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Estudios preliminares mostraron que la actividad de la ente
rotoxina ST de E. coll se encuentra regulada por represión catabó
lica (80); la actividad de ST esta abatida 100 veces, con respecto 

a la cepa silvestre, en cepas deficientes en adenilata ciclasa 
(cya~), o que carecen de la proteina que se une a AMPo (crp~). 

En este trabajo se investigó el efecto de las mutaciones cya~ 
y crp~ sobre el nUmero de copias del p14smido pYX007 (ST+ Apr), y 

sobre la secreción de la toxina intracelular. 

Se determinó que el numero de copias por equivalente genómico 
de el plasmido pYK007 en las cepas silvestre y las mutantes es de 
1 a 2; el aumento en numero de copias de pYK007 en la cepa silves
tre con respecto a la mutante crp~ fué de 1.24 veces . 

En extractos sonicados y sobrenadantes de cultivos de las ce
pas cya~ y crpA se detectaron niveles muy bajos de actividad toxi-

9énica, en condiciones en las que la cepa silvestre mostró 100 ve
ces mas actividad extracelular. CUando los .onicados de la cepa 
silvestre fueron incubados a 6S'C por 30 min, se encontró un aume~ 
to de 64 veces en los niveles de ST, mientras que los sonicados de 
las cepas deficientes en represión catabólica no mostraron este 
efecto de te~oactivación. 

Estos datos indican, que el efecto del complejo AHPc-proteina 
receptora del AMPc sobre la actividad de ST, no pueden explicarse 
como consecuencia de un ca=bio en el nÜMero de copias por equiva
lente genómico del plasmido pYK007, o por una alteración en la se
creción de ST que resulte en la acumulación de la toxina intrace
lular activa o de toxina termoactivable. Los resultados obtenidos 
son compatibles con la hipótesis de que la sintesis de la entero
toxina ST se encuentra regulada por represión catabólica a nivel 
de la transcripción del gene que codifica STo 

.; 



INTRODUCCION. 

1.- ENTEROTOXINAS. 

a) Definición, clasificación y modo de acción. 
Las enterotoxinas bacterianas son proteinas que tienen un e

fecto t6xico en el tracto grastrointentestinal de animales y huma
nos (10). Las manifestaciones clinicas mas prominentes de entero
toxicidad son diarrea y Y6mito, causando desde daños ligeros, has
ta letales. Las enterotoxinas varian en su modo de acción, pero 
se les puede clasificar en dos grupos generales: en el primero se 

encuentran las enterotoxinas citot6xicas, las cuales tipicamente 
matan células eucarióticas (por inhibición de la sintesis de pro
teinas) (10) I éstas son producidas por patógenos invasores E. 

COli, Salmonella, Shlgella, Yersenia enterocolitlca, etc. ) los 
cuales provocan la destrucción de la mucosa intestinal, aparición 
de fiebre , y otros sintomas sistémicos (104) . El segundo grupo , i~ 

tegrado por las enterotoxinas citot6nicaa, alteran el metabolismo 
celular de manera especifica (por ejemplo, por la elevación de nu
cleótidos ciclicos) (10) y son producidas por patógenos no invaso
res (Bacillus cereus, Clostridum pergringens, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae) con los cuales se presenta 
diarrea sin provocar cambios histopatológicos en el intestino o 

fiebre (l04). 
Las cepas enterotoxigénicas no invasoras de E. coli, pueden 

producir dos tipos de toxinas: enteroroxinas LT (sensibles la ca
l or) y enterotoxinas ST (resistentes al calor) . Con relación a es
ultimo grupo, se han reportado dos tipos (17): las enterotoxinas 
STA son solubles en metanol, activas en ratones lactantes e inac
tivas en puercos neona tales, mientras que las STB, son insolubles 
en metanol, activas en asa ileal de conejo y puercos neonatales, e 
inactivas en ratones lactantes. Las enterotoxinas LT y ST, estimu
lan la producción de adenilato ciclasa y guanilato ciclasa respec
tivamente, en l as células blanco d~l intestino, ocasionando un in
cremento ~n los niveles celulares de AMPc en el caso de LT (23,30) 
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y GMPc en el de ST (39,44), que a su vez resultan en la secreción 

activa de iones a la luz intestinal can la consiguiente pérdida de 

fluído característica de la diarrea (87). El mecanismo de acciÓn 

de STB no se conoce, pero aparentemente no estimula un aumento de 

AMPc o GMPc (63). 

2.- ENTEROTOXINA ST.l 

a) Estabilidad. 

ST es estable al calor ¡resiste incubaciones a 100 e por un 

periodo de 15 a 30 min (17,58,61) J , en varios solventes orgánicos 

[acetona, cloroformo, metanol (104)), y resistente a tratamientos 

con ácido y álcali [pH 1-9 (61,69)], proteasas, fosfolipasas, ami

lasas, desoxirribonuc1easas y ribonucleasas (58,61). 

b) Peso Molecular y Estructura. 

Se han purificado varias toxinas ST extracelulares proceden

tes de diversas cepas y origenes (humano, porcino, etc), las cua

les han observado pesos moleculares de 1,972 dal a 7,000 dal (2, 

4,68,70,120). Así también, se ha determinado la secuencia de a

minoácidos de algunas ST extracelulares (21,126,2,68,122), Y la 
secuencia nucleotídica de varios genes que codifican para dicha 

toxina (87a,116,32). 

En l a figura 1 se presenta una comparaciÓn de la secuencia de 

aminoácidos de diversas enterotoxinas ST; las dos primeras (de 72 

a.a.) fueron inferidas de secuenoias nucleotidicas, y las tres úl
timas se obtuvieron de la secuenciación de aminácidos de toxinas 

extracelulares purificadas . Es notable que en todas las entero
toxinas el externo COOH-terrninal de 18 a 19 aminoácidos (5T extra

celular) está muy conservada (lineas punteadas), exhibiendo seis 

medias cisteinas con una distribución idéntica entre otros resi-

lA partir de esta sección y atravéz del resto del texto, la 
enterotoxina STA está designada solamente como ST 

2 



duos homólogos: de esta región conservada solo 13 aminoácidos (de 

la primera a la ultima cisteina de las secuencias entre lineas 

punteadas) son requeridos para observar actividad biológica (123). 
Varios investigadores han identificado una misma tox ina en 

organismos de diferentes especies (70,87). Rao y Col. (101), com

pararon tres enterotoxinas ST con diferente composición de amino

ácidos y peso molecular en relación a su acción biológica, su e

fecto sobre el transporte de iones y la actividad de guanilato ci

clasa, encontrand~ que los mecanismos de acción y la potencia de 

los mismos son iguales para las tres toxinas; concluyeron, que la 

heterogeneidad en tamaño y composición de las diferentes ST's no 

se reflejan en diferencias en potencias o modos de acción. 

e) Detección e inmunogenicidad. 

Clásicamente la identificación de ST se ha basado en la pro

ducción de diarrea inyectando intragástricamente a ratones lactan

tes, requiriendose como mínimo de 0.4 a 2.6 ng. de toxina (de 4.0 

a 26 . 0 ng/ml) para observar una respuesta positiva (4). Actual 

mente, se han desarrollado métodos de detección mas sensibles, co

mo son radioinmunoensayos (45,41) y un Ensayo de Inmunoadsobente 

Ligado a Enzima (ELISA) (72), cuyos limites de detección son de 

0.1 a 1.0 ng/ml (45), y de 0.133 ng/ml (72) . En estos ensayos, 

se prepararon y emplearon anticuerpos contra ST acoplada a diver

sos acarreadores [inmunoglobulina G bovina (45), albúmina de suero 

bovina o hemocianina (41), albúmina de suero humana (72) J, ya que 

la enterotoxina pura resulta ser pobre.ente antigénica (4). Una 

variedad de enterotoxinas ST tueron analizadas por radioinmonoen

sayo (45), mostrando reactividad cruzada con el anticuerpo obte

nido a partir de una especie pura, mientras que en dcterminancio

nes con ST oxidada con ácido perfórmico, STB, LT, toxina de cóle

ra, y otras proteinas, no se observó reactividad alguna . De el 

hecho de que la oxidación de ST suprimió completamente la reacción 

inmune así como la actividad biológica, y de l a reactividad cru

zada demostrada en STA's de diferente origen, composición y peso 

molecular, se infirió (45) que la región que contiene a las seis 
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medias cisteinas altamente conservadas (secuencias entre lineas 
punteadas en la figura 1), constituye un inmunodeterminante comun 
para una familia de moléculas de ST, el cual estaria relacionado 
con el sitio activo, también comúm, y que probablemente requiere 

de uno o mas puentes disulfuro. 
d) Secreción. 
La envoltura celular de E. coli esta constituida por una mem

brana interna, el espacio periplásmico, una capa de péptido glica
no y una membrana externa (26). Esta compleja estructura debe ser 
atravezada por la enterotoxina ST durante su exportación al medio 
de cultivo (112): ST es uno de los pocos productos secretados has

ta el medio externo por E. coli . 
La mayoria de las proteinas secretah1es, son inicialmente 

sintetizadas como precursores en ribosomas unidos a membrana, con
teniendo un péptido extra en el extremo amino terminal (secuencia 
señal o péptido señal), que es removido proteoliticamente durante 
o después de la exportaci6n, originando un producto maduro (84). 

La comparación de las secuencias de aminoácidos de péptidos 
señal en procariotes, muestra que estos secuencias de lB a 25 ami

noácidos , poseen muy poca homologia en cuanto a estructura prima
ria, no obstante, con respecto a la polaridad hay similitud: el 
extremo NH2-terminal contiene de 2 a 8 aminoácidos cargados posi
tivamente, que se continúan con un segmento de aminoácidos hidro
fobicos hasta llegar al sitio de procesamiento (84) . 

El mecanismo de exportación de ST se desconoce; en base a sus 
secuencias nucleotidicas y de aminoácidos (figura 1) se ha sugeri
do que: el hecho de que las toxinas extra celulares contienen de lB 
a 19 aminoácidos mientras que los péptidos inferidos de secuencias 

de nucleótidos presentan 72 aminoácidos, implica que ST sufre un 
extenso procesamiento durante su exportación (10), por otro lado, 
el extremo NH2-terminal de los péptidos de 72 aminoácidos que re

presentarian al precursor de ST, es consistente con los requeri
mientos del péptido señal (32). Datos experimentales acerca del 
precursor y procesamiento de ST fueron reportados por Lathe y Col. 
(70), quienes expresaron un gene de ST de origen porcino empleando 
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un sistema transcripción y traducción in vitra : la !luorografla 
de 108 productos de traducción lnmunoprecipitados con anti-ST y 

sometidos a electroforesls, revelaron la presencia de dos protei

nas, una de 7,000 dal y otra de 10,000 dal de peso molecular, lo 
que sugirió que estos dos péptldos representan las formas proce
sada (madura) y no procesada (precursor) de ST (70) . 

J.- PLASMlDOS. 

Los plasmldo9 son elementos genéticos extracromosómlcos d i s
pensables para la célula huésped, capácez de replicarse autónoma
mente (60). El rango de manifestaciones fenotipicas que expresan 

los plasmidos, es muy variada, encontrandose que pueden codificar 
para reslstenciaa antibióticos, factor sexual, resistencia a meta
les, colicinas, toxinas, factores de coloni~aci6n, etc., de hecho 
existen un buen numero de plásmidos, cuyo fenotipo es indetermina 
do; a éstos se les ha denominado, cripticos (27,47,106,111,118). 

A. PROPIEDADES GENETICAS DE LOS PLASMlDOS. 

a) Clasificación. Transferibilidad y compatibilidad. 
Los plásmidos pueden clasificarse como autotransferibles o 

conjugativos (con caracteristicas sexuales) y no autotransferi 

bIes (no conjugatfvos); los primeros son mayores de JO kb (lJ8) Y 
tienen la capacidad ds llevar a cabo su propia transferencia du
rante la conjugación, proceso de intercambio genético entre bac
terias que depende de contacto celular y en el cual el material 
g~nético es transferido de un organismo donador, a uno receptor 

(139). El segundo grupo (no conjugativos) está integrado por plás
mi dos menores de 10 Kb, que son incapacez de promover su propia 
transferencia por conjugación, pero pueden movilizarse por la me
d i ación de un plás~ido conjugativo (lJ8). 

El plásmido F (factor sexual), fué el primer plásmido descri
to, y pertenece a los conjugativos; se transfiere en un 100' a 
bacterias F- movilizando con muy baja eficiencia al cromosoma bac

teriano (71), y puede integra rse al cromosoma bacteriano dando 
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lugar a bacterias Htr, las cuales transfieren orlentada=enta mar
carderes eromcsómicos a alta frecuencia como consecuencia de dicha 
integración (55). CUando F se escinde del cromosoma, la bacteria 
Rir revierte a y+ slendo éste indistinguible del original, o al 

ternativamente, se pueden generar factores que portan información 
eromasómica, denominados F ' (5S). 

Dentro de los plásmidos no autotransteribles, ColE! ha sido 
es el mas estuctiadol éste al igual que todos los plAsmidos no coo

jugativo8, cuando se encuentra en presencia de un plAsmido conju
gatlvo particular en el mismo huésped puede .obl1!zarse (exhibien
do un fenotipo MOb+¡, para lo cual requiere de varias proteinas 

codificadas por el plásmido, las proteinas de mobilizaclón, y la 
presencia de una región de DNA en la molécula misma del plasmido, 
denominada bom (bases de la movilidad) (40): contenido en ~ se 
encuentra un sitio (~) en el cual se puede i ntroduci r un corte 
especifico en el DNA por las proteinas que componen el complejo de 
relajación del p1ásmido ( 40) . 

La lisis con detergentes no iónicos de células que hospedan 
plasmidos, ha permitido el aislamiento de un complejo de relaj a

ción, que consiste en DNA de p1asmido superhelicoidal asociado a 
proteinas que pueden introducir un corte en una de las cadenas del 
plAsmido, cuando son tratadas con detergentes iónicos, proteasas o 
bromuro de etldl0 (66). En el caso del complejo de rela jación de 
ColEl, se ha demostrado que el DNA esta asociado a tres prot~ina9 

(66 Xd, 16 Xd y 11 Kd), Y que al menos una de ellas (16 Kd) está 
codificada por un gene mob del plasmido (139). El corte en el ONA 

que provoca la relajación de ColEl, es especifico para la cadena y 

para el sitio nic (73,74,136); una vez relajado el plasmido, la 
pr oteina 60 Kd se une covalentemente al término S ' del corte y las 
otras do. proteinas se disocian, lo cual puede preceder al inicio 
de la tranaferencia conjugacional del DNA a la célula receptora 

(139) . 
Otro. pliamidos no conjugativos como son ColE2, pSCIOl, y RSF 

1010 Y l oa conjugativos F, R12, RK2, Y R6K, poseen complejos de 
relajación, con especificidad de cadena o de sitio, o aabas (139) . 

, 



Los pla •• idos ColIb-P9 y R64 han 81do aislados 00=0 complejos de 
relajación, pero no ae ha demostrado que el corte se lleve a c abo 

en una cadena o sitio especificos (67). 

Los plasmldos tambien pueden clasiticarse en grupos de 1noo.

pat1blllded, los cuales se basan en el hecho de que dos o mas 

plásmidoB con sistemas de partición o replicación similares no 

pueden coexistir en el mismo huésped y se segregan durante las di

visiones celulares, por lo que son incompatibles, y pertenecen al 

mismo grupo de incompatibilidad (93). CUando dos plásmldos pueden 

coexistir establemente en la mIsma célula, se dice que son compa

tibles y BUS sistemas de replicación son diferentes. 

b) N~ero de Copias . 

El cIclo de vida de los plásmidos bacterianos consta de dos 

procesoa diferentes : la replicación (~) por la cual se incre~ 

menta el numero de copias del plásmido, y la partición (~), en 

el que se distribuyen la copias del plásmido a las células hijas. 

Ambos deben de estar controlados para asegurar una herencia esta

ble del plásmido en la población bacteriana en crecimiento. Esta 

información se encuentra en los plásmidos mismos, y los procesos 

son independientes (91). El nUmero de copias de un plásmido por 

equivalente cromosó~ico, depende de~, y se mantiena estable en 

condiciones de crecimiento de f inidas, heredándose como un carácter 

extracromosómico mediante un fiel mecanismo de segregación a las 

subsecuentes generaciones; asimismo, varia dependiendo de la con

diciones de cultivo, y de algunas caracteristicas fisiológicas de 

la célula huésped (91) . 

Los plásmidos conjugativos (con excepción del plásmido R6K) 

•• mantienen en un nUmero de copias bajo, de 1 a 2 copias, y se 

dice que están sujetas a un control estricto (20), mientras que 

los pláamidoa no conjugativos se encuentran en numeros de 10 a 20 

copias, y estan sometidos a un control relajado (20). Los plásmi

dos sujetos a un control relajado pueden replicarse en ausencia de 

sinte.ia de proteinas del huésped (ea decir, en presencia de clo

ranfenicol), mientras que los plásmidos que exhiben un control es-
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tricto, son incap!cez de replicarse cuando •• bloquea la .intesia 
de proteinaa de la célula huésped (64,93). 

