de cadena sencilla es una molécula altamente 

condensada que posee muchísima estructura terciaria (Klotz, 1982). Utilizando 

agentes químicos que modifican regiones de cadena sencilla de RNA se 

identificaron estructuras secundarias específicas (Milis y col., 1980). Se determinó 

la estructura terciaria del RNA MDV-1 por experimentos de digestión limit.ada con 

la ribonuclcasa de T 1, que rompe únicamente regiones de cadena sencilla en las 

zonas externas y de esta manera se identificaron las regiones rrnís expuestas 

(Kramcr y col., 1986). También se empicó la digestión con ribonucleasa TI como 

una prueba de la presencia de estructuras secundarias en RNAs MDV-1 

sintetizados parcialmente (Kramer y Mills., 1981), ya que estas moléculas no están 

tan fuertemente dobladas como las cadenas completas. También se hace evidente 

su fuerte estructura secundaria (Priano y col., 1987) por su alto punto de fusión 

(Biebricher y col., 1982). 

IV. Análisis de secuencia del l{NA. 

Se utilizó un método análogo al método de secuenciación de DNA de Sanger 

que incorpora análogos 3'-dcoxi de los rNTPs como terminadores específicos de la 

cadena para la determinación de la secuencia del RNA MDV-1 (Kramer y Milis, 

1978; Axelrod y Kramcr, 1985). Se identificaron varias zonas de compresión de 

!mudas. Como se conocía la estructura secundaria del RNA-MDV-1 se demostró 

que las zo11as de compresión de bandas se debían a la persistencia de estructuras 

secundarias durante la electroforesis. Se encontró que, la sustitución de inosina 

por guanosina previene eficientemente la formación de estructuras secundarias 

durante la electroforesis (Mills y Kramcr, 1979). 

V. El'oluciü11 ele RNA in l'itm. 

Se puede manteuer indefinidamente el crecimiento de una población de 
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moléculas ele RN/\ que replican i1l vitro, por la técnica ele trnnsfercncia seriada 

(Milis y col., 1967) en dónde una pcqucíia porci1ín del producto de una reacción 

se utilizn como templado para la siguiente reacción en la serie. De vez en cunndo, 

ocurren errores durante la replicación (3 X 10-4 bases/seg) (IJatschelet y col., 

1976) y se obtiene una cadena mutante. Normalmente, es difícil detectar la 

presencia ele cadenas mutantes por arnílisis de secuencia nucleotídica. Sin 

embargo, cuando se crece una pohl:1ción ele RN/\ en prescncht de un inhibidor de 

la replicación, las molécuh1s mutantes que son capaces de resistir al inhibidor 

tienen una ventaja selectiva. Dejando crecer las suficientes generaciones, estas 

moléculas vienen a ser prcdomin:111tcs en la población. Por imposición de 

diferentes presiones selectivas surgieron diferentes variantes (Levisohn y 

Spiegelman, 1969). /\sí, se han seleccionado mutantes resistentes a bromuro de 

etidio (Krmncr y col., 1974), a ribonuclcasa TI (Kr.tmcr y col., 1986), a cordiccpina 

trifosfato (Priano y col., 1986) y se han secuenciado muchas de estas mutantes. 

VI. Mecanismo de replic:ici1ín de ltNA por la 1·e11licasa de QU. 

La síntesis de RN/\ por medio de la replicasa de Ql3 se puede dividir en cuatro 

pasos: reconocimiento, iniciación, elongación y terminación. El primer evento en 

la síntesis de la cadena producto es la unión de la replicasa a una región interna 

del templado ele RN/\. Se han identificado regiones específicas en el RNA ele Q13 

(Weber y col., 1972; Meyer y col., 1981), en el RN/\ MDV-1 (Nishiharn y col., 

1983) y en el RN/\ NV (Shaffner y col., 1977) que unen a la replicasa de QB. La 

región encontrada en el RN/\ MDV-1 (+)y en el RNA (-)de QB (Nishihara y col., 

1983) esta conservada entre los colifagos de RN/\ del grupo IV (lnokuchi y col., 

1988) y forma una fuerte estructura ele tallo y asa en el centro ele la molécula 

como lo predice el algoritmo de doblado en computadora (Figura 2) (Zuker y col., 

1989). Esta región contiene los tallos que se habían encontrado eran 

hipersuceptibles a la digestión con la ribonucleasa de TI (Kramer y col., 1986). 

Así, el siriu de unión a la rnplicasa csl:í situado en el exterior de la molécula. La 

uni1ír1 de la replicasa :testa región ocurre c11 la ausencia de rNTPs (J\ugust y col., 

1968; Milis y col., 1976) indicando que, primero se forma e.f complejo replicasa

templado y luego, ocurre la iniciación. 
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2?1 r11i:.ri:1;v • -ll'i.o tmv-1 111 
721 FlltlHlY - -114.8 HOV-1 fl) 

111 F.:trnRnY - -111 .8 M/JV-1 "' 

l?IGURA 2. Estructum secundaria óptima y las siguientes dos estructuras 
subóptimas predichas para el RNA MDV-1 (+). La predicción se hizo 
utilizando el programa de cálculo de estructuras subóptimas de Zukcr (Zuker, 

1989). Las dos principales regiones homólogas al RNA (-)del fago QB se indican 
con letras obscuras (Nishilrnra y col., 1983 ). 
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La iniciaci6n de la síntesis tic la cadrna producto ocurre en el extremo 3' del 
templado con pppG (i\ugust y col., 1968; Kndan y col., 1972). Se cree 4ue la 

intcracci6n entre la QB replicasa y el sitio de unión altera la conformación del 
RNA tic forma tal que, el extremo 3' es traído a la proximidad de la rcplicasa 

(131umcnthal, 1979). Se requieren las tres C's del extremo 3', que se encuentran en 

todos los templados secuenciados así como en el RNA del fago QB, para que 
ocurra la iniciación (Rcnsing y col., 1969; Schaffncr y col., 1977; Milis y col., 
1973). La remoción o la conversión de las tres citidinas de su extremo 3' causa 

una pérdida total de la actividad de templado y la infcctividad (Rensing.y col., 
1969; Milis y col., 1980). De aquí se concluye que, las tres C's presentes en el 

extremo 3' son indispensables para que la síntesis ocurra de manera exponencial 

(Milis y col., 1980). 

La elongación de la cadena producto ocurre en la dirección 5' -> 3' 

(Spicgelman y col., 1968). La estructura secundaria del templado influencfa 

fuertemente la velocidad de elongación de la cadena producto. El análisis 

elcctroforético de la distribución de los diferentes intermediarios de elongación 
durante la síntesis del RNA MDV-1 por la rcplicasa de QB reveló que la velocidad 

de síntesis es altamente variable (Milis y col., 1978). Los dalos sugieren que la 

replicasa es interrumpida temporalmente en un número relativamente pequeño de 

sitios específicos y luego, continúa espont:íneamente con una probabilidad finita. 

El amílisis de la secuencia nucleotídica de los intermediarios de elongación más 

prominentes reveló que todos podían formar una estructura ele tallo en el extremo 

3'-terminal. Esto sugirió que la marcada variabilidad en la velocidad de 

elongación de la cadena se debía a la formación de tallos terminales en la cadena 

producto o a la reformación de tallos en la cadena templado. Durante la 

elongación, la cadena naciente se separa de la cadena templado, debido a la 

formación de estructuras secum.larias (Fcix y col., 1968; Kramer y col., 1981; 

Priano y col., 1987). Otros experimentos, han demostrado que la formación de 
estructuras secundarias durante la elongación de la cadena juega un papel 

importante en la prevención del colapso de la cadena producto sobre la cadena 

templado (Priano y col., 1987; Milis y col., 1986) ya que, el RNA de cadena doble 

no sirve como temph1do para la replicasa ele QB (Weissmann, 1974; Biebricher y 

col., 1982). Se sabe que, ocurren reorganizaciones estructurales mientras la 

cadena producto crece (Kramer y Milis, 1981 ). Así, se reemplazan configuraciones 
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menos eslablcs por configuraciones 1rnís eslables mientras la cadena producto es 
sintetizada. 

Antes de la terminación de la síntesis, ocurre la adició;1 de una adenosina no 

codificada por el templado en el extremo 3' ele la cadena producto (Weber y 

Weissmann, 1970). No hay adcnilación terminal en las cadenas sintetizadas sobre 

fragmentos de templado que carecen de un extremo 5' normal (Bausch y col., 

1983). La función de esta adenosina terminal no está clara. No se copia en la 

cadena hija durante la iniciación (August y col., 1968; Kacian y col., 1972) ni esta 

involucrada en la infec.tividad o en la replicación (Rensing y col., 1969; Bausch y 

col., 1983 ). Después de la adición de la adenosina terminal al extremo 3', la 

cadena producto se libera y luego, la replicasa se disocia de la cadena templado. 

E11tonces, la rcplicasa queda lista para unirse a otra molécula de templado e iniciar 

la siguiente vuclla de replicación. Una s1íla molécula de replicasa unida a un sólo 

templado de cmlena sencilla es suficiente para llevar a cabo un ciclo sintético 

completo (Dobki11 y col., 1979). Se muestra en la l'igura 3 una representación 

esquem:ítica del ciclo de replicación. 

Para mantener la capacidad de replicación, se deben conservar en el templado 

y en la cadena producto tanto el sitio de unión a la replicasa como el sitio 3' de 

iniciación. Ya que la síntesis de la cadena producto ocurre de manera antiparalela, 

las tres G's del extremo 5' de la cadena templado dirigen la síntesis de las tres C's 

del extremo 3' de la cadena producto. Así, las secuencias terminales 

complementarias preservan el sitio de iniciación en ambas cadenas. Por otro lado, 

como consecuencia de la complcmcntaridad entre las cadenas(+) y(-), los tallos y 

asa que ocurren en una cadena también estan presentes en su complemento 

(Figura 4). Tanto la presencia de tallos y asas como de secuencias terminales 

idéntic:1s en ambas c:1dcnas, explica por qué la replicasa de Q13, que es una enzima 

altamente sclccliva, puede reconocer a las dos cadenas que son complementarias, 
pero no idénticas. 

La Figura 2 mueslra la estructura secundaria óptima y las siguientes dos 

estructuras secundarias subóplimas del RNA MDV-1 predichas por el programa 

de computadora de Zuker (Zuker y col., 1981; Zuker, M. 1989; Jaeger y col., 

1989a; Jaeger y col., 1989 b). Este dibujo es consistente con la evidencia 
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FIGURA 3. Ciclo de replicación de la re11licasa del fago QR (Dobkin y col., 
1979). La replicasa (simbolizada por un círculo) sintetiza un producto de cadena 

sencilla en dirección 5' -> 3' a partir de un templado de cadena sencilla. Esta 

enzima puede utilizar otros templados más pequeños que el propio RNA de QLI 

como son el RNA MDV-1, el RNA MCV, toda la gama de RNAs NVs o el RNA 

MNV. La replicasa usa la cadena viral (+)como templado para dirigir la síntesis de 

la cadena complementaria (-). Luego, ambas cadenas sirven como templado para 

la síntesis adicional de cadenas ( +) y (-). De esta manera se observa un 

incremento exponencial en el número de cadenas de RNA respecto al tiempo. 
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FJGUllA 4. Sccuc1fcia nuclcotídica del RNA MDV-1. Las secuencias 
intracadcna que son complementarias entre sí forman estructuras de tipo tallo y 

asa. Debido a la complementaridad del mecanismo de síntesis se forman tallos y 

asas idénticos en ambas cadenas ( +) y (-) (Mills y col., 1973). 
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estructuml obtenida por modificación química (Mills y col., 1980), la observación 

de regiones de compresión de handas en geles de secuencia (Kramer y Mills, 

1978; Milis y Kr:uner, 1979) y con el rnapeo de estructura utilizando la digestión 

con la ribo11ucle:1sa de TI (Kramcr y Mills, 1981). Jlacicndo una comparación 

exhaustiva ele las secuencias nucleotíclicas del RNA MDV-1 y del RNA viral de 

Ql.l (Nishihara y col., 1983) se encontraron sólo dos regiones de homología 

(inclicad:is con letras obscuras en la Pigura 2). Estas regiones comprenden el sitio 

de unión a la replicasa necesario para el reconocimiento del templado y la 

secuencia en el extremo 3' rica en C's, necesaria para la iniciación de la .cadena 

producto. 

VII. Otras acfMdadcs cnzim:ílicas de la replicasa del fago Qlt 

Cuando se utiliza una preparación de replicasa a la cual se te ha quitado 

completamente el templado de RNA endógeno (Surnper y Luce, 1975; Biebricher 

y col., 1986) y se analizan reacciones iniciadas con una dilución tal que, 

correspondería a la ausencia complcl:I de templado, se observan tiempos "lag" 

muy largos y dispersos, los perfiles son irrcproclucibles y los productos no se 

parecen en nada al RNA templado inicial. Los productos no parecen ser copias 

ele un RNA replicable presente como impureza en la preparación de la enzima 

(Biebricher y col., 1986) por lo que se piensa que, pueden ser product.o de síntesis 

de novo (Sumper y Luce, 1975). A bajas concentraciones de enzima o de 

sustrato o a elevada fuerza iúnica, no ocurre síntesis de novo. 

Otras DNA y RNA polimcrasas también llevan a cabo síntesis de novo 
(Kornberg y col., 1964; Krakow y col., 1967). Aún cuando los productos de las 

diferentes polimerasas son diferentes, el mecanismo es probablemente muy similar 

para todas las polimcrasas. Primero, se condensan los rNTJ>s a oligonucleótidos en 

una forma más o menos azarosa. Una vez que aparece un RNA, aunque sea 

pobremente replicable, se amplifica nípidamente bajo el mecanismo usual, dirigido 

por el templado. Entonces, hay un proceso de optimización evolutiva, ya que los 

"fingerprints" de las nuevas bandas estan muy relacionados entre sí mientras que, 

los productos de novo de las diferentes muestras son completamente diferentes 

(Dicbricher y col., 198 la). El proceso de optimización de los productos de síntesis 
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de 110vo es irrcproducihlc: se observan diferentes productos de optimización 

relacionados secuencialrncntc, en diferentes 111bos de rcacci<5n ("aislados 

geogr:íficamente") indicando que, hay eventos raros involucrados (Diebricher, 

1983). El mecanismo de optimización no csla claro. Probablemente esten 

involucrach1s inserciones, ya que se encontró que se añaden nucleótidos lenta y 

de manera no azarosa al extremo T del templado si se inhibe la iniciación de 

cadcnns nuevas, rccmplaznndo el GTP con ITP. 

Aún no se entiende el significado biológico de este proceso no codificado por 

el templado. Como se encontró que esto sucede cinco órdenes de magnitud más 

lento aún a concentraciones alfas de suslrato y de enzima, en condiciones menos 

óptimas, estas reacciones coh11cralcs deben ser lan lentas que no pueden ser 
detectadas. 

Por otro lado. se cncontr6 que en reacciones de replicación iniciadas con 

templados de DNA de cadena doble (cDNAs que codifican para RNAs 

replicahlcs) se pueden generar cadenas sencillas de RNA producto por medio de 

la aclividad de RN1\ polimerasa DNA-dirigida de la replicasa de QB, que luego 

pueden ser amplificados por sucesivos ciclos de replicación y así, ser detectados 

(Sanjay Tyagi, comunicación personal). Esta reacción es aproximadamente dos 

órdenes de magnitud menos eficiente que una reacción iniciada con un RNA 

como templado. 

VIII. l{NAs rccomllinantcs. 

La amplificación exponencial producida por la replicasa de Qll constituye una 

manera ele generar graneles cantidades ele cualquier RNA in vitro. Se ha 

intentado utilizar muchas veces la replicasa de Ql3 para amplificar RNAs 

heterólogos y se han seguido varias estrategias para soslayar la especificidad de la 

replicasa por el templado. La forma más simple ha sido añadiendo iones 

manganci;o a la mezcla de reacción, que permile a la enzima sintetizar la cadena 

co111plc111e111aria iniciada con pppG (Palmcnberg y col., 1974; Obinata y col., 

1975). La segunda forma es alineando un oligonucleótido al templado, que sirve 

como prímero y permite a la replicasa sintetizar el RNA complementario desde el 
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extremo 3' del prímcro (rcix y col., l 976a). La tercera, es relajando Ja 

especificidad de Ja rcplicasa :1íladicnclo un pedazo ele rC o de dC a el extremo 3' 

del templado ele RN/\, que asemeja la secuencia 3' terminal de los templados 

naturnles y permite a la replicasa iniciar la síntesis de la cadena complementaria 

con pppG (Feix y col., 1976b). Aunque la QB rcplicasa puede replicar algunos 

RN!\s que no son templados naturales bajo condiciones especiales, el producto 

de la síntesis cst:í restringido al RNA comple111entario de la cadena templado y así, 

a una sola vuella de síntesis; no está sujeto a un ciclo ele replicación exponencial. 

La alta especificidad de templado de la replicasa de QB no ha permitido esta 
aplicación. 

Se siguió una estrategia distinta al insertar las secuencias heterólogas dentro. 

del RN/\ MDV-1 y ha sido la 1ínica forma exitosa de amplificar RNAs heterólogos 

(Miele y col., 1983; Lornclí y col., 1989). En este caso, el RNA MDV-1 sirve como 

un acarreador que provee las secuencias y las estructuras requeridas por la 

rcplicasa de Q13 (Miele y col., 1983). El sitio elegido para la inserción está 

localizado fuera de las regiones requeridas para el reconocimiento del templado e 

iniciación de la cadena producto (entre el nucleótido 63 y 64 del RNA MDV-1). 

Este sitio se encuentra en un 1<1110 y asa, donde es 111cnos probable que se altere la 
estructura secundaria y dónde se sabe que, ocurren mutaciones viables indicando 

que esa secuencia no es esencial para la replicación. Además, este tallo-asa se 

encuentra en el exterior de la molécula ya que es una región hipersusceptible al 

tratamiento con la ribonucleasa de TI. 

El pri111cr RN/\ rccombinante que se construyó fue preparado por ruptura del 

RNA MDV-1 en el sitio seleccionado con la ribonucleasa de TI. Luego se insertó 

ahí ácido decaadenílico con la ayuda de la RNA ligasa del bacteriofago T4. La 

molécula rccombinante de 231 nucleótidos mostró propiedades replicativas 

similares a las del RNA MDV-1 demostrando que, la secuencia insertada no 

interfiere con la rcplicaci6n (Míe.le y col., 1983). Los productos consistían de 

copias completas del RN/\ recombinantc. Se sintetizaron las dos cadenas 

complementarias. El patrón de "fingerprint" de cada una de las cadenas del RNA 

rccombinantc, confirmó su identidad. El an:ílisis de la cinética de síntesis del RNA 

recombinante demuestra que el mecanismo de síntesis es autocatalftico y que la 

cantidad de RNA incrementa exponencialmente, obteniéndose un millón de veces 
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de amplificaci<in (Miele y col., 1983). De esta manera, parece posible crear 

moléculas hifuncionalcs. La secuencia de RNA insertada dentro de un RNA 

rcplicable puede jugar muchos papeles. Puede servir corno una sonda de 

hibridación (esta tesis; Lomelí y col., 1989), como el silio ele unión para la proteína 

de la c:ípsidc del virus R 17 (Guerra y col., manuscrito en preparación) o como un 

RNA mensajero para lraducción i11 vitro (Wu y col., manuscrito en preparación) 

micnlras que, las secuencias flanqueadoras ele RNA MDV-1 permiten su 

amplificación exponencial por la rcplicasa de Q13. 

Por la conveniencia de inserlar secuencias hcterólogas en el RNA MDV-1 para 

generar RNAs rccomhinantcs, se inlrodujo una copia de cDNA del RNA MDV-1 

en un pl:ísmiclo de Eschericl!ia coli. El cDNA de MDV-l comienza 

inrncdiatmncnle hacia abajo del promotor para la RNA polimerasa de '17 y termina 

cxactamcnlc en el sitio de rcslricci<in de Sma l. Se insertó un polylinkcr de 22 

pares de bases en la posici611 63 del cDNA de MDV-1, con1ando a partir del 

cxlrcmo 5' de la secuencia del RNA MDV-1 (+). Se generaron dos pl:ísmidos, el 

pT7MDVp4 y el pT7MDVp9, cada uno con la secuencia polylinker en la 

orientación opucsla. Con estos plásmidos se pueden preparar fácilmente RNAs 

rccomhinantcs por la i11scrció11 de las secuencias heler<ilogas en el polylinker y 

luego por lranscripción i11 vitro del plásmiclo lincarizado con Sma 1 por 

incubación con la polimcrasa de D (Figura 5). En nuestro laboratorio hemos 

estudiado la replicación de varios RNAs rccombinantes que contienen distintas 

secuencias hclerólogas inscrt:ttlas en un sólo silio elenlro del RNA MDV-1 (+). 