8. PLASH100S STo 

LaS cepas enterotoxigénicas contienen pl!smidos que codifican 
para LT, ST o para ambas toxinas (37); los genes ST frecuentemente 
son cotransferidos con marcadores de resistencia a antibióticos 
(10,37). Los plAsmidos que contienen ST y LT se presentan en un 
rango de peso molecular de 55 a 61 x 106 dal y tienden a ser alta

mente relacionados entre si mismos y con otros plAsmidos F (53), 
mientras que los plásmidos que solamente contienen genes ST, son 
heterogéneos, con pesos moleculares de 2.1 a 80 x 106 dal, y pue
den tener un 33\ de homologia con plásmidos F, o no presentar nin
guna homologia con éstos (53,11J,121). 

En los plásmidos ST, el gene de la enterotoxina puede estar 

contenido en un transposón (115), asi como también, se ha reporta
do que la resistencia a antibióticos en algunos plásmidos ST se en 

cuentra en transposones (114). Estos elementos genéticos denominá
dos transposones, poseen la caracteristica de integrarse o trans
locarse de un locus a otro; las funciones de transposición estan 
codificadas en secuencias de inserción denominadas lS que se en
cuentran a flanqueando a un gene que no esta involucrado en dicha 
transposición y que puede codificar para resistencia a antibióti

cos y a metales, toxinas, enzimas del metabolismos de carbohidra
tos, utilización de tolueno, etc. (9). Las elementos lS alqunas 
veces contienen secuencias repetidas directas, es decir, en la 
misma orientación una con respeto de la otra, o mas comunmente, 
poseen secuencias repetidas invertidas (9). 

se ha postulado (96,l14), que la diversidad de los plásmidos 
ST se debe a recombinación entre diferentes plásmldos enterotoxi
qénicos presentes en el misma célula huésped (96), y por la trans
pocición de marcadores de resistencia a antibióticos (114). 50 Y 
col. (116), reportaron que el gene da ST presente en al plásmido 
ESF0041 sa encuentra flanqueado por aecuenclas 151, y es parte de 
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un tr~n8posón ~l que denominaron Tn168l; es posible qua la trans
posición dal gene ST, tambien contribuya con la diversid~d de los 
plAsmidoa STo 

C. ESTRUCTURA Y AISLAMIENTO. 
Los plAsmidos al igual que el DMA cromosómico bacteriano, 

tienen una estructura de una molécula de doble cadena circular, y 
covalenta.ente cerrada (CCC), y pueden aislarse a partir de un 
buen n~mero de es~ecies bacterianas [por ejemplo: Staphylococcus, 
Streptococcus Bacillus, HaemophYlus, Pseudomonas, Neiaseria , y 
varias especies de enterobacterias (20)); cuando son aislados de 
células lisadas en condiciones moderadas, poseen una configura
ción superenrollada, que consiste en un enrollamiento de la molé
cula ci r cular sobre si misma, además de la estructura de doble hé

lice caracteristica del DNA de doble cadena (20). Durante el ais
lamiento, una proporción del DNA del plásmido sufre rupturas dando 
lugar a estructuras circulares abiertas (cuando ocurre la ruptura 

de un enlace fosfodiester en una de las cadenas) o lineales (cuan
do ocurre en ambas cadenas) (137). 

El superenrollamiento hace que las moléculas de plásmido ten
gan una estructura mas compacta, que se traduce en un menor coefi

ciente friccional, y por lo tanto an un mayor coeficiente de sedi
mentación respecto a moléculas lineales y/o circulares abiertas 

dal .i8mo paso molecular (133); an base a esta propiedad, los plá~ 
midas pueden aislarse en gradientes de velocidad de sedimentación 
neutro •• En gradientes de sedimentación alcalinos también es posi
ble aislar o detectar plAsmidos, ya que en condiciones alcalinas 

el DMA eee de éstos, por su naturaleza covalentemente cerrada, se 
compactan, observando un coeficiente de sedimentación mayor al de 
moléculas lineales y circulares de cadena simple, que se forman en 
condiciones alcalinas a partir de las lineales y circulares abier
tas (137). 

cuando el contenido de Ge de un plásmido es distinto al del 
cromosoma de la bacteria huésped, éstos pueden distinguirse en 
gradientes iaopicnicos de cloruro de cesio (134). Asimismo, loe 
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plAsmidos pueden ser aislados o detectados sometiendo lisados de 
bacterias a electroforesis en geles de agarosa (83). 

Uno de las métodos de aislamiento de plAsmidos mas extendido, 
fué introducido por Radloff y col. (99), basAndose en el comporta
miento de flotación del DNA en presencia de EtBr, que es un colo
rante que al intercalarse produce el desenrollamiento del DNA. En 
el DNA CCC, debido a las restricciones topológicas qua implica la 

carencia da un extremo libre, la unión de colorante es menor con 
respecto al DNA l!neal o circular abierto: esta observación y la 
hecha por Bauer y Vinograd (6), de que la densidad de flotación 
del complejo DNA-colorante es inversamente porporcional a la can
tidad de colorante unido, permiten separar la molecula circular 
del resto de DNA en condicionas de saturación de EtBr. La dife
rencia observada entre la forma CCC y las moléculas lineales o 
circul ares abiertas, es de 0.15 g/cm), cuando la concentración "de 
EtBr está a saturación. 

4 . - EL PROMOTOR E INICIACrON DE LA TRANSCRIPCION. 

uno de loa principales puntos de regulación de la expresión 
de loa genes, se efect~a a nivel de transcripción, proceso median
te el cual la RNA polimerasa sintetiza RNA a partir de unidades 
•• leccionadas de información genética, presentes en el DNA. El 

control de las unidades de transcripción se ejerce en el promotor 
y/o en e l terminador, que son loa sitios de iniciación y termina
ción da la transcripción respectivamente. 

Generalmente se considera que la fase inicial de la trans

cripción incluya el reconocimiento de un sitio especifico en el 
DNA de doble cadena por la RNA polimerasa, el desenrollamiento de 
una región especifica adyacente al sitio da reconocimiento, y la 
incorporación del primer nucleótido de la cadena de RNA (135), La 

secuencia de DNA necesaria para llevar a cabo estas interacciones 
se denomina promotor; el sitio que corresponde al primer nucleóti
do incorporado es llamado sitio o punto de iniciación. 
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La comparación de las secuencias de DNA de ~as de 100 promo

tores de E. coli (10S,89) ha revelado que estas regiones de apr oxi 
madamente 60 pares de Dases que 58 asocian a la polimerasa presen
tan muy poca homoloqia entre s i mismas con excepción de dos regio
nes de hexanucleótidos mas o menos conservadas, y local i zadas a 
-10 (tambien llamada caja de Pribnow, 97), y - 35 pares de bases 
con respecto del punto de iniciación de la transcripción (105,46 
89). Estas regiones constituyen los principales puntos de contacto 
de la RNA polimerasa con el ONA dentro de la región del promotor y 

en base a las caracteristicas de espaciamiento entre éstas, y la 
conservación de sus secuencias, se ha derivado la secuencia con
senso del promotor t ipico de E. coli (lOS), la cual pueda represe~ 
tarse como sigue: 

TTGACA - NlS-19 - TATAAT - NS_7 
( - 35) (-lO) 

primer nucleótido 
transcrito 

N, representa cualquier nucleótido. La conservación de las bases 
an cada posición para los dos regiones varia de un 45' a un 100'. 

Las RNA polimerasas de procariotes, generalmente tienen una 
composición 88 ' 2 , es decir, dos subunidades grandes 8 y 8 ' (160, 
000 dal de P.M. promedio) , dos subunldades pequeñas ~ (40,OOO dal 
de P.M.), yel factor de iniciación ~ (de 44,000 a 92,000 dal de 

P.M.) (18). La unidad central de la polimeras a carece del factor 
.i;=a; cuando~ se une a la unidad central de la e nzima, ésta ul
tima es capaz de reconoce r un sitio especifico contenido en el 
promotor (22) . La RNA poli=erasa se enlaza a este sitio especifico 
de reconoci.iento (región - 35). formando un co.plejo cerrado (22). 
Posteriormente, la enzima puede interaccionar con una segunda re
gión dentro del promotor (región -10) para llevar a cabo una reac
ción de deSenrrollamiento dando origen a un co.plejo abierto (22), 
que incluye la apertura de las cadenas de ONA a partir del extremo 
derecho de la región -1 0 hasta un par de nucleótidos des pues del 
punto de iniciación (135) . Las asociaciones de la RNA polimerasa 
con el DNA en la forma cerrada y abierta , son tambien deno~inadas 
comple j os binarios. 
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A la formación del complejo abierto se continua la incorpora
ción del primero y segundo nucléotldoa, formando •• un enl ace toa

fedieater entre ellos, y dando lugar al complejo ternario CRNA 
pollmeraaa-DNA-RNA) (135) . Una vez tormado el complejo ternario, 
el factor cr es liberado marcando el tinal de la fase de iniciación 

(135) y la unidad central de la polimerasa prosigue con la elonga
ción de la cadena de RNA hasta llegar a un terminador . 

al Control positivo de la iniciación. 

La iniciación de la transcripción representa un paso muy im
portante de regulación de la expresión a nivel de transcripción, y 

puede ser modulada por mecanismos de control positivo (activación) 
o por control negativo (represión). 

Generalmente el control negativo se ejerce por medio de la 
unión de una molécula represora a un sitio en el promotor denomi 
nado operador, lo cual i~pide la unión de la RNA polimerasa al 
promotor; los sistemas de E. coli mas estudiados han sido el re
presor del operan lac (ll), y el represor del operon trp (tripto

fano) (1l9). 
En cuanto al control positivo de la iniciación de la trans

cripción, se ha definido que un promotor dado, está positivamente 
regulado cuando requiere de la participación de una proteína que, 
no siempre está presente, o no siempre es activa en cultivos en 
crecimiento exponencial (lOO); Englesberg (38) propuso el término 

de activador para denominar dicho factor proteico. Esta defini
ción, impl i ca que los promotores regulados positivamente son total 
o parcialmente funcionales en la presencia de solamente RNA poli 
marasa. Raibaud y Schwart~ (100) compararon las Secuencias de 30 
promotor es regulados positivamente, provenientes ds E. coli, va
rios bacteriofagos, Xlebsiella pneumoniae y Rhizobium meliloti, y 
observaron que éstos, se desvian significativamente de la secuen
cia concanso típica, particularments la región - 35 y la primera T 
de la - 10. Este hecho ha derivado la proposición de que el des
viamento d. los promotores regulados positivamente provoca que la 

pol lmerasa no sea reconocida eficientemente, y que el papel del 
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activador, puede ser el p.rmitir la unión de la poli.erasa para 
que se inici. la transcripción (lOO). 

Varios sistemas sujetos a control positivo han sido snaliza
dos en detalle. El primer activador estudiado, el producto del ge

ne ara C (AraC,) (J8), act~a como un activador del operon araBAD 
cuando las bacterias crecen en presencia de arabinosa, sin embar
qo, también puede actuar como represor sobre el mismo operón en 

ausencia de arabinosa(ICO,J8). Los aecanismos de control positivo 
sobre el establecimiento y mantenimiento de la lisogenia del bac
teriotago lamda, etsctuados por las proteína s Cl y Cll del mismo 
bacteriotago, han sido bien do~entados (49 , 57,lOO). Por otro la

do, el control positivo sobre la iniciación de la transcripción en 
algunos operones sujetos a represión catabólica (lac, gal, deo, 
etc. ), ha sido extensamente estudiado (29,94,130) . 

En adición a los mecanismos anteriores, se han descrito otras 
tormas de regulación de la iniciación de la transcripción, como 

son: modiricación en la estructura de la RNA polimerasa (50), mod! 
ticaciones en la estructura del promotor (lOl), cambios en la ori
entación del promotor (103), grado de superenrollamiento del DNA 
(82), cambios en la especificidad de la iniciación provocada por 
cambios en la subunidad de la RNA polimerasa (50), y metilación 
del ONA en el sitio -1 0 del promotor (103). 

5.- REPRESlON CATABOLlCA. 

EFECTO DE GLUCOSA. Monod (86), describió que en cultivos de 
E. co11 crecidos en presencia de glucosa y lactosa, siempre que 

hay glucosa, se reprime la habilidad para utilizar lactosa; cuando 
se agota la glucosa, el crecimiento cesa y se reactiva despu's de 
un preiódo requerido para la inducción de las enzimas necesarias 
para la utilización de lactosa. A este fenómeno de inhibición es

pecitica de la inducción de ciertas enzimas por glucosa, se le de
nominó -efecto de glucosa-o En virtud de que la glucosa tiene 0-

troa efectos como: represión transitoria.- se observa cuando la 
glucosa aftadida a un cultivo, reprime etectivamente pero transito-
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riamente la síntesis de enzimas inducibles: y exclusión de induc
tores (76) . - se presenta cuando la glucosa bloquea la entrada de 
inductores o aumenta su salida, se dió el nombre de Repres i ón Ca
tabólica al fenómeno observado en medios de cultivo en presencia 
de glucosa o de otros sustratos rápidamente metabolizables, los 

cuales provocan una permanente y ma s o menos severa r epresión de 
enzimas catabólicas . 

KOTANTES cya Y crp. En 1965, Makmon y Sutherland (81) de
mostraron que la adición de glucosa a un cultivo produce una ca ida 
rápida de los nive les intracelulares de AKPc; posteriormente se 

describió que la adición de AMPc se sobreponia a la represión e
jercida por glucosa en s i s temas enzimátlcos induclbl es (132). Se 
confiI'1l\6 un papel f l sio16gico para el AMPc, con el aislamiento de 
mutantes en adenilato ciclasa (124). Esta enzima cataliza el paso 
de la sintesis de AMPc a partir de ATP, y está codificada por el 
gene cya. Las mutan tes cya manifestaron una deficiencia pleiotró

pica en la utilización de diversos carbohidratos, y ésta se revir
tió con la adición de AMPc. Seleccionando para el mismo defect o 
que presentan la s cepas cya, se obtuvo una clase de mutan tes que 

no revirtío su fenotipo con al agrega r AMPc y que además contenía 
niveles a ltos de adenilato ciclasa . Se mostró que estas mutantes 
eran deficientes en una proteina que s e une al AMPc, a la cual se 
le llamó cap (proteína receptora del AMPc ) o CAP (proteina activa
dor a del catabol i smo) (94) . Al obtener deleciones de los genes cya 
y crp, se demostró que no son i ndispensable para l a viabili-dad de 
E. coli y que su papel es mas bien regul atorio (12,107) . 

MECANISMO. El AHPc se una a CRP e induce un cambio comforma
cional (140 ) en éste ultimo, lo que le permite unirse específica 
mente a una secuencia presente en el promotor, el s itio CAP (3 4, 
l02); como resultado de la unión al sitio CAP, CRP estimula l a in i 
ciación de la transcripción por l a poI imerasa , a partir de ese 
promotor. 

CRP es un activador de la t r anscripción. Este factor, detec
ta el nivel de AHPc dentro de la célula y activa una variedad de 
operones y genes estructurales si el nivel de AHPc es elevado (78, 
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142) I asimismo, act~a como represor de la expresión del gene cya 

(77,lS).CRP est~ compuesta de dos subunidades probablemente idén

ticas con un P.H. de 22,500 cada una (36); en condiciones fisioló

gicas, se unen 2 mo16culas de AMPc a la holoenzima (121 ) . El sitio 

CAP tiene una secuencia simétrica (palindrómica) de tal manera que 

cada monómero puede reconocer una secuencia de información equiva

lente. Por medio de experimentos de protección con nucleasas, se 

han identificado 17 sitios CAP (29), en promotores en donde CRP 

se une para estim~lar la transcripción, o en donde no se conoce el 

papel que juega la unión de CRP. De l a comparación de la secuenc i a 

de estos promotores (29) se observa que la distancia entre los si

t i os CAP y los puntos de iniciación de la transcripción varian 

significativamente; por otro lado, se ha propuesto un sitio CAP 

consenso para CRP (29), tomando en consideración la conservación y 

posición de las bases de dichos sitios, cuya secuencia es: 

NNNNAANTGTGANNTNNNNCANATTNNNNN 

En la secuencia concenso se aprecia la doble simetria del si

tio CAP (bases resaltadas). En algunos promotores, existen mas de 

un sitio CRP, a los que en ocasiones se les denomina sitios ilegi

timos. En el caso del operon lac, el sitio 1 se encuentra a - 62, 

y el sitio 11 comprende parte de la región del represor; ambos 

eXhiben un efecto de cooperatividad en ciertas condiciones (lJO). 

Se han propuesto dos modelos principalmente para explicar el 

aumento en la eficiencia de iniciación de la transcripción por la 

polimerasa en presencia del complejo AMPc-CRP: 
1) CRP e s timula la iniciación de la transcripción mediante u

na interacción directa con la RNA polimerasa, tal, que modifica a 

dicha polimerasa y facilita su vez su interacción con el promotor 

(46). Aunque no se ha demostrado un contacto directo entre la po

limerasa y CRP, en el promotor del operon lac el sitio CAP requie

re de un espacia~iento preciso en relación a las regiones - 10 y -

35 para ser funcional, lo cual pudiera apoyar esta hipótesis (79) 
Este .ecanismo ha sido inferido en la activación del promotor PRM 

por cl en el bacteriofago la~da (103). 



2) La acción de CRP es la de desestabili~ar la doble hélice 
cuando se une al sitio CAP, provocando una perturbación en la con
figur~ción del DNA del promotor, con lo cual habilita la interac
ción de la RNA polimerasa con dicho promotor (34). Este modelo es 
co=patible con el hecho de gue, en vari os promotores regulados 
por el complejo AMPc-CRP, el sitio CAP se encuentra localizado en 
diferentes posiciones. Por otra parte, no parece ser congruente 
con las propiedades de lac en cuanto a la necesidad de un espacia
miento preciso para el sitio CAP, y a que no se ha detectado nin
gün desenrollamiento de la doble cadena del promotor al llevarse a 
cabo la unión de CRP al sitio CAP (29,35). 

El hecho de que el sitio CRP difiera tanto de posición en 
diferentes operones ( - 35 gal, - 62 lac, -90 ara y - 92 en deo) su
giere que el nivel al que actuan el co~plejo AMPc-CRP no es unico. 
AMPc y CRP modulan su interacción con la polimerasa, para conse

guir (108): 
1) Control Positivo. AMPc-CRP aumenta la eficiencia de iniciación 
de transcripción de la RNA polimerasa [operones lac, gal, ara, 

etc. (llO)]. 
2) Control Negativo. Generalmente, por competición: en el caso de 
gal P2 la unión del complejo AMPc-CRP al sitio CRP, bloquea la u
nión de la polimerasa. (108) 
J) Ter.inación de la transcripción. Se ha sugerido en la ausencia 
del complejo AHPc-CRP en el operon de galactosa, la transcripción 
es ter.inada prematurament~ (131) 

Existen aproximadamente 30 genes descritos, en los que se ha 
demostrado una regulación positiva, negativa o ambas por el com

plejo AMPc-CRP. Estos incluyen varios operones para la utilización 
de carbohidratos (lactosa, galactosa, arabinosa, maltosa, etc.) 
(94,130), la proteina membranal ompA (29), el establecimiento de 
la lisogenia de bacteriofagos temperados (49,57), la sintesis de 
col1cina El (62), pUi tipo I (54), etc. 
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6.- ESTUDIOS PRELIMINARES SOBRE LA REPRESION CATABOLICA DE 

LA ACTIVIDAD DE STo 

En experimentos realizados con la enterotoxina ST de origen 
porcino, Alderete y Robertson (3) observaron una reducción en los 
niveles de actividad de ST extracelular cuando usaban como fuente 
de carbono en el medio de cultivo glucosa, en en lugar de glice
rol. Se obtuvieron los mismos niveles de ST cuando los cultivos 
con glucosa como fuente de carbono fueron suplementados con AMPc, 
el cual, incrementó de 4 a 8 veces el nivel de toxina de los cul

tivos con glucosa. Estas observaciones sugirierion que la entero
toxina ST podria estar regulada por el complejo AMPc-CRP. 

En base a las observaciones previas, se iniciaron estudios en 
este laboratorio, para establecer si la enterotoxina ST de origen 
humano codificada por el plásmido pYK007 (ST+ Apr) se encontraba 
bajo represión catabólica, y si dicha regulación se ejercia direc
tamente sobre la slntesis de la toxina, a nivel de transcripción 

del gene de ST, o se daba a algün otro nivel (inestabilidad del 
plásmido, pérdida del gene ST, etc). 

Dos evidencias, principalmente, apoyaron la noción de repre

sión catabólica de ST (Martinez C., M.G., Tesis de Maestría) (80): 
1) Efecto dé cya y cya crp sobre la actividad extracelu

lar de la enterotoxina STo En estos estudios se utilizaron las 
cepas del.tadas en cya (CA8306) (mutante incapaz de sintetizar 
adenil ciclasa), cya crp (CA8445) (mutante incapaz de sintetizar 
adenil ciclasa y qua tambian carece de la proteina receptora de 
AMPc) y una cepa ieogénica silvestre (CA80CO). A este juego de 
cepas se les introdujo por transducción generalizada la mutación 

rpsL (Smr ). 
El plásmido pYK007 fué transferido por conjugación de la cepa 

J54 (pYK007) a las cepas silvestre, cya 6 y cyaA crpA, Sm sensibles 
y resistentes, y las transconjugantes Apr, crecidas en diferentes 

medios y fuentes de carbono, fueron analizadas para actividad de 
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ST en presencia y ausencia de AMPc. La tabla 1 contiene los re
sultados de estoa experimentos; se observa qua las cepas cyaA cre
cidas en medio T suplementado con AMPc, muestran un incremento en 

actividad toxigénica extracalu1ar de al menos 100 vecas con res
pecto al mismo medio en ausencia de AMPc, obteniendose niveles 

comparables a los de la cepa silvestre (CASOOO). La cepa JKS445 
(cya A crpA rpsL) no presentó ST activa en presencia o ausenciade 

AMPc, mientras que en la CA8445 (cya A CrpA) , en presencia de AMPc, 
se detectaron niveles de actividad 42 veces mas bajos con respecto 

a la cepa silvestre. 
2) Efecto del AMPc sobre la cinética de las actividades de ST 

y 6 - galactosidasa en la cepa CA8J06 (pYK007) (cya A). Como se refi
rió en la int roducción, la regulación positiva del complejo AMPc
proteina receptora del AMPc sobre el operón de lactosa, ha sido 
claramente establecida in vivo (142 ) e in vitro (78), por lo cual, 
la cinética de actividad de a-galactosidasa en presencia y ausen
cia de AMPc, constituyó un parametro de comparación conveniente 
para la cinética de actividad de ST en las tales condiciones. 
CUando se compararon las cinéticas de actividad de a-galactosidasa 
y ST en la cepa cya (pYK007), en presencia y ausencia de AMPc, se 
apreció que ST responde de manera similar a B-galactosidasa, en
contrandose que sólamente se detecta la actividad de ambas en pre
sencia de AMPc. 

La dependencia de las actividades de B-galactosidasa y ST por , 
AMPc en la cepa eya , sustenta los resultados previos en donde, en 
el mismo fondo genético, se detectaron niveles de toxina 100 veces 
mas altos en presencia de AMPc comparado con la ausencia del mis
mo. Estos datos, indicaron un efecto de regulación positiva del 
AMPe sobre la actividad de STo 

para demostrar que la información genética original codifica
da por pYK007 esta aún presente en las cepas que fenotipicamente 
fueron ST-, dicho plasmido fué transferido de estas cepas a la ce
pa J54; 10 transconjugantes J54 Apr fueron probadas para actividad 
da enterotoxina extracelular activa, encontrandoss un ligamiento 
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TABLA l. Electo del AKPc sobre la actidad toxig4nica de ST 

CEPA 
GENOTIPO 
RELEVANTE MEDIO 

CA8000(PYK007) Silvestre Kini=o,glucosa 

Minimo,glucosa 

Minimo,glicerol 

Minimo, glicerol 

CA8306(pYK007) cya~ 

T 

T 

Minimo,qlucosa 

Minimo,glucosa 

T 

T 

CA8445(pYK007) cya 6 crp~ T 

T 

JK8000{pYK007) rpsL T 

T 

JK8306(pYK007) cya~ rpsL T 

T 

JK8445(pYK007) crp~ rpsL T 

T 

ACTIVIDAD 
AKPc DE STa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

1 

, 
, 
, 

16 

32 

o 

16 

o 

0.380 

16 

32 

>0.2b 

16 

>0.2 b 

>0 . 2b 

Actividad de STa; reciproca de la. dilución a la cual, sobre
nadantes de cultivos de 6 hrs. dieron una respuesta positiva en 
el ensayo de ratón lactante. 
b: Estos 80brenadantes fueron concentrados por ultra filtración 

(Amicon OH-05) de 100 a 16, 38 Y 20 mls ., respectivamente. 
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Apr ST+ del 100\ y 90l para las cepas silvestre y cya , respecti

vamente (tabla 2). El ligamiento Apr ST+ en la cepa CA 8445 (cya 6 

crp6) fué variable en los 4 experimentos realizados , cbservandose 

valores del 50' al 10% . 
El hecho de que la actividad de ST ligada a Apr pueda ser 

transferida y expresada en la cepa receptora (cya+ crp+) , implica 
que las cepas donadoras poseen la informacion genética original 
codificada por el pYK007. si bien se puede afirmar lo anterior 
para las cepas silvestre y cya 6 , para la cepa cya6 crp6 sólo es 

aplicable de manera parcial, ya que de Sal a 90\ de las t ranscon
jugantes Apr no produjeron ST activa , sin embargo, se puede aseve
rar que la cepa cya 6 crp6 tuvo la información genética para la que 
codifica el pYK007, y parte de esa población, aun la posee. Por o
tro lado, la variabilidad en el ligamiento ST+, Ap+ en la cepa 
cya 6 crp6, podría deberse a que el gene ST (y/o el gene de ampici
lina) se encontrara en un transposón cuya pérdida se vea favoreci 
da por la ausencia del complejo AMPc-CRP (110). 

Por ultimo, se investigó la posibilidad de que los bajos ni
veles de ST activa en las cepas cya A crpA y en la cepa cya 6 en au
sencia de AMPC se manifiesten como resultado de una segregación 
del plásmido pYK007 favorecida por las condiciones de represión 
catábolica en estas cepas (i . e., ausencia del complejo AMPc-CRP). 
Los resultados de estos experimentos se localizan en la ultima co
lumna de la tabla 2, en la que se muestra que el marcador Apr con
ferido por pYK007 fué estable en todas las cepas probadas. Lo an
terior indico que no existe un5 pérdida preferencial del plasmido 
pYK007 en las mutantes cya 6 y cya~ crp~ . 

Los datos presentados en la tabla 2, eliminan la posiblidad 
de que el efecto del AMPc sobre la actividad de la enterotoxina ST 
en la cepa cya~ (t5bla 1), pueda darse como resultado de la segre
gación del p l ásmido pYK007 o por la moditicacion del gene ST con
tenido en dicho p16smido. 
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TABLA 2. Efecto de cya~ y crp~ sobre la estabilidad de la 
frecuencia de transferencia y sobre la integridad 
de pYK007. 

Donadora 

CA8000 
(pYKOO7) 

CA8306 
(pYR007) 

CA8445 
(pYKOO7) 

Frecuencla de 
transferencia/105 donadorasa 

15min 30mIn 45min 60mIn 120min 

0 . 16 0.83 0.57 0.85 

0 . 094 0.4 1.0 8.' , .. 
0.35 0.71 4 . 8 7.8 

Ligamiento Estabilidad 

1 0 . 99 

O., 0.98 

0.5, O., 1 . 02 
0.4, 0.1 

a CUltivos en fase exponencial en ~edio L a 37'C, fueron, cre
cidos hasta una densidad de J x 108 células/ml, mezclados (1:2, 
J54 Nalr a donador) e incubados sin agitación a 37'C; muestras 
fueron tomadas a los tiempos indicados, diluidas y espatuladas en 
cajas de L con ampicilina y ácido nalidixico. 10 transconjugantes 
Apr de cada cruza fueron ensayadas para actividad de STo 

b Un cultivo en crecimiento expcnencial de la cepa J54(pYK0 07) 
fué usado como donadora en conjugación con las cepas receptoras 
CA8000, CA8306 y CA8445 . S y 6 transconjuqantes de las cepas CA-
8000 y CA8306, respectivamente, seleccionadas en agar minimo Ap 
y, 6 transconjugantes de la cepa CA8445 seleccionadas en cajas de 
L Ap Sm, fueron purificadas dos veces en el mismo medio. Oespues 
de con!ir=ar el fenotipo de las transconjugantes, éstas fueron 
ensayadas para la estabilidad del plasmido pYK007 como sigue: 
cultivos de cada aislamiento fueron crecidos a 37 ' C por 18 hrs., 
en medio L con Ap; la suspensión fué diluida a 103 células/ml en 
medio L sin Ap e incubado con vigorosa agitación por 8 hrs. Los 
cultivos fueron diluidos para determinar la cuenta viable en ca
jas de L con y sin ampicilina. 

c Los experiDentos de transferencia tueron hechos con 4 ais
lamientos independientes de CA8445 (pYK007) para la determinación 
del ligamiento Apr-ST+. 
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OBJETIVO: 

Se ha descrito el estudio preli~inar realizado en este labo

ratorio cuyos resultados sugirieron que la enterotoxina ST codifi
cada por el plasmido pYK007 se encuentra regulada por el co~plejo 
AMPc-prote1na receptora del AMPc; en base a éstos, se propuso co~o 
hipótesis de trabajo que la enterotoxina ST codificada por pYK007 
está sujeta a represión catabOlica, y la de~ostraciOn de esta hi
pótesis constituyó el objetivo general del presente trabajo. 

Previamente se indicO que el plásmido pYK007 es estable en 
las cepas silvestre, cya~ y cya b crp~, y que la actividad entero
toxigénica puede ser transferida y expresada, por lo cual cual, el 
fenotipo ST- exhibido por las cepas cya b en ausencia de AMPc, y 

por la cepa cya~ crp~, no se debe a la inestabilidad del plasmido, 

o a la inhabilidad de producir toxina activa por pYK007. Sin embaE 
go, .8 puede observar el mismo efecto si el control de numero de 
copiae de pYK007 es el que se encuentra requlado por el complejo 
AMPc-proteina receptora del AMPc, de forma que en ausencia de este 
complejo, el n~ero de copias del plás~ido por equivalente genO

mico disminuyera. 

Considerando lo anterior, el objetivo de la primera parte de 
este trabajo tué el establecer el efecto de las deleciones cya y 

cya crp sobre la replicación del plásmido pYK007, determinando 
si existe una diterencia en el n~mero de copias de pYK007 en cepas 
diticientes en la formación del complejo AMPc-CRP tal, que expli
que los niveles de actividad toxigénica en estas cepas. Para la 
determinación del numero de copias de pYK007, se seleccionO la mé
todologia de la cuantificación del DNA superhelicoidal a partir de 
lisados crudos de las cepas, empleando gradientes analiticos de 
CsCl-EtBr; de encontrarse diferencias significativas, se visualizó 

la aplicación de técnicas de hibridizaciOn DNA:DNA. 
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Tomando en cuenta que la enterotoxina $T es una proteina ex

portable, se podria plantear que las mutan tes deficientes en re

presión catabólica estan alteradas en su capacidad de secreción 

y/o activación de ST, provocando una acumulación da la toxina in

tracelular ya sea activa, o inactiva. Esta explicación seria com

patible con los niveles bajos de toxina extracelular que se obser

varon en las cepas cya A crpA y cya A; en base a esta posibilidad, 

en la segunda parte del traba j o se planteó el análisis del conte

nido intracelular de enterotoxina ST en las cepas deficientes en 

represión catabólica, empleando extractos sonicados de las mismas, 

con el objeto de determinar sl existe una acumulación de toxina 

S1 activa en el interior de éstas cepas. 
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JlATERIALES y IIETODOS. 

1.- CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIOOS. 

En la tabla 3 se describen las cepas y plásmidos usados. 

2 .- MEDIOS DE CULTIVO . 

El medio L (85) fué empleado en los experimentos de mar

caje con 3H- timidina, en el aislamiento de DNA por el método de 

nitrocelulosa, y en general se us6 en todos los cultivos, a menos 
que se indique otro medio; consisti6 en: Bacto triptona (10 g), 

extracto de levadura (5 g), NaCl (10 g), se llev6 a un pH de 1.0 

con 1 M NaOH, y se afor6 a un litro con agua destilada. Los mar

cajes con l4C-timina se efectuaron en medio minimo M9 (66): 

Na2HP04 (6 g), KH2P04 (3 g), NaCl (O.5 g), Y NH4Cl (lg); se afor6 
a un litro con agua, y esteriliz6. Posteriormente, se agregó: 

glucosa al 0 .2', MgS04 al 0 . 01', y 5 9 de c asaminoácidos. En los 

experimentos de sonicación, y siempre que se midió actividad de 

ST, se utiliz6 el medio T2 (JBa): Casaminoacidos (con vitaminas) 

(20 g), extracto de levadura (6 gl, NaCl (2.5 g), Y K2HP04'lH20 
(B.1 g); se ajust6 a un pH de 8.5, se aforó a un litro con agua 

destilada, y se esterilizó. Una vez esterilizado, y f ria, se aña

di6 1 mi de solución de metales, que presentó la siguiente com

posición : MgS04 al 5', HnC12 a l 0 . 5', y, FeC1l al 0 . 5', disueltos 
en H2S04 0.001 N. 

2El medio T original descrito por Evans y col. (l8a) contiene 

1.5 gIl de extracto de levadura, mientras que el empleado en este 

trabajo, contuvo 6 g/l . 



TABLA 3. Cepa. Bacteriana. y Pl6s midoa. 

Cepas y Genotlpo o 
Pl6slllido. Fenotipo relevante Origen y COmentarios 

Cep •• 

40IEC-4 (ST'¡' Apr Tu) Ter Cepa original clinica qua 
alberga pYil:007 (121) . 

781EC Indetlnido Posee S pl6sIIIidos usados 
como marcadores de PK(121) 

7).-35 (ST'¡' Apr Tra) pro p~il:007 transferido por con 
22 lIIet 63 Na1r jugación de la cepa 40IEC-

4 a la J54 (121) . 

CRJ4 y- thr- 1eu- thi - (S) • 
thy- lac- -

J54 pro 22 met 63 Na1r Nal r espontAnea de J 5J Pl) 

CASOOO HfrH thi- (12) . 

CAS306 HfrH thi- cyal! (12). 

CAS445 HfrH thi- cyal! erp· (107) • 
rp.L 

PUs.idos 

p~)(007 ST'¡' Apr Tra Transferido a J54 por con-
jugación con 40IEC-4; 
transferido a todas las 
delllas cepas por conjuga-
ción con J54(p~K007) (121) 

pYJCOOS ST- Apr Tr. Transferido • J54 por 
conjugación con CA8445 
(pYK007) (121) . 