IX. Moléculas reporteras amplilicables y sondas de RNA recombinantes. 

Hay un gran número de ventajas en usar la replicación de un templado de 

RNA como la base de un sistema exponencial de generación de señal: a) la 

rcplicasa de Ql.1 es altamente específica para sus propios templados (Haruna y 

Spiegclman, l 965a); b) cantidades tan pequeñas corno una molécula de templado, 

pueden iniciar la síntesis (Levisohn ancl Spicgclrnan, 1968); c) la cantidad de RNA 

sintetizado en una reacción corta (típicamente, 200 ng en 15 minutos en 25 µI) es 

tan grande que puede ser medido con la ayuda de técnicas colorimétricas sencillas 

(l-laruna y col., 1965b). 
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Clonación de lo secuencio he!erólogo 
en el polylinker 

A 8 

Promotor 
T7 PromC>1or 

T7 

pT7-MDV-poly9 

e 

Transcrito recombinante 
de MDV-1 

T7 RNA pollmerosa 

PIÓsmldo llneorlzado con SmaI 

Transcripción por lo T7 
RNA pollmeroso 

FIGURA 5. Síntesis de ltNAs recombinantes por transcripción ill vitro. El 
plásmido pT7MDVpoly9, que contiene el promotor del bacteriofago T7 en 

dirección hacia el cDNA de MDV-1 (segmento obscuro) (panel A) es modificado 
por la inserción de la secuencia de DNA hetcróloga deseada en cualquiera de los 
sitios únicos del polylinker, localizado dentro de la secuencia de MDV-1 (panel 

B). El plásmido resultanle es cortado al final de la secuencia de MDV-1 por la 

enzima de restricción Sma I y luego incubado con la RNA polimerasa de T7 para 

sintetizar el RN A recombinate MDV-1 ( +) que contiene el inserto correspondiente 

de RNA hetcrólogo (región obscura del transcrito, panel C). 
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La Figura 6 rnucslra cúmo es que se piensan utilizar las características de 
replicación de las reacciones con la rcplicasa de QB para medir la cantidad de 

RNA templado que esla prescnle inicialmente en una reacción como 

consecuencia ele que previamenle ha hibridado a una secuencia blanco. La 

cantidad de RNA lemplado presente en un ensayo de hibridación será 

dircclamcnlc proporcional al número de blancos presenles inicialmente en la 

muestra. Si se iniciaran un mímcro de reacciones con diferentes cantidades de 

RNA templado y se incubaran un 1icmpo tal que, todas hubieran entrado a la fase 

lineal de la sínlcsis, enlonces habría una relación lineal entre la cantidad de RNA 

presente en cada reacción y el logaritmo de la cantidad inicial de templado. Dicho 

de otra forma, incrementos exponenciales en la cantidad de RNA templado son 

vistos como incrementos lineales en la cantidad de RNA producto. Esta situación 
se iluslra en la Figura 5 del arlículo que se anexa a esta tesis. En la práctica, esto 

significa que la detección de la sciial ocurriní en el rango de cientos de 

nanogramos aún para reacciones iniciadas con muy poco RNA templado. Sin 

embargo, los ensayos para dc1crminar la cantidad inicial de RNA templado 

tendrán un :unplio rango dinámico, ya·que el tiempo al cual se mide el RNA 

producto puede ser disminuido si hay una gran canlidad de RNA templado al 

iuicio, o aumentado si se requieren ensayos muy sensibles. La detección de esta 

gran cantidad de RNA producto se puede lograr por el intercalamiento de 

compuestos fluorogénicos lales como el bromuro de etidio (Sharp y col., 1973) o 

el yoduro de propidio. 

Aunque se han iniciado reacciones con la replicasa de Q13 con tan poco como 

una molécula de RNA templado (Levinsohn y Spiegehnan, 1968), hay dos fuentes 

de "background" que determinarán el límite de sensibilidad a alcanzar: 1) el 

número de sondas que se queden pegadas inespecíficamente a la muestra y 2) la 

presencia de un número pequeño de moléculas de RNA MDV-1 en las 

preparaciones de replicasa. El número de templados contaminando la replicasa en 

una reacción típica es del órdcn ele 40-100 moléculas (Kramer y col.,1974). 

Existen métodos para remover los RNAs templados contaminantes de la replicasa 

(Eoyang y col., 1971; Hill y Blumcnthal, 1983) y por otro lado, ya se ha clonado la 

subuniclad viral de la Qf3 replicasa de forma que, ahora es posible obtener una 

replicasa libre de "background" (Milis, 1988) ele modo que, el "background" en 

ensayos futuros, estará determinado fundamentalmente por el número de sondas 
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l~IGURA 6. Uso de sondas de UNA rccombinanfc. El símbolo de la 

sonda de RN/\ recombinante esta formado por una molécula de RNA MDV-1 
(rcpresenl:1da por una línea doblada en !res rallos y asas), a la cual se le ha insertado 

una secuencia dclcclora (que se muestra como un semicírculo engrosado). Se 

prcpam la secuencia blanco de cadena sencilla (panel A). Se hibrida la sonda de 

RNA recombinantc a eslc blanco, el cual puede ser RNA o DNA (panel B). 

Después de lavar las sondas de RNA no unidas, se liberan las sondas hibridadas del 

blanco con calor (panel C). Luego, las sondas de RNA recombinante liberadas son 

amplificadas exponencialmente por incubación con la replicasa de QB (panel D). 
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que se queden pegadas inespecíficamcnle al sistema. Actualmente, se han 

diseñado otros esquemas alternativos, genéricos, que disminuinín esta fuente de 

"background" y que se cxplicanín con míls detalle en la discusión de esta tesis. 
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.JllSTIFICACION 

La enfermedad de Chagas afccla a 12 millones de personas en el Continente 

Americano y hay aproximadamenle 35 millones en riesgo de infección. En 

general, no exisle un tralamiento útil o una vacuna. La tripanosomiasis americana 

o enfermedad de Chagas es causada por el panísito prolozoario, Trypmwsoma 
cruzi, el cual es transmitido cfclicamcnle por insectos de la familia Rcduvidae, en 

especial del género Triato111a, Rhod11i11s y Pa11stro11gy/11s o por transfusión 

sanguínea de un donador infcclado. En el huésped mamífero, después de una fase 

aguda inicial, la parasitemia puede decaer y entonces, pasar a una fase crónica de 

larga duración (de aiios) con caracteríslicas mullisintomáticas y polimórficas. 

Debido a la baja abundancia de los tripomastigotes en sangre, el método más 

confiable de dclccción dirccla del parásito es el xcnodiagnóstico (Schenone y 
col., 1977) en el cual se pcrrni1e que, lriatomfdeos de laboratorio libres de infección 

tomen sangre del pacicnle. Si hay infección, los lrypanosomas se multiplican 

rápidamente en el intestino de la chinche y un ex;írnen de su contenido inlestinal 

después de varias semanas, muestra al panísilo. Olros métodos incluyen cultivos 

axénicos de la sangre e infección de animales de laboratorio susceptibles. 

Recientemente, lambién se han desarrollado métodos inmunodiagnósticos tales 

como el ELISJ\ (Tachibana y col., 1988), el DIG-ELISA (Castilla y col., 1988), el 

de hemaglutinación o el de inmunofluorescencia indirecta para detectar 

anticuerpos para Trypa11oso111a cruzi. Estos métodos proporcionan información 

importante con respecto a la exposición del parásito, sin embargo, debido a la 

persistencia de anlicuerpos conlra el trypanosoma después de la desaparición de 

los parásitos de sangre, hace que eslos métodos no discriminen adecuadamente 

entre infecciones pasadas y presentes. Otros métodos inmunodiagnósticos para 

detectar directamenle antígenos de superficie de T1ypmwsoma. cr11zi, también ya 

han sido desarrollados (Chandler y col., 1988). Son útiles para detectar 

infecciones presentes, pero anticuerpos contra antígenos del trypanosoma, 

provenientes de una infección pasada pueden interferir con este ensayo. Otros 

problemas polenciales son, el secuestramiento del antígeno en complejos inmunes 

in vivo y persisilencia antigénica por días e incluso serrnmas después de que la 
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parasitosis ha terminado. 

En los últimos aíios, se han publicado estudios que demuestran la utilización 

de sondas de hihridaciiín de DNJ\ capaces de detectar Trypanosoma. cruzi con 

absoluta especificidad y gran sensibilidad (Gormílez y col., 1984; Ashall y col., 

1988). Su sensibilidad depende en parle, de la abundancia relativa de las 

secuencias nucleotídicas ensayadas en el parásito. Un acercamiento para 

aumentar la sensibilidad de estos ensayos ha sido la utilización de secuencias 

repetitivas especie-específicas como sondas. En los estudios originales se utilizan 

sondas marcadas radioactivamenle pero la utilización de sondas no radioactivas 

es factible y pueden ser tanto o más sensibles que las sondas radioactivas. La 

sensibilidad reportada es de hasta 5 parásitos en 20 ~ti de sangre infectada (Ashall 

y col., 1988). 

El diagrnístico para la enfermedad de Chagas tiene que estar basado, en una 

prueba que identifique al panísilo y la especie con gran sensibilidad, para que sea 

de utilidad clínica. En lanto que, para estudios epidemiológicos además debe ser 

cuantilativo y capaz de evaluar un gran mímero de muestras en un periódo de 

tiempo rrnís o menos corlo. 

Por otro lado, desarrollos recientes en la tecnología de amplificación de ácidos 

nucléicos hacen posible explorar el diseiio de nuevos métodos diagnósticos con 

la sensibilidad y operntibilidad propuestas. El desarrollo de este tipo de pruebas 

permitiní el aprovechamiento de esta misma tecnología para el diseño de ensayos 

diagnósticos para otrns enfermedades infecciosas tales como el dengue, la tifoidea, 

la amibiasis o, a largo plazo, el SIDA. 
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011.IETIVO GENERAL: 

El objetivo general de este proyecto era la búsqueda de reglas generalizables 
y predecibles en el discíio de moléculas recornbinantcs, substratos para la 
replicasa de Ql.I. 

011.IETIVOS PAltTICULARES: 

Los objetivos de esta tesis fueron: 

A) Generar sondas replicables para el parásito protozoario Trypa11osoma cruzi 
que pudieran ser útiles para un ensayo diagnóstico, 

B) Análizar las propiedades replicativas de las diferentes moléculas 

rceombinantcs obtenidas, bajo distintas condiciones y 

C) Analizar las relaciones de tipo estructura-función entre las diferentes 

moléculas recomhimmtes. 
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MATEltlALES Y l\IETODOS 

n) Enzimns. Las endonucleasas de restricción y la polinuclcótido cinasa de 
T4 se compraron de Ncw England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de 

cabra, la DNA ligasa de T'I, el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de 

Escliericliia coli y la DNAsa de pancreas bovino fueron compradas de 

Boheringer Mannheim. La RNA polimerasa de T7 se compró d~ U.S. 

Biochemicals. La replieasa de Ql.l fue aislada de fücl1eric/iia coli Q13 infectada 

con el bacteriófngo QB por el procedimiento de Eoyang y August (l 971 ), sin el 

paso de hidroxilapalita. La Ql.l replicasa es una enzima estable cuando se guarda 

en presencia de glicerol a -20ºC; su actividad permanece inalterada incluso 

después de cinco aíios. 

b) Oligonnclcútidos. Los oligonucleótidos se prepararon utilizando la 

química de B-cyanoetil fosforoamidita en un sintetizador Microsyn-1450A 

(Systec). Después de desbloquear y liberar de la resina, los oligonucleótidos 

fueron purificados por electroforesis en gel preparativo, eluídos del gel y 
purificados por cromatografía en cartuchos de SEP-PAK (Waters Associates). 

c) l'lásmido ¡mra la síntesis del UNA MDV·l (+) lJOr transcria>ción i11 
1•itro. El plásmido pT7MDV contiene un promotor para la RNA polimerasa del 

fago T7 dirigido hacia el cDNA completo del RNA MDV-1. El plásmido fue 

construído de tal forma que la transcripción desde el promotor de T7 comienza 

con el primer nuclcótido del RNA MDV-1 (+). Se introdujo un sitio para Sma 1 en 

el otro extremo de la secuencia del cDNA de MDV-1 de modo que, cuando el 

plásmido es linerizado con la endonucleasa Sma l y luego incubado con la T7 

RNA polimerasa, la transcripción termina dos nucleótidos antes del final del RNA 

MDV-1 ( + ). Los transcritos resultantes, aunque carecen del dinucleótido CpA

OH, sirven como excelentes templados para la replicación exponencial por la 

replicasa de Ql.l. 

d) Construccicín del ¡1lásmido c¡ue contiene un IJOlylinker dentro de la 

secuencia del cDNA de l\IDV-1. El fragmento PpuM 1-BstE 11 del cDNA de 
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MDV-1 en el phísmidu pT7MDV fue reemplazado con el correspondiente 

fragmento PpuM 1-llstE 11 ele un cDNA de MDV-1 modificado que contenía un 

sitio único para Xha 1 en lugar del sitio 1ínico para llinf 1 en la secuencia del 
cDN/\ de .MDV-1. Luego un fragmento ele DNA sintético (preparndo por el 

alineamiento de dCTAGA TCTCGAGGCCTG a elCTAGCAGGCCTCGAG/\ T) fue 

clonado en el sitio de Xha 1, convirtiéndolo en un polylinker que posee cuatro 
sitios de rcstricci611 únkos: Xha I, Bgl 11, Xhu 1 y S111 l. Scg1í11 la orientación del 

polylinkcr el pl:ísmido fue llamado p'l7MDVpoly4 ú pT7MDVpoly9. 

e) Construccitín de los phísmidos pT7MDVTC 1>ara la síntesis de los 

RNAs recomhin:mfcs MDVTC. Los plásmidos pT7MDVTC fueron conslruídos 

por inserción de una secuencia sonda sintética (preparada por el alineamiento de 

dCTA o GGCG G ¡\e¡\ ce¡\¡\ ACA ¡\ CCC-TG ¡\ACTA TCCGT a 

dCTAGACGGATAG'ITCAGGG'ITGTITGGTGTCCGCC) en el sitio de Xba 1 del 

polylinker del pl:ísmido p'l7MDVpoly9. Esta secuencia sonda es complementaria 

a 27 nucleútidos de una secuencia repetitiva de 195 pares de bases del parásito 

protozoario Trypa1111so111a. cruzi. La secuencia nucleotídica que usamos fue 

determinada a partir de clonas de DN/\ repetitivo aisladas de la cepa Y (González 

y col., 1984 ). 

f) Análisis de la secuencia nuclcotídica. La secuencia nuclcotídica en la 

región rccombinante de cada plásmido fue confirmada por el método de Sanger 

(Sangcr y col., 1977), utilizando 7-dcaza-guanosina 5'-trifosfato (Boheringer 

Mannhcim) en lugar de dcoxiguanosina 5'-trifosfato (Mizusawa y col., 1986) y 

[35Sjdcoxiciticlina 5'-(o -tio)trifosfato (Ncw England Nuclear) como marca (Biggin 

y col., J 983). Las rc<1ccioncs de secuencia fueron llevadas a cabo en DNA de 

plásmido de cadena doble lineal (Wallace y col., 1981 ), utilizando un 20mero 

(Pharrnacia) complementario a la secuencia del promotor de 17 (Osterman y col., 

1981). 

g) Transcripción ;,, 1•itrn. Los plásmidos fueron aislados por el método de 

lisis alcalina-SDS (Birnboim y col., 1979; lsh-Horowicz y col., 1981) y purificados 

por cromatografía en Sheparosa CL-4B (Pharmacia). Luego, se digirió el DNA de 

phísmido con Sma l. La transcripción se llevó a cabo de acuerdo a una 

modificación del protocolo de J\xelrod y Kramcr ( 1985): 1 µg de DNA lineal se 
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incubó con 85 unidades de '17 RNA polimerasa por 3 horas a 37ºC en 40 µI de 

400 ~LM ATP, 400 pM (o:-32PICTP, ''°º ~ll\1GTP,400 µM UTP, 50 mM Tris-HCI 

(pll 7.5), 12 mM l'vlgCl2, 12.5 mM ditiothreitol (preparado fresco), IOO µg/ml de 

seroalh1í111ina bovina y l u/¡LI de inhibidor de rihonucleasas, RNAsin (Prornega 

Biotec). Los transcritos ¡32p¡ rucron incubados con 0.1 ~Lg/µI de DNAsa l libre de 

ribonucleasa (Tullis y col., 1980) para deslruir el DNA templado y luego 

purificados por extracción con fcnol/cloroformo/alcohol isoamílico, seguido por 

precipilación con cranol. La concentración de cada RNA fue determinada de 

acuerdo a su actividad específica. El tamaño y la homogeneidad del RNA fue 

delerrninada por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en presencia de 7 M 

urea. Las bandas de RNA íueron visualizadas por tinción con nitrato de plata. 

h) ltc11licaci1111cs. Entre 1.5 X w- 18 g y 1.5 X w- 10 g de lranscrito 

(dependiendo de la reacción) rueron incubados con 1.2 µg de QL\ replicasa a 37°C 

en 25µ1de400~tM ATP, 400µM jo:-32PJCTP, 400 ~LM GTP, 400 ~LM UTP, 1 a 14 

rnM MgCl2 (scg1ín se indica en cada figura) y 90 mM Tris-HCI (pH 7.5). Se 

tomaron muestras de cada reacción cada 4-5 rnin. La cantidad de RNA en cada 

muestra de 2 ~ti ruc determinada por unión del ¡32PJRNA a íiltros de celulosa 

DE8 I (Wathman) (Maxwell y col., 1978) y se midió la radioactividad en cada 

filtro en un contador de ccnlellco. El tamaiio y la homogeneidad del RNA de las 

muestras seleccionadas fue determinado por electroforesis en gel de 

poliacrilamida-urea. Las bandas de [3 2PJRNA fueron detectadas por 

autoradiograíía. 
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HESULTADOS 

l. Conslruccit'm de un 11l:ísmido para la síntesis del RNA MDV-l (+). 

Por la dificultad que representaba introducir modificaciones dentro de la 

secuencia de RNA y la facilidad con la que el DNA podía ser manipulado 

empicando la tecnología de DNA rccombinante, se preparó una copia de DNA del 

RNA MDV-1 y se construyeron pliísmidos que contenían promotores dirigidos 

hacia la secuencia del cDNA de MDV-J (Mills y col., 1991). Se diseñaron estos 

pl¡ísmidos para que sirvieran como templados para la transcripción i11 vi/ro· de 

copias perfectas del RNA IVIDV-1 por medio de la RNA polimerasa de TI. 

Se preparó el cDNA de MDV-1 u1ilizando la trancriptasa reversa del virus de la 

mieloblastosis apiaria y prímeros de oligo dT para sinletizar copias c:1si completas 

del RNA MDV-1 (+) poliadenilado y del RNA MDV-1 (-). Se hibridaron ambas 

cadenas y se rellenaron por incubación con el fragmento Klenow de la DNA 

polimcrasa 1 de Escl1ericltia coli. Se quitaron las colas de oligo dT, hibridando 

cada una de las cadem1s complelas de cDNA con el RNA MDV-1 complementario 

correspondiente, digiriendo los híbridos con rrncleasa S 1 y luego quitando el RNA 

por tr:llamiento con :ílkali. Se alinearon las copias de cDNA completas de cada 

una de las cadenas y se insertaron en el sitio de Eco JU del plásrnido pBR322 

utilizando linkers sinléticos . Luego, a través de una serie de pascis, se 

modificaron los extremos del inserto de cDNA de MDV-1 de forma que cada uno 

co111uviera nn sitio para Sma 1 flanqueado por un sitio para Eco RJ. Estas 

modificaciones permitieron insertar la secuencia de MDV-1 en un pl:ísrnido en el 

sitio de Eco RI y luego, escindir el inserto con Sma I, lo cual producía extremos 

rasurados en el cDNA de MDV-1 que eran idénticos a la secuencia de los 

extremos del RNA MDV-1. El amílisis de la secuencia nucleolídica reveló que la 

secuencia del cDNA de MDV-1 de la clona seleccionada era idéntica al RNA de 

MDV-1, cxceplo por una substiluci<Jn (una aclenosina en vez de una guanosina) 

en la posición 87 de la cadena (-) (Milis y col., 1991) y la ausencia de una 

adenosina en el extremo 3', no requerida para la replicación del RNA (Bausch y 

col., 1983). 
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Se dccidi<Í utilizar como sitio de inserción de secuencias hetcrólogas la 

posición 60 del cDNA de l'vlDV-1, porque codificaba para un asa que se 

cncontraha en el exterior de la molécula de RNA MDV-1 y porque estaba fuera de 

las regiones requeridas para reconocimiento del templado e iniciación de la 

cadena producto durante la rcacci<Ín de rcplicaci6n. Se construyó un sitio único 

de rcstricci<ín en esta posici<Ín insertando un linkcr que contiene un sitio para 

Xba l. Se cort6 el cDNA de MDV-1 en el sitio único de llinf l (posici6n 60), se 

digirió con nucleasa S 1 para dejar extremos rasurados y ahí se lig6 un linker 

(8rncro) que contenía un sitio para Xba 1 constituyendo así, el 

p BR322MDVXbal (l'vlills y col., datos no publicados). 

Simult¡íncamcntc, se construyó el pl¡ísmido p'17MDV que contenía el promotor 

del bacteriofago '17 dirigido hacia el cDNA de MDV-l, escindiendo la secuencia 

intacta de cDNA de l'vlDV-1 (la no modificada) del plásrnido pBR322 con Ava ll

Eco RI e insertando la misma, en el sitio de Hine 11-Eco RI del plásrnido pSP64 

(rcgenerándo ambos sitios) y posteriormente, insertando en el sitio de llinc II un 

oligonucle6tido de cadena doble (20mcro) que contenía el promotor de 17 (Milis 

ycol., 1991). 

Partiendo de estos dos plásmidos: el pT7MDV y el pBR322MDVXbal, 

construimos en nuestro laboratorio el plásmido pT7MDVpoly (Figura 7). Se 

sustituyó el fragmento interno del cDNA de MDV-1 PpuM 1-BstE II del plásmido 

p'l7MDV por el fragmento PpuM 1-BstE 11 que contenía el sitio único para Xba 1 
y posteriormente se clonó en este sitio en ambas orientaciones, un 

oligonucleótido sintético que contenía los siguientes sitios únicos de restricción: 

Xba 1, Bgl 11, Xho 1 y Stu 1 (Figura 8). El amílisis de la secuencia nucleotídica de 

las dos clonas seleccionadas, p17MDVpoly4 y pTIMDVpoly9, reveló que la 
secuencia del cDNA de MDV-1 alrededor de la posici6n 62 era idéntica a la 

secuencia del oligonucleótido clonado, pero orientado de forma opuesta en cada 

una de las clonas. 
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FIGUltA 7. Conslrucciún del 1>lásmido pT7MDVpoly. Se partió de dos 
plásmiclos contruídos en el Laboratorio del Dr. Fred R. Kramer: el pTIMDV (+)y el 

pBR322MDVXbal (+). El primero contenía una copia idéntica del cDNA del RNA 

MDV-1 ( +) frente al promotor del bacteriofago ele T7 mientras que el segundo, 
contenía una copia del cDNA del RNA de MDV-l (+)frente al promotor de T7 ~ro 

rnadificacla por un sitio para Xba f en la posición 62. Para la obtención de 

cualquiera de los phísmidos pT7MDVpoly se sustituyó el fragmento interno del 

cDNA de MDV-1, PpuM 1-BstE 11 del plásmido pT7MDV por el fragmento PpuM 

f-BstE ff que contenía el sitio para Xba f y posteriormente se clonó en este sitio en 

ambas orientaciones, un oligonucleótido sintético que contenía los siguientes sitios 

únicos de restricción: Xba f, Bgl 11, Xho f y Stu l. 
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MDV-poly9 

Xba 1 Bgl 11 Xho 1 Stu 1 

' ' ' ' CTN?lifCTCXW~?J::CTG 

MDV-poly4 

Stu 1 Xho 11 Bgl 11 Xba 1 

' ' ' ' GTCXXr~/lG'\TC 

FIGURA 8. RNAs recombinantes de MDV-1 (+)que contienen una secuencia 
polylinker. Se mueslra la secuencia del oligonucleólido clonado en el silio Xba 1 
del plásmido p17MDV en ambas orienlaciones y los silios únicos de restricción 
que contiene. Con una línea gruesa se simboliza el cDNA de MDV-1 (+). El 
nombre de cada conslrucción se indica arriba de cada esquema. La cadena escrila 
es la que se lrnnscribe en RNA. 
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11. Síntesis de ltNAs .. ecombinantes por medio de la transc .. ipción de 
plásmidos. 