3.- AMORTIGUADORES. 

En los experimentos donde ee .anipulO DNA (excepto en la 

deter.i naciOn del complejo de relajación), el amortiguador TES 

tuvo la siguiente composición: Tris base (0.05 H), EDrA (0.005 H), 

Nael (0.05 HJ, pH 7.8 o pH 8.0. El TES usado en los experimentos 

de complejo de relajación fué: Tris {0.03 MJ, EDrA (0.005 MJ, NaCl 

(0.05 MJ, pH 8.0. Para el corrimiento y elaboración de los geles 

de agarosa se empleó el amortiguador TB, (Tris - Boratos): Tris (89 

mM), EOTA (2 . 5 mM), ácido bórico (89 mMJ, pH 8 . 2. La composición 

de los amortiguadores usados en l os experimentos de hibridización 

fué, para TSE -2/KCN: Tris (0.1 H pH 8 . 0), NaCl (0.5 M), EDTA 

{0.01 MJ, KCN (0.01 HJ; para SSC: NaCI (0 .15 M), Citrato de sodio 
(0.015 H), pH 7.0. Atravéz de los protocolos de fijación de OllA a 

filtros e hibridización, se refieren 6x SSC, 2x SSC, O.lx SSC, 

etc., lo cual indica las veces que está concentrada la solución 

patrón (Ix), que es la referida anteriormente. En los experimen

tos de sonicación y determinación de actividad de ST se empleó el 

amortiguador PBS: Hael (0.137 MJ, Kel (0.003 MJ, Na2HPO, (0.016 

"'-), 1(H2PO, (0.002H), pH 7.4 . 

4 . - LIQUlDOS DE CENTELLEO. 

En los conteos de muestras radiactivas en papel filtro 

se utilizó el liquido de centelleo Tolueno-PPO (5 g de PPO por ga

lón de tolueno) . En algunos experimentos, las muestras provenien

tes de lisados claros o lisados totales se contaron directamente 

(en solución) con el coctel Tolueno-PPO-Tritón X-lOO: Tolueno (1 

litro), Tritón X-lOO (600 mI), Pro (3.5 g), H20 (lG8 mI). 
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5 .- AISLAMIENTO DE PLASMIOOS POR EL MINIMETODO DE NITROCELU

LOSA. (121). 

CUltivos crecidos durante la noche tueron diluidos 1:50 

en 3 mI de ~edio L y se incubaron con agitación a 37'C hasta 81 -

can~ar 100 U.K •• Las células fueron cosechadas, lavadas dos veces 

con 3 mI de TES, resuspendidas en 120 ~ de sacarosa al 0 .25\ 

(disuelta en Tris 50 mM pH a.o) e incubadas 5 min a 4' C en bano de 

hielo: se agregaron: 24 pI de lisozima (5 mg/ml en Tris 50 mM pH 

8.0), 48 pI de 0 . 25 M EDTA pH 8 .0 (con intervalos de incubación de 

5 minI, y 60 ~l de Mezcla Lítica (Tritón x-I DO 0 . 3\ , EDTA 187 mM, 

Tris 150 mM pH 8.0) . Transcurridos 15 min, se añadieron: 48 ~l de 

NaCl 5M, l20]U de agua estéril, y 84 ~l de pronasa (5 mg/~l en 

TES, predigerida 15 min a 37·C). Después de cada adición, los tu

bos se ~ezclaron por inversión, y la mezcla final se incubó por 15 

min a 37·C. Posteriormente se adicionaron 500 ~l de fenol (desti 

lado y saturado con TES) y 250 ~l de cloroformo a la ~uestras, y 

se mezclaron durante 25 min en un rotador. Las fases acuosa y fe

nólica fueron separadas centrifugando per 5 min (Eppendorf, mo

dele 5414) (la centrifugación se realizó a 15,000 x g en éste y en 

los pasos siguientes); se recuperó la fase acuosa, a la cual s e 

agregó 1 mI de éter saturado con TES y se invirtió por 2 min, des

cartándose la fase de éter (se repitió una vez ~as la extracción 

con éter). Las muestras fueron llevadas a un pH de 12 . 0 con NaOH 

5 M, incubadas a 37'C por 30 ~in, y ajustadas de nuevo al pH ori

ginal, entre 7.7 y 8 . 0, con HCl 2 N. Se añadier on 0.5 g de nitro
celulosa, y se mezcló por inversión durante 15 min, después de los 

cuales, las muestras se centrifugaron por 3 min para sedi~entar la 

nitrocelulosa; a los sobrenadantes se adicionaron 50 ~l de acetato 

de sodio 3 M pH 6.0 Y 1 mI de etanol absoluto a -20 · C. El DNA fué 

precipitado a esta temperatura por 18 hr, se recuperó centrifugan

do por 15 min, y se resuspendió en 200 fU de acetona; ésta, fué 

eliminada despues de una centrifugación por 3 mino Finalmente, 

las pastillas con el DNA de p1asrnido, f ueron secadas al aire, y se 
resuspendieron en 50 ~l de 0.1 x TES. 
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Preparación de nitrocelulosa (lJa): La nitrocelulosa 
(RS125-175) se pulverizó finamente en una licuadora, se S8CÓ a 
70'C durante 60 min, se lavó con agua destilada 4 veces, se incubó 
16 hr a 70 ' C con una solución de KCL (0.06H) y Tris (O.OlM pH 7 . J) 

Y finalmente, fué lavada 4 veces con agua bidestilada. 

6. - ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA {12lJ. 

Se preparó agarosa al 0 . 7\ en amortiguador TB, liquada 

por ebullición, se virtió entre dos placas de vidrio separadas por 
espaciadores de 1.5 mm, y se colocó el peine imediatamente: las 
placas fueron previamente selladas con agarosa al 1.Ol, y con una 
esponja en l a base. Una vez que gelific6 se retiró el peine, el 

gel fué adaptado al aparato de electroforesis, y se llenaron los 
resorvorios de éste último con TB. A cada una de las muestras de 
DNA de plásmido en 50 ~ de 0.1 x TES, se agregaron 10 ~l de una 
solución de azul de bromofenol (Azul de bromofenol 0.07 l, glice
rol 3J l, SOS 7 \ ), Y se depositaron en los pozos del gel. La co
rrida se efectuó aplicando una diferencia de potencial de 125 vo l 
tios durante 6 hr, después de las cuales, el gel fué transferido a 
un recipiente con una solución de EtSr al 0.4 l. Transcurridos 15 
min, se lavó el exceso de EtBr con agua destilada por 30 mino Por 
último, las bandas de DNA en el gel fueron visualizadas en un 
transiluminador de luz ultravioleta de onda larga (La Jolla Scien
tiric, Co ., modelo LJ-8) y se fotografió con una cámara (Polaroid 
Land HP 4) equipada con un filtro amarillo (Xodak, Wratten no. 7) 
empleando una pelicula con negativo (Kodak, polaroid tipo 55). 

7.- TRATAMIENTO DE MUESTRAS RADIACTIVAS EN PAPEL Y CONDI

CIONES DE CONTEO. 

Toda vez que se contó DNA aplicado a papel filtro, se 
siguió el siguiente procedimiento: Cuadros de papel filtro de a
proximadamente 2 cm2 (Whatman J MM) fueron marcados con lápi z, 
colocados sobre papel alu~inio, las muestras radioactivas aplica-



das, y secados bajo una lAmpara de luz intraroja. Los papeles fue 
ron depositados en un vaso de precipitados y se agregó suticiente 
TeA al 10' trio, para cubrir los papeles: transcurridos 15 min a 
4'C, se desechÓ el TCA y se adicionó etanol al 95t trio, y se in
cubó a 4 ' e por otros 15 min o El etanol tambien tu' desechado, y se 
a~adió éter a temperatura ambiente: despues de 5 min, se descartÓ 
el éter y se secaron los papelea con aire. Una vez secos se co
locaron en viales de centelleo, se agregaron 7 ml de liquido de 
centelleo tolueno-PPO, y se determinó la radioactividad de las 
muestras. 

Los procedimientos aplicados para el establecimiento y 

optimización de las condiciones de conteo que se describen a con
tinuación, se encuentran detallados en el apéndice. Los viales de 
centelleo con muestras radiactivas en papel fueron contadas (Pac
xard Tri-Carb Liquid Scintillation Spectrometer modelo 3385) con 
una amplificación de 60 t para 3H, y de 11.5 , para 14e, y con un 

discriminador de ventana de 50 - 1000 . Para el conteo simultáneo 
de doble isótopo ( 3M y 14C), se contó con las conciciones siguien

tes: 
AMPLIFI

CACION VENTANAS p~o 

60.0 t 50 

11.5 t 221 

272 a 14e _ 0.1 t 
1000 a 3H 10 . 0 t 

FACTOR DE 

CORREeCION EFICIENCIA 

1.8461 
1.5172 

32 • 

'8 • 

8 . - CINETlCA DE INCORPORACION DE 3H-TIMINA. 

CUltivos de la cepa J54 (pYK007) crecidos durante la noche en 
medio minimo suplementado, tueron diluidos 1:50 en 30 ml del mismo 
medio e incubados con agitación a 37'C: cada 10 min se midió la 
turbidez de los cultivos (totocolorimetro Klett-Summerson, modelo 
800-3, 520-580 nm). Al tiempo cero, o cuando el cultivo lleg6 a 
30 U.K . , se agregaron deoxiadenosina (300 ~g/ml) y 3H-timina ( 0.1 
l/lO ml de cultivo); desde el momento de la adición de la marca , 

se tomaron 2 alicuotas de 0 .5 ml de cultivo con intervalos de 10 
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min, hasta que el cul tivo alcanzó 140 U.K . Inmediatamente despu'. 

de tomar las alicuotas, éstas se agregaron a tubos en baño de hie

lo conteniendo 2 . 5 mI de TCA al 5 , frio, agitando vigorosamente 

después de cada adiciÓn, y se mantuvieron en hielo hasta colectar 

la ultima alicuota. Las muestras en TCA fueron colectadas en fil 

tros de nitrocelulosa por succiÓn al vacio (los filtros se pretra

taran incubando en TCA al S , Y 200 jlg/ml de timina fria); los tu

bos se lavaron tres veces con l ml de agua y una vez con l mI de 

agua en ebullición, y los lavados se colectaron en el filtro de la 

muestra correspondiente. Después de que los filtros fueron seca

dos, se contaron en viales de centelleo con 7 mI de tolueno-PPO . 

9.- MARCAJE DE CULTIVOS CON lH- TIMIDINA (65). 

Cultivos crecidos durante la noche fueron diluidos 1:50 
en medio L e incubados a 37 ' C con agitación; cuando llegaron a 

una densidad óptica de SO U.K., se agregó 3H- timidina (O.lml¡ 10 

mI de cultivo) al cultivo y se continuó el crecimiento del mismo 

durante 10 min, que en las condiciones usadas, correspondió a lle

gar a 100 V.K. o 105 U. K. (S x 108 células/mI). Las células se 

transfirieron imediatamente a un baño de hielo y se procesaron 

según el protocolo experimental seleccionado. 

10. - MARCAJE DE CULTIVOS CON 14C- TIHINA. 

Cultivos desarrollados durante la noche en medio H9 su

plementado con casaminoácidos y glucosa, fueron diluidos 1 : 50 en 
el mismo medio e incubados con agitación a 37 "C, hasta que alcan

zaron 40 U.K • . A este tiempo se adicionaron al medio 300 ~/ml de 
deoxiadenosina, y 0.1 mI de 14c- timina por cada 10 mI de cultivo . 

Se continuó el crecimiento de los cultivos a 37 "C, y cuando regis

traron una densidad óptica de 100 U. K. se les transfirió a un baño 
de hielo. A partir de aqui, las células se procesa ron segUn el 

protocolo experimentdl seleccionado. 
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11.- LISADOS CRUDOS y GRADIENTES ANALITICOS DE CsCI-EtBr PARA 

LA DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS (7). 

5 mI de cultivos de las cepas CA8000 (pYK007), CA8306 

(pYK007), CA 8445 (pYK007), J54 (pYK007) y J54 (pYK008) se marca
ron con 3H-timidina como se describe en el método 9, y 26 mI de la 

cepa J54 (pYK007) con 14c-timina como en 10. Al llegar a 100 U. K., 

5 mI del cultivo marcado con 14C fué adicionado a cada 5 mI de los 

diferentes cu1tivos ma r cados con 3H-timidina¡ 1as me~clas de 10 mI 

por cultivo fueron transferidas a tubos de centrifuga, y se centri 

fugaron a 10,000 rpm durante 10 min, a ,'C (Sorvall RC-5B, Du Pont 

Inst., rotor 55-34). Las pastillas fueron lavadas una ve~ con 2 mI 

de TES frio, y se res'-1spendieron en 1 mI de TES que contenia: li

so~ima (1 mg), sacarosa (100 mg), y RNAsa (500 ~g) preincubada 5 

min a ebul l ición en acetato de sodio (0 . 05H, pH 4.6). Una ve~ re

suspendidas, se incubaron a 37 ' C por 10 min, se transfirieron a un 

baño de hielo , y se añadió 0 .5 mI de Sarkosyl (al 2' en agua). A 

estas muestras, se adicionó 1 mI de TES que se me~cló tomando un 

volumen de 1 mI con pipeta de 1 mI y regresando la solución a una 

velocidad de 0.3 ml/seg. Este último paso se repitió veinte veces 

(se observó buena ruptura del DNA cuando ya no salió de la pipeta 

en forma continua, sino en gotas). 

Para 2 mI de lisados crudos: se pesaron 13.1 g de CsCl y 

se depositaron en tubos de vidrio de 40 mI; a11i se añadieron 2 mI 

de lisado, y 11 mI de agua destilada esterilizada . Se taparon los 

tubos con parafilm, y se disolvió el CsCl agitando gentilmente por 

inversión; se agregaron 0.7 mI de EtBr (5 mglml) , y da nuevo, se 
agitó por inversión hasta tener una soluciÓn homogénea. Las mues

tras fueron transferidas a tubos de polialórnero (prehervidos S min 

en TES) para el rotor 60 Ti (Beckman), se adaptaron las tapas de 

l os tubos, y se llenó la cámara de aire con aceite mineral, elimi
nando todas las burbujas. Durante el procedimiento de cerrado, los 

tubos se cubrieron con papel aluminio para evitar rompimiento del 

DNA debido a la incidencia de luz sobre en el compl e jo ONA-EtBr. 
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La centrifugación aa realizó a 45,000 rpm y lS ' C durante 36 horas 

(sin freno), en una ult racentrifuga Beckman modelo L5- 65, o La - 55. 

Los gradientes fueron colectados como s e describe .n 81 método 14. 

12. - DETERMINACION nEL COMPLEJO DE RELAJACION EN GRADIENTES 

ANALITICOS DE VELOCIDAD DE SEDlMENTACION (66 ) . 

30 m1 de cultivos de las cepas del juego isógenico cya 6 

y crp6 con el plasmido pYK007 o de la J54 (pYK007), se marcaron 

con 3H- timidina como se indica en e l método 8. cuando los culti 

vos llegaron a 100 U.K., las células fueron cosechadas por centri

fugación a 10,000 rpm, durante 10 min, a 4 ' C (todos los pasos SUb

secuentes se efectuaron en un baño de hielo y las soluciones aña 

d idas se enfriaron previa~ente). Las pastillas fueron lavadas dos 

veces con TES, y se resuspendieron en 1 ml de 25\ sacarosa (en 

Tria 0 . 05 M, pH 8.0). Se agregaron 0 . 2 ml de lisozima (5 mgjml en 

Tris 0 . 25 M pH 8.0), se mezcló suavemente, y se incubó por 5 mini 

igualmente, se añadi eron 0 . 4 ml de EDTA (0 . 25 M pH 8.0) Y se incu

bó por otros 5 mino Las muestras fueron lisadas por l a adición de 

1 . 6 ml de mezcla litica (Triton X- l OO al 0.2 \, EDTA 0.0625 M, Y 

Tris 0.05 M pH 8.0); transcurridos 15 min, los lisados crudos se 

clarificaron pon una centrifugación de 15 min a 18,000 rpm (rotor 

55-34, Sorvall), sin freno, a 4 ·C . El lisado claro (sobrenadante), 

conteniendo predominantemente DNA de plasmido, se decantó con cui

dado deteniendo la pastilla con una pipeta pasteur, y se mantuvo 

en baño de hielo . La pastilla, compuesta por nNA cromosómico y 

restos celulares , se resuspendió en una solución de la misma com

posición del lisado claro, y alicuotas de a=bos se contaron con el 

coctel tolueno- triton XIOO-PPO, par a estimar el porcenta j e y can

tidad de cuentas en el lisado claro. 

Para el análisis de velocidad de sedimentación de 10& 

complejos de relajaciÓn se emplearon gradientes preformados de 5 

ml de sacarosa neutros, del 5\ - 20\ (wjv) y del 20 \ - 31\ (wjv), en 

presencia de d iferentes concentraciones de NaCl. Las soluciones de 
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aacarosa aa prepararon en TES con baja sal (0 . 05 M NaCl) , media 
(0.5 K NaCl) O alta aal (1 M NaCl) , y s. esterilizaron en autOCla
ve. En ocaaiones Be incluyO al tondo del gradiente, un colchOn de 

eacarosa al 50' en TES. Típicamente, se aplicaron a los gradien
tes, 150 ~ de los lisados claros en un vol~men final de 300 ~l 

(llevando al vol~men tinal con TES). CUando se indujo la relaja
ción de los complejos, las muestras de 300 ~l contuvieron ses (al 
0.25 ') o EtBr (300 pg/ml). La ultracentrifuqaciOn se realizO a 
45,000 rpm, en el rotor SWSO . l (Beckman), a lS · C. Los tiempos de 
centrifugación variaron para los diterentes experimentos y con
centraciones de sacarosa, comunmente la corrida se efectuó por 4S 
min o 1 hr. El fraccionamiento de los gradientes se describe en 

el método 14. 

13.- GRADIENTES PREPARATIVOS DE CsCI-EtBr y DE SACAROSA. 

Los gradientes preparativos se emplearon para el aisla
miento y puriticación de plásmidos marcados radiactivamente. A 
continuación se describe el procedimiento usado en relación al 

tipo de gradiente. 
CsCl-EtBr: CUando se requirió que el plásmido estuviese 

marcado con 3H, se emplearon cultivos de 30 o 100 mI, marcados co
mo se describe en el método 9; para plásmidos marcados con 14C, se 
marcaron 30 mI de cultivo como se indica en el método 10. Una vez 
obtenidos los cultivos marcadoe, se generaron lisados claros por 
el método de lisozima-EDTA-mezcla lítica con tritón (método 12), 
adaptando las cantidades cuando se procesaron 100 mI. Con los li
sados claros se preparon qradientes de CsCI - EtBr, con la relación 
siguiente: a cada ] . 8 mI de DNA (lisados claros mas TES), se aña
dió, 3.55 gr de CsCl (seco y mantenido en desecador) y 0 . 3 ml de 
EtBr (S mgjml). La elaboración de los gradientes y las condicio
nes de ultracentrifugación tueron iguales a lae descritas en el 
método 11, exceptuando el uso del rotor SOTi para los gradientes 
preparativos. La colecci6n de las tracciones y el procesamiento de 
las muestras se encuentran en los métodos 14 y 15 respectivamente. 
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Sacarosa: Se obtuvieron lisados claros. partir de lO mI 

decultivos de las cepas seleccionadas, de la al •••• anera que en 

los eXperi.entos de complejo de relajación (método 12), p.ro .e a

dicionó solamente la mitad del vol~en de todas las soluciones, 

para concentrar un poco la muestra. lOO ~ de los lisados claros 

se aplicaron a gradientes neutros de sacarosa del 5' - 20' o del 

20' - 31t, que tuvieron una concentración de NaCl, de 0 . 05 M o 0.5 

M. La ultracentri~ugación se realizO con las mismas condiciones de 

los gradientes analiticos; el ~raccionamiento y procesamiento de 

las muestras se describe en el método 14. 

14.- COLECCION DE FRACCIONES DE GRADIENTES. 

Al término de la ultracentrifugación, los grad ientes 

se colocaron en un dispositivo con una aguja hueca, y fueron per
forados por l a base. Las gradientes analiticos se colectaron di

rectamente sobre cuadros de papel Whatman, con los cuales se de

terminó la radiactividad de las fracciones (método 7), y se obtu

vo el perfil del gradiente. para los gradientes analíticos de 

CsCI-EtBr se colectaron 10 got as por fracción, y para los de sa

carosa, 15 gotas por fracción. En el caso de los gradientes pre

parativos, las fracciones fueron colectadas en cajas de microtitu

lo (15 gotas/pozo) y se aplicaron alicuotas (10 p l) de cada pozo a 

papeles; éstos se procesaron y se contaron (método 7) obteniendose 

el perfil de cuentas del DNA de plásrnido y del cromosómico. 

Cuando se emplearon gradientes preparativos de sacarosa, las 

~racciones contenidas en el región del DNA del plásmido de inte

rés, fueron transferidas de la caja de microtitulo a un tubo de 

polipropileno, y alicuotas de ésta solución (100 pl-lSO~) fue

ron aplicadas a gradientes de velocidad de sedimentación para su 

análisis. 



15.- CONCENTRACION DE MUESTRAS PROVENIENTES DE G~IEN

TES PREPARATIVOS DE CaCI-ZtBr. 

Con el pertil de cuentaa deter.inado con laa alicuotas 
de laa tracciones del gradiente (.'todo anterior), se identitica
ron las tracciones de interés (las contenidas en el pico de ONA de 

plAs.ido y en ocasiones l as del DNA cro.osómico); estas tracciones 
tueron transferidas de los pozoa de las cajas de microtitulo a un 
tubo corex siliconizado, y se procesaron de la siguiente manera: 

se midió el volumen contenido en el tubo, y se añadió un volumen 
de 2-propanol saturado con CsCl (CsCl 10.65 gr, TES 12.3 mI, 2-pr~ 

panol 15 mI). Las tases se mezclaron por inversión con parafilm y 
se incubó unos minutos en hielo . Posteriormente se descartó la f~ 

se superior (isopropanol con EtBr) , y se repitió tres veces mas el 
procedimiento de extracción, o las veces necesar ias para conseguir 

una tase de DNA (inferior) totalmente incol ora. Se añadieron: 2 

vol~menes de TES, 0 .3 volumenes de acetato de sodio (3M pH 6.0), Y 

6 vol~menes de etanol absoluto (a - 20 · C). La solución fué incubada 
a - 20'C por 18 hrs, y el DMA precipitado, fue recuperado por cen

trifugación (Sorvall , rotor H8- 4) a 10.000 rpm por 20 min a -lO· C. 
Se recuperaron las pastil las, mismas que f ueron secadas al aire, 
se resuspendieron en un volumen pequeño de 0.1 x TES, y se almace
enaron a - 20 · C. 

16.- AISLAMIENTO DE pY~007 POR EL HETODO DE NITROCELULOSA 

(121) . 

El DNA de pY~007, fué aislado a partir de 5 o 10 litros 
para cada experimento de hybridización empleando la técnica que se 
describe a continuación, y que fué desarrollada en este laborato
rio. El procedimiento utilizado es una adaptación del minimétodo 
previamente descrito, modificando los vol~menes. La composición de 
las soluciones comunes, se encUentra en dicho minimétodo {sección 

". 
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Para un litro 

fué diluido 1 : 20 

de cultivo: un cultivo crecido durante l a 

noche, en medio 

las células llegaron a 100 O.K.; 

L e incubado a J7' C, hasta qua 

'stas fueron d ivididas en frac-

ciones de 12Sml por tubo (corex) y se centrifugaron (25 _1 a la 

vez) a 10,000 rpm por 5 min (a menos que se indique, e n éste y en 

los pasos subsecuentes, se usaron el rotor SS- J' y la centr ifuga 

Sorvall) . LaS pastillas fueron transferidas a un baño de hielo, 
lavadas con 25 mI de TES frio y resuspendidas en 2 mI de sacarosa . 

A cada tubo se agreg6: 0.4 mI de lisozima y 0.8 mI EDrA, incubando 

5 min después de las adiciones, y 1 mI de mezcla litica (mezclando 

suavemente cada 0.1 ml) . Transcurridos 15 min, se añadieron : 0.8 

mI de Nael y se incubó por 5 mi n, 2 mI de agua destilada estéril, 

y 1.5 mI de pronasa (predigerida, 15 mln a 37 ' C), incubando a J7 C 

durante 15 mino Hasta este punto, el volumen en cada tubo fué a 

proximadamente de 8.5 mI, y el resto del procedimiento se efect6 a 

temperatura ambiente . Se añadió 1 volumen de fenol y 0 .5 volumenes 

de clorofcrmo 8.5 mI incubando por 15 min con rotación, se centri

fugó a 10,000 rpm por la min, y se extrajo la fase acuosa (supe

rior) transfiriendola a tubos limpios . Esta fase se ext ra j o repe

tidamente con éter invirtiendo y centrifugando a cada extracción, 

hasta que las interfases se v i eron claras. El contenido de los tu

bos fué vertido a un vaso de precipitados (dado que era la misma 

muestra) y s. llevó • pH 12 . 0. Transcurridos 30 min • 37 e ,. so-

lución se ajustó • un pH de 8 . 0 con Tris-HCl (' M), Y se dividió 

equitativamente en tubos corex¡ • ca da tubo se agregó 1 9 r de 

nitrocelulosa por mI d. solución, y se dejó rotando por " mino 
Las muestras se centrifugaron para bajar la nitrocelulosa y e8 

transfirierion a tubos cor8X limpios. Se adicionaron 0.1 volúmenes 

de acetato de sodio y dos volúmenes de etanol absoluto Ca ~20'C), 

incubandose a - 20'C durante la noche. Al dia siguiente se centri 
fugaron las muestras a 10,000 rpm, durante JO min a - 20 ' C, se des

cartó el sobrenadante, y se secaron las pastillas y las paredes de 

los tubos . La pastilla de un tubo se resuspendi6 en 50 Fl de TES, 
y la mi sma solución se pasó por todos los t ubos resuspendiendo las 
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pastillas: este proceso se repitió J veces y rinalmente l a solu
ción de 200 ~l aproximadamente , fué transferida a un tubo eppen
dorf y almacenada a -20'C. 

17.- INMOVILIZACION DE DNA EN FILTROS DE NITROCELULOSA (42). 

En principio, filtros de nitrocelulosa (Schleicher y 
Schüll, 0.45 • de poro, 25 mm de diámetro) rueron sumerqidos en 6 
x SSC durante 2 hr, descartándose aquellos filtros que no se hume
decieron homogénea y rápidamente . Por otro lado, muestras de DNA 
en 0.1 x SSC (o diluidas 1:10 en este amortiguador), fueron desna
turalizadas por ebullición durante 10 min, y transferidas rápida
mente a un baño de hi210, en donde, se les agregaron 5 ml de 6 x 
SSC frio. Los filtros pretratados se colocaron en un aparato de 
filtración y cada filtro se lavó con 25 mI de 6 x SSC frio; p~ste

riormente, las muestras de DNA desnaturalizadas fueron filtradas 
muy lentamente (en el caso de los blancos se filtró 6 x SSC), y 
los filtros se lavaron pasando de nuevo 25 mI de 6 x SSC fria. Al 
término de la filtración, los filtros se colocaron sobre papel 
Whatman (l KM), se secaron al aire durante 1 hr, y se tranfi rie

ron a cajas petri cuyo fondo estaba cubierto con papel Whatman. 
Los filtros as! tratados, fueron almacenados en un desecador al 
vacio, a temperatura ambiente (máximo un mes). Antes de su uso, 

los filtros fueron incubados en un horno al vacio, a ao ' c durante 
2 hr; al finalizar la incubación, se marcaron, se transfirieron a 
viales de centelleo (máximo 4 fil-tros por vial). Las hibridiza
ciones se efectuaron en éstos viales como se describe en la sec

ción la. 

18 .- HIBRIDIZACION DE DNA (42). 

CUltivos de las cepas se marcaron con JH-timidina como 
se describe en el método 9. Cuando los cultivos llegaron a una 
0.0. de 100 U.K., se tomaron alicuotas para determinar la activi
dad espécifica (de acuerdo a los métodos 7 y 20a) y se detuvo la 
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incorporación añadiendo 5 volúmenes de TSE- 2/KCN trio. Las células 

fueron cosechadas por centrifugación a 4 ' C, 6,000 rpm por 10 min 

(Sorvall, rotor SS- 34), se resuspendieron en 1 volumen de TSE-

2/KCN frio, y se colocaron en un bano de hielo (cuando las células 

no se usaron el mismo dia, se congelaron y almacenaron a - 20·C). 

1 mI de la suspensión de células en TSE-2/KCN (para cada cepa) se 

transfirió a un tubo de centrifuga y 

10,000 x g durante 10 mino Cada tubo 
TSE- 2/ KCN, se agregó 0.5 mI de NaOH 

y las muestras se incubaron 10 min a 

•• cosecharon .. resupendió 

(1 N preparada 
ebullición. s. 

centrifugando • 
.n 0 . 5 .1 •• 

antes •• usar) 

a~adió .n este 
orden: 0.5 mI de HCl (1 N), 0.1 ml de Tris (l M pH 7.0), 0.5 mI 

de 16 x SSC y 2 . 1 mI de formamida recristalizada (antes de usar, 

ver al final de estp. método); los tubos se taparon con parafilm y 

la solución se ~ezcló por inversión . 2 mI de estas soluciones de 

hibridización, fueron agregados a viales de centelleo conteniendo 

filtros de nitrocelulosa con DNA y blancos, y se tomaron alicuotas 

(50 ~l Y 100 ~l) para determinar la cantidad de cuentas añadidas 

en la hibridización . La hibridización se llevó a cabo incubando 

los viales a ~2 ' C en un baño con agitac ión suave (Gyratory ShaKer 

G- IO, Na .... Bruns· ... icK Co.) por 5 dias. Al término de la incubación, 

se sacaron los filtros de los viales transfiriendolos a un vaso de 

precipitados y se lavaron con agitación moderada a temperatura am

biente con 200 mI de las siguientes soluciones (para 20 y JO fil

tros): 2 x SSC (en formamida al 50 \) incubando durante 30 min, 

se repitió una vez mas con una incubación de 20 min, 2 x SSC por 

20 min, y 0.2 x SSC durante 20 mino Los filtros fueron secados en 
un horno a 70'C por 10 min, y transferidos a viales de centelleo 

con Tolueno- PPO para determinar la cantidad de cuentas hibridiza

das a los filtros. 

Recristalizaci 6n de Foraamlda : 10 mI de una soluci6n de 

forma~ida (MercK) fueron incubados a - 20'C en un vaso de precipi

tados; cuando la solución estuvo congelada, se trituró, y los 

fragmentos generados se agregaron a una solución de formamida (JO 

a 60 mI) preincubada 1 hr en baño de hielo. Transcurridos 30 min, 
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ae obtuvo cristalización del 50 , de la solución de formamida: és

ta S8 recuperó decantando la solución no cristalizada, y fundiendo 
la cristalizada a 37·C. Una vez fundida, se dejó equilibrar con la 
temperatura ambiental, y se agregó a la mezcla de hibridización. 

19.- ENSAYO BlOLOGlCO FARA LA DETECCION DE ST (33) y SONlCA

ClONo 

Sobrenadantes obtenidos por centrifugación de cultivos 
en medio T y sonicados de las cepas estudiadas en este trabajo, 
fueron ensayados para actividad de ST con el método descrito por 
Dean (9) modificado como se describe a continuación. A muestras de 
1 mI (directas o diluciones en FBS), se añadieron dos gotas de 
Azul de Evans al 2 " Y cada muestra se inyectó intragástricamente 
a 4 ratones (0.1 mI/ratón) suizos albinos (NKR-l), de 3 a , dias 
de edad. Transcurridas' hr de incubación a temperatura ambiente, 
los ratones fueron sacrificados por exposición a vapores de cloro
formo. De cada grupo de , ratones se obtuvieron los intestinos, se 

juntaron y se pesaron, haciendo lo mismo con los cuerpos. La rela
lación del peso de los intestinos y el peso de los cuerpos fué de
terminada, considerandose positiva cuando la relación fué ~ 0.080 . 
Los ratones que no presentaron colorante en el estómago o que tu
vieron colorante en la cavidad peritoneal fueron descartados. 

Los experimentos de ultrason!cación (des integrador MSE 

150-W ultrasonic MK2, equipado con una punta de titaneo de 9.5 mm 
de diámetro) se realizaron a , ' c, sumlrgiendo las muestras en baño 

de hielo. La sonicación se llevó a cabo por pulsos de 15 seg con 
intervalos de 30 seg de descanso en una posición de 13 #. 

39 



20.- DETERHYNACION DE LA CONCENTRACION DE DNA Y DE 

PROTEINAS. 

a) METODO DE DlFENlLAKINA (19) para DNA. Sensibilidad 

JO-150 ~g 

A 1 mI d. NaOH (5 mM) se agregaron 2 mg de DNA (de timo de 

c abra), se disolvieron, y ae adicionó 1.1 d. Hel (5 mM): con la 

solución resultante s. preparó una solución patrón de DNA (JOO 

~/ml en H20 ) , y a partir de ésta se construyó una curva standard 

de 30 - 150 ~g (0.1 mI - 0.5 mI), en incrementos de 30~g . Los tu

bos con la solución de DNA correspondientss e la curva y las mues

tras problema fueron atoradas a 0.5 mI con H20 (por duplicado). A 

cada tubo se agregaron 0.5 mI de HCl04 (1 X), Y despues de una in

cubación a 70'C por 15 min de estas mezclas, se les adicionó 1 mI 

de Reactivo de Ditenilamina. Transcurridos 15 min de incubación a 

ebullició , los tubos fueron enfriados, y se les determinó la den
sidad óptica a una longitud de onda de 600 nm (Fotómetro Espectral 

PMQII, earl Zeiss) . 