Nos propusimos constrnir una molécula de RNA bifuncional que sirviera como 
sonda específica y corno templado para la replicasa de Q13. Escogimos el RNA 

MDV-1 como la primera molécula parental porque se podían sintetizar RNAs de 

MDV-1 modificados a partir ele plásmidos rccombinantes por transcripción in 
vitro. El plásmido pT7MDV sirve como templado para la síntesis ele RNA MDV-

1. Se pueden generar RNt\s rccombinantes i11scrtando el fragmento ele. DNA 
heterólogo de interés en cualquiera de los sitios únicos de restricción del 

polylinkcr de p17MDVpoly y luego utilizar el phísmido resultante, como templado 

para la transcripción con la RNA polirnerasa ele T7 (Figura 5). Los RNAs 

obtenidos por transcripción i11 vitro a partir del pT7MDVpoly4 y del 

p'17MDVpoly9 mostraron ser suceptiblcs de replicación con la replicasa de QB 
con propiedades muy similares al RNA MDV-1 (ver el artículo que se anexa a esta 
tesis). · 

111. Diseño y construcción de sondas .. c11licablcs para Try¡1a110.mma cruzi. 

El RNA MDV-1 contiene muchas estructuras secundarias estables (Klotz y 

col., 1980; Mills y col., 1980; Kramer y col., 1981) y toda la evidencia disponible 

hasta el momento sugiere que muchas de estas estructuras son esenciales para la 

replicación. Sabíamos que, el sitio que estábamos escogiendo para la inserción de 

secuencias sonda potenciales dentro del RNA MDV-1 se localizaba en el exterior 

de la molécula (Miele y col., 1983) y que ahí era menos probable que el inserto 

alterara estas estructuras. Primeramente se escogió como sonda, un fragmento de 

la secuencia del elemento repetitivo de 195 pares de bases del DNA del parásito 
protozoario, Trypanosoma crnzi. La abundancia relativa de este elemento es de 
aproximadamente 120,000 copias por genoma. En la Figura 9 se muestra el 
alineamiento de la secuencia de cinco copias de este elemento repetido (González 

y col., 1984) y la región escogida como posible sonda. La secuencia del 

oligonucleótido que contiene la región sonda se diseñó bajo los siguientes 

criterios: 1) que su complemento estuviera presente en la región más conservada 

del elemento repetido; 2) que no presentara posibilidad de una fuerte estructura 
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CLUS'ff.RP.D Pl\ lf{-\Vl S~; 'Nocdl t"ma n-Wunsc:h 1 l'l.t,IGNMF.NT 

in 'idontlty (no trarl!~l;it· lnn) 1 ,1Jph,1bot o(: 

l. p'fCNREJC (1-195) 

2. pTCNJ<P.1 (l -195) 

3. p'fCNJ<P.3/\ (!-195) 

4. p1'r.NRP.2 (l-l 95) 

s. p'l'CNRP.Jn (!-195) 

llstQd Jo clustorod ordor, 

G/\GCTCT'l'GCCC/\C/\CGGGTGCTGC/\GTCGGCTGN!'CG1'TTTCG/\GCGGTCGCTGC/\TC/\C/\CGTTGTGGTC 

1 1 / 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 / 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 11 1 1 / 1 11 11 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 / 

Gl\GC1'CT'J'GCCCAC/\CGGr.TGCTíiCA<~1'CGGCTG!\TCGTT'l'TCGl\GCGG'J'CGCTGCATC/\Cl\CGTTGTGGTC 

11111111111111111111111111 1111111111111111111111 1111111111111111111111 

G/\GC'J'CT'l'GCCC/\C/\CGGGTCCTGC/\C'/'CGGCTG/\TCGTTT'fCG/\GCGGCCGCTGC/\TC/\C/\CGTTGTGGTC 

11 1 1 1 1 1 / / 1 1 1 1 1 1 11 / 1 / 1 11 1 11 1 11 11 / / / 1 1 1 1 1 1 1 1 / 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 1 11 1 / 1 1 1 1 1 1 

G/\GCTC'l'TGCCC/\C/\CGGGTGCTGC/\CTCGGCTG/\TCGTTTTCG/\GCGGCTGCTGC/\TC/\C/\CGTTGTGGTC 

111111111111111 111111111111111111111111111111 1111111 11111111111111111 

G/\GCTC1''/'GCCC/\C/\aGGG'/'GCTGC/\CTCGGCTG/\TCGTTTTCG/\GtGGCTGCT,1C/\TC/\C/\CGTTGTGGTC 

G/\GCTCT'fCCCC/\C/\cGGGTGCTGC/\cTCGGCTG/\'fCGTTTTCG/\GcGGccGCTgC/\TC/\C/\CGTTGTGGTC 

73 'f/\/\/\TTTT'l'GTTTCCG/\1'TllTG/\/\TGGTGGG/\GTCllG/\GGC/\GTCTC1'GTC/\/\T/\TCTGTT1'GCGTGTTC/\C 

11 1 1 / 1 / / 1 11 1 1 11 1 1 1 1 1 / 11 1 1 1 1 11 11 1 / / / 1 1 1 11 1 1 1 1 1 / 1 1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 

7 3 T /\/\/\ TT1'TTGTTTCCG/\ '!"f l\ TG/\/\ TGGTGGG/\G'J'C/\G/\GGC/\GTCTCTGTC/\/\ T/\ TCTGTTTGCGTGTTC/\C 

111111111111111111 1111111111111111111 11 11111111111111111111111111111 

7 3 C/\/\/\TT1''l'TGTTTCCG/\ TTGTGA/\ TGGTGGG/\GTC/\G/\G /\C /\CTCTCTGTCA/\ T /\ TCTGTTTGCGTGT'fC/\C 

1 1 11 1 1 1 1 1 1 / 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 11 1 / 11 1 1 11 1 1 1 / 11 11 1 1 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 1 11 1 1 / 1 1 1 1 1 / 1 / 1 / / 

73 C/\/\/\T'J"/''/'TC'l''l'TCCC/\TTG'/'G/\/\'/'GG'l'GGG/\GTC/\G/\G/\C/\CTCTCTGTC/\/\'f/\TCTGTTTGCGTGTTC/\C 

1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 / 111 11 1 1 1 1 11 1 11 1 1 11 11 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 / 

73 C/\/\/\TTTTTGTTTCCG/\'fTGTGl\/\TGGTGGG/\G1'C/\G/\G/\C/\C,1CTCTGTC/\/\1'/\TCTGTTTGCGTGTTC/\C 

c/\/\/\TTTTTGTTTCCGl\T'l'gTGl\/\TGGTGGGl\GTCl\G/\GaC/\ctCTCTGTC/\/\1'/\TCTGTTTGCGTGTTC/\C 
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l 45 l\C/IC'l'GGl\Cl\CCMl\r:MCCCTGMC'rl\TCCGCTGCTTGGl\GGMTTTCGC 

1 1 11 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

145 l\C/ICTGGl\Cl\CCllMCMCCC'l'GMCTllTCCGC'J'GC'n'GGl\GGM1"fTCGC 

1 11 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 11 1 11 11 1 1 11 1 1 1 1 1 11 

14 5 l\C/ICTGGl\CllCCMllCMCCC1'Gl\l\CT/\TCCGC'l'GCT'l'Gr.l\GGM1'TTCGC 

1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1'l5 /\C/\C'l'Gr./\C/\CC/11\!IC:l\,/\CCC'l'GJ\/\r.T l\ TCCGC'f'GC1"l'GG/\GC/\ l\'1'1'1'CGC 

111111111111111 11111111111111111111111111111111111 

l q 5 /IC/\C'J'(;Gl\Cl\CCMl\ql\l\CCC'J'(;AJ\CTl\TCCGCTGCTTGG/\GGMT'r'J'cGC 

f\CJ\CTGG}\Cl\CCfl.f\(l,cl\f\CCCTGJ\ACT/\TCCGCTGCTTGG/\GGl\/\TTTCGC 

I~. 
GGACACCAAAcAACCCTGAACTATCCG 

Sonda detectora 

FIGURA 9. Ubicación de la sonda detectora en el alineamiento de la 
secuencia de cinco repetidos de un elemento repetitivo de 195 nucleótidos de 
Trypanosoma crr11.i. Los elementos J\, B y C eran elementos contiguos en la 
clona pTCNRE3. Las clonas pTCNREl y pTCNRE2 eran clonas independientes 
que contenían un sólo inserto del repelido (González y col., 1984). La última línea 
del alineamiento muestra la secuencia "consenso" de las cinco variantes del 
elemento repetido. Las letras minúsculas indican las bases que estan cambiadas 
en cada clona. También se muestra la región escogida como sonda detectora. 
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secundaria, ya que esto podría impedir su hibridación con el blanco; y 3) que 

presentara sitios compalihles de clonación dentro del cDNi\ del RNJ\ MCV. En la 

Figura 10 se muestra la secuencia del oligunucleótido sonda que se insertó en el 

sitio de Xba 1 del polylinker y las construcciones obtenidas con el inserto en las 
dos orientaciones posibles. El amílisis de la secuencia nucleotfdica de estas dos 

clonas: MDVpoly9TCI 1 y MDVpoly9TCl7 reveló que la secuencia del inserto 
era idéntica a la secuencia del oligonuclcótidu clonado excepto que, la secuencia 
de la construcción M DVpuly9TC 17 había sufrido una dcleción de 6 nucleótidos, 

durante el proceso de clonación, en la región del polylinker: UCUCGA (datos no 

mostrados). 

IV. Replicación de los UNAs rccombimmtcs. 

Se prepararon cuatro diícrcntes RNAs por transcripción Íll vitro: MDVMal22, 

MDVpoly9, MDVTCI 1 y MDVTCl7. El análisis electroforético de estos 
transcritos muestra que los recombinantcs MDVpoly o los recombinantcs que 
contienen la secuencia sonda MDVTCl 1 o MDVTCl7, pueden ser distinguidos 

fítcilmente unos de otros por su movilidad relativa. Se aislaron los transcritos de la 

mezcla de reacción y se usaron como templados para la síntesis adicional de RNA 

por la replicasa de Ql3 (ver Figura 14, más adelante). 

Un fenómeno que afecta frecuentemente las reacciones de replicación es que 
se encuentran unas cuantas moléculas de RNA MDV-1 contamina1ldo la 

preparación de enzima ya que el método (Euyang y August, 1971) que utilizamos 
para aislar la Q13 replicasa no elimina el RNA MDV-1 endógeno (Kramer y col., 

1974). La cantidad de RNA MDV-1 contaminante que puede estar presente en 
una reacción de replicación típica es del orden de 40-100 moléculas (Kramer y 

col., 1974) pero debido a que la cinética de replicación es exponencial, al cabo de 

un tiempo (aproximadmnente 30 a 45 rnin) puede observarse la presencia del 

RNA MDV-1, como illl producto adicional. Este hecho parecía constitutir una 

limitante para el diseiio de sondas diagn6sticas recombinantes, aunque 

posteriormente se reportó un método que remueve más eficientemente el RNA de 
la replicasa (Hill y col., 1983) y también ya se ha clonado la subunidad viral de la 
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Xba 1 

' 
MDV-poly9-TC11 

Bgl 11 Xho 11 Stu 1 

' ,. ' CTAGACGGATAGTICAGGGTIGTTTGGTGTCCGCC ----• 

MDV-poly9-TC17 
Xba 1 Bglll Xho 1 Stu 1 

' ' ' ' CTAGGGCGGACACCMACMCCCTGMCfATCCGT-----

FIGURA 10. RNAs recombinantes de MDV-1 (+)que contienen una sonda 
pura Try¡m11osoma crnzi. Se muestra la secuencia del oligonucleótido clonado 
en el sitio de Xba 1 del pf¡ísmido pT7MDVpoly9 en ambas orientaciones. Con una 
línea gruesa se simboliza el polylinker y con letras obscuras se muestra la 
secuencia que es homóloga a Trypanosoma cruzi. El nombre de cada 
construcción se indica arriba de c:icla esquema. La cadena escrita es la que se 
transcribe en RNA. 
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QI! rcplicasa de forma que, ahora es posible ublencr una rcplicasa libre de 
templado cml1ígc110 (l'vlills y col., 1988). 

a) Replicaciones bajo distintas concentraciones de MgCl2• 

Se prepararon en paralelo tres series de reacciones de replicación bajo 
diferentes co11ce11traciu11es de MgCl2: 2, 5, 6, 7, 10, 12, 14, 18 y 40 mM. Cada 

serie se inició con 108 moléculas de transcrito de las reeombinantes MDVTCl l, 

MDVTCl7 y MDYMal22, todas las reacciones se pararon a los 30 minutos de 

incubación y se corrieron geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea. Como 

puede observarse en la rigura 11. a bajas concentraciones de MgCl2 puede 

suprimirse la replicación del RNA MDV-1 endógeno y favorecerse la replicación 
de los RNAs rccombinantcs mientras que, a altas concentraciones de MgCl2 se 

favorece claramente la replicación del RNA MDV-1 endógeno. La concentración 
óptima ele MgCl2 a la cual replican estas moléculas es característica para cada 

molécula rccombinantc: 5 mM para MDVTCI 1, 6 mM para MDVTCl7 y alrededor 

ele 10 mM para MDVMal22. Por otro lado, la recombinante MDVMal22 replica 

tan bien como el RNA MDV-1 aún a concentraciones de MgCl2 tan altas como 20 

mM. Sin embargo, a 40 mM de MgCl2 esta recombinanlc también deja de replicar 

y se observa únicamente el RNA MDV-1. No puede descartarse que la banda 

correspondiente al tamaíio del RNA MDV-1, presente en algunas de estas 

reacciones de replicación esté constituída parcialmente por un producto de 

deletogéncsis. Algunas moléculas rccombinantes construídas en nuestro 

laboratorio y otros, presentan dclecioncs durante la reacción de replicación que al 

ocurrir, producen RNAs más pequeños cuya replicación se ve favorecida por 

sobre la del recombinantc original. Se ha demostrado que el fenómeno de 

deletogénesis es un fenómeno específico para cada molécula recombinante, es 

decir, que la región dclctada siempre es la misma para la misma molécula en 

distintas reacciones de replicación (David Zhang, comunicación personal). 

b) Replicaciones ba,io distintas concentraciones de espermidina. 

Pensando en que. la espermidina es una poliamina que se une fuertemente y 
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FIGURA 11. Efecto de la concentración de MgCI2 sobre la replicación de RNAs recombinantes. 
La concentración de magnesio utilizado durante la reacción de replicación se muestra arriba de cada carril. En la 
parte superior se indica el nombre de la molécula recombinante uólizada y la T al inicio de cada grupo muestra el 

transcrito utilizado como templado en la reacción de replicación correspondiente. Cada reacción fué iniciada con 108 
moléculas y detenida a los 30 minutos de incubación. 



altera la conf'ormacicín del DNJ\ y el RNJ\ (Kaiser y col., 1963: Gosule y col., 1976; 

Chauoraj y col., 1978; Suwalsky y col., 1969 y Liquori y col., 1967) y en que, 

normalmente se utiliza durante la rcacció1i de transcripción a concentraciones de 

alrededor de 4 mM, quisimos averiguar el cf'ccto de las distintas concentraciones 

de espermidina sobre la cantidad de RNJ\ sintetizado en reacciones comenzadas 

con J08 moléculas de RNJ\ rccombinantc e incubadas 20 min en presencia de la 

replicasa de Ql.I. Como puede verse en la Figura 12 a altas concentraciones de 

espermidina se inhibe la replicación de las moléculas rccombinantcs y se favorece 

la replicación del RNJ\ MDV-1 endógeno. La concentrnción de espermidina a la 

cual se deja de observar el producto de replicación del recombinante es 

característica para cada molécula recombinante: 4 mM para MDVTCI 1, 2 mM para 

MDVTCl7 y arriba de 4 mM para MDVMal22. 

e) lteplicaciones hajo distintas concentraciones de NaCI. 

Se prepararon tres series de reacciones de replicación bajo diferentes 

concentraciones de NaCI: O, JO, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 100 mM. Cada serie se 

inició con 108 111olécul:1s de transcrito de las recombinantes: MDVTCl 1, 

MDVTCl7 y MDVMal22 y todas las reacciones se pararon a los 20 minutos de 

incubación. Como puede observarse en la Figura 13, MDVTCl 1 y MDVTC17 

replican mucho mejor a baja fuerza iónica mientras que, MDVMal22 replica muy 

bien incluso a concentraciones tan altas de NaCI como 50 mM. Sin embargo, no 

se observa producto de replicación de las moléculas recombinantes a 

concentraciones de NaCI de: más de 30 mM para MDVTCl 1, m(ts de 20 mM para 

MDVTCl 7 y arriba de 100 mM para MDVMa122. A baja concentración de 

enzima o de sustrato o a elevada fuerza iónica no hay síntesis de novo de la 

molécula sustrato (lliebrichcr y col., 1987). 

d) Cinéticas de replicación en condiciones de hajo MgCl20 ausencia de 
es1>crmidina y NaCI. 

El análisis cinético ele la cantidad de RNA sintetizado en las reacciones de QB 

replicasa demuestra que todos estos RNA s recombimmtes son templados 
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FIGURA 12. Efecto de la concentración de espermidina sobre la replicación de RNAs 
recombinantes. La concentración de espennidina utilizada durante la reacción de replicación se muestra arriba de 

cada carril. En la parte superior se indica el nombre de la molécula recombinante utilizada y la M al inicio de cada 

grupo muestra el RNA recombinante MDV-Mal22 como marcador de tamaño. Cada reacción fué iniciada con 108 

moléculas y detenida a los 20 minutos de incubación. 
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FIGURA 13. Efecto de la concentración de NaCI sobre la replicación de RNAs recombinantes. 
La concentración utilizada de NaCI durante la reacción de replicación se muestra arriba de cada carril. En la parte 

superior se indica el nombre de la molécula recombinante utilizada en cada grupo. Cada reacción fué iniciada con 

108 moléculas y detenida a los 20 minutos de incubación. 



competentes parn la amplificación exponencial. El amílisis electroforélico del 

RNA sintetizado en cada reacción de replicación (Figura 14) muestra que los 
productos son réplicas homogéneas ele los transcritos originales. Sin embargo, 

cuando se compara la cantidad de RNA sintetizado a un tiempo dado en 

reacciones de replicación en paralelo de los diferentes transcritos (Figura 15), se 

puede observar una menor cantidad de RNA en las reacciones de replicación de 

los RNAs recombinantes MDVpoly9, MDVTCI 1 y MDVTCl7 en contraste, a la 
cantidad que se obtiene en reacciones semejantes de los RNAs recombinantes 

MDVMal22 o MDV11lV20, que replican esencialmente en la misma prop()rción 
que el RNA MDV-1 (artículo anexo a esta tesis), de donde se derivaron todas 
éstos. 

V. Am1>lilicachín exponencial después de una dilucilin seriada. 

Se iniciaron una serie de reacciones de replicación con cantidades cada vez 

diez veces menores de RNA MDVTCl7. Los resultados muestran que una 

reacción iniciada con apenas 108 moléculas de RNA produce 263 ng de RNA 

recombinante producto después de 30 minutos de síntesis, que corresponde a 

17,700 veces de amplificación. El amílisis elcctroforético del RNA sintetizado en 

cada punto mostró que los productos eran RNAs MDVTCl7 completos. Se 

muestra en la Figura 16 el experimento donde se utilizó el RNA MDVTC17 como 

templado. Se obtuvieron resultados semejantes en una serie de reacciones en 

paralelo iniciadas con el RNA MDVTC 11: una reacción iniciada con 108 

moléculas produjo alrededor de 190 ng de RNA recombinante producto después 

de 30 minutos de incubación, lo que correspondió a l 2,500 veces de 

amplificación (dato que no se muestra). 

Comparando los rendimientos de la síntesis de RNA, la replicación del RNA 
MDVMal22 parece ser mucho más eficiente que la del RNA MDVTCl l o el RNA 

MDVTCl7. También fueron diferentes los rendimientos entre los dos RNAs 

recombinantes MDVTC. Se obtuvo aproximadamente 1.4 veces más producto del 

RNA MDVTCl7 que del RNA MDVTCl l. 

Extendiendo este análisis a otros RNAs rccombinantes construídos en nuestro 
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FIGURA 14. Comparación de las cinéticas de replicación de distintos RNAs recombinantes 
utilizando la replicasa de Q8. En la parte superior se indica el nombre de la molécula recombinante que se 
utilizó en cada una de las reacciones de replicación. Cada una de las reacciones se llevó a cabo en presencia de 7 

mM de MgCl2, se inició con 108 moléculas y se continuó por 30 minutos, tomándose alícuotas a los O, 5, 10, I 5, 

20, 25 y 30 minutos, respectivamente. 
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FIGURA 15. Cinéticas de replicación de distintos RNAs recombinantes 
utilizando la replicasa de Qíl. A la derecha de cada curva se indica el nombre 
de la molécula recombinante que se utilizó en la reacción de replicación 

correspondiente. Cada reacción de replicación se inició con 108 moléculas y se 
continuó por 30 minutos, tomándose alícuotas a los O, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 
minutos, respectivamente. 
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FIGURA 16. Efecto de la concentración inicial de RNA sobre el curso temporal de la síntesis 

de RNA por la replicasa de Q6. Se iniciaron una serie de reacciones de 25 µI con la replicasa de QB y las 

siguientes cantidades del RNA MDVTCI7: 1.49 ng, 14.9 pg, 149 fg y 1.49 fg que corresponde a 1010, 10s, 1Q6y 

104. moléculas de templado añadido. Se tomaron muestras cada 4 minutos de cada reacción para determinar la 

cantidad de RNA que había sido sintetizado y se corrió un gel de poliacrilamida-urea al 6%. La mobilidad 

electroforética del RNA MDVTCI 7 presente en cada reacción (272 nucleótidos) comparada a la mobilidad del RNA 

MDVMal22 (276 nucleótidos, 10s moléculas iniciales, 20 minutos de incubación) confirmó que el producto de las 

reacciones iniciadas con el RNA recombinan te MDVTC17 era el RNA MDVTCI 7. 



laboratorio, encontramos que en términos generales se observan tres tipos de 

comportamiento: algunas rccomhinantcs replican exponencialmente y de forma 
muy eficiente, al igual que el RNA MDV-1; otras, presentan dclecioncs que al 

ocurrir, producen RNAs rn:ís pcqucíios cuya replicación se favorece y otras, 

simplemente no replican o al menos no con una eficiencia que permita observar el 

producto de replicación a los 30 minutos de incubación (tiempo necesario para 

amplificar 109 veces). De las moléculas recombinantes construídas hasta la fecha 
aproximadamente, el 80% replican eíieientcmente. Estas recombimmtes incluyen 

RNAs de MDV-1 que contienen secuencias del parásito Plasmodiumfalcipamm 
(33meros); del virus del síndrome de la inmunodeficiencia adquirida, el I-llV-1 

(35meros); el sitio de unión para la proteína de la cubierta del virus R17 (27mero); 

1:1 secuencia codificadora del tRNJ\Scr; el RNA mensajero para la cloranfenicol

acetil-transferasa (801 nt); la secuencia del gene que codifica para la angiotensina 

11; la secuencia del virus de la influenza o la secuencia del virus que infecta la 
papa, el PSTV (359 nt). 

VI. Análisis teürico sobre el doblado de estas moléculas recombinanles. 

Hasta ahora no han podido dilucidarse las propiedades que determinan los 

diferentes comportamientos observados en las distintas moléculas recombinantes. 

Si bien se supone que esto debe estar estrechamente relacionado con la estructura 

secundaria y terciaria que adoptan las moléculas recombinantes, los principios 
estructurales que rigen este comportamiento no estan claros. Otras propiedades 

moleculares que probablemente csten involucradas, son el tamaño de los insertos 

y su composición de bases (Axelrod y col., 1991 ), pero tampoco parece haber una 

correlación que pueda evidenciarse claramente (Lomelí, 1990). 

a) Simulación del doblado de RNAs ulilizando el programa para 

comp11tadora de Zuker. 

Se pensó que el uso de programas que predicen estructuras secundarias 

alternativas en función de la secuencia nucleotídica, en un rango estrecho de 

energía libre tal como el que Zukcr discíió en 1989 (Zuker, M. 1989; Jaeger y col., 
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1989a; .laeger y col., 1989b), podían ser de utilidad para la identificación de los 
componentes estrnclurales involucrados en la función de replicabilidad. 

Este programa maneja los siguientes parámetros: a) el número de estructuras 
subóptimas que se desean obtener dentro de un rango de energía X, por debajo 

de la energía libre de la estructura óptima; b) el rango de energía por debajo de la 
energía libre de la estruclura óptima y e) la ventana o número mínimo de pares de 

bases distintos entre una estructurn subóptima y otra. Se corrió este programa 
buscando las primeras 100 eslructuras sublÍptimas predichas para cada una· de las 

moléculas rccombinanles, MDV-1, MDVXbal, MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCI 1, 

MDVTCl7 y MDVMal22, denlro de un rango de energía del 30% por debajo de 

la energía libre para cada una de las eslructuras óplimas y que difirieran una de la 

otra al menos en 4 pares de bases. Eslo, con la idea de obtener por lo menos 25-

30 estructuras subiíplimas para cada una de las moléculas recombinantes antes 

mencionadas, tiue fueran lo suficienlemente distinlas entre ellas tanto en energía 

libre como en eslruclura. En las Figuras 2, 17, 18, 19, 20, 21y22 se muestran las 

estructuras secundarias óptimas y las siguientes dos estructuras subóptimas 
(ordenadas de mayor a menor energía libre) predichas por este programa para 
MDV-1, MDVXbal, MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCll, MDVTCl7 y 

MDVMal22, respecliv:unenle. En general, si se divide la energía libre obtenida 

para cada estructura óptima entre el número de nucleótidos de esa molécula, el 

programa predice eslructuras secundarias m¡Ís estables para MDV-1 > MDVpoly4 

> MDVXbal > MDVpoly9 > MDV-Mal22 >> MDVTC17"' MDVTCI l. Las 

estructuras óptimas de las moléculas recombinantes MDVXbal, MDVpoly4, 
MDVpoly9, MDVTCll, MDVTCl7 y MDVMal22 presentan subestructuras 

idénticas al RN/\ MDV-1 incluyendo el tallo y asa que contiene el sitio de unión a 

la replicasa (Nishihara y col., 1983) excepto, en la longitud y la forma del tallo que 

contiene el inserto. Sin embargo, cuando se analizan algunas de las primeras 
estructuras subóptimas encontradas en un rango estrecho de energía libre se 

observa que, el RNA MDVTC 11 se rearregla frecuentemente de forma que pierde 

por ejemplo, la subestruclura del sitio de unión a la replicasa (Figura 20). Por otro 

lado, los RN/\s MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCll y MDVTCl7 replican menos 

eficientemente que los RNAs recombinates MDVMal22 o MDVHIV20 o incluso 

que el RN/\ MDV-1, según se presenta en esta tesis (Figura 15) (ver artículo anexo 

a esta tesis) 
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FIGURA 17. Estructura secundaria óptima y las siguientes dos estructuras 
subóptinms 1,redichas para el RNA recombinante MDVXbal. La predicción se 
hizo utilizando el programa de cálculo de estructuras subóptimas de Zuker 
(Zuker, 1989). El sitio de unión a la replicasa y el sitio de iniciación de la 
replicación se indica con letras obscuras. El sitio de Xba 1 es un inserto de 8 
nucleótidos y se indica con letras itálicas y obscuras. 
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Hl F.Hl'.l\GY - -ln.11 HPV-1111 p<i 

FIGURA 18. Estructura secundaria óptima y las siguientes dos estructuras 
subóptimas predichas para el RNA rccombinantc MDVpoly4. La predicción 
se hizo utilizando el programa de cálculo de eslructuras subóptimas de Zuker 
(Zuker, 1989). El sitio de unión a la replicasa y el sitio de iniciación de la 
replicación se indica con letras obscuras. El polylinker con la orientación Stu 1, 
Xho 1, Bgl 11, Xba 1 es un inserto de 25 nucleótidos que se muestra con letras 
it:ílicas y entre flechas. 
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l<IGURA 19. Estl'Uclura secundaria óptima y las siguientes dos estructuras 
subóplinms predichas para el RNA recombinante MDVpoly9. La predicción 
se hizo utilizando el programa de c¡ílculo de estructuras subóptimas de Zuker 
(Zuker, 1989). El sitio de unión a la replicasa y el sitio de iniciación de la 
replicación se indica con letras obscuras. El polylinker con la orientación Xba 1, 
Bgl 11, Xho 1, Stu 1 es un inserto de 25 nucleótidos que se muestra con letras 
itálicas y entre flechas. 

49 



7111 tllr~r.t,. -l:?f,,4 WJVtC11 

71! r:t!Cflt':Y• -1211.1 Ml>Vtt'll 

FIGURA 20. Estructura secundaria óptima y las siguientes dos estructuras 
s11b(1ptinms predichas para el RNA recombinante MDVTCll. La predicción 

se hizo utilizando el programa ele cálculo de estructuras subóptimas de Zuker 

(Zukcr, 1989). El sitio de unión a la replicasa y el sitio de iniciación de la 

replicnción se indica con letras obscuras. El RNA MDVTCI 1 contiene un inserto 

ele 60 nucleótidos (mostrado entre flechas) en lugar del segmento de tres 

nucleótidos AGU, que existe en el RNA MDV-1 ( +). Las letras itálicas y obscuras 

indican los nucleólidos que son complementarios al. elemento repetido de 

1'r)•11mw.rnma crnzi. 
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FIGURA 21. Estructura secundaria ó1>tima y las siguientes dos estructuras 
subóptimas ¡>redichas 1mra el RNA recombinante MDVTCl7. La predicción 

se hizo utilizando el programa ele cálculo ele estructuras subóptimas de Zuker 
(Zuker, 1989). El sitio de unión a la replicasa y el sitio de iniciación de la 

replicación se indica con letras obscuras. El RNA MDVTC17 contiene el mismo 

inserto de 54 nucleótidos (mostrado entre ílechas) en la orientación opuesta al 

RNJ\ MDVTCl 1. Las letras itálicas y obscuras indican los nucleótidos que son 

complcmenlarios al elemento repetido de T!)'Jlmzosoma cruzi. 

51 



FIGUUA 22. Estructura secundaria óptima y las siguientes dos estructuras 
sub1íptimas predichas ¡mra el UNA recombinante MDVMa122. La predicción 
se hizo utilizando el programa de c:ílculo ele estructuras subóptimas de Zuker 

(Zuker, 1989). El sitio de unión a la replieasa y el sitio de iniciación de la 

replic:ición se indica con letras obscuras. El RNA MDVMa122 contiene un 

inserto estructurado de 58 nucleótido~ (mostrado entre flechas) (Lomelí, 1990). 
Las letras itálicas y obscuras indican los nucleótidos que son complementarios a la 

secuencia repetida de P/as111odi11111.fah:ipan1111. 
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h) Agru1mció11 de las estructuras secundarias de los ltNAs recombinantcs 
ulilizando un programa de sorteo de moti\'os estructurales seleccionables 
"Motifsort". 

Los programas que predicen estructuras secundarias son de mayor utilidad en 

la medida que, permiten un análisis estadístico del conjunto de estructuras 
subdplimas alternativas generadas dentro de un rnngo de energía libre 

seleccionable. Este tipo de an:ílisis, permite estudiar subestructuras específicas de 

una misma molécula o comparar conjuntos de subestructuras que significan 

hip6tcsis distintas respecto a la función ele replicabilidad. Una vez obtenido el 

conjunto ele estructuras subóptimas para cada una de las moléculas 

rccomhinantcs: l'vlDYTCI 1, l'vlDVTC 17 y MDVMal22, se corrió el programa de 

agrupaci1ín de las estructuras secundarias en cuanto a dos motivos estructurales: 

1) la rcgitín del sitio de uni<Ín a la rcplicasa (un tallo y asa característico) 

(Nishihara y col., 1983) y 2) la molécula completa. Este análisis se llevó a cabo en 

forma autormílica y relativamente nípido por medio de un programa para 

computadora Macinlosh modificado por el Dr. Paul M. Lizanli, en nuestro 

laboratorio. La salida tic este programa produce dos tipos ele dalos: 

1) Ntimcro ele subgrupns de estructuras que presentan el motivo estructural 

seleccionado de acuerdo a un parámetro de "semejanza" (que puede ir de 0.7 a 

0.9), y 

2) El ordenamiento de las estructuras dentro de cada grupo de tal forma que, la 

primera en el gnrpo representa la subestructura prototípica del grupo y no 

necesariamente, la que posee la mayor energía libre 

Con estos datos se elaboraron tablas, algunas de las cuales se muestran en la 
sección de tablas de esta tesis (ver Tablas 1, 2, 3, 4, 5 y 6). De los resultados 

obtenidos, se pueden apreciar la formación de 4 grupos para los RNAs 

MDVMa122 (Tabla 5) o MDVTCI7 (Tabla 3) y hasta 6 grupos para MDVTCtl 

(Tabla 1) cuando se toma como motivo estructural a la molécula completa. Si se 

ordenan las estructuras secundarias subóptimas para cada molécula de acuerdo a 

sus valores de energía libre y luego se ve cuales quedan en cada grupo, se puede 

observar que MDYMal22 presenta subgrupos muy homogéneos, es decir, con 
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+ Por simplificación en esta tabla se muestran únicamente los fragmentos que van del nucleótido 100 al 200. 

++ Los asteriscos indican las moléculas que se muestran en la Figura 24. 

+++El corchete en la parte superior indica el sitio de unión a la replicasa. 
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estructuras suh6ptimas contiguas, dentro del mismo subgrupo (por ejemplo, las 
estnicturas 111 a la 117 se localizan en el sullgrupo 1) mientras que, MDYTCI 7 
presenta subgrupos m:ís helerogéneos y en general, de menor energía libre. Es 
decir, MDVTC 17 presenta estructuras más inestahles y no contiguas dentro de un 
mismo subgrupo. En contrasle, MDYTC 11 adcm;ís de mostrar más subgrupos y 

más heterogeneidad dentro de cada suhgrupo, presenta· 1as dos estructuras 
6ptimas (la 111 y la 112 que poseen la misma energía libre) como pertenecientes a 
suhgrupos diferentes (la ti 1 cae en el subgrupo 1 mientras que, la #2 cae en el 
subgrupo 3). En las Figuras 23, 25 y 26 se muestran las estructuras subóptimas 
prototípicas de cada subgrupo para MDYTCI I, MDYTCl7 y MDYMal22, 
respectivamente cuando se toma como motivo eslructural a la molécula completa. 
Nótese que, cuando se toma como motivo estructural el sitio de unión a la 
rcplicasa (Tahlas 2, 11 y 6) se observa el mismo patnín, en cuanto al número de 
suhgrupos (3 tanto para MDVMal22conw para MDYTCl7 y 7 para MDVTCI 1), 
la heterogeneidad dentro de los mismos y las energías libres de las diferentes 
estructuras que cuando se toma como motivo estructural, a la molécula completa 
(Tablas 1, 3 y 5). En la Figura 24 se mucstrnn las estructuras subóplimas 
prototípicas de cada subgrupo, únicamente para MDVTCI 1 cuando se toma como 
motivo estructural el silio de unión a la rcplicasa. Por otra parle, cuando s~ 
analizan las propiedades replicativas de MDYpoly4, MDVpoly9, MDVTCI 1 y 

MDYTCl7, se observa que éslos replican menos cficienlemcnle que los RNAs 
reeombinantes MDVl'vlal22 o MDVI IIV20 o incluso que el RNA MDY-1, según se 
presenta en esta tesis (Figura 15) (ver artículo anexo a esta tesis). 
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nGUltA 23. Estructurns secundarias 1>rototípicas de cada uno de los 
subgrupos del con,junto de estructuras subóptimas del RNA recombinante 
MDVTCll, utilb:amlo como moti\'o estructural la molécula completa. La 
predicción ele estructuras subóptimas se hizo utilizando el programa de Zuker 

(Zuker, 1989). El agrupamiento de estas estructuras se hizo ele acuerdo al 

programa de sorteo de motivos estructurales (Lizardi, 1991). El sitio de unión a la 

rcplicasa y el sitio de iniciación de la replicación se indica con letras obscuras. El 

inserto se muestra entre flechas. Las letras itálicas y obscuras indican los 

nucleótidos que son complementarios a la secuencia repetida ele Tl)1pa11oso111a 

cruzi. 
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'"' t:m:11GY - -1111.] lil'.'Ytr:I \ 

2111 F.NF.Rr.y - -\U.6 MllVtr.11 

!:Ubqrupo G 

FIGUltA 24. Eslrucluras secundarias prololí11icas de cada uno de los 
subgrupos del conjunto de eslruclurns subcíplimas del RNA 1·ecombinante 
MDVTCl 1, utilizando como moti\'o estructural el sitio de unión a la 
replicasa (nucleótidos 146 al 182). Todo se hizo y se indica como en la Figura 

23. 
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1'1 fllf!lfIY • l~L~ 

!1Uhqr11po 

Z1' rNF.llGY., -lO'J,q 111lVTC17 

~ubqrupo 

212 nmmv - -1n.z Hnvrcll 

subqrupo 

Z1Z tNr.llGY - -1111. t HDYTC17 

subqrupo 

FIGURA 25. Estr11ct11rns secundarias prototípicas de cada uno de los 
suhgr111ws del con.junto de estructuras subóptimas del RNA 
recombinante MDVTC17, utilizando como motivo estructural la 
molécula co11t1Jlela. Todo se hizo y se indica igual que en la Figura 23. 
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subgrupo 7. 
nr; P.llf.!lCY .. -134,"I HOVH-1l2l 216 f.10".Rr.Y .. -121.2 HDVHal22 

216 F::Nf.nr;y .. -12!1.!i HDVH.1122 

subgrupo 

FIGUltA 26.· Estructuras secundarias prototípicns de cada uno de los 
subgru1ms del conjunto de estructuras subóptimas del RNA recombinante 
MDVMal22, utili7.ando como motivo estructural la molécula completa. Todo 
se hizo y se indica igual que en la Figura 23, excepto que aquí las letras itálicas y 

obscuras indican los nucleótidos que son complementarios a la secuencia repetida 
de Plas111odi11m.falciparum (Lomelí, 1990). 
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l>ISCUSION 

La amplificación exponencial de RNAs rccn111hi11an1cs con la rcplicasa de Q13 es 

una manera de gcnernr grnndes canlidadcs de una secuencia de RNA heteróloga. Se 

han hecho muehos inlenlos de amplific:ir RNAs que no son lcmplados naturales para 

la rcplicasa de Ql.l 1alcs como, el aíiadir iones manganeso a la reacción (Palmenbcrg y 

col., 1974; Ohinala y col.; 197.5), el aiiadir un oligonucleó1ido como prímero a la 

reacción (Feix y col., l 976a) o el ;iíi:tdir un lrecho de polycitidina al extremo 3' del 

templado (Feix y col., l 976b). Aunque lodos cslos mélodos, relajaron la 

especificidad de lcmplado de la rcplicasa ele Ql.I, lan sólo se produjo la cadena 

complcmenlaria, la eficiencia de la sín1csis efe RNA fué muy baja y en general, no 

hubo una ciné1ica de rcplicaciiín exponencial. 

La especificidad de la rcplicasa de Q13 por sus propios templados eslá cfelerminada 

por ciertas cslrncltmts prcscn1cs en ellos: 1) tma cs1ruc1ura de lallo y asa que sirve 

como el si1io de unión a la rcplicasa ele Q13 (Nishihara y col., 1983) y 2) un trecho de 

polyci1idinas en el cxlrcrno 3' que permiten la iniciación de la síntesis de la cadena 

complcmenlaria (Rensing y col., 1969; Milis y col., 1980). El RNA MDV-1, un RNA 

para la rcplicasa de Ql.I que ocurre na1uralmcnle, posee ambas eslructuras (Mills y col., 

1980; Nishihara, 1983) y así sirve como un exeelenle lemplado (Kacian y col., 1972). 

Si pudiera ser inserlada una secuencia exlraíla dentro del RNA MDV-1 de tal forma 

que, el inserto no al1crara la estructura nativa del RNA MDV-1, la secuencia 

heteróloga sería capaz de ser m11plificada junto con MDV-1. Se ha demostrado que 

algunas secuencias cortas inscrladas dcnlro del RNA MDV-1, son replicadas por la 
replic:tsa de Ql.1 (Miele y col., 1983; artículo que se anexa a esta tesis;Lomelí y col., 

1989; Lomelí, 1990; Axclrod y col., 1991: Wu y col., 1992). El análisis cinético de la 

replicación moslró que algunos de estos RNAs recombinantes replican tan 

eficienlemenlc como el RNA MDV-1 parental. Estos resultados indican que la 

inserción de algunas secuencias de alrededor de 50-60 nucleútidos, en un sitio 

específico (en la posición 62 del RNA MDV-1), no interfieren con la unión de la 

replicasa de Ql.I a los RNAs rccomhinanles, ni con la iniciación de la síntesis. 
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l. Amílisis de l't>plkahilid:ul de las molfrulas rccomhinantcs: MDVTCJ 1 y 
l\1DVTCl7. 

Se han ulilizado sondas de hihridacicín de DN/\ capaces de delcclar al parásito 

Tt:i•¡111110.1·0111<1 1·mzi con absoluta especificidad y gran sensibilidad (Gonz¡ílez y col., 

1984; /\shall y col., 1988). /\snmicndo, que pmlría haber un sólo parásito en 2.5 mi 

de sangre y que luego, ésta debe solubilizarsc para analizar una alícuota de 25 ~ll 

resulta que, se requiere un ensayo de detcccilín con nna sensibilidad mínima de 1,000 

moléculas de blanco (ver Tabla 1 ). 

Con respecto a la generalidad del uso de sondas de hibridación replicables para la 

detección de diversos ngcntes infecciosos, es importante analizar algunos aspectos. 

Uno de ellos es el hecho de que no todos los RN/\s recombinantes derivados de 

MDV-1 son substratos para la replicasa de QI.\. Ya que esto constituye un problema 

desde el punto de visla del discíio de seíiales replicahles, es clara la necesidad de 

conocer los factores que determinan la función de replicabilidad. Tal conocimiento 

permitirá el diseíio racional de sondas replicables y adermís es por sí mismo un 

problema de interés h:ísico ya que, hablará del mecanismo que asegura la 

propagación de estos RN /\s por la replicasa de QI.\ (Mills y col., 1987; Priano y col., 

1987). 

En este trabajo se construyeron varias moléculas rccombinantes substratos para la 

replicasa del fago Q13, insertado fragmentos de 8 a 60 nucleótidos dentro de la 

secuencia del RN/\ MDV-1 en la posición 62. Los RNJ\s MDVTCI 1 y MDVTC17 

contienen un inserto de 60 y Sil nuclcótidos, ele los cuales únicamente 27, hibridan 

con parte del elemento repetido de 195 pares de bases del parásito 1'rypa11osoma 

cruzi, resultando así en RNJ\s recombinantes de 278 y 272 nucleótidos de longitud, 

respectivamente. Ensayos que utilizan clonas que llevan este elemento repetido han 

mostrado que son útiles como sondas especie-específicas (González y col., 1984). 

La replicación de los RNJ\s rccombinantcs MDVTCI 1 y MDVTCl7 se favorece 

en bajas conccnlrncioncs de MgCl 2, en ausencia de espermidina y a baja fuerza 

iúnica (Figuras 11, 12, 13). 

En general. a mayor concentración de sal hay una mayor estabilidad de la doble 
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TAHLA l. SENSllllLIDAD rmQUll:IUDA PARA LA DETECCION DE 

AGENTES INFECCIOSOS EN MUESTl~AS m~ SANGlm DE 25 µl. 

Pa1ógeno No. Agenles No. Moléculas No. Moléculas 

Patógenos DNA RNA 

Plasmodi11111falcipa1w11 1000* 2X 106 8 X 107* 

(Gene MDR de P..fa/cipamm) 4 X 103 2X 104 

(Gene DI ll"R-TI 1 de l'.fa/ciparum) 2 X 103 1X104 

Plasmndium viv1Lt 50** 1X104 4x 106* 

Trypcmosoma crttzi (0.01 '!***) 1X103 1X103* 

Virus lllV-1 1000 1X103 2X 104 

Sa/111011el/a typlii 0.1**** o 1 X to3 

"' 

** 

*** 

**** 

Una célula del parási10 conliene por lo menos 80,000 moléculas de RNA 
ribosomal l 8S. 