Reactivo de Difenilamina: se disolvieron 1.5 g de difenil

lamina en 100 ml de ácido acético glacial, y se agregaron 1.5 mI 

de H2S04 concentrado (se conservó en ausencia de luz): por cada 20 

mI de ésta soluciÓn, se adicionaron 0.1 mI de acetaldehido al 1 . 6 

, (1 .0 mI de acetal dehido comercIal fria se añadieron a 50 mI de 

H20) justamente antes de usarse. 

b) METeCO DE DABA (125) para DNA. Sensibilidad 

0.1-10 ~g 
Se preparó una solución patrón de ONA (de timo de cabra, 

50flg/ml) como se describe en el método anterior , y con ésta, se 

construyó una curva standard de 0.1 ~g a 10 ~g (2 ~l a 200 ~l) a

forando a un volúmen final de 200 ~l con "20 (en tubos de vidrio 

siliconizados). A la curva standard y l as muestras problema en 

200 ~l , se aftadieron 20 1 de una sol ución de DABA purificado (400 

mg/mll, y se incubó a 60'e para evapor arlas . Los tubos se entria -
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ron y se agregaron 1.6 mI de HCl (1 M), agitando hasta disolver el 
precipitado. Las muestras fueron leidas en un fluorómetro contra 
un blanco de HCl, exitando a una longitud de onda de 405 nm y de
terminando la emisión a 505 nm. 

Puriricaclón de DABA: 40 g de DABA comercial fueron disuel
tos en 200 mI de RCl (4 N, calentando). se a~adió Norit A (1 g), y 
la •• zcla fué centrifugada a 10,000 rpm por 10 min (Sorvall, rotor 
55-34) para eliminar el carbón . Se recuperó el &obrenadante y se 

repitió la extracción dos veces mas; al ultimo Bobrenadante fué 
filtrado atravéz de papel (Whatman 3MH), obteniéndose una solución 
incolora. Se a~adió un volumen de HCl concentrado, y el DABA pre

c ipitado ae colectó en un embudo da vidrio poroso (sintered g1ass, 
Millipore) filtrando la solución al vacio. El precipitado fué di
suelto en 200 mI de agua destilada, recristalizado nuevamente a
gregando HCl concentrado (11), Y filtrado en embudo de vidrio po
roso. Los cristales retenidos fueron transferidos a un vaso de 
precipitados e incubados a 50 ' C en un horno al vacio para evaporar 
residuos de HCl. Finalmente, los cristales secos de DABA fueron 

depositados en viales de vidrio (en porciones pequenas), sellados 
con parafilm, cubiertos con papal aluminio, y almacenados a -20·C. 

c) DETERHINACION DE DNA POR DIFENlLAMINA Y DABA CON 
MUESTRAS TRATADAS CON TCA. 

Para la determinación de DNA con muestras en soluciones 
que pudieran interferir significativamente en los ensayos previa
mente descritos, las muestras y las curvas standard se precipita
ron con TCA de la siguiente manera: empleando tubos de centrifuga 
se elaboró la curva patrón conteniendo la misma mezcla de solu
ción de las muestras, y se atoraron todos los tubos a un volumen 
arbitrario, cercano al VolUmen requerido del ensayo seleccionado . 
A cada tubo, se agregó un volúmen de TCA al 10t rrio, se incubó en 
baño de hielo por 20 min, y el precipitado se colectó por centri 
fugación a 10,000 rpm, por 15 min a 4'C (Sorvall, SS -J4 ). Se recu-
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peró la pastilla y se lavó con un volumen de e tanol al 95\ frio; 

finalmente, despues de centrifugar, las pastillas se secaron, y se 

resuspendieron en 0 . 5 mI o 200 ~l de H20 para la determinación de 
DNA por difenilamlna o DABA. respectivamente. 

d) DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METOno DE BIURET 

'{ DE LOWR'i. 

Los métodos estan descritos en las referencias 48 y 75 res 

pectivamente . 

21. - REACTIVOS . 

Algunos de los reactivos empleados en este trabajo, 

fueron obtenidos de los siguientes proovedores: Agarosa y Al~l 

de Bromofenol (Bio Rad Laporatories) ; SOS (BDH); triptona, cas 

aminoácidos y extracto de levadura (Difco); Azul de Evans, saca

rosa y formamida (Merck); AMPc, tritón X-lOO, reactivo de folin, 

difenilamina, deoxiguanosi~a, timina, y DNA de timo de cabra (Sig

ma Chemicals, Co.); RNAsa y EtBr (calbiochem), Nitrocelulosa (Co

mercial Mexicana de Pinturas , S . A. ); Csel (Kcrr Me-Gee Chemieal 

Corp . ). El resto de los reactivos fueron de grado anal í tico, ge

neralmente obtenidos de Merck, Fisher y Mallinkerodt. 

La 3H-timidina (Actividad especifica de 5 el/romol), l4C_ 

timina (Actividad especifica de 1 Ci/mmol) y PPO fueron obtenidos 

de New England Nuclear Biolabs. 
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RESULTADOS: 

l. EFECTO DE LAS DELECIONES EN aya Y CJ:p SOBRE EL HlDIERO DE 

COPIAS DEL PLASMIDO pYK007. 

1) Deter.ainación del n~ro ae copias de pYK007 .ediante el 

..pleo ae gradientes de CsCI-EtBr. 

El primer método 

del plasmido pYK007 

que se usó para definir el numero de copias 

en las 
presión catabólica, fué la 

cepas silvestre y deficientes en re
separación y cuantificación del ONA 

euperhelicoidal y cromósomico en gradientes de CsCI-EtBr a par
tir de lisados crudos. Una breve descripción de la base teóri
ca del empleo ds eata técnica .e encuentra en la introducción. 

Como pasos preliminares a la elaboración de lo. gradientes 
ae CsCI-EtBr, .e efectuaron varios experimentoa control, para 

e.tablecer condiciones adecuadas, de incorporación de los pre
cursare. radiactivos de ONA (iii) Y de contéo (apéndice): para 
corroborar la presencia de pYK007 en laa cepas estudiadas (i), 
y determinar el peso molecular de pYK007 (ii) que se utili~ó 

en el calculo del numero de copias. 

i) 00-.probaci6n de la preeencia de pYK007 en la cepa silves
tre y las .utantee deficientes en represi6n catabólica, 
en gel de agaroea. 

El hecho de que las cepas ailvestres (CASOOO y J54), cyaá 

(CAS306', eyaA crpA (CAS445), (descritas en materiales y métodos) 

adquirieaen resistencia a ampicilina y la habilidad de producir 
toxina, en experimentos de conjugación (SO), implica la presencia 
dsl plasmido pYK007 en estas cepas, mas aun, en la introducción se 
describieron experimentos que muestran la estabil i dad de la fre-
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cuencia de transferencia, y lA integridad de dicho plásDido: no 
obstante. estas evidencias no descartan la posibilidad de que las 
cepas albergen =as de un ele=ento extracromoso=al. 

Con la finalidad de visualizar los plás=idos presentes en las 
cepas en estudio, y observar si existe alguna diferencia en el ta
maño de éste en las cepas cya~ o cya d crpd con respecto a la sil
vestre, y si pYK007 es el único huésped en las cepas, se aisló ONA 
de plásmido de las cepas con pYK007 o pYK008 incluyendo la cepa 
78-IEC como control, por el minimétodo de nitrocelulosa, y se so
metió a eletroforesis en gel de agarosa al 0 .7'. Después de 6 
horas de corrida el gel fué teñido con EtBr, y fotografiado bajo 
luz ultravioleta. 

En la figura 2 se muestra el diagrama de la fotografia obte 
nida del experimento antes descrito; se observa la presencia de 

una sola banda de ONA de plásmido, con una movilidad similar tanto 
en las cepas que contienen pYK007 como en la que tiene pYK008, y 
que corre como una especie de alto peso aolecular con referencia a 
los plásmidos control de la cepa 7a-lEC. 

Datos prali=inares obtenidos en este laboratorio indicaban 
que el pesO molecular del pYX007 en cepas clinicas 8. encontraba 

en un rango de 75 y 85 megadaltones (J. Kupersztoch. Comunicación 
personal), lo cual, está en acuerdo con el alto peso molecular ob
tenido para la banda de plasmido observada en el eXperimento ante
rior: por lo tanto, tomando en cuenta estos resultados y el hecho 

de que las cepas producen toxina y son resistentes a ampicilina, 
se puede inferir que: hay sólamente un plásmido en l as cepas sil
vestre y las mutantes, y éste plásmido es pYK007. 

La cepa J54 con el pYK007 o pYK008 (Apr ST-). fueron inclui
cluidas en éste trabajo , porque resultaba muy interesante e l ca
racterizar el pYK008 al ~ismo tiempo que pYK007, ya que el primero 
es una revertante ST- del segundo, pero no se sabe si la mutación 
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FIGURA 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7' de lisados 
tratadoe con nitrocelulosa, de las cepas en estudio 
con pYK007 o pYK008. 

Tres mililitr.os de cultivos crecidos hasta lÓO U.K. 
fueron lisados y tratados por el mini~étodo de nitrocelulosa 
como se describe en materiales y métodos. Los lisados fueron 

sometidos a electroforesis en gel vertical de agarosa al 0 .7 ' 
y corridos durante 6 hrs a 125 volts (ver sección s de mate
riales y métodos), despuea de las cuales el gel fué teñido 

con bromuro de etidio y fotografiado bajo luz ultravioleta. 
carril 1: CA8aOa (pYK007), carril 2: CA8l0S (pYK007): carril 
J: CA8445 (pYK007): carril 4: J54 (pYK008) I carril 5: J54 
(pYK007); carril 6: 78-IEC. Las letraa en el margen derecho 
del gel, correponden a loa diferentes plásmidos de la cepa 
7S-lEC incluidos co~o marcadores de peso molecular. 

a: Peso. moleculare. determinados con la curve de calibración 
del experimento sUbsecuente (figura 4). 

NOTA: En esta figura se presenta un diagrama en lugar de la 
fotografia, porque el negativo no se conservó adecuada

.enta. 



45 

1 2 3 4 5 6 
Mda 

- -A 98.8 

- - - - - J B 6 1. 6 - -c 54.9 

_D 4 2 .5 

- -E 33.3 

-F 2 2 . 7 

_ -G 13.6 

W - cromosoma L--_____ ---J 



sr- se encuentra realmente en el gene sr. De ser mapeada la muta

ción, tanto ai mapea dentro del gene sr, o fuera de éste, habili
taría la posibilidad de eXplorar si el plásmido codifica para al

~n elemento regulador de sr, no contenido en el mismo gene. La 

cepa J54 (pYK007) ademas de ser un control para la cepa J54 (pYK 
008), proporciona otro fondo genético silvestre cya+ crp+. 

ii) Deter.inación del peso .alecular de pYK007 y pYK008. 

Como se refirió anteriormente, observaciones preliminares en 
este laboratorio, indicaban que el pYK007 tenia un peso molecular 

entre 75 y 85 megadaltones, y tambien se conocian valores aproxi
mados para los pesos moleculares de los plasmidos de la cepa 79-
lEC; no obstante, no Be habian hecho curvas de calibración para 
estos plásmidos . En virtud, de que para el cálculo de numero de 

copiaa del pYK007, a partir de los porcentajes de ONA superheli
coidal, es necasario conocer el peso molecular de dicho plásmido, 
se decidió elaborar curvas de calibración de peso molecular para 

la cepa 78 - lEC y para el pYK007, en un afAn de obtener un valor 
mas preciso para el P.M. de pYK007. Por otro lado, la determina
ción de el P.M. de los plAsmidoa da la 7S - lEC es muy util, porque 
posee plAamidoa de un amplio rango de tama~o,lo cual, reduce el 
nUmero de cepas con p16smidos marcadores a una cepa . 

La movilidad de la eatructura 8uperhelicoidal de los plásmi
dos en geles de agarosa al 0.7' ea inveraamente proporcional a su 
peso molecular (83), esto es, mientras mas grande es el plásmido, 
maa lenta ea eu migración en el gel; por lo tanto, ea posible sa
ber al peso molecular de un plásmido particular, determinando la 
migración relativa de ésta y de plAsmidos de peso molecular cono
cido incluidos como marcadores, en geles de aqarosa. Con los datos 
obtenidos se grafica el logaritmo del P.M. contra el logaritmo de 
la migración relativa, obteniéndose una recta, y con la expresión 
matemática de ésta, se calcula el valor del plásmido en cuestión. 
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Previa a la determinación del peso molecular de pYX007, se 
obtuvo la curva de calibración de los plásmidos de la cepa 1S-lEC, 
a partir de geles de agarosa en los que se incluyeron plásmidos 

control de P.M. conocido, de 166.0 Md, a 26 .0 Md (figura 2). 

El negativo del gel de la figura J fuÁ amplificado por pro
yección (para reducir el error standard de la medición); a partir 
del origen del gel, tueron determinadas las migraciones relat iva. 
de los plásmidos usados c~o control de P.M., y de 108 plásmidos 

de la cepa 7S-IEC. Con los datos de P.M. de los plasmidos control 
(Lig. J) Y el logaritmo de la migración relativa de éstos, se tra

zó la curva de la fig. 4 por el método de .inimos cuadrados y se 
determinó coeficiente de cprrelación, que fué de -0.9876 . El cál
culo de loe pesos moleculares de los plásmidos A a G de la 7S-lEC 
se hizo interpolando los valores del log. de la migración relativa 
en la ecuación de la recta encontrada y se listan en la fig. J . 

Cabe mencionar, que los valores finales de peso molecular para los 
plasmidoa de la 7a -lEC, fueron obtenidos del promedio de 4 perfi
les diferentes de dos geles independientes. 

Para la determinación del P.H. de pYK001 y pYKOOS ae siguió 
el procedimiento previamente descrito. En éste caso •• midieron 
l •• • ovilidade. relativa. del pYK001 , pYXOOS y loa plásBido. de la 
1S-lEC en .1 negativo del gel de la figura 2; con e.tos datos, y 
lo. valores de P.M. da los pláa.idos de la 7S-lEC calculados an
terioraente, •• obtuvo la curva de calibración presentada en la 
figura 5, cuyo coeficiente d. correlación es de ~O.i678 . 

Empleando la expresión matematica de la recta de calibración 
de la figura 5 8e calculó que el Peso Molecular promadio para el 
plásmido pYX007 es da 77.6 x 106 daltones. Debido a que la Dovili
dad del pYX001 fué igual a la del plásnido pYK008 s& asumió que 
tienen el mismo peso ~olecular. 
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FIGURA 3. Electrotoreais en gel ~e agaroaa de li.ad08 de la 
cepa 78~IEC. y de cepas con plaamidos aarcadores de 

peso =olecular. 

Trea mililitros de loa cultivo. crecidos hasta 100 u.~. 
fueron li.a40. y tratados como •• describe en materiales y mé~ 

todo. (secci6n 5); loe lisados tueron sometidos a electrofore
sis en gel vertical de agarosa al O." con amortiguador de Tris 
boratoa y corrido. por 6 hra. (125 volts), despues de las cua

les el gel fué tenido con EtBr y fotografiado bajo luz ultra
violeta (como SG indica en el método 6). Carriles 1 y 11 co
rresponden a la cepa 7B-lEC; carriles 2-10, cepa. que contienen 
plasmidoa usados como marcadores de P.M., mismos que se indi- . 

can en la tabla • 

• El Pe.o Molecular de eatoa plaa.idos estan reportados en la 

referencia 59. 

b Los pasos moleculares de loe pla •• idoa de la cepa 'B-lEC, 

fueron calculados con la curva d. calibración de la tig. 4. 

El q.l presentado tu, realizado por Lourd.a cervant.. en .ate 

laboratorio. 
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- Cromo~oma 

Plas~:~os P.M . conoc~do Plasm1dos P.M. calculado 
Carril control (10- 6 daltones) 78-IEC (10 - 6 daltones) 

2 .78 166.0 

3 R27 112. o A 98 . 8 

, RA1 86.0 B 61. 6 

5 R64 72.3 e 54.9 

, R1 62 . 0 D 42.5 

7 R28K 44.0 E 33.3 

8 RP' 36 . 0 F 22.7 

9 N3 33.0 G 13.6 

10 R'K 26 . 0 



FIGURA 4. CUrva de calibración de Peso Molecular para loa 
p1ásmidos da la cepa 7S-IEC. 

La curva sa trazó con los datos extra idos del gel de 
agarosa de la figura 3, con al procedimiento descrito en 
al texto. La ecuación obtenida para la recta fué: 
y - 5.2354 + (-Z.8029)x, con un coeficiente de correlación 
da -0.9876 . 
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FIGURA 5. Curva de calibración de Peso Molecular para los 

plásmidos pYK007 y pYK008. 

Los datos empleados en esta curva, fueron obtenidos a 

partir de el gel de agarosa de la f igura 2, siguiendo el pro

cedimiento descrito en el texto. La ecuación de la recta 

fué: y - 6.9878 + (-3.8319) x, con un coeficiente de corre

lación de - 0.9678. El Peso Molecular promedio calculado para 

pYK007 y pYK008 fué igual a 77 . 6 x 106 daltones. 
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iii) cinética de incorporación de lH-ti.ina en presencia 

da deoxiadenosina a cultivos en tase exponencial. 

El marcaje isotópico de ONA con lH-timidina, fué realizado co 

mo se describe en (65) y se detalla en la sección 9 de materiales 
y métodos: en estos marcajes, se pulsó por 10 min, lo cual, es 
adecuado para timidina, ya que ésta puede ser incorporada e f icien
te~ente a ONA de cepas protótrofas de E. coli por periodos de 5-10 
.i~. A tiempos .as l argos, la incorporación es reducida por la a

cumulación de una tosforilasa inducida por la timidina misma, que 
ro~pe a ésta en timina mas deo~iribosa 1- tosfato (ge,ll) . 