La sensibilidad del 111é1odo microscópico de gota gruesa pennile detectar 10 a 

20 punísilos por ~ti, o sea entre 250 y 500 parásitos en 25 µl. 

Asumierldo que en 2.5 mi de sangre podría haber un sólo parásito y que se 

solubiliza esta muestra para luego analizar una alfcuo1a de 25 ~d. 

Asumiendo que en 1 mi hay 4 bacterias y que se solubiliza esta muestra para 

luego analizar una ulfcuola de 25 µl. 
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hélice DNA:DNA. DNA:RNA o RNA:RNJ\. Sahemos que la presencia de iones 

monovalentes cumo el Na+ tienen un efecto estabilizador sobre la estructura nativa 
de varios tRNAs (Schimmel y Rcdfield, 1980). ¡\concentraciones crecientes de Na+ 
los tRNJ\s pas:m de una estructura "random eoil" a una eslruclura secundaria y luego 
adquieren una estructura terciaria definida (Sacnger, 1988). l.a concentración de sal 
en las reacciones de Qf!. rcplieasa tiene un efecto considerable en la generación de 
productos ele cadena sencilla o de cadena doble (Briebricher y col., 1982). 

Por otro ladn, variaciones en la conccntraciiín del ion Mg2+ pudieran estar 
afectando la cstahilidad de los RNJ\s de cadena sencilla en solución y en el complejo 
de replicacitín. Para el caso ele algunas moléculas reeombinantes, si se disminuye la 
concentraci6n de magnesio presente durante la reacción de replicación, se mejora la 
eficiencia de rcplicaci6n en casi un 100% y se disminuye la replicación de las 
moléculns contaminnntcs (Sanjay Tyagi, com1111icaci<Ín personal y Pi gura 11 ). 
Probahlemente, las hajns concentraciones de MgCJ2 y NaCI cstan disminuyendo en 
conjunto la estahilidml de las moléculas rccornbinantcs y de esta forma, relajando la 
intcracci<Ín de la Ql.I rcplicasa con sus templados. Con respecto al papel ~lel Mg++ 
sobre la actividad de la rcplicasa de QI.\ se sabe que, ésta es una enzima dependiente 

de Mg++ como muchas otras enzimas que reconocen (leidos nucléicos. Sin embargo, 

la mayor parte de lo que se conoce con respecto al efecto del Mg++ sobre la 
estabilización de la cstrnctura secundaria y terciaria de los RNAs se ha hecho con 

tRNAs. Cuando el Mg++ se une fuertemente (1<
11

"' 1os litros/mol) a los tRNAs, éstos 
se doblan y pasan de un estado desnaturalizado a la conformación nativa (Crothers y 

Cole, 1978). El número de sitios de unión de alta afinidad para el Mg++ no es el 

mismo para todos los tRNAs y varía desde uno para el tRNMMct de E. coli hasta 17 
para el tRNAPhc de levadura, de los cuales, sólo 5 se pegan en forma cooperativa. El 
resto no se unen de manera cooperativa y son menos específicos. Los análisis 

cristalogr:íficos de las cstrnct11rns del tRNJ\Phc de levadura muestran que el Mg++ se 

une corno una especie octahédrica coordinada 1 Mg(ll20)6 !2+ e interactuÍI con el 
tRNJ\ a través de puentes de hidr6gcno de las moléculas de agua que lo hidratan o 
por el reemplazo de una o dos moléculas de agua por una coordirrnciún directa a los 
oxígenos de algunos fosfatos (Saengcr, l 988). 
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Aclern:ís de los cfcclos de la sal, la rcplieasa por si fllisma puede jugar un papel en la 

scparachln de las cadenas(+) y(-) en el complejo ele rcplicaeiún. i\unquc tal función 

no ha sido descrita para la rcplieasa de Ql.I, se ha demostrado una actividad de 

hclieasa para la proteína rihosornal S 1, una suhunidad de la Ql3 replicasa (Blumenthal 

y Cannichacl, 1979; Cole y col., 1982). 

La cspen11idi11:1, al igual que la cspcrmina y la putrcscina es un policatión que se 

une fuerte y prcfcrcncialmcnte a secuencias hetcropoliméricas y altera la 

conformación del DNA y el RNA (Fcucrstcin y col., 1989). Corno la cspcrmidina se 

pega fucrtcfllcntc al RNA y normalrncntc se utiliza en las reacciones de transcripción 

a concentraciones ele 'I mM se pensó que, ya que muy difícil removerla 

completamente con el proccdimicnto de purificación del tr:111scrito que se utilizaba, 

pudiese estar inhihicmlo la replicación de algunas flloléculas rccombinantcs. De esta 

manera, se prcparnron RN/\s en ausencia de cspcrmidina y se utilizaron para iniciar 

reacciones ele rcplicaci<ín hajo diferentes concentraciones de espcrrnidina (Figura 12). 

Como puede observarse, efectivamente la replicación de las recombinantes 

MDVTCI 1 y l'vlDVTCl7 se inhibe a alias concentraciones de cspcrmidina. 

La ccuaci<Jn que describe la cinética exponencial característica de la reacción de 

rcplicaci<Jn con la rcplicasa de Ql.I y que igualmente puede aplicarse a la cinéticu de 

replicación del RNA MDVTCI 1 ocl RNA MDVTCl7 es: 

donde N0 es el 111ímcro inicial de moléculas de RNA; t es el tiempo de incubación; d 

es el tiempo característico que toma a una población de RNA para duplicarse y N es 

el número de moléculas de RNA presente al tiempo l. De esta ecuación se puede 

concluir íJUe si se determina la cantidad de moléculas presentes a un tiempo dado de 

reacción y se conoce la constante ele duplicación ele cada molécula recombinante, 

puede calcularse el número de moléculas con que se inici~~ cada reacción. Si se hace 

un cíilculo aproxinrndo del til:mpo ele duplicación durante la fase exponencial para 

las moléculas rccombinantes MDVTCI 1 y MDVTCl7 con los datos de la Figura 15 o 

se calcula la pc11dic111c de los pcrlilcs de incorporación durante la fase lineal, se 

deduce que Cfl gc11cral el liempo de duplicad(Íll para rvfDVTC 11 (2.2 minutos) es 

mayor que para MDVTC17 (2.13 minutos) y mucl10 mayor t[ue para MDVMal22 (35 
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segundos), lo cual refleja una mayor velocidad de sínlcsis para MDVMal22 >> 
MDVTCl7 > l'vlDVTCI l. 

Se oh111vieron incrc111e111os de 12,000 a 14,500 veces en la canlidad de producto 

sinlclizado en reacciones de replicación de 30 minutos iniciadas con (()8 moléculas 

de MDVTCI 1 y l'vlDVTCl7, rcspcc1iva111crlle (Pigura 15). Comparando los 

rendimientos en la síntesis de RNJ\, la replicacicín del RNJ\ MDVMal22 parece ser 

mucho mÍts eficiente que la del RNJ\ MDVTCI 1 o el RNJ\ MDVTCl7. También 

fueron diferentes los rendimientos entre los dos RNJ\s recomhinanlcs MDVTC. Se 

obtuvo aproxirnadanrcntc 1.4 veces rrnís producto del RNJ\ MDVTCI 7 que del RNA 

MDVTCI 1. Los diferentes rendimientos ob1c11idos durante la reacción de replicación 

sugieren qtre las cslnrcturas secundarias ele las tres moléculas es diferente, lo cual está 

apoyado por el an;ílisis de doblado en computadora (l'iguras 20, 21 y 22). También 

se pudieron haber i111roducido nuevos sitios de pausa en estos RNJ\s recombinantcs 

junio con las secuencias insertadas (rvlills y col., 1978; Priano y col., J 987). 

La observación de que los RNJ\s MDVTC son replicados exponencialmente 

sugiere fuertemente que la rcplicasa puede tener acceso al sitio de unión interno y 

al extremo 3' del templado de RNJ\. Lo que también implica que, la cadena 

producto en crecimiento puede formar estructuras secundarias durante la 

elongación. que previenerr el colapso de las cadenas complementarias (Priano y 

col., 1987). Por otro lado, la velocidad de replicaci6n posiblemente sea menor 

para los RNJ\s rccombinantes MDVTC que para el RNA recombinante 

MDVMal22 lo que podría indicar m:ís sitios de pausa en estos RNAs 

rccombinantes, debido a la presencia del inserto de Trypa11nsnma cmzi. Cabe 

seiialar que en este trabajo no se rnalizaron experimentos de cinética que midieran 

"estríctamenle" los tiempos de duplicación dur:mte la fase exponencial y que, el 

c:ílculo de tiempos de duplical'ión para las distintas recombinantes se hizo de 

forma indirecta en hase a los rendimientos obtenidos en reacciones de replicación 

que ya hahíarr cnlrndo en fase lineal (Figura 15). J\ltcrnalivarnerue, pudieran estar 

coexistiendo en soluciün varias estructuras secundarias subóptimas en un rango 

estrecho de energía libre y tan sólo una fracción de éstas pudieran ser sustratos 

competentes para amplificación exponencial (Priano y col., 1987). O que, 

mientras la reacci6n de replicación procede y aumenta la concentración de 

cadenas producto, se estén formando moléculas duplcx entre las cadenas ( +) y (-) 
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y de esta manera se esté disminuyendo la conccntr:tciún efectiva de cadenas 

templado (Biebrkher y col., 1987). 

11. An:Hisis de las estructuras secundarias predichas 1>or el algoritmo de 
doblado de molfrulas de Zukcr. 

Los programas que predicen estructuras secundarias óptimas como el que Zuker 

diseíió en 1981 (Zuker y Sticgler, 1981 ), no han sido de gran utilidad para la 

idcntificacicín de componentes estructurales que tengan alguna función en 

replicabilidad. Pero en 1989, el mismo Zukcr discíiú un algoritmo que predice 

estructuras suhtíptimas dentro de un rango estrecho de energía. Este programa ha 

mostr:tdo un 96')~, de correlación en cuanto a la estructura secundaria de muchos 

tRNt\s y un 88%, para la estructura secundaria de algunos RN/\ ribosomales 5S 

(Zukcr y col., 1989). Así, el análisis por computadora de los doblados subóptimos 

de las secuencias de MDV-1, MDVXbal, MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCI 1 y 

MDVTCl7, mostró estructuras secundarias más estables para MDV-1 > 
MDVpoly4 > MDVXhal > MDVpoly9 > J\'1DVMal22 » MDVTCl7"' MDVTCI l. 
El análisis de las primeras estructuras subóptimas para MDVTCJ J y MDVTCl7, 

sugiere que el inserto de Trypa110.w111a cruzi puede estar separado del dominio 

estructural de MDV-1 pri11cipal111entc en la molécula de MDVTCl7 de modo que, 

la estructura secundaria del RNA MDV- J permanece intacta (Figura 20 y 21) 

(Milis y col., 1980). 

Una vez obtenidas las cstrncturas subúptimas para cada una de las moléculas 

rccombinantes: MDVTCI 1, MDVTCl7 y MDVMal22, se corrió el programa de 

agrupación de estructuras subúptimas en cuanto a dos motivos estructurales: 1) la 

región del sitio de unitín a la replicasa y 2) la molécula completa. Recuérdese que 

la salida de este programa produce dos tipos de datos: 1) un X número de 

subgrupos de estructuras subóptimas que presentan el motivo estructural 

seleccionado de acuerdo a un parámetro de "semejanza" (que puede ir de 0.7 a 

0.9), y 2) ordena las eslructuras dentro de cada grupo de forma tal que, la primera 

en el grupo representa la estructura prototipo y no necesariamente, la que posee 

la mayor energía libre. De este análisis se puede observar una cierta tendencia 

particular cormín a los RN/\s que son replicados rrnís eficientemente como el RNA 

73 



MDVMal22, comparados a los que no son replicados tan cficiente111ente como el 

RNI\ MDVTCI 1 y el RNI\ MDVTCl7. Cuando se toma co1110 motivo estructural 

el sitio de unhín a la rcplicasa (Tablas 2, 4 y 6) se observa el mismo patrón en 

cuanto al número de subgrupos, la heterogeneidad de los 111is111os y las energías 

libres de las estructuras suh<íptimas, que cuando se toma como motivo estructural 

la molécula completa (Tablas l. 3 y 5). Aunque MDVMal22 y MDVTC17 

presentan el mismo número de subgrupos, MDVMal22 presenta subgrupos más 

homogéneos y en general, ele 1rn1yor energía libre que MDVTCl7. Mientras que 

MDVTC 11, no sólo presenta mayor número de suhgrupos sino mayor 

heterogeneidad dentro de cada subgnrpo y estructuras de trnís o menos igual 

energía libre que MDVTCl7. Sin embargo, cuando se analizan las propiedades 

replicativas de MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCI 1 y MDVTCI 7, se observa que 

éstos replican menos eficientemente que los RNl\s rccombinantcs MDVMa122 o 

MDVlllV20 o incluso que el RNJ\ MDV-1, según se muestra en la Figura 15 (ver 

ta111hién la Figura 3 del artículo que se anexa a esta tesis). De hecho, MDVTCI 1 

replica todavía a una menor eficiencia que MDVTC 17 (rigura 15). 

Estas observaciones indican que pueden existir cierras diferencias asociables a 

las propiedades replieativas de una molécula bajo el criterio de número de 

subgrupos, de ncuerdo a un motivo estructural seleccionado de forma arbitraria y 

la heterogeneidad dentro del subgrupo de acuerdo a la proximidad de las 

estructuras subóptimas. Es posihle que un grupo de diferentes estructuras 

subóptimas en un rango estrecho de energía puedan coexislir en solución y que 

las diferencias de rcplicabilidad entre las distintas rccombinantes esten 

clelcrminadas en parle, también por interacciones específicas a nivel de estructura 

terciaria la cual, hasta el momento no es posible predecir. 

Si bien únicamente hemos analizado tres moléculas recombinantes de acuerdo 

a csle progranra estadístico, no podemos concluir categóricamente que esto sigue 

siendo cierto para un mayor número de recombinantes. Cabe señalar que existen 

otras formas de inlcrprelar y graficar los resultados que generó el programa de 

predicción de estructuras subóptimas y por lo tanto es probable que, 

phtnte¡índose otras hipúlesis respecto a los factores que podrían influir sobre la 

replicabilidad de los RNl\s recombinantes se puedan obtener datos más 

signific:ttivos. 
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Rccienlemenle, el grupo del Dr. Don l\füls reportó la construcción y la 

caractcrizacicín de 16 distintos R N/\s rccnmhinanlcs, substratos para la rcplicasa 

de QI.\, que contienen distintos t:unaiins de Sl'cuencias con la posibilidad de formar 

o no, una estructura de lipo tallo y asa independiente dentro del RN/\ MDV-1 

(igualmente, en la posicii'>11 62) (/\xclrod y col.. l 9lJ 1 ). Se utilizaron estos 

templados para iniciar reacciones de replicachín in vitrn con la replicasa de QB 
en canlidmles que saturnra11 a la enzima. Las velocidades de replicación para los 

RN/\s que presumiblemente poseían insertos estructurados estaban en el rango ele 

33 a 69% la del RN/\ l\IDV-1 control, a pesar del tamaíio del inserto. De hcc!10, la 

mayor parte del RN/\ recién sintetizado se encontraba en cadena sencilla. En 

contraste. los RN/\s que contenían insertos no estructurados (que no se esperaba 

que formaran estructuras secundarias) mostraron velocidades de replicación 

menores al 25% de la de MDY-1. En esle caso, la velocidad de replicación 

corrclacion6 con la longitud de la secuencia insertada y la mayor parte del 

producto sintetizado eran moléculas dnplex (cadenas complementarias (+)y(-), 

hihridadas). Cuando estos RN/\s recombinantes se ulilizaron en reacciones en 

donde la cantidad molar de lcmplado era I06-to7 veces menor que la de replicasa, 

sólo aquellas que presumiblemente contenían estructuras secundarias, 

sobrevivieron durante la reacci6n de replicaciú11. Estos resultados son 

consistentes con que, la formación de estructuras de tipo tallo y asa durante la 

síntesis de RN/\ por la replicasa de QB iníluencían directamente la regeneración de 

RNAs de cadena sencilla (/\xelrod y col., llJ91), si bien no explican las diferentes 

eficiencias de replicación entre las recornbinantes con insertos estructurados. Es 

posible que el mecanismo de pausa característico de la Qf3 rcplicasa (Milis y col., 

1978) estuviera operando en estas secuencias estructuradas heterólogas. Se sabe 

que la replicasa de QH se detiene temporalmente mientras se sintetiza el extremo 3' 
ele un tallo y asa estable durante la replicación de varias especies de RNA 

endógenas (Mills y col., 1978; Priano y col., 1987). 

111. Futuras estrate~Íl1s para el uso de sefmles replicables en ensayos 

diagnósticos. 

El ensayo modelo publicado para HIV-1 que utiliza sondas replicables, el 

sistema de lavados conocido como "reversible target cycling" y el sistema de 
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amplificación con la rcplicasa de QB, 111vo un límite de detección de 10,000 

moléculas de blanco (Lo111elí y col., 1989). Eslo se dchiú a la replicación de las 

sondas que se pegan de forma inespccífica a la paredes y no son eliminadas 

cficicn1cmen1c duranlc los lavados. Con el objeto de disminuir esta scíial de 

fondo, se ha pensado en la posibilidad ele usar sondas que incorporen "switches 

moleculares" (Kramer y col., 1989) y así eliminar también, la necesidad de los 

mtílliples lavados. En hase a cslos resullaclus y a la pobre eficiencia de 

rcplicacitín de las moléculas rcco111hi11an1es MDVTCI 1 y MDYTCl7 comparada a 

la de MDVlllV20 o MDV-1, se hizo evidenle que esle mismo esquema para la 

de1ecciú11 ele 'l"l:iipmw.wmw cruzi, no alcarm1ría la sensibilidad mínima requerida. 

Aclualmcnle el ensayo de dclccciún de Trypa110.w111a crttzi más sensible 

reporlado, es sin duela, el que 1J1iliza PCR e h!hridaciún con un oligonucleútido 

inlcrno marcado, para amplificar fragmentos especie- y cepa- específicos de los 

minicírculos del DN1\ del kincloplaslo (Slunn y col., 1989). Esle ensayo puede 

delectar alrededor de 11() moléculas de blanco. 

Rccic111cmcn1c se han discíiado olros modelos de dclcccidn que prescinden 

del req11isi10 de oblcncr RNAs recomhinanles replicables y que prelenden abalir 

el ruido de fondo ulilizando "switches moleculares". Algunos de estos modelos 

involucran la ulilizaci<Ín de RNAs replicahles que tienen la secuencia sonda en un 

ex1remo. Después de que la sonda se une a su blanco, se utiliza uno de varios 

mecanismos para separarlo de la seíial replicable. y proceder a la amplificación de 

éste último. La forma de separar la sonda de la señal replicable, depende de la 

forma en que se encucnlran unidos. Una posibilidad es que sean moléculas 

independientes que se unan por enlaces disulfuru y luego, sean separadas por 

reducción con ditiothrcitol (Chu y col., 1986) (ver Figura 27). 

Olro discíio de una sonda que incorpora un swilch molecular y que es 

actualmenle un proyeclo de nucslro laboralorio se mueslra en la Figura 28. Al 

unirse la sonda al blanco ocurre un cambio conformacional (la apertura de un tallo 

ele doble cadena) lal que, únicamente las sondas unidas al blanco son capaces de 

generar seíial. Las sondas que no se unen específicamente al blanco permanecen 

cemidas y de esla forma no genernn seíial. La apertura del tallo de cadena doble 

ele la molécula swilch, se debe a la rigidez adoptada por la doble hélice de 

DNA:DNA o DNA:RNA que se forma (Shore, D. y col., 1981; Bhattacaryya y col., 
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FIGURA 27. Uso de un ti1>0 de "switch molecular". La figura que representa 

el swilch molecular csla formada por 1111 DNJ\ de cadena sencilla que contiene 

una secuenci:1 sonda (rcpresenlacla por una línea engrosada) embebida dentro de 

secuencias aplanadoras y complcmenlarias al R NA MDV-1. Esle DNJ\ esla unido 

covalc11lc111cntc al RNA MDV-1 a través de un puente disulfuro (-S-S-) 

(simbolizado por una línea doblmla en lallos y ;1sas). El tallo y asa cenlral del 

RNA MDV-1 no se mueslra ya que el sitio de unión a la replicasa, necesario para 

que la rcplicasa se una ha siclo alterado estruclurnlmente por las secuencias 

aplanadoras. Se prepara el DNA de cadena sencilla que contiene la secuencia 

blanco (Panel A). La sonda se une al blanco (Panel B) e induce un rearreglo en Ja 

molécula tal que, el sitio de unión a la replicasa en el RNA MDV-1 es liberado. 

Después ele lavar l:1s sondas no unidas, se rompe el puente clisulfuro por 

incubación con ditiolhreitol (Panel C). Luego, el RNA templado liberado es 

amplificado exponencialmente por incubación co11 la replicasa de QB (Panel D). 

Las sondas que se quedan pegadas inespecíficamente a la membrana son 

incapaces de servir como lemplados para la rcplicasa de QB. 
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BLANCO 

SONDA 

SWITCH CERRADO 
TALLO 

SWITCH ABIERTO 

FIGURA 28. Es(111emn básico de un "switch molecular" que se abre, ni 
hibridnr In sonda con el blanco. En la parte superior se muestra la molécula 

blanco, la cual puede ser DNA o RNA. En la porción media se esquematiza la 

sondn o "switch" en su estado cerrndo (en ausencia del blanco) formando un tallo 

y iisa consigo misma (la cual, iambién puede ser DNA o RNA). El tallo esta 

formado por dos secuencias complementarias, localizadas cada una en los 

extremos de la molfrula y el asa contiene la secuencia que servirá como sonda. 

En la porci6n inferior se muestra el "switch" hibridando con el blanco, ahora en 

posición abierta. 
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ESTA TESIS 11 DEJE 
SAlfR Uf LA llUOT!CA 

1989). El funcionamiento de este switch ya ha sido demostrado en ensayos 
modelo que 111idc11 la presencia de un !:dio de RNA abierto o cerrado como 
función de la presencia o ausencia del blanco (Guerra y col. manuscrito en 
preparaci<in ). 

En este ensayo. la generación de scíial ocurrirá como se muestra en la Figura 
29. Al unirse al blanco, el switch molecular se ahriní y cxpondní una secuencia de 
20 ni de cadena sencilla que contiene las 15 bases superiores del promotor para la 
'17 RNJ\ polímerasa. En la misma solución, se encontraní una molécula de PNA 
de cadena sencilla que contiene la cadena inferior del promotor de '17, localizado 
frente al gene que codifica para el RNJ\ rcplicahlc. Este DNJ\ de cadena sencilla 
se uniní específicamente a la secuencia de 20 pares de bases del switch abierto. 
Una incubación, simul11ínea en presencia de la T7 RNJ\ polimerasa y la replicasa 
de Ql.I, rcsultar:í en la generación de un RNJ\ replicable por transcripción y su 
concomitante replicación. La detección del RNJ\ producido podní realizarse por 
métodos simples tales como, por tinci(in con bromuro de clidio. 

Un aspecto i111porl:1111c de este acercamiento será la 111ilizaci1ín de un esquema 
de hibridación en "sandwich". Este esquema involucrn el uso de una segunda 
sonda (sonda de captura) cuya función es la de inmobilizar al híbrido y así permitir 
lavados sucesivos. Esta sonda de captura contiene una secuencia 
complementaria al blanco en una región adyacente a la zona donde hibrida la 
sonda detectora y una cola de poli-dA en el extremo 3'. Esta cola de poli-dA 
pcrrnite que la sonda de captura se pueda pegar con alta eficiencia a las partículas 
magnéticas que contienen poli-dT25. Este esquema ya se ha descrito 
anterionnenlc y fué el que se usó en el ensayo para JIIV-1 (Lomelí, 11., y col., 
1989). 

Cabe seíialar que, un ensayo diagnóstico que utilize señales de RNA 
replicables del tipo desarrollado para lllV-1, requiere de la síntesis de varios 
oligonucleótidos (para las sondas de captura y para la sonda detectora), la 
construcción de varias 111oléculas rccombinantes y su caracterización para la 
selección de una sonda co111petente para replicación exponencial y la 
construcción del vector de donde se obtendrá el blanco artificial. En cambio un 
modelo como el del "switch molecular", donde la sonda detectora y la que sirve 
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sormA 

PROMOTOR DE T7 

SWITCH ABIEnTO 

cDNA MNV 

T7 RNA POLIMERASA 

QB AEPLICASA 

l?IGUltA 29. Esquema de un "switch molecular acoplado a un 

sistema generador de señal exponencial. Cuando la sonda híbrida al blanco, 

el "switch" molecular se abre y expone una secuencia de 20 nucleótidos de cadena 

sencilla de los cuales, 7 son complementarios al promotor de la T7 RNA polimerasa. 

Se encuentra presente en la misma solución una molécula de DNA de cadena sencilla 

que contiene la cadena inferior del promotor de T7 adyacente al gene que codifica 

para el RNA replica ble. Este DNA de cadena sencilla hibrida específicamente con la 

secuencia de 20 nucleótidos del "switch" abierto. Después de la incubación con la 

T7 RNA polimernsa, se genera un RNA replicable por transcripción que luego es 

amplificado por la replicasa del fago Ql\. 
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como templado de la molécula replicable, estan localizadas en moléculas 

separadas resulta m:ís genérico en el sentido que, involucra únicamente la síntesis 

de algunos oligonuclctítidos (las sondas de captura y la sonda detectora) para 
cada nuevo ensayo que se quiere implementar. 
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Centro tle lt1vc111ig;u:1011 suhrc J11¡.;c11ic1f¡a Cc11é1irn )' Bit1tcn1ul11¡.;_l;i, Unin·r~iclacl Nadu11;1I t\111111111111.1 tlt• ~lt"xirn, A(lillli1tl11 l'm1al 
5I0-3, (i227fl Cucrmn•aca, Murcio~, Méxku, mul 11kpi11 llllt:UI 111 Mub 11J,11 C:C111:1i1 s, l'11l1lir l lt~.11111 "''~l'iuc h J11,ll1t11t·, ·1!"1!1 Hr!!I 
Avcnue, Ncw \'urk, NY IOUHi. 

We have synthesized recombinant RNA 
molecules that function botl1 as hybridiza
tion probes and as templates for exponen
tial amplification by QP replicase. Each 
recombinant consists of a se<1uence specif
ic for the protozoan parasite, Plasmoc/i11111 
falcipamm, embedded within tite sc
quence of-MDV-1 RNA, which is a natural 
template for QfJ replicase. The probe sc
quence was inserted within a hairpin loop 
that occurs on the exterior of MDV-1 
RNA. The recombinant RNAs hybridize 
specifically to complementary DNA, de
spite topological constraints on tite probe 
domain, are replicated at the same ratc as 
MDV-1 RNA, despite their additional 
length, and are able to serve as templates 
for the synthesis of a large number of 
RNA copies. A QP replicase reaction initi
ated with only 0.14 fcmtograms of recom
binant RNA (1,000 molecules) can pro
duce 129 nanograms of recombinant RNA 
product in 30 minutes. This represents a 
one-billion fold amplification. Our results 
demonstrate the feasibility of employing 
exponentially replicatable RNAs in bioas· 
says, where they would serve the dual role 
of specific probc and amplifiable reportcr. 

T
he very high spccifici1y inhcrcnt in nudcic ;1dd 
l1yhridization 1 lms f>l'o\'iclcd pcJwcrful u11al\•lical 
wols for molecular bi11logists. Thcrc has IJccu 
considcrahlc interest in 11ew tcd11liqLtcs that 

permit thc amplific;uinn of hyhridization sig1wJs:.:-1 1u 
achieve levcls of scnsilivity that cxt:ccd thosc uhtai11cd 
with raclioaclivc prohcs. \Ve have hecn working on 1hc 
design ami sylllhesis of replicatal>lc prohcs tlaat (:omhinc 
in a single molccule the dual fu11clions of hyhridizalion 
probe and amplifial>lc rcporlcr5 • Thcse novd molcculcs 
are recombimmt RNAs" 1hat contain a prol>e scquencc 
embedded within the sec¡uencc of' a muurallr occurring 
RNA lhat serves as a 1e111pla1c íor 1hc RNA-dirccwd J(NA 

pol)'lllcra!\c, Qli rt'plica!-ic 7 • Tlic !1.lnu 111ral aud f1111ni11nal 
rclj11iic11u.:11b fol tlil'!ioC n.·t·rn11hi111111l RN1h a1c il!\ folli>w!io: 
thc prcscuce ol' d1L' prol 1c 11u1~1 11ot intt·rferc wilh rcplil'a
tion, a11d die prnhc 11111:-.1 n:l•1i11 Íh aliilil}' 111h)·ltritli1.e10 il> 
larHCI, dcspitc 1J1c ¡11csc11cc ortJic !1.CIJlll'llU~S rcc¡uin .. •d for 
rc:plka1io11. 11" li1t'!Jot' r1111di1i1111!'> ase 11w1, d1t•11 1Jicsc fl_"n1111-
hi11a111 RNAs rculld lic 111ili1ed i11 hio11\llil\'S iu wliid1 
!1.pcdlirnll)' hrtiruli1cd 111oku1lc!io ;.1rc a111plifie~I lir i11e11ha
tio11 wi1h <..lf~ rt.'plitil!J.C, gt·1w1111i11g a 1t·l.lli\'d)· l.irgc 11111.11~ 
of rc1·rn11hi11;1111 RN1\ tliat \\'011lcl !1.Cnt' il!\ a !1.igual that 
l1rhriili1ati1u1 l1a1I on·111Te1I. 

Thc i111pclll!io Jor 111111t.·r1;1ki11g llu: !io1tt1I)' or 1he~c 1c1:0111-

bi11;1111 RNA molcntlc!io 11i1c111s frn1111hc rc111;11kahlc prop
cnics uf RNA !<i)'Htlll'!<iis hr <.,!ji 1t:plit .1~c. :\ ~111all 1111111hcr 
of 1c111platc !'llro1111b Gt11 i11itia1c tlic S)'lllht·~is of a largc 
11111111Jcr of prodrn·1 !ltra11d~ 1\ ~li/lio11-fold i11cn•a!'lcs i11 1lu: 
•1111our11 of RN:\ 10111i11l'ly on:ur i11 l'ilttl' a~ a 1csull of ;111 
e::xpo11c11ti11I rc;u.:tic111 111cclia11is111 111·1': ~i11glc-!'ltl"íl11dctl 
RNAs ~crvc a~ 1c111¡ila1cs for Llic S)'lllhc!<iis uf cw11plc111c11-
t;iry !li11glc-s1 randccl prnd11r1s; aflcr 1 he n1111plc1io11 of 
produn !ilra1ul cl1111g;11io11, lmtli the p1111l11rl 1111cl lht• 
lc111pl;11c ;in: rclc;i~cd fro111 the n·plka1i1111 n1111plcxn; arnl 
luuli s1n11uls are free 10 !'lt:l \'C as tc111pl;11c~ i11 thc 11cx1 
l'Olllld of S)'1Jll1t•!<ii!'I, C:ollSC(jlll'lll))', Wi lo11g <IS iJ1cn~ is illl 

cxrcss of rcplica!'lc, ilu: 11ur11bcr of l~NA !'lfl'i11Hls inucasc!l 
cxpo11c111i;1lly. :\l'tcr 1hc 11111111,cr of RNA !<ilr;uuls cq11als 
thc 1111111bcr uf 11nin~ rcplit·a!'lc 111olcn1lcs, l{N¡\ .!i)'lllltcsis 
co111i1111cs li11e;ul)'. Tltcrc are <1 1111111ber of oul\'<lfll;igcs w 
llSÍlll{ lhc a111pliliro1tio11 or RNA hy Qf3 rcpliGl.!iC as llic 

11.Jlll •11111 

~1 •• 1 t 1 
:,1,. 1 

,r'c!'-~. 
ltl'u1111o!<'I 'í '• 

pl/ t.mv 1Arr,.. 

flGllll 1 Struc1mc ur pl.1!1111id pT7-Ml>\'-¡ioly. Tlic hcavy 
hl;u:k linc 1c\>rcsc111s MllV-1 c.:DNA. Thc 1cMrinio11 siles 
rn1uai11cll wil 1i11 1hc pnl)li11kcr (n11ssha1d1ccf !'lc¡.;111c111) ;trc 
llOl fouml cli.cwhcrt: 111 thc pla~111id. Wlic11 1hi!i plasmid is 
dcavt:d wilh cmlo1111dca!'lc Sm:d and im:uhatcd i11 t'ilfo willi 
T7 H.NA pol)·111cra!ic, thc re!iLlhiu~ lrnmnipts, MDV-puly 
RNA, rnusist of au RNA c·upr of 1hc polrli11J..cr c111ht·ddcd 
within 1hc !ic1¡11cm:c uf f\IJ>V-1 (·I) RNA. This pla!'l111id serves 
as a \'cttur for 1hc wm1rn1.1io11of1crn111hi11;1111 ltNA!"i. 
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h;i.o;jo¡ of a sig11al·gt·111·1a1i11g ")'"!1·111: f.1f' 1c·plicas1• i"i higl1ly 
s¡u•dfir lnr ito; ow11 lc·111pl;111· RN/\o;' 1; ;t'i lilllr :1o; 1111t• 

111oknilc• uf lc·111pla1<· RN:\ ra11, i11 pri11dpl1•, i11i1i;11(' 
rt•plka1i1111 11 : a111I llw <1111011111 of RNA S\'lllfit_•o¡j¡c•cl {l\'pi
rnllr. !!00 11g i11 !iO ¡ti i11 1 !"1 111i11111c•o;) ¡., .,,; larp,r tl1:11 it 'r:rn 
l1c· 111t·as111t·d with rlw ;1id 111 si111pl1• rolorinH'll'ic lt'd1-
11itjlll''i. 

J'wo cl1•r1•l11p111t·111o; lc•d In 1lw n1n r111 wrn k: tlu• di .. .-m:
t'I')' tha1 111iw1riho1111d1•01idt·"i ríul lll' irl'iC'rlt•d wi1hi11 1he 
Sl''lll,l'llrt' nr ;I Slllilll, ll:lllll'allr 01 n1ni11g lf'.lllplatc• for (¿Ji 
rt•plirasl', t\~l>\'-1 RNA'". witho111 i111t•rlc•ri11g H'ith its 
n•plirahilil)'"; aud 1he :t\'ailahili1~· of a plas111id that !wn·r•s 
as a h•111pl:i1<.• lor th1• \)'11tlwsis of Ml>V-1 (+) RNA wl1('11 
1111~ pl:1smid h, i11r11hall'd in t1iltt1 wir h l1ac:1crioph;igt• T7 
RNA poly111rr:1st• (Milis,., al., in p1cpar:11io11). \\',• 111odi
fied 1his pl:is111id hr i11"t'rli11g :i pol)·linkcr within 1he 
J\lllVPI d>NA st•q11r111·t'. Tlu• s11hst•q11t·111 i11scr1io11 of' 
1irol1c St'flt1t·11tt•s \\'i1l1i11 1l1c 1111lyli11k<'r nc111c•I 11lam1i1ls 
llrnl scnt•d ;1o:; 1c111pl:11t•s Ínr lfw 1ra11"inipti1111 of rcco111lii-
1rn111 RN1\s. 111 lhis rt_·p1111, wr dt•111or1,.tra1c 111:11 lh<'S<' 
11m·d n•co111hi11:1111 RNA 111olrn1lcs f111fill 1hc dl'sign goals, 
servÍllJ.t as 110111 Sflf'fifk hrlu-irli1.;1tio11 pn1h1·s :1rnl as ;-1111pli
fiahle n•po1 tcrs. Thc Wit' of 1l1esr 11111lt•r11lt·s in ¡¡rf11:1l 
hinassays will he• 1 t')Hfflt'd cl"it·wht·n~. 

RF.SULTS 
Synthesis of recomhinant ltNAs hy tranNcription from 

11lasmids. \\'e Sl'I 0111 lo nmstr11rt ali RN1\ rnolct:ult• 1hat 
\\'oultl scr\'c h111h ª"a "ipcdfic: prol1c andas a lemplalt' for 
QP rt•plirn'it'. \\'t• dio."it' Mll\'-1 RNA as tite parc111 
mokcule lwrause 111rnlifird Ml>V-1 RNA'i rn11 he S)'lllhl'
sizcd hy 1r:111sniJHic111 fn1111 tt•n1111l1i11a111 JJl:tsmirls. Pl:1s-
111id pT7-MUV Sl'l"\'C"i ao,; a lemplat<' for 1lie sy111lwsis of 
1·cplir:uahlc ~llJ\'-1 l(Ni\. 11'1• i11si•r11·d a srnthctk poly
liriker i1110 lht· ~fl>\'-dlNA "i1·q11e11n· of' 1hi."i plas111id, 
crcaring 11l;m11id 11·1·7-t\II>V-1mlr (Fig. 1). Rc-nn11hi11anl 
RNAs can he Al'ru·rarcrl hy in"inling :in)' hc1crolog-n11s 
llNA St'<jlll'lll.l' i1110 OIJC' 11f lhr 1111iq1w l'C',"ifl'iclion SÍll'S in 
lhc polrli11krr of' pT7-t\IJ>V-p11lr. :111d 1lu•11 111ilizi11g thc 
rcsuhing pl:1"i111id ª"a 1<•111plall' for 1rn11snip1io11 hr T7 
RNA polr111erase. 

Design oí dn~ replicalahle proheN. Ml>V-1 l{NA cm1-
1ains 111any sr;ilik st•condary s1rnrl11n·s• 1•-1tt, ami !he :iv:1il
;1hlc C\'idcnrc suggesrs 1h:11 thrsc str11ct11res are rcq11irccl 
for repli<:;11in111!'-~ 1 • The silc rhat we d1osc for l11serting 
po1cnti:1l 1>r<lht• scq11ern:l's i11111 t\ll>V-1 J{NA wa!' k1mw1110 
he 011 the extc1ior of rhc 111olcr11Je1\ when· thc inst'l'I was 
lcss likcly lo dis111rh lhcsl' ."ilnrcltll'C'S. A rrpcrili\'e l>Ni\ 
scq11c11cc f'n1111 tl1c ¡11111111,1<111 par;isire. Plmmor/;,,,,, fnlri
/1tu11111:!t·~1. h'ótsd1osc11 :1s ;i rnoclt•I prohc. \\'t• lrnd lwo 11mi11 
com:crns whc11 d1011si11g lht• sec¡11cm·c of thc prohc: thc 
iusel'l<'<I sequcn<'e 111igh1 lrn\'C lo ;1ss11111c a singlc-slrarulecl 
co11fc1rma1io11 for il lt1h)1hritli1.<•10 its !argel seqm·ru:c: arul 
lite inscrted Sl'q1ic11n· 111i~l11 harl' lo fon11 scnmdary 
s11·11c:11ircs, 01hcrwist• lhc prod11c1 ;md 1hc lemplatc 111igh1 
fonn a 11m1n·plk:11ahlc d11plt•x:.! 1• Since 1hcsc 1wo corn:crns 
impost•d c:o1111atlk1ory ro11s1r;1i111s on lhc dcsig-11 of lhc 
i11ser1r<I scqt1t•1irc, \\'l' prrpan•d lwn rcc:or11hi11a111 RNJ\s 
with inscrls cxpcned lo ass11111c clifforent s1rnct11res. Tlw 
lirst reromhi11a111, MDV-fol-ur1 l~Ni\, was likt'I)' lo posscss 
m1 111uilrm·111rcd probC' n•gion, :1cconli11g to :i c:o111p111cr 
am1lysis nf ils st•qm•w·<·:.!\ Thc scnmd rrco111hirn1111, 
MIJV-fal-st i(Ni\, dilfrrt·d frn111 MIJV-fol-1111 RNi\ in a 
5p1111dcn1i<lc reg-io1t. As a co11scqm•11rc, ir was likcl~· lo 
fono a mon~ s1;1blc scror11h1ry ."ilrt1c1urc in rhc n•giou 
co111:1i11i11g ll1t• prol1<.'. Fig111l' 2 shows the nudcotidc· 
st'tflll'nce arnl prt•clictt~d sccomlarr slnKlltre of' MI>V-fol-
1111 RNi\, MllV-fol-st RNA. ami MIJV-polr RNi\. 

Replication of the rel"omhinant RNA!ii, Ft111r <liffrn•11t 
RNAs wue pn•parrd hr 1ra11snip1in11 ;,, r1i/ro: t\ll>V-1, 

Mll\'-poly, M ll\I ·l'al-1111, ami ~lll\'-fal-st. Electrophnrctic 
;11i:il)·sis of thcsl' trano;nipts (lt•fl panel of Fig. !J) dcmon· 
s1r;11t·d 1ha1 1lu• rt•for11hi11a111s llrnt ro111aincd prohe sc
q111·11n·s nntld t•:1sih• he di.'ili111{11isht·tl from the othcr 
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,,._ I Nudcn1iclc scc¡ucnccs nf 1hc recomhinam lranscripts 
fnldcd i1110 thc sccrnular~· s1ruc1ures ¡ne<lic1ccl by a compmcr 
prn¡.;:rnm 10 be most stahlcU. MDV- al-un(+) RNA (a) con-
1ains a 58-nurlcolicle inscrt (shnwn hctwccn the arrows) in 
place nf 1hc 3-1111dcotidc !iicgmcnl, Ac;u, 1lmt occurs in 
nmurnl J\llJV-1 (+) RNNm. Thc scc:omlary slmclutcs lhat lhe 
co111p111cr prngl':trn prcdir1s in thc rc¡.;:ion níthc rccombinanl 
0111s11le 1l1c imcrl are iclc111irnl IO lile scr.oncl:iry slruc1ure!l llmt 
wcrc cxprrimc:nwllr idc11tiliccl in MUV-1 RNA 1.,· 11', sugKC!lt· 
ing 1lrn1 1hc prnhc sr:1p1cnrc woulfl havc liulc cffcct 011 thc 
111p11l11¡.;:)' of thc MU\ .1 dnmain. Hulc.J lcucrs i11dica1c thc 
n11d<·u1iclcs 111<11 are cnmplcmcn1aq· lo P. falci/mmm DNA. 
Thc lower panels show lhc prcdic1cd sccondary struclurc oí 
thc inscU'i prcscrll in MI>V-pol)' (+) RNA (b) and MDV-íal-st 
(+) RNA (e). 



transcripts h)' thcir rela1in• 111ohili1y. Thc traw1t ri¡11-' Wl'll' 
1hcn isolo1tcd lrom thl· lt';Ktion mixture a11tl tl!>Ctl as 
1emplates for thc !>}'nllu.'!ii!i uf ;ultlilio11.1I HNA by lll~ 
replicase. J\i11ctit: a11<1lp1is ol' tite ;.1111011111 of HNA !>)'llthc
sizccl in thc Qfi rcpliGt!>c l'l'i1Ctio11~ (111idcllt· paucl 11J Fig. :\, 
demonstr111cd th;.11 hotli thc :-i1ni.·run·cl ;11111 tlll' llll!t!ln11·-

1urcd rccomhi11a111 ltN1h wcrc cxtellc111 tt•1111•l.ll1~!i l1•r 
ex¡11111cntial rcpliG11it111. F111 tl1cn11c1rc, dt'( tn11•l1111 clit: 
analy!Üs of 1lic RN:\ sp11hcsi1t·d in 1·.H h <.2r~ wplic .1~1· 
reaction (riHht pa11d of Fig-. :i) ~liowcd 1ha1 1lic p1e1tl111 I!'! 
wcre hotnogcucuus rcpliralcs of tlic origi11al 1rn11sn ipt:-i. 