En contraste con la timidina, l a timina es muy pobremente in
corporada por l as cepas protótrolas mas usuales de E. coli (42a) y 

ge~eralmente se requ iere del empleo de mutantes au~ótrofas a timi
na. Otra torma de aumentar la incorporación de timina, es la adi

ción de ciertos nucleósidos o deoxinucleósidos al medio de culti
vo bacteriano (16). Entre varios compuestos probados por Boyee y 
Se~low (16) ,la deoxiquanosina y deoxiadenosina {250 ~g/mll lueron 
los mas eficientes en el aumento de incorporación de timina a ~ 
coli a, aunque, la deoxiadenosina fué tóxica para la cepa ~ coli 
R-12 (lEi) . 

En base a lo anterior se reali ~ aron cinéticas de incorporación 
de lH-t imina en presencia de deoxiadenosina, con el objeto de es 

tablecer condiciones de incorporación de tirnina a cultivos en lase 
exponencial que permitan la detección eliciente del ONA de los 
cultivos, en gradientes de CsCl -EtBr. 

En la cinética de la figura 6, se observa que al adicionar 
deoxiadenosina y lH-timina a los 70 min (JO U.K.) de c recimiento 
de un cultivo del l a cepa J54 (pYK007j (triángulos cerrados) ,la 
incorporación de timina marcada es mas eficiente, que cuando se 
agregan deoxiadenoslna y lH-timina al tiempo cero de c recimiento 
(circulos cerrados), y se mantiene lineal hasta 110 min (75 U.K.); 
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FIGURA 6. cinética de incorporacion de 3H-timina a cultivos 
en fase exponencial, en presencia de deoxiadeno

sina. 

Cultivos de la cepa JS4 (pYK007) crecidos durante la 
noche fueron diluidos 1:50 en medio minimo suplementado e 
incubados a 37"C con aeración hasta una densidad de 140 U.K. 
Deoxiadenosina (300 pq/ml) y 3H-timina (0.1 mI/lO mls. de 
cultivo) fueron adicionadas al tiempo cero (circulas) o a 30 
U.K. (triángulos) . Alícuotas fueron tomadas a los tiempos 
indicados y se determinó la densidad óptica y la incorpora
ción de la marca (corno se describe en la sección 8 de mate
riales y métodos) . 

Adición de deoxiadenosina y 3H-timina al tiempo cero: 
densidad óptica (O ), incorporación de timina marcada (.). 

Adición de deoxiadenosina y 3H-timina a JO U.K.: 

denaidad óptica ( 4 ). incorporación de la marca ( a l. 
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ade~áB. en ninguno de los dos casos se observ6 un efecto tóxico, 
al menoa, retlajado en el crecimiento bacteriano (circulos y 
triángulos abiertos). 

La incorporación obtenida al adic ionar tirnina marcada y de
oxiadenosina cuando el cultivo llega a 30 U.K., es satisfactoria 

para el propósi to arriba mencionado, por l o cual, se usaron estas 
c ondiciones de marcaje en experimentos subsecuentes, adicionando 
deoxiadenoslna y 14C-timina a ~o U.K., para favorecer la incorpo
r a ción a densidades ópticas mayores de 75 U.K. 

En experimentos previos, se siguió la incorporación de JH_ 

tilnina a cultivos en presencia de deoxiadenosina o deoxiquanosina; 

se registró un crecimiento mas rápido en los c~ltivo. con deoxi
guanosin~, sin e~argo, la incorporación con deoxiadenosina fué 
mas eficiente, razón por la cual, la cinética se hizo en presencia 
de deoxiadenosina (datos no presentados) . 

iv) Estiaación del porcentaje de DMA superhelicoidal de las 
cepas silvestre, cyaA y crpA, con el p16s.ido pYk007. 

Para detectar el DNA de pYK007 de las cepas en estudio, y se
parar la foraa superhelicoidal del ONA cromosó.ico an gradientes 
de CsCl-EtBr, con al objeto de determinar el nUmero de copias por 
equivalente genómico de pYK007, cultivos de las cepas CA8000 (pYK 
007), CA8306 (pYK007), CA8445 (pYJ<007), J54 (pYK007) y J54 (pYK 
008), fueron marcados con 3H-timidina (método 9) y mezclados con 
vol~.enes iguales de un cultivo marcado con 14C-timina (método 
10). Laa mezclas de cultivos fueron lisadas, y los lisados crudos 
resultantes ss sometieron a centrifugación en gradientes de CsCl
EtBr (7) (método 11). La inclusión de cultivos marcados con 14C 

(8), es conveniente, porque representa un control interno para la 
detección de la presencia de nucl easas que pudiesen afectar la re

cuperación del DNA. 
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Una vez efectuada la centrifugación, se visualizó el ONA se
parado en 105 gradientes irradiando a éstos con luz ultravioleta: 
se observaron claramente dos bandas bien separadas, la inferior 
correspondiente a DNA de plásmido cee, y la superior conteniendo 
ONA croDosómico lineal y moléculas de plás~ido circulares abier
tas. Los gradientes se perforaron por la base, fraccionaron (méto
do 14), y se determinó la radiactividad de las fracciones contando 
simultáneamente 3H y 14c (método 7 y apéndice) . 

Las cuentas por minuto obtenidas se corrigieron para fondos 
y para el porcentaje de cuentas de 3H (0.1 ') que fueron detecta
das en el canal de 14e, asi como las de 14C (10' J, que se con
taron en el canal d~ 3H (apéndice). Finalmente, se multiplicaron 

por los factores de corrección (de eficiencia, ver apéndice) y con 
las cuentas obtenidas se elaboraron graficas de no. de fracción 
v.s. cuentas por minuto. 

En la tig. 7 se muestra uno de los perfiles obtenidos en es
tos experimentos. Se observa el pico de ONA de plásmido super
helicoidal en la zona mas densa del gradiente, sequido por el pi

co de DNA cromos6mico, en conjunto esta figura representa 1 expe
rimento de un total de 5, y en todos ellos se observó una clara 
correlación de las cuentas de 3H y 14e, y reproducibilidad en 106 
pertile •• 

Para el cálculo del porcentaje de DNA superhelicoldal con 
respecto del cromosómico , se hizo la sumatoria de las cpm de las 

tracciones (previamente corregidas) contenidas en la región del 
plásmido, y la sumatoria de las del cromosómico, de las que se 
sustrajo a cada fracción el fondo del pico correspondiente. El DNA 
cromosómico fué considerado el 100\, y en relación a éste se de

terminó el porcentaje del plásmido. En la tabla 4, se encuentran 
los valores del porcentaje de ONA superhelicoidal con respecto del 
ONA cromosómico obtenidos del promedio de 5 experimentos indepen
dientes. 

s. 



FIGURA 7. Pertile~ de gradientes de CsCl-EtBr de lisadoa de 
las cepas empleadas en la cuantificación de ONA 
.up8rhelicoid~1 de pYK007. 

CUltivos en crecimiento exponencial da las cepas 
que se muestran en la figura, fueron marcados, lisados, some

tidos a centrifugación en gradientes de CsCl-EtBr, fracciona
dos y contados coco se indica en el texto, y en la secciOn 
11 de materiales y métodos. 

Los perfiles de 3M ) corresponden a las 
cepas, A: CASOOO (pYR007); B: CAS)OG (pYK007, cya~); c: J54 
(pYK007)¡ y O: CA8445 (pYK007, cya~ crpA) . Los perfiles del 
control interno de 14C (------) pertenencen a la cepa J54 
(pYK007). En la figura 7A se señalan las posiciones de la 
región correspondiente a -CNX cee da plásmido. y la que con

tiene DNA cromosomico y circulos abiertos del plásmido. 

La .scala de cuentas que se encuentra en el inte
rior de la. ordenadas pertenecen a lo. picos de plasaido. 
aientras en la región externa de la ordenada (al cambio de 
e.cala) •• muestra la escala para 105 picos de cromoao=a. 

la c.pa J54 (pYKOOS) se incluyó en todos los expe
rt.entoa de cuantificación de ORA .up.rh.licoidal (perfil no 

preaentado en esta figura). 
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v) ~ero de copias de pYX007 y pYK008 (como ONA superheli
colidal) por equivalente genó.ico. 

Tomando los porcentajes de ONA superhelicoidal de pYX007 en 
108 diferentes tondos genéticos (tabla 4), para la determinación 
de n~ero de copias, aólo restan unos cAlculos; para ell05 se uti
li~ó como valor del peso molecular de pYK007, 77.6 x 106 daltones 
(dete~inado en el inciso ii), Y se asumió que el equivalente ge
nómico de E.col i en las condiciones usadas es igual a uno, con un 
valor de 2.5 x 109 daltones(24). Considerando un equivalente ge 
nómico como el 100', se obtiene la fracción de peso molecular a la 
que corresponden los porcentajes de plAsmido para cada cepa y con 

la tracción de peso m~lecular resultante, se determina la relación 
de ésta con respecto al peso molecular de pYK007, que serA el nu
mero de copias de. pYK007 para la cepa en cuestión (ver pie de p'á
gina, tabla 4). 

Los número de copias de pYK007 por equivalente genómico cal
culados, se encuentran en la t abla 4. En ést a se muestra que el 

nUmero de coplas de pYK007 en la. cepas silvestre, cyaÓ, cya Ó crpó 
y JS4 es muy similar, observándose de 1.0 a 1. 7 copias por equiva
lente genómlco en las dIferentes cepas; ésto .lgnlflca, que las 
cepas cyab y cya~ crp b tienen un núme ro de copias de pYK007 compa

rable a la cepa silvestre. En virtud de que la diferencia mayor 
en copias de pYK007 entre la cepa silvestre y las deficientes e n 
represión catabólica no excede a una copia, mientras que la dife
rencia en actividad toxiq'nica en estas cepas fué de 100 veces, 
•• tos re.ultados indican que el efecto del AMPc observado en las 
cepas cya~ y cyab crph no se da co~o consecuencia de un cambio en 

el número de copias del plásmido pYK007 en estas cepas. 



TABLA 4. Efecto de l~s mutaciones cyah y crpO sobre e l núme
ro de copias de pYK007, determinado por gradientes 
de CsCI-Et8r. 

\ de DNA de plásmido 
DNA superhel~cO~dal 

por equivalente 
Cepas superhelicoidala cromoSÓldcob 

[ 3H] ONA (HC) ONA [3H] ONA [14C] ONA 

CASOOO{PYK007) , .1 ,., 1.0 1.> 

CAS306{PYK007) J., '.7 1.0 1.4 

CAS';';5{PYK007) 5.'; 6.' 1.7 2. O 

J54 (PYK007) 5.1 5.5 1., 1.7 

J54 (PYK008) ,. , 6.9 1.0 2.1 

a 5 mI de las cepas fueron crecldas en medio L hasta alcanzar 
una densidad de lxl08 células/mI y fueron marcadas con 3H-timidina 
(método 9). Simultáneamente, 30 mI de M9 suplementado fué inocula
do con la cepa J54 (pYK007) y marcado con l~C-timina (método 10); 
5 mI de este cultivo fué adicionado a cada 5 mI de las diferentes 
cepas y se aisló el DNA de los lisados crudos (método 11) . A par
tir de los lisados crudos, se elaboraron gradientes de CsCl-EtBr, 
se colectaron, se contaron, y gráficaron . 

Con l as cuentas obtenidas en la regi6n de DNA superhelicoidal 
cromosómico de los gradientes, se calculó el porcentaje de DNA 

con respecto del ONA cromos6mica con la siguiente 

x 100\ t de plásmido 

b El nÚmero de copias por equivalente crornosómico se determi
n6, empleando las siguientes relaciones : 
a) (2.5 x 109 dal) x (t de plásmido, cepa Xl ~ P.M . de la tracción 

de p1ásmido, cepa X 
no . de copias de pYK 

100 , 
b) 
(P . M. de la fracción de p1ásmido , cepa X) 

71.6 x 106 da! 
en donde ; 

- 007 por equivalente 
genórnico, cepa X. 

\ de plasmido, cepa x _ porcentajes de plasmidos determinados en 
para cada cepa (primera columna) 

77.6KI06 aa1 • P.M. de pYK007 determinado en el inciso ii 
2.5x10 9 da1 - valor promedio de un cromosoma de E. coli (s e asu

mió que el equivalente gen6mico es de un cromosoma). 
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vi) c~plejo de relajación de pYK007 y determinación de un 
pl6s.ido criptico en las cepas en estudIo. 

En la IntroduccIón se mencionó que los plásmidos pueden exis
tir como complejos ONA-proteina, denominados complejos de relaja
cIón, cuya propiedad es la conversión de la to~a superhelicoidal 
del p16smido a una ~orma circular abierta (66). Estos complejos de 
relajacIón pueden ser a islados lisando bacterias con detergentes 

no Iónicos; al tr~tar estos extractos con SOS (0.25 ') o EtBr () OO 
ug/ml) se induce la relajación del plásmido, pasando de la torma 
superhelicoidal a la forma circular abierta (66) . Cuando se emplea 
un p16smido que presenta complejos de relajación, y se le somete 
a un procedimiento co~o el utilizado en la cuantiticación del 
porcentaje de ONA superhelicoidal de pYK007 (método 11), estos 
complejos podrlan relajarse durante la lisis o la centrifugaciOn 
de los gradientes de CsCl-EtBr, dando como resultado circulos a
biertos, que aparecen en la banda de ONA cromosómico de dichos 
gradientes; por lo tanto, se inició la examinación del complejo de 
relajación del pYK007 en los diterentes fondos genéticos, con el 
objeto de dete~inar si el plásmido existe en esta ~orma de com

plejo DNA-proteina" y de ser asi, sI el porcentaje de éste pUdie
ra afectar eigniticativamente loa valores de numeros de copias 

obtenIdo •• 

Para detectar si el plásmido pYR007 posee complejos de rela
jación, cultivos de las cepas silvestre (pYK007) y la cya~ crp~ 
(pYK007) tueron marcados con JH- timina, lisados y clariticados, 
oomo se indica en materiales y métodos. Los lisados claros obteni
dos, se mezclaron con ONA superhelicoidal de pYK007 marcado con 
14C y puriticado (ver método 13); alicuotas de estas mezclas se 
trataron con SOS (0.25 ') y éstas, y los controles no tratados se 
analizaron en gradientes de velocidad de sedimentación (ver método 
12 ) . En gradientes de este tipo se pueden distinguir la torma su 
perhelicoidal del plásmido con respecto de l a relajada, debi do a 
que los circulos abiertos (rela j ados ) , a l perder su estructura su-
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perhelicoidal se extienden, aumentando su coeficiente de fricción 
y dis~inuyendo el de sedimentación, lo que se traduce en un des
plaza~iento detectable del pico de DNA superhelicoidal, hacia l a 

zona en la que migran las especies de menor coeficiente de sedi 
mentación. Por otro l ado, el ONA superhelicoidal de pYK007 marca
do con e l4 representa un control del plásmido libre de complejos . 

Los resultados del ana lisis anterior (ver figura 8) muestran 
que efectivamente, el plasmido pYK007 existe como complejo de re
lajación en las cepas silvestre y cya~ crpó, evidenciado por el 
desplazamiento del pico de plasmido superhelicoidal marcado con 
3H en presencia de SOS. El control interno marcado con 14e de DNA 
sin complejo de relajación, migró de la manera esperada, en la re 
gión superhelicoidal de plásmido, y no se desplaza en presencia de 
SOS, sin embargo se aprecia otro pico que no corresponde a la mo
vilidad de la estructura relajada. Dado que el este DNA marcado 
con l4C, fué purificado en un gradiente preparativo de CsCl-EtBr, 

la presenci? de el segundo pico podria explicarse como consecuen
cia de -~ ~nt .~ ;.:inación del pl.ismido con material cromosómico durante 

la cole~~i( del gradiente, o bien, por la presencia de otro ele
mento gen~tico extracromosómico en esta cepa. 

En experimentos subsecuentes similares al descrito, en va
rias ocasiones, se observó l a presencia de un pico extra que no 
correspondia a la migración de ninguna de las dos formas del plas 
mido, pero ahora, en los lisados claros de las cepas del juego i
sogénico cya A, crpA. De nuevo, el pico extra podia ser explicado 
por las razoneS expuestas previamente. Los intentos de purificar 

la especie superenrollada del plaamido pYR007 en gradientes prepa
rativos de sacarosa (20 t a 31 t, NaCl 0.05 H) no fueron exitosos, 
ya que se seguia observando contaminación por una especie molecu

lar distinta. 

Como se mencion6 anteriormente, una explicación alternativa a 
la contaminación cromosómica corno la responsable de la especie ex-
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FIGURA 8. An61isis del complejo de relajaciOn de pYX007 en 
gradientes de velocidad de •• dimentaciOn. 

Lisadoa claroa da las cepas marcadas con 3H-timi

dina ~ueron mezclados con DNA del plaamido pYK007 marcado con 
14e-timina, puri~icado y libre d. complejo de relajaciOn, co

mo .e indica en el texto . Alicuotas de las mezclas ~ueron 
tratadas con SOS (0.25 t) Y 'stas, y los controles no trata
dos se aplicaron a gradientes de eacarosa de 5 t al 20 t 

(w/v) (1 H Nsel). La centri~ugaciOn y el ~racciona.ianto (co
lectando a partir de la base) se hicieron como se indica en 
.ateriale. y .'todoe. 

A. - muestra control (no tratada), del DNA obtenido 
de la cepa CAsoao (pYK007). 

B.- muestra tratada con SOS, del DNA obtenido de la 
cepa CA8aoo (pYX007) . 

e.- muestra control (no tratada), del DMA obtenido 
de la cepa CA8445 ·(cya A crpA) (pYK007). 