To compare 1hc rau· of rcplk•1ti1111 11r rcco111hi11a111 
RNA 10 1hc n11c ol" n•pli<a1io11 or MJJ\'-1 JlNA, l.2f\ 
replicase rcac1io11s wcn.· i11i1ia1cd witl1111ix1111cs11l ~11>\'
fal-sl (+) RNA ami Mll\'-1 ( 1·) llNA. 'J'hc rc·.11:ii1111' wc1c 
inc:uhated for !?O 111i1111tcs, per111it1i11¡.: tlil' ~r111hl0 !>i!lo ol 
approxh11<1lcl)• lc11111illio11 n1pieit ofcad1 ltNA. Thc RNA 
pn1tlucrs of 1hc rc;Kliiu1s \\'ele ¡¡11al)'ll'1I h)' 1u1lyacr)f;i111-

1cie gel clcctro¡>hon:sis. · 1·1ic rcsult!> CI ·at•Jc 1) i111li1·a1c 111;11, 

dcspilc rcco111bi11a111 RN:\ hci11~ r1:l 1tt11 lt•111idcs lo11gcr 
llrnn thc MDV·I RNA frnm whid1 it \\'ils tlcrhcd, il i'i 
amplified at csscntially thc sa111c ra1c lir f...!IJ rcplic:;1!>c, 

Exponcntial amplification after serial dihuion. :\ 
series of Qii replicase rcacti1111s wcrc ini1h11cd h'illi clc
creasing amoums uf Ml1V-fal-l111 RNA. Thc rc-'ults {Fig. 
4) demonslrale tlrnl a rcac:tion iui1iatcd wirh <is ft:h· as 
J,000 molcculcs ofrcoJ111hin:u11 RN:\ (0,1·1 fg) ¡111ul11re<I 
129 nanograms of ret:ombi11a11t RNA p111d11rt alfrr :w 
minutes of synthcsis, h 1hich is a rn1c-hillio11-fohl 11111plifica
tim1. Virtually idc111kal kinctk n.·suhs Wc.'l"l' ol11ai11l'd i11 a 
parallcl series of rca1·1i(>J1s i11i1ia1ccl wi1l1 J\f l>V ·fal-M I~ N :\, 
mdicati11g that lhc rdati\'c l1u:k of ~t·c1111cl;tr)' s1rnrtlll"l' in 
the prohc rcgio11 uf l\ll)\'.fal-1111 ltNA h;ul 110 di!'ltt.'l 11ibJc 
effect on rcplica1io11. 

Elec1rophorctic analp1is sliowcd lhat rhc prod1u:1 ot" rile 
rcac:tion to which no cxoH"cJl011s rc111pl•11c had hl'cn adclt·cl 
was MOV·I RNA (scc i11sct of Fig. ·I). This was cxpcucd, 
sincc thc mcthrul tha1 wc uscd for iM1la1i11g Qí3 rcplka!'lc:tH 
yichls an cnzymc h'irh cndog-e11ou:-i 1'1D\'·I RNJ\!•. :\ 
mellmd designcd to rcnHJ\'C RNA fro111 lht• replicase ha!'I 
bccn publishcd~·N, h11t was 1101 e111 ploycd i11 this work.. 
llascd un lhe time it IOuk for the co111rnl 1caciio11 10 

achicve sa1t1ra1io11 (whcn rlic 1111111hcr uf RN.-\ 111oltT11lcs 
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cquals rl1c 1111111lwr 111 ;u li\'l" n·plitilM' 111ol1·rulc:-iJ, \H~ 
C!'llilllillc 1h,11 0111) ·llJ 1110/ec uks ol J\IDV·I l{NA \H'l"t' 
¡11t'!>t'llt i11i1i.1ll)". Tlii!> \úl!'I t1111hr11u·d hr thc lolloh'illg 
1es1ilt:-i: whe11 01 rt·~u tio11 w.1~ i111ti011t·cl with 100 11111lt·t 11k~ 
uf Ml>\'.fol·1111 RNA. llll' :!fi-111i1111tc p11ul11c1 1011taim·cl 
:W'ié. MD\'·I RNA: ,11111 ;1 u·,1rlio11 i11itia1cd with unir Jo 
11111l1·r11lt·"i ol ~l()\'-Lil-1w RN.\ 111111,1i11nl lllll!iill) ~lll\'-1 
ltNA. 

1 lle rcsult!'.i alM1 d1:1111111:-.t1 ale ,1 1111iq1w kitll'iit: d1ar;u'lt~r
btir 41J <.ll~ n·11lir;i!>e ll'<t1licu1!>: if ;1 !'lt'I 111 rc;u1i1111s is 
i11n1h.11cd 1011~ t~111111glt 10 i11.,11n~ 1ha1 .111 !tl)llllic.:!'.ics lia\·c 
;uhie\'cd :-ia111ratio11, the111ltc ;11111111111 or HNA lll"C!'lt'lll in 
c.1d1 n·;1rti1111 \\'ill he lilll'i1rlr pn1porli1111al 10 ria~ loga
ri1l1111 of llit• a111011111 uf RNA lhal wa~ fllt'\1'111 i11itiílll)'. 
Fig:. !1 111ili11.~~ tlie cl;11a -'hm,·11 in Fi~. ·I to illtbtr~11c tl1is 
n·ladon~hip: die ;1111011111 111" RNA ~)"lllht•!>itcd iu !!fi 111i11-
11tt'!> Í!i plottcd ;1gai11~t clic· log111 itl1111 ol tht• 1111111hc1· ol 
rct:o111hi11;1111 111t1knde!> ;ulded i11i1i.tll)'. Tllt• 1c:-i11hs dc111~ 
011s1ra1c tllilt 1hc ;1111011111 111 n:n1111lii11a111 RNA p1rnl11t:I 
(whid1 is i11 tliv h11111llcd-11a11ogr;1111 1a11ge) •~ a11 aff11ra1c 
lllC~l!'lllH'. of rl1c illlllllllll of HNA thal \\'il!'! JHt'!t!elll initially 
O\'l!I' il n111gc orar lcast :-iix u1dcr!'i ol" 111;1~11i111clt'. 

Hyliridizacion of thc recmnhinanl RNAs. Ead1 uf lhc 
rcro111bi11a111 RN1h wa!> ."ihow11 10 hind ~pcdlic;11l)' lo 
dc11a1111l'(I pl.1s111ids ccrnt<1i11i11g a k110\\'ll l¡tlil11lil)' uf /), 

júln/mrum 1;irgc1 !>l'ljllC.'11<"cs (Vig. 0). Ncithcr 11·co111hi11ai11 
RNA hc11111d ro 111111rol pl.1!>11lids th111 l.1rkt·d fJ. /alri/JtJl"lllll 
Sl'IJllCIH·cs. Fu1tl1c1111111 L', MD\' -pul)' RNA, whid1dol'S1101 
co11wi11 a pr11hl· :-it•q11c11<c, did not bi111l 10 1·iil1cr pl<1!t1111id. 
Takc11 111gcthvr, liit"~t· n·~ull!> dc1111111.,lla1t~ 1h111 hoth 
n·co111l1111a111 llN:h hi111I ~¡wdlil .ill)' 111 1htdr lill"gt'l!<i a11d 
1ha1, 11111le1 1lic lirh1idi1a1io11 11111diti111h t·111pl11ycd, illl' 
prcsCIH'C ol !'llrtll.llll e i11 llil' 11111l>L· n·git111 l1a\ li11lt• clkt 1 
<111 l1)·hridi1.a1ic>11. 
' In 111wtlicr t•xpcri111t·111, 1n111i:;11t·d \'er!li1111s of cad1 
l"l't:OlllJ.Ílliilll !Jlllhl' \\'Crt p1eparcd IJ)" rr;1ll!itrip1Í1111 rr11111 

ph1!'1111ids lhat liad bcc11 li1ll';1ri1.ed by digc!t!IÍ1111 with S1ttl, 
i11s1cad of S111al. Tliese 1ra11-'t:rip!!> wc1c 011lr 11 J 11111 leo-
1idcs loug, ;111d n111lililll'd li'.t 1111dco1itlt·:-i J1oi111iic :1' cml 
of ~ll>V-1 (-f) RN:\ a11d ·IH 1111e:lcoticlc!'I fro111 1hc i11sell 
rcgi1111, i11dudi11g 1lu: c111i1l' pro/Je scc¡w.·nn·. LJ11dcr 1hc 
hyhri1li1.<Hi1111 n111di1io11s 1·111¡1/1,rccl, 1111 tlilfo1c1u·c c1111ld 
he ohscr\'cd hcrwcc11 llll' hrl1ridi1.atio11 of" 1lic lrtllll"íilcd 
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Tm10 ( mmutus) 
- 1 Replic:a1ion of rccomhiuanl RNAs. l'olyiln}·l;1111idc m;Hcly I00,1100 copies uf c;1d1 1rn11suip1 wcrc !ri)'lllhcsitt~cl ¡11 
gel clcc1rophnresis (lefl ¡10111cl) !rihowctl thc rdilli\'C mohility uf !!O minutes. Elcu1c1phon .. ·1ic: ;111;1l)"!lis of 1l1c RN1\ p1c~c111 ;iftcr 
different 1ranscrip1S: M JV-1 (a), Ml>V-puly (b), Ml>V-fal-1111 45 minutes (riJ;hl panel) !'l!i_1J1n•d tha1 1hc ¡mulul"l!li wcrc 
(e), ami MDV-fal-st (d). The munhcrs 011 lhc ~idc uf 1hc paud rc¡1lico11cs of ll1c 1n111snipts. ·1111! pnuluw; \\'1:1c prohahl)' 4111c 
indifale the lc:ngth of c~c~1. lrnmri:i\H _(in 1111dc~11idcs). QfJ !1:u:Jcut!clc lougcr ~h;11! tlic tf"illl)>n ipl!>, !'lillrl' a 111 111csscnliiil, 
replicase reacuons wcrc 111111;11ccl w11 1 2:00 fg oJ c11th 1rn11- .i -1cr111111i1I ;ulc11os111c 1s usuallr acldcd t1111 in¡.; rcpliniiuun 
script. Kinctic analysis (cc111cr panel) showccl 1Jrn1 i1pprnxi- ' ' 
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HNi\'i aud 1111' li\ li1idi1;11i111111f 1ht• fúll-l1·11grh HNi\s. Tlii'i 
1t•s11lt 1lc·1111111'il 1 ;ift•s 1 h;lf 1hr ro11'.;l 1 ;1i11l'd 111pol11gy ol llH' 

Ml>\'-1 cl11111;1i11·1" rl1a1 \1111111111do; 1lw p111l11• 1 q,:io11 in tlit• 
full-lc·11g1h 111nlcT11h· d111•1, 11111 i11qwd1• l!lt' ahili1r of 1lt1· 
prnht• sc•c¡111·1111· 111 li~ 111 idi11· \di h i1s 1argt·1. 

ltcplicHtion oí r«'«'omhin:111t ltNAo;; aftt•r· hrhridir.aliou. 
Addilio11al c·xp1·1 i1111·111' \\C'll' 1·;111 ic·d 0111 1"0 d1·1n111i11r 

hl1rrl11'1 l1)l11ifli1c·d rl"<Ol11hi11a111ltNA'11·1;d111)11·irahili1r 
10 sc•n·c· il'i 1t·111pla1t''i for lH~ 11·plica"t' ;1l 1t·r ;ilf 1111' 111a11ip11-
latio11s tha1 rnr11r cl11ri11g filll'r hrliridi1:11io11. Ml>\'-fal-1111 
HNA th:ll liad lll'rl1 hduidi1r1I in pla1,111icl-i co11lai11i11g / 1• 

{t1ld/w1/fm srq11r11n·s \\'il"i c·l1111·d lr11111 tlw do1-hl111 hy a 
l11it·f l1t·a1i11g \l1·p. Elr1·1111ph1111·tk anal~·o¡jo¡ of 1lli-; RNA 
shm,·t•d that i111art 1crornhi11a111 11101l'n1!1·'i liad ht•t•n rr
lt•asrd. r\ p1111io1111r tlll' t•hlll'd RNA ""'" 1l1t·11tt·stt·d10 s1•t• 
wlu•1hn il roultl o¡rf'\·c· :1s a 1t·111pl:iu· l11r C.!li n·plkasr. A 
len-111illio11-lnld a111plifira1i1111 rn n11 n·d i11 ~O 111i111111·s. 
Elertn1ph11n·1ir ;111alysi" of 1hl' prcul1111 or 1hi'i 11·acli1111 
shnh'cd thal it was ~lll\'-fal-1111 RNA. 111 :uldi1i1111, a 
n°<lflio11 was i11ili:1IC'1I \\'ilh tlu· 1·lt1:1111 lrrnn a co111rnl do1-
hlo1 in wliid1 f\flJ\'-fol-1111 Rf\'A had l>t'l'll i11n1halt•d h'illi 
plasmid l>N¡\ 1'1;11 lad;.1·11 /'. /alá/""""' st'1¡11e11rt''i. Tht· 
prnd11c1of1Jij., rr;1r1in11 ''"'" al'\11 ~fll\'-Lil-1111 RNA, iwli
caling th~ll ;1 ~mall :11111111111 of' proht• had h01111d 11011sp1•t·if
icall)'· llo\\'t'\'t'I', ki111~1k a11alp;jo¡ rrn1firn1ecl thal llll'rt' w:1s 
a dis1i11e:tlr lowrr fpn·I of RNA in thl' t•l11a111 f'rn111 rlw 
cnnlrol. ·r'J111o;, l!it•sc• tl's11lis dc1111111~11;Jll• 1ha1 hvhritlin•d 
rc.•romhi11a111 RNA.; th;ll an• rrll';isrd f10111 lari;c~I l>NA 
n.•1:1!11 lht• ahility ro hr 1·x11111w111iallr n•plka1t·cl hr (.!li 
rc¡1l1rnst~. 

DISCUSSION 
Tlll' rcs11hs d1·1111111sllal<' 1ha1 11T11111hi11;1111 RNA'i pns

Sl''i~ tlw 111i11i11111111d1ar;H"l1·1i.,1irs11•q11in·d lor 1l11•ir Wil' ól.'\ 

t·t·¡iliratal,Jc 11n1IH''i i11 lti1ia'i'i:l\''i: 1 lu·y l1yhrifli1c· S)H'dlirallr 
to 1:1rgt•1 IJNA arul n·1:ii11 rhr ;1hili1y to lir :1111plified 
cxpcnlC'11ti:1ll~· hr Qli r<'plii';1o.;c·. Tll<' s11rpri.,i11g ohserva
tion, 1ha1 ren1111liiu:1111s rrplicafl• <11 tl11· samc rate ;1!'. f\fl>V-
1 RNA, illllka1t•s 1h:11 lh<' pn·~t·rKe of n·lali\'el)' 1111str11r
t11rt•cl insrrl~ dot•s 1101 lt':ul to a n1lh1Jllit' of tht• prml11rr 
stra11d 11po11 lht• 1empla1t• s1ra11d:? 1, ;111cl higltlights how 
littll' we 11rnlers1a11d 1 lit' s1n1n11r;d dc'.h'r111i11:1111s of 1 l'pli
rnhilit)'. \Vt· óllt' n111s1111r1i11g a widl' \'aril'I)' of rcn1111hi
flíllll RN1\s 1ha1 are dcsigru·d lo í111u·li1111 :1s rcplk:1table 
prol1cs. Tl111s, it will 111· po'isihlt· fo assess rhc g1·11ernlity of 
rhis nt•w app1o:wh lo proht' dt'sign. 

"l'ht• cs1111111·nlial a11111lifk:11io1111f 1P¡1lil':11al1lc pn1IJt'S l1y 
QP rrplit·;1s1• prm·idt•s :111 ;1hc•rn;11iw• 111 tht• rx¡m111~11ti;1I 
a1nplilirn1io11 or 1arg1·1s liy 1he UNA p11ly111er:isr diai11 
rt_>arti1111~· 1 . 1\ 1lisafl\·:1111ag1• ni' 1m1l1e ;1111¡1lifkatim1 
i11 gc11rr:il is 1h;11 11011spt"dfirnll~· ho11111I prohrs s1.•n·r 
as 1cmplall·.~ for :1111plilirn1io11. llowe\•t•r, 11u•1hods i11\'olv
i11g n1p111n• UNA, surh ;1.'i sarnlwkh hyhridi1.a1io11 17·"\ 

ha\·c 1he pott•nlial of dramalirnlly lowcring the lt•\·d of 
111111spcdfit·ally h11111ul 1m1l1cs. F11rtl1en11orc, :ulditi1111al 
propcrtics Glll he :ultlcd lo 1cplirn1ablt· prohcs 1hrn11gh 
111olrn1lar design. Si11n• 1t•¡1lirn1ahlr ¡m1hes 11ml1•rgo 'a 
ronfon11a1íoti:1I d1a11gt• 11po11 h)·hridiz:11io11, ir should he 
possihlc 111 incorporal e si nu:111rnl ek·111c111s in thc 1 t•n1111hi-
1111111 RNA lhat nt·atr a mol1·1·11la1· swi1rh whose sl:tlc i~ 
dcp<·mlrnl 111m11 wlH'lhcr m 11111 rlu• prnht• is ho11111l l11 ils 
targe1. Br l'o11pli11g 1hc stau· of 1his "iwi1rh to a t·:ip111rc 
srht•mc orlo sig11;1f grri<'rntion, 1hc had;grot111d n111ld he 
reclucrd si,..;11ifira11ll)'. 

Ahhough prac:tiral assa)'."i e111plori11g n·co111!ii11;1111 
RNAs do 110t t•xist p·r, we think il worthwhile to c1111111t•r
atc som<> of 1l1eir ex11cclefl adrnnragcs: ( 1) se11sith1i1y
m11plilica1ion fac·1m·s of m1t'-hillio11-fold would pen11i1 
detc'.clion al ex11·cml'ly low lc\'d'i of 1arg:c1; (~) spccd
amplilic;11im1 \\'cn1ld off11r cl11ri11g- a sing:le i111:11ha1io11 step 

1ha1 1:ikrs lt·".¡ 1ha11 :rn 111i11111es~ (:i) rom·c11ic11cc-1he 
'iig11:il \muid tala· llll' l'on11 of a rdati\'t•lr largc nrnss of 
RN,\ 1ha1 rnuld hc• q11a111i1<1ll·d 11)' 11011r;111ioatlin~ 111ca11s; 
(1) wiilc· dr11a111k rangt·-1111' u11iq11t• ki1ll'lk propcrties uf 
llli u•plintsC' rranioll'i \\'011/d pcrmil 1lic q11;11t1itatio11 oí 
lnc.+. uf 1.11gt•1 oH·r ;i r;111gt• 111 al k•c1!-.I six orckrs uf 
111;1g11i111d1·: awl (F1) "i11mha11c·o11s dc·11·11i1111-;1 mixture ni 
diltt·1T11I rt•plk:italile prolll's n111ld he used in a singfo 
ª""ª~·. a11d alú-r ;1111plilica1io11 1licy nuild he sortccl mu hy 
lid1ri(li1óllio11 lo ;111 ord1•rrd lllTíl\' of l>NA clot 0 hlo1~ C'Olll
l>Íl'lllt'lllary 111 1·<1d1 Jffc1l>t', pcr1;1i11ing llH! si11111h;111cc111s 
iclt0 1lli1iratio11 or Sl'\·c•ra) dilJt'IC'lll lill'gels in thc S:JIJIC 
sa111plc'. 

F.XPEltlMENT/\I. l'HOTOCOI. 
Enzymes, lll-...i1i11i1111 t·11tl1111urlrast·s, 'J•I ¡111l}11uck·u1i1lc ki

na<w, ami T7 ltNA poi~ 111t·1;1'lc wcrt' flllH lrnu·d í10111 Ncw 
E11gl•1111I Biolahs. ( '.all i11lr'ili1te ;1lktdi11~· pho!iph:11;1'lc, T-1 llNA 
li¡.;a..,<', ll1t• J\l1•11ow fiaJ.lllll'llt oí H1rl1rrirl1111 rn/i UNA polrmcra•e 1, 
a1ul l111\'Í11c Jlill1nr;11ir ck11xr1 iln111uc !rase 1 \l't•rc._• ¡iurdmscd frnm 
l\m•hringcr M;11111l11·i111. ~ll 11~¡1li1 a'ic h';1'i Ío;11!;11t•d frorn har1cri-
11¡1hag-t• ~ll·infrc11·1I H. 'º'' QI: hr thr ¡11otetl111c 11f Eo)'itllK ami 
A1t).!mt:.>11

, wilh tlu· l1ytl1oxyli1pa1i1t· Slcp 0111i~tl'll. 
Oligonurlcotidcs. Si11J.:ll'-.'lt1a1ulc1l llNA fragmcnl!i wcrc pre

pa1l·1l, mini.: 13-c·r;111m·1l1rl pl1mphor:m1.idi1l' chcmistry' 1, 111 a 
~linosyn·f·l!ilJt\ sp11hrsi/(•r (S)·stcc). Afll'r ckhlorking mul rc
lra"t' _from tll<' 1 <'<;llJ, 1111' ol!grmuc lcutick~ \\'etc hnl;1ft•d I~¡· prc
p;ir;ill\'t' g-1•1 cl1•t·11ophc11t•.c;1!<>~2 , <'hllcd frnm thc gel, 11 lcred 
1hro11gh 11i11oi dl11lrn1l\ ;uul pt11 ifitd hy chro111:11ography,' 011 
SEP-l'AI\ e: 18cat11 i1lg1•c; (\\';11crs A.rn1cia1t•s). 

Plmrnnld fnr 11ynlhc!'filing MUV-1 ( +) RNA by tran!lcrlpflon. 
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JIGUll 4 Effcrt of i11i1ial RNA coni:cntration cm lhc time· 
r.:our.o;;c nf rcrnmbinam RNA S)'llthcsis. A series oí 25-µI QP 
rc¡1lk;1.c;c rc;1r1ions wcrc ini1i;i1ccl wilh thc following quantilie!I 
ni' MD\'-í,11-1111 RNA: HO pg, l.·l pg, 14 fg, O.M tg, ami O f[t. 
whirh rnn·<'stmmlc; 10 10\ ICF, JO'. JO'. miel O molcculcs oí 
mldcd 1c111platc. S:unplcs uf c:1rh rc:1c1ion wcrc takcn C\'CTf 5 
111i1111u•s to dc1crr11i11c thc amuunl of RNA tlmt lmd l>ecn 
sy11th1•silrd. The rc.~uh!i dC'nmnsll'óllC dmt lhc time spcnl in 
tl11• r:1CJ111111•111ial ¡1hase uf sy111l1csis is i11ncas1•tl whcn 1l1c inicial 
11111nhrr oí ll'lllpl:Hc molcculcs is den casC'cl11. Each 100-fnhl 
rcd11C'lio11 in thc mrmhcr nf rcrn111hirn111t mulccule.c; usl·ct a! 
1c111pl;11c 1csuhrcl in a :tfi 111i11111c dc·l:iy iu achicvi11g saturation 
(imhc;lling 1h;11 1hc RNA popula1in11 douhlcd c\·cr)' 33 scc
muh), Thc r.il'ctrnphor<'ric mnhilily of thc RNA prcscnt in 
cac·h r r:irtion afler 25 mi11u1es (src imct), C'otnparcd with thc 
mohilit}' nf rcromhina11l RNA (278-uuclcoticlc! long) ami 
MllV-1 RNA (223-nurlentidcs long) m:irkcr~ (m), confirmcd 
1ha1 1hc prnd11rt nf rcactions initialcd with rccomhinant RNA 
w:ts recoml1i11a11t RNA. 



pT7·Mll\' c1111t,1im ;1 ¡i1111111i1t'f 1111 17 R~.\ 1111h11w1.1,1· d11c·11nl 
ltlh';mls ;¡ J11l1-lt·11g1h 1 !JNo\ ¡uq1,11t·d 1111111 ~fl)\'.J RN:\ '~lilh rl 
al., in p11•¡1o11.11i1111). 'J l1i~ I' ;i:-.111111 Ji.11111.l't'll 11111,11111 inl \11 1!1.11 

1r.iu~n1p1io11f1111111l11·17 p1011101t·1lit·¡.:111.,1\ill1 tlu· Ji1 .. 1111u/1·11· 
1iclc 111 Mll\'-1 (!)UN:\, A S111.d 1n11111iu11 ..,,¡lc !i.1d lwn1 
iru1111l111t·d .111h1·11tllt'r c·nd ul 1lu· ~ll~\'-1 1IJ:-.J'.·\ ... 1·1¡111·ui1· 'º 
1h;11 whc11 llit' />l<1:0.111itl i'i li111·.11 it1·~I 1'1 d1g1·~1i1111 w11h nulil/1111 k· 
a!it' S111;d .mcl 1 u~li i11nd1,11t'cl h i1h 1 i l<N.\ p11I~ 111c·1.tM' l1.111 ... 1 1 i¡i 
1iu11 1l'1111im1lt'\ l\\'11 11111lt·u1i1k:o. lwl111l· 1111· l'lld ul tllll\ 1 11 J 
UNA. Thc 1t·~11hin~ 11<111'irlip1,, 1111111¡.:li l.11l..i1n.: ilw 11.11111.d :\'-
1enui11,1I di11111 li·u1iilr, c:p:\-( )! 11 H·1 \(' .t!o l'\.ldlr111h'111pl.111•\1111 
l'Apc111c111ial 1c¡ilit;1ti1111 lir f.!i! 1q1li1;1\L'. ¡\ lull tkHt i¡1111111 ni llw 
ftlll!ilruni1111 mul 11~1· c1f tfii!i \'l;1~111id \1 ill lic: p11l1li\hc1 d't'll l1t·11•. 

Pla1;n1id coutaining a po ylinkcr wilhin lhc Mll\'.J d>NA 
aequence. Thc l1p11M l·U!otl·.11 l1.1g111c111 ol 1111~ ~11>\'. J 11 IN..\ 
Sl'tt11e11cc in \1r7-MI>\' llNA Wil!i u·pl.ucil with llw 1011np1111tl· 
ing l'puMl·I !olEll l1,1g111e111 of i1 111111lih1·d ~lll\'·I dlNA 1li;11 
cont<uucd ;¡ 1111it¡11c Xh;1 1 1cn1g11i1i1111 \ot'1¡111·1111· i1111l.11c111 1lu· 
11111)• lliull rcr11g11itio1t ~t·c¡11t•11ce iu ~IJ)\' .. 1 tON:\~7 . A ~)11li11·1i1 
l>NA frngrnl'lll (p1cp.111·d li)· ,1111ll'.1h11~ ti<: l':\( ;,\TC; 1 ( :. 
(jt\(;(;c:cn; l111ICT1\(:C1\(;(;(:C'I(;(;¡\(;;\ n W,l!o 1hr11 dounl 
i111u this Xh.tl '1ÍW, Lllll\'t•rliug it i11111 a pul) 1i11l.1·1 l'º''l'\o'iug 
unh¡nc tl')liic1io11 :o.Íll::o. f111 XhaJ, llglll. Xltol. .11111 ~1111. ·1111, 
pla:-.mid w.1.'I 1ll'.~Íg11a1ctl JiT7-f\lll\'-pol). 

Pl1111mid" for 11ynthc)1zing 1·ccornhim1111 KNAM hy 11·;111M:rip· 
don. pT7·Ml>V·Jal·ull wa:-. l'omlltllll'tl !ir i1.1,c·11i11~ ;1 '}11ll11·1ic 
pmbc liC~llt!lllC q11l'.p;11t•d hr illlllC:idiuH d'I C(:1\(i1\C'l'A:\Co\· 
fAG<:TLTl'AALTI t:ACTAAC:A 111 d f( :ti.·\TC:Tl'.·\(;·1 <:1\· 
AGTl'AAC.:\CCTATCTl"A<;·n:) i11111 1/w Xl111I !oÍlt• 11f 1lit• 
pul)'liukcr :o.cc¡ucun: in pT7-Ml>\'-poly. ¡)I 7-~IJl\'.f;il·!il \\'il.'I e 1111· 
strUClt•d h)' imc1·1i11~ thc rclart•d ·')'lltlic.'lil' p111l11: M''l~1c11cc 

J¡.:~~{~~~c:.f!c.-11!L, e ~-';~1 ~:\ 1 :::~r r~!~ r\:-~~<1~{¡~ ~ :x::~ <~\.:~ /;\\<1 '.\·X:;: t ~ 
CC:T1\TGTfA<:TC) inio 1hc so1111c :-.i1e i11p1 7-MJJ\'·polr. B11il1 
prnhc scq11c11t:c!i \1·c1c l'.0111plt·l11L·111;tr)' 111 1hc 1111i1¡11c 
2 l·h<bc·11ilir rcpt·titi1·c :-.c1¡11t·1u:c 111111if' uf J1. /11/11¡u1111111~~ ~ 1 . 'l lic· 
11udco1h e scc¡ucucc 1ha1 \\'C U.'lt:d \\'ilS tlc1er111iln·1 110111tl1111L·.'l11J 
rcpethh·c l>NA isuhlft•tl 1111111 !<.li<1i11 H:f{.'.\1(;;1111lii.1. 

Nucloolidc scqucucc um1lysis. ·nu~ 11111 lt:c11~tlc )lt'.llllt'l11 t· i11 1l1t· 
rcco111hi11m11 rL·g11111 uf c<1d1 pJ.1.\111id 1r;1~ 11111fm11cd !ir tlic d1,1i11 
1err11i11a1icm p1m:cdurc, 1, 111i!il:i11g 7-1!t.·.u;1-1lc11xrg11,111t1~i11l! f1'· 
1riphuspha1c (Uochri11gcr ~la1111l1ci111) iu pl.11c uf clc11x)gt1.11111· 
sine 5'-1riphmpl1;11c1'•, ;111tl 1n~f1li-11xrq·1itl1111· r1'·(u·1l1i11)11111l111~
ph;11c (Nch' Engla11cl Nuc.lcar) ;1\ h1bd,.·. Sc1¡11c1ui11g 1c;uti1111!'1 
wcrc l'.arriccl 0111 1111 1111al plas111id DNA 17 , uli i1.i11g ;1 ~0-111uk11-
1idc primer (Ph;11m;iti,1) 111.11 \\';1, t1ir11¡1lt·lllL'lll.1q· 111 1/w ·¡7 

pr.J.~~c~t::ri~~\~~1•1 cp·;;,~111ids werc is11laicd 1111111 l1.111c1ia liy 1/u
mcthotl of llulmes ;111cl Quiglc)·j'• ;md p111ificd l1r gel Jil1r;11i1111 
chmmawgraphy 111 011 Scphilff) 1 S-1000 (J'hanmu ia). l'l.1~111i1l 
UNA was titen cligc!ilccl \\'ith SrnaJ or S111l. Tr;111:-.crip1iu11 \\';¡~ 
carricd 0111 ;1crnnli11g lo ;1 111oclilit·;11io11 of thc ¡1101t1rnl ul 
Axclrud ami Kramcr 11 : 1 µg uf li11c;1ritt•cl DNA w;1s i11111/J,l(l'cl 
with 80 unils ofT7 KNA p11l)'mer:1sc for :t hr 111 '.t7"C: iu ·IO 1.1.I ol 
400 µM ATI'. 41111 µM (u-"l'(CTI'. ·lfltl 11M c;TI'. ·lllll ¡1M IJTI', 
511 mM Tris-llCI (pll H.0), I!! 111M MgCJ.?. !> 111~1 di1hio1iln·i10/ 
(freshly prep11rctl), IOO ¡1g/111I ho\·i11c st·111111 all111111i11, ·l 111M 
spermidinc, ami 1 1111i1/µI ul ll1e rih111111dca:o.c i11hilii1ur, HN;1:-.i11 
(Promcga Uiotcc). Thc ¡np¡1r;111!icrip1s w1:rc i11ruli.11cd witl1 O. J 
µg/µI of riho1111dcas1•·frec dcoxp il11111111 lt-.t!<.C 1 •.: 111 dnll'l1)' thc 
ar:m¡>fole 1lN1\, :n11l 1hc11 purilicd hy plic1111l/1 ldo1ul11rn1fi~o;1111)·I 
ako 1UI cx1rac1in11,·followt•d h)' prcdpit:11í1111 \\·i~l1 cth;11111I. Thc 
couccutration uf ead1 RNA WitS dc1cnui1.1cd ln1111 its :o.pL·rifie 
radioacth·ity. Thc :o.Íll' mul homogcucily ol die RNA h'il.~ dt.°ICl'

mined by cll·Ctrophnre!'lis through tiW pcilr:1r1 )la111i1lc !ilah v,d\ in 
the presc11ce of 7M 11rc;1n. Tllc RNA lwuls wc1c \'i:-.11,1li11·d lir 
silvcr staini11g-1i, 

Replication. Bctwecn JA x 1 W 1
" g :mcl l.·I x IO · 111 ~ uf 

1ranscripts (clc¡>c11<1i11g 011 rhc rcat1io11) wcre incub.11c1l h"illi J.:.! 
µg oí Q~ rcp irnse ;U 37ºC. iu 25 11' of' ·IOO µM :\TI', ·JIJO ¡1M 
[a·32 PJCTI', 400 µM GTP, ·IOO µM UTP, J.1 mM i\lgCI!, ;111<1 
911 mM Tl'is-HCI (pfl 7 .5). fü1ch rcal'li1111 h'ils Sí1111plccl cvcrr !i 
min. Thc mnounr uf RNA in carh 2-¡i.I !1:1111plc w;1s 1kll'n11i111·cl lir 
hinding thc IJ2PJH.NA to UEtU ccllulo:o.t~ dbt s (\\'lia1111;111), il\ 

described hr Maxwell ;1111! hb t0\\'11rkcrs 1\ ;111cl 111ca.'l111i11J{ ll1c 
radinac1ivity 011 t<1ch clise wi1h il sd111illa1io11 couutt•r. Tht· si11~ 
and homogcncilyof rhc H.NA in sclct:ll'cl s;1111plL·.~ w;1:-. 1k·1c1111í111.·tl 
hy pol)·acrylamiclc gel clctln111hcu c!iis. ºJ'JH• / l~l'/ltN1\ l1o1111b hTl'C 

dc1ectcd h)' 01111c1rmliography. 
H)'bridiudon, Two cliffcrc1ll pl;1)111ids wcrc u:-.ccl ,¡)¡ 1;irgc1s. 

The firsl, pPRffi, w;1s rnnstn1c1ccl '1)· 1hc ill!iCrliou uf ;1 llNA 
fragmem c.:0111aining ·15 1mulc111 l'.upics of thc 21-li11.,c·¡i.1ir 11•¡u!li· 

IÍH· '1·1¡1w111t' ul /'. /•il,1/'•11/1111 llN.\ i...11,1i11 1 ( .l~-:11 .. 1111111,11 111111 
1J1c l\.1111111 \Íkul pi ;1 :1:1 PN.\ (ilod11111¡;1·1,.\J.11111lwi1111 .. J 1111·1·11 
111 1111· ·J:1 1t'/ll'.11t·1I ..,..•¡i11·1111·, ,,,.,,. i1lc·11111.d 1t• 1l1t: 111,1·111·11 
\1°1¡111·111L· 111 1 w.1n11111l1111,1111 H~.\ ¡11ol1n. l lw 111111'1 1q .... 11nl 
'1l"tllllºIU 1·:00 e 11111.111u·d 111ic 111111 lt'IO¡.?,l'IWllH·!o. 1 lw \('I 1111~1 pl.1!1111id. 
pi c:J:\, \l'llt'd ,1\ ,, 1wg.1111t• 1111111111 1111 ln.l11itl11,1111111 ni 1111· 
1t•10111l1i11a111 l{N,\ p1olin. L11 li pl.1,1111d 11,1, /11u .. 11i11·tl li} digt'!i" 
!it1t1llÍlh1\,11111 lf. d1·1t:lllllPl l1} i11111/1.1lit111 Í11 ll. l 1\¡ i\,1t llJ l11rhll 
~1·1 .11 ·l:!"t :, .111.J 0.:1· ¡tj!, 111 I .O l'I~ ,di1¡1111h h1·11· l11111wl 111 .1 B \H:l 
11i11111dl1.J,"1· 1111·111l11.11w ¡-..1J1lc·r1111·1 .11111 ~' l111dl), ,11111111111¡.; 111 
tlu- d111-lilot p1rn1·d111c· ol. l\.d.1111' a11d lih 1111n11l.1·1:-. 11 •. J lu· 
1111·111111.111.1• 11,1~ 1111 i11111 'n111111\, t"u 11111111ai11i11g .11!1111l1t.111· p.1i1 

':! l'\:~ªL1~:;¡;:.'/11111!;r ~,' ¡1'1: 
1 .1: 1 '.;~~: 1:1111.~· :,1.~·\1~1::.~\1!,1~ 1 ~~;: 1 .~~~ 1!~~~:; .::·~¡ 

Na( :1. r111111~1 :o.odit1111 phmpli.111· q1IJ 7.11 .. 11111f1111~1 f.ll'L\), :! 
mg/1111 ~111li11111 tl111ln) 1 'llilou1·. !1110 ftg 1111l l11·p.11 i11 (Si~111.1l .• 11111 
',!Ot,,; l111111;1111ick. Lu h uu-111111.1111' "·11i1111 w;..., i/wn i11111li;unl 1111 

;',.~11 1~·;1(1 ;~;:~( i I~,·::~· !:;·~:;·,\~;;:1~1:·\1111/~.;:•,:;! /1~~ :~~11 •1•111 ::,1 :'i!·
1

1~!'1jil1t1~;~ j~:~~:~· 
~l.11111lwi111) 1li"11h1·cl i11 :! 1111uf1l1c p1dq/11idi1.11i1111 hulh·1. 
J lu· foll1111111g UN.h \\1·11· 11°'11·1!: ~111\' pul), .\IU\'.f,111111, 
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H&Ull 5 l.111t·;11 rc·l.i1io11\/11p iit:l\\'l'l°ll ll1e l11go11i1l1111 uf 1hc 
iuithtl 1111111lu:r uf RNA 11111!1·11111'.~ ;uldcd lo ;1 f.~j1 ll'¡11i1 .1~1~ 
1c.1t:1i1111 ;11111 tli1.· ;11111111111111 11111111111 HN1\ !<1)111/w .... i11·1. ·1·1¡¡\ 
1cs11!1 il11bll;1tc:o. l1111,· /ii11a:-.~.1):-. th,u 111ilitl' 1q1lkatal1lc 11111k:o. 
wuld lu: i111cr¡ll'L'll'cl: lltL· ;11111111111 ul p1cnhu 1 l{NA 11·111dcl iil' 
p111¡11111i1111.1l tu thl' l11g.11 i1l11111d 1/ic 1111111licr pn1IJc!<1l11111111l111 
targcts. 

a b e _d_ pUC13¡---¡ 
pPFR6~ 

flWll 6 ll)'h1icli1.;11i1111ur1L·111111hiua111 RNAs. :.!H 11~ MI>\'· 
¡wly l{NA fa), 75 ng 1\f l>\'·f~d·sl RNA (liJ, .1iul 7t111g MIJ\'·lal· 
1111 KNA (l·) h'l1rrc l1)f11itfüccl 111 do1-hli11:-. 1" n1111ai11i11g l'i1l1cr 
0.5 µg- pl'FIW UN,\ (a p/.1s111id 1w11,IÍ11i11¡.; ·lf1 111pi1·.~ uf tlic /l. 
falci/1wum 1;11'¡.;ct sl'1¡11c11cc) 111 O.f1 pv, pllt:JJ UNA (liil' 
11l.1~11iic.I \'Cllell' llM:d IO tllllMIUlf IJ''FHli). ·1·111: 1c10111hirn1111 
RNA prohc:-. hrbriclitl'cl s¡u·1ific;1 Ir tu pl.t\lllitls c11111ai11i11¡.; 
lill'J.:CI !ol'llllCllCC!o. \\'ltc11 il1c .11111111111 uf l111d1 tht.• .\ID\'·fol-1111 
H.NA ;uul rhc llNA w;ts tl1Jt1hlc1I (ti),,, 111.11 k1'.cl illl'll'il\ccl WilS 

!Icen in lhc a111u1111t 11f RNA 1hiil h11t111d 10 1lic l·llACI l>N1\, 

Tllll l lkplira1i1111 uf 111ix1U1t''l 11I ¡\ff)\'.J HN:\ ;11111 l'l't'Olllhi· 
11a111 HN1\. 

Jni1ial KNA (fg) l1 rnduc1 RNA (ng) 

MllV-1 MJ>V.fol·!)I MUl'-1 MU\'.fol·lll 

1 1 ·l'.! ti·I 
IO 1 11:. 1:1 
1 111 17 H!I 

IJ)I -l/fjl f j/·J¡ ;j! :<,Y \e,¡ 1 ' l~ ,rn I~ l'iHH 1201 
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Mll\1-laf·'il, ;11111 1111111 .111·d \1·1,i1111' 111 •'<11 h (11a11,.11illl'd 1111111 

l•la,mid" t IVi1\t'1I at 1111· ~1111 ~ih'). Aflf·f l.1~l11i1li1a1in11, 1111' 1111·111-
1111111'" w1·11· w;l'.111•11 11111·1· 111111·' ( 1 ;, 111111 1w:1 .. 111 ;il ~!i"c: wi1h a 

'i11lt11in11 H1111.d11i11~ ·I "· SSl'I· .. :! 111g 1111I 'rnli11111 dnd1·1 \I .'it1lli11t'. 
:1111l ·lllU.11w111l l11· 11.11i11, l11ll1111c·1l l11 111·11 111.111i11 wa .. IH·.,;11 ~!t1: ¡,, 
1 :-: SSPI·., ;11111 ;1 l:!-111i11 wa"h ;11 :IT<; i11 1 ~ SSl'E. '1111' f1,l11i1li11·1I 
RN1\ Wil\ 1k1t·t·1rd h~ ;111t111;11li11g1;1ph\. 

Rt•plk:Uinn oí U'C'nmhimmt HNA'i 11ít1•r ln·hriclbation. To 
i.11t1h dn- 1q1li1ahilil\ ol li111111d ltN.\ .. \llJ\'-1;11:1111 HNA ll\hlid
i1ul 10 do1-lil11l'i Wil\ 1·l1111·d 111 h11ili11v, in '..!110 ¡d 111 haln Ín1 1"1fl 
'it'L: '1 fw i111q.:1it) 11l 1lw 1·h111·1I nN,\ \\a'i a1Ml).1(·1I l1)· 1111l\a11rl

;11111dr ~1·! drc t111pli1111·!<ii'i. 1111' 1rplit"aliili1r ni 1h1• dtnrd RN:\ 
\\'<IS tlrt1•1111i11r1l ¡., i11iti;11i11g a f..~I\ 1 q11ii ª"' l 1':111in11\\ith11. l ¡d ni 
1 lir 1·!11a111. ·1 lw,1· 11•;111i1111' 111·11· f 11ll1m·1·1l "-i1u·1 ir allt. ;11111 1111' 

ick11til\' uf tht' 111111!1111 RN1\ 1!1·11·1111h11·1I hv ¡111lrac 1 \la111i1l1• gC'l 
rlt•11111pl11111·,h. , ' 

Acknnwh•1lg111rnl<; 
\\'r ;11 e• i11dc·l111·d 111 ll1111;tld ,\lill' ;11111 \'bdi111i1 Ax1•hod lor 1111 

1·11ns1t111 li111111l pla .. 111id 1d i-~11>\' \\'1· 1ha11~ \\'illiam T1ag1·1 1111 
p1ovidi11i.: /'. fr1ln¡111111111 \l1ai11 H:H-'.\/(:amhia, X;1,·in S11hr1c"!11 
ami J1·"11" ~la1ti11-P11l11 1111 ;ultin· 1111 11lig1111111 h·111i1l1· sr111l11·"i', 
< ;l'11q.:in:i F. .. 11 oula ;111cl lh11111a l .1•r lfr~I 1111 1•,111·11 11·1 h11i1·;1I 
<t'i"i't:mc 1•, Ka11 lh lir;1 and l· 111·11 1'11·di~l'I 101 11 itirnllr rt·:uling 
thr 111a1111•if 1 ipl, :11111 .loli11 Mark lu1 rllt' ptt'parati1111 ol 1Jw 
illm11a1in11'i. \\'e• g1;111'111Jly ;u l.1111\\·lc-il~r 1lu· p1i111a1r '"/'1'º11 
rcn·in·1I 1111tl1h1111~jl'1l l111111 ll\C' Na1i1111al Sci1·111<' 1·1111111 a1i1111 
(ll~IH·l'lli-lli·l~!l), llu· A11w1i1;111 (:a1111·1 S111ir1v (~IV-l!lll:). ;11111 
tlw J11!111 IJ. an1I (:a1lw1i1w ·1· Mo11·A11l111r F1111111la1i1111 <:11m11r· 
ti11111 011 Pa1 a.,i1i1 1 Jiw:"'''· \\'I' ;11'" 1h.111k 1·1 ( :1111,.1•j11 N:u i1111al 111• 
( :i1•11da }' 'l 1·111oloi,tia ti :e IN,\t :\' 1 ), tlw Natirnial 111 .. 1i1111t·-. ol 
1 h':thli ((;~f-'.tl:' lf1), ami rlw ({111 i...ddln Fi111111b1io11 (( ~:\-l IS-
81i:l!lt 1111 a1l1li1i1111al "'l'I"'''· llihl.1 l.1111u-li i" •.i111¡11111c·d lira 
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