0.- muestra tratada con SDS, del DNA obtenido de la 
cepa CA8445 (cya A crpA) (pYK007). 

En todos los gradientes se empleO como aarcador 
interno el DNA del plAsmido pYK007 marcado con 14e. 
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tra, seria la presencia de un plásmido cuyo fenotipo no ha sido 

definido (críptico), a pesar de que en la figura 2 se observa so

lamente una banda de plásmido con la movilidad de pYK007. Se deci

dió analizar esta alternativa usando gradientes analiticos de 

CsCI-EtBr. Las cepas CASOOO, CA8J06, CA844J, y J54, (sin pYK007) 

se marcaron con JH-timidina y se siguió el procedimiento descrito 

en materiales y métodos. 

En la figura 9 se observa que aun cuando las cepas CASOOO, 

CA8J06 y CA8445, no tienen el plásmido pYK007, presentan claramen

te un pico de ONA superhelicoidal, lo cual indica que existe un 

plásmido críptico en estas cepas; dicho plásmido no se observa en 

la cepa J54. Cabe mencionar, que la banda de DNA de plásmido que 

normalmente se detecta en las cepas con pYK007, al irradiar con 

luz ultravioleta el DNA separardo en e l gradiente, no fué visible 

en las cepas sin el pYK00 7. 

La presencia de un plásmido crípt i co no detectable por elec

troforesis en geles de agarosa en el juego isogénico cya b, crpb, 

fué del todo inesperada, e i~plica que la cuantificación del plás

mido pYK007 por el método de gradientes de CsCl - EtBr (sección 11 

de materiales y métodos), en el que se determinaron las concentra

ciones relativas de DNA duperhelicoidal, es inadecuada, por la 
contribución del plásmldo críptico en su forma superenrollada. 

2) Determinación el nUmero de copias de pYK007 por hibr1d1-

zac1ón. 

Para cuantificar de una forma mas directa el numero de copias 

de pYK007 por equivalente genómlco, se optó por emplear la hibri

dización de DNA purificado de pYK007 contra el DNA total a partir 

de liaados crudos de las cepas en estudio . 
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FIGURA 9. An61isi. del perfil de DNA de las cepas silves
tres, cya 4 y crp4, sin pYK007, en gradientes de 

CsCI-EtBr. 

Se obtuvieron lisados crudos de las cepas marcadas 
con JH-timidina, y se sometieron a centrifugación en gradien

tes analiticos de CsCI-EtBr como se describe en la sección 11 
de materiales y métodos, con la dnica diferencia de que en 
éste experimento, no Be incluyO un control interno marcado 
con l4C. Los gradientes fueron perforados por la base, y la 

radiactividad de lae fracciones determinada. 

Perfil del gradiente A: CA8000; B: CA8J06 (cya 4): 
C: CA8445 (cya 4 crp4): y O: J54. 



I<"l 
I o ..... 
)( 

4 

3 

~ 2 
. ~ -

A 

. 1\ • 

1\ \ 
l. \ 
! \ ... 

B 

1\ . \ / . . \ 
I 
l . , 

2 o o . 

'\ 150 

. 
\ 

100 

. 
\ 
\ 5 o 

"\ . 
\ ...... 

•••••••• # ..... 1 '· ... t \ ...... .... '0, 
• ••••••••••• •• JI o • ... - -.• Q3 •••••••• # 'ti.. L 1 o o o 

e o a:: 

\ 
~ a.. 11 Laoo 
Ü 

• . 
\, 

, \ 
:c 

I<"l 1\ 1\ Lsoo 

1 S 

1 2 

a 

4 

o 

1\ \ I • { \ 
.... ,. .............. ,:' \ ...... ~... \, \ . . I · ............ .... \ ... -.. ........... . 

10 2 o 30 40 o 1 o 20 30 

Número de Fracción 

400 

200 

9 .• . .... 
40 

"" N 



Esta metodologia presenta varias ventajas, entre ellas: 1) La 
hlbridización, en condiciones de exceso de pYK007 puro, inmovi
lizado a filtros de nitrocelulosa, implica que todo el DNA del 
pYK007 presente el los liBados crudos de las cepas puede ser de

tectado, independientemente de la configuración molecular del 
plasmldo, asumiendo que el tratamiento de desnaturalización es i

gualmente efectivo para generar DNA de cadena sencilla a partir de 
las diferentes formas dal plásmldo. 2} La hlbridlzación realizada 

en condiciones estrictas, minimiza la hlbrldlzaclón inespecif ica 
de secuencias no relacionadas con pYX007. si se tienen los contro
les adecuados, se puede determinar cual es ·el fondo inespeclfico 

de hibridi~ación del plásmido críptico, y en consecuencia no in
terfiere con la cuantificación del pYX007. 

Para realizar los experimentos de hibridización, fué impor
tante definir las condiciones Óptimas de la inmovilización de DNA 
a filtros de nitrocelulosa, la linearidad de la fijación de las 
concentraciones de traba jo de DNA a los filtros, y la eficiencia 
de hibridización, que se describen a continuación. 

i) Coaprobación de la presencia de pYK007 coao único p16saido 
en la cepa 7~-l5. 

La purificación de pYK007, para emplearlo como sonda en la 
hybridización, requer1a, evidentemente, del uso de una cepa que 
contuviera exclusivamente dicho plásmido. 

En estudios del ligamiento de Ap y ST realizados en este 
laboratorio (H. Stieglitz y R. Fonseca), se caracterizaron varias 
transconjugantes de la cepa clinica donadora 40-IEC-4, a la reci
piente J54. Una de estas transconjugantes, la 7A-J5 (ST+Apr), mos
tró repet idamente una sola banda de las caracteristicas de pYK007 
en geles de agarosa, por lo que podría considerarse como candida
ta. En adición, en la tigura 9 se observa que en la cepa J54 no se 
detecta DNA superhel icoidal, lo que implica que se usó un tondo 
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genético libre de plásmido para la conjugación. La J54 pYK007 
referida en todos los experimentos previos, no es comparable con 
la 7A-J5, porque la primera, se obtuvo como transconjugante en una 
cruza de regreso de la CASOOO (pYK007) a la J 54, y parece ser, que 
tanto el pYK007, como el plásmido cript i co se tranfirieron. 

Para comprobar que la cepa 7A-J5 tiene como huésped unico a 
pYK0 07, se aisló DNA marcado con 14C de la cepa y se corrió en un 

gradi ente preparativo de CsCI-EtBr (método lJ). La región de plás
mido fué purif i cada (fi gura IDA), Y una alicuota de esta se corrió 

en gradientes analiticos de sacarosa de 5\-20\ (método 12). El 
perfil de el gradiente de velocidad de sedimentac i ón que se pre
senta en la figura 10B, revela la presencia de un solo pico de DNA 

de plásmido, sugiriendo, que la cepa 7A-J5 contiene solamente un 
elemento extracrornosómicol éste puede considerarse pYK007 por la 
migra c i ón exhibida en geles de agarosa y por su manifestación 
fenotipica, mencionadas en el párrafo anterior. En base a estos 
resultados, a partir de la cepa 7A-J5 se purificó el DNA de pYK007 

usado en los experimentos de hibridización. 

ii} Eficiencia y linearidad de la inmovilización de DMA a filtros 
de nitrocelulosa. 

Para determinar la eficiencia de unión del DNA a filtros de 
nitrocelulosa, se marcaron con JH-timina cultivos de la cepa CRJ4 
{thy-} y se generaron lisados claros (ver método 12); el DNA cro
mosómico contenido en la pastilla, fué purificado por extracción 
fenólica de la pasti l l a , y extracción del fenol con éter. A esta 
preparación se le determinó la concetración de ONA por difenila
mina (método 20) y las cuentas incorporadas (método 7), calculán
dose asi la actividad especifica. 10 muestras con 2 . 5 ~g de DNA, 
se desnaturalizaron, y se inmovilizaron en 10 filtros de nitroce
lulosa (sección 17 de materiales y métodos). El DNA retenido en 
los filtros fué contado y comparado con las cuentas adicionadas 



FlGURA 10. Análisis de el ONA superhelicoidal de la cepa 
7A-35 en qradientes de velocidad de sedimentaci6n. 

A. Gradiente preparativo de CsCI-EtBr de lisados 
claros de la cepa 7A-35. Cultivos en fase exponencial de la 
cepa 7A-35 fueron marcados con 14C, y lisados como se indica 
en la sección 12 de materiales y métodos. Se elaboraron gra
dientes preparativos de CsCl-EtBr, se colectaron y se purifi
có el DNA de plásmido como se describe en los procedimientos 

13 , 14 Y 15 de materiales y métodos . Se muestra el pico de 
ONA d8 plásmido que .8 purificó d8 es tos qradientes. 

B. An61iaia del ONA de plásmldo de la cepa 7A-J5 en 
gradientes de velocidad de .edimentación. Alicuotas de las 
muestras obtenidas del gradiente previo, fueron aplicadas a 
qradientes de sacarosa de 5 , a 20 , (0.5 M NaCl) y se cen

trifugaron a 45,000 rpa, en el rotor SW 50.1, durante 45 min 
a lS·C. El fraccionamiento y la determinación de la radiacti

vidad de las fraccione. se deacriben en materiales y métodos. 
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inicialmenta; en éstas condiciones, del 91' al 96' de las cuentas 
fueron retenidas, indicando que la unión del ONA a los filtros a. 
eficiente. 

La linearidad de la fijación de DNA (1-20 ~l a lo. filtros 
de nitrocelulosa fué determinada empleando DNA marcado como ae in
dica en el experimento anterior. 40 ~g de DNA fueron desnaturali
zados: de esta solución se tomaron volúmenes correspondientes a 

1 ~g, 5 ~g, 10 ~ Y 20 p9 de DNA (por duplicado), se inmoviliza
ron en filtros de nitrocelulosa, y sa determinó la radiactividad 
retenida. Con las cuentas resultantes se graficó la concentra

ción del DNA inmovilizado en los filtros de nitrocelulosa contra 
la radiactividad retenida. 

En la figura 11, se muestra la linearidad de la fijación de 
1 pg a 20 pg de DNA a filtros de nitrocelulosa. Se o~serva que el 
DNA se pega linealmente hasta 10 ~g, Y a concentraciones mayores 
de esta se aprecia un ligaro cambio da pendiente. La linaarldad 

encontrada, es satisfactoria para los axperimentos da hibridiza
ción, ya qua en estos se definió inmovilizar un exc.so de DNA da 

pYK001 de 50 vaces (con respecto al DMA total de pYK001 en solu

ción), lo cual aquivale a 5 pg. Esta ~ltimo valor sa calculO aau
.iendo que los cultivos empleados en la. hi~ridizacion •• tienan u
na densidad de 2.5 x 108 célul •• : considerando qua 1 x 108 célula. 
contienen una concentración de ONA total igual a 1 ~ Y que .1 
porcentaje de pl~smido con respecto al ONA total es del 1 , al 4 

t. se obtiene que en 2.5 x 108 células hay de 0 . 025 ~g (1 t) a 
0.1 pg (4 t) de pl~smido. y un exceso de 50 veces de éstos, e. 
1.25 pg Y 5 pg respectiva~ente. 

ii1) Eficiencia de hibridi~aci6n . 

A cantidades fijas de OllA puro da p'lK0 07, inmovilizado en 

filtros de nitrocelulosa (en un exceso igualo mayor a 50 veces), 
se añadieron concentraciones constantes de lisados crudos de la 

" 



FIGURA 11 . Linearidad de la inmovilitación de DNA a fil
tros de nitrocelulosa. 

s. purificó DNA marcado con 3H y se calculó su 
actividad especifica como se indica en el texto. De esta pre
paración de tomaron 40 pg, se desnaturalizaron, se f i jaron 

las cantidades indicadas a filtros de nitrocelulosa como se 
describe en la sección 17 de materiales y métodos, y se de
ter.inó la radiactividad de el DNA retenido en los filtros . 
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cepa J54 sln plásmido, mezclartos con cantidades conocidas y cre~ 

cientss de pYK007 marcado y purificado. Las cantidades elegidas 

para ~YK007 en la solución de hibridización, equivalen a lO, 18 Y 

27 copias, l o cual es un exceso si se considera que plAsmidos au

totransferibles existen en relaciones de 1 a 1 copias por equiva
lente genómico. Es importante realizar la hibridización en pre

sencia de lisados totales, porque son las condiciones en las que 

se trabajarA para la determinación de numero de copias. 

El ONA puro de pYK007 para la fijación a filtros de nitroce

lulosa, se obtuvo a partir de 5 lt de cultivo de la cepa 7A-J5, 

por el método de nitrocelulosa. La cuantificación del DNA se efec

tuó fluorométricamente por una modificación del método de OABA 

(descrito en la sección 20 de materiales y métodos), ya que es mas 
sensitivo que el método de difenilamina. El ONA obtenido de los 5 

litros (llO pg), rué inmovilizado en filtros de nitrocelulosa 

(5 ~g/ filtro) como se describe en materiales y métodos. 

Los lisados crudos de la cepa J54 sin pYK007, fueron obteni

dos por lisis can tritón, y el ONA cuantificado por difenilaminal 

se usó una cantidad equivalente a la que tendria 1 mI de un cul

tivo crecido a 100 U.K. (5 x 108 células/mI), si en 1 x 108 cé

lulas/mI hay 1 ~g de ONA, l.e. 5 ~g/ml. 

El ONA marcado y purificado de pYK007, que se adicionó a los 

lisadoa crudos, fué aislado de la región superhelicoidal de un 

gradiente isopicnico de CsCI-EtBr de la cepa 7A- J5 ; la región cro

mosómica tambien se colectó y se determinó la actividad especifi

ca de este ONA. Se asumió que la actividad especifica del cromo

soma es igual a la del plásmido. 

La hibridización se realizó como sigue: se tomaron ~uestras 

del pYK007 marcado equivalentes a: 0.6 ~ (10 copias), 1.2 ~g (18 

copias) y 1.8 ~g (27 copias) ¡ a estas muestras, se agregó 0 . 5 mI 
de lisados crudos de J54 sin plásmidos, y se llevaron al mismo vo-
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lúmen con 0.1 x SSC. Se incluyó otra muestra con 1.8 pg de pYK007 
marcado, sin adicionar lisado . Se desna turalizaron las muestras y 
se agregó la mezcla de hibridización a cada una ; 2 mI de las d i 
ferentes mezcla se hibridiz ación fueron adi~ionados a viales, con
teniendo 2 filtros con 5 pg de pYK007 puro , y se incubaron por 5 
dias a 42·C. 

Terminada la hibrid i zación, los filtros fueron procesados, y 
contado~, determinándose el porcentaje de la cuentas que hibridi
zaron con respecto a las cuentas totales añadidas (cuantificadas 
en alicuotas de las mezclas antes de la hibridización); los datos 
obtenidos se muestran en la figura 12. 

En la figura 12A, que presenta cuentas hibridizadas a pYK007 
v.s. concentración de pYK007 (en numero de copias), se observa que 

la hibridización es aproximadamente lineal aún para concentracio
nes de pYK007 equivalentes a 27 copias, implicando que el sistema 
no está a saturación, y en la figura 12B, donde se muestra el por
centaje de cuentas hibridizadas a los filtros con respecto a las 
cuentas iniciales en la hibridización para los diferentes numeros 
de copias adicionadas, se aprecia que la eficiencia de hibridiz a
ción fluctuó entre 60 , Y 70 ,. 

iv) aibridización de lisados crudos de las cepas silvestre , 
cyab , y crp~, con el pYK007, contra DMA de pYK007 inmo
vilizado en filtros de nitrocelulosa. 

En base a los experimentos anteriores, en donde se encontró que 
el sistema es lineal para 10 ~g de DMA fijado al filtro, asi como 

para el DMA a hibridizar (considerando aun un exceso de número de 
copias), y que la eficiencia de hibridización es del 60' a 70', se 
decidió que las condiciones de hibridización son apropiadas para 
continuar con la determinac ión del número de copias . 
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FIGURA 12. Eficiencia de la hibrilUzación DNA-DNA. 

La metodologia y eXplicación del eXperimento Be 

encuentran descritos en el texto. 

0.6 ~g es equivalente a 10 copias: 12 ~g a 18 co

pias: y 1.8 ~g a 27 copias. 

Para el calculo del n~ero de copias a que son e 

quivalentes las cantidades de DNA empleadas, se utilizaron 

l as siguientes relaciones: 

1) El P.M. de pYK007 - 77.6 X 106 dal _ g/mol 

por lo tanto, 1 ~g de pYK007 - 0.0129 pmoles 

2) (0.0129 pmoles) (X )J.9 de pYK007) (6.023 x 1023 mollic./mol) 

(1 x 10- 12 pmoles) - moléculas de pYK001 en X ~9 de pYK007 

en donde; 

6.023 x 1023 moléculas/mol _ no. de Avogadro. 

3) moléculas de pYK001 en X ~g - no. de copias de pYK001 por 
no. de células célula 

Considerando que en la hibridización se emplean 

cultivos con una densidad de 5 x 108 células, y sustituyendo 

do X ~g por 0.6, 1.2 Y 1.8 ~g de pYK007, se obtienen un equi

valente a 10, 18 Y 27 copias respectivamente. 
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Su prepararon fl1t~os de nitroce lulosa con 5 ~g/riltro de 

pYK007, purificado a partir de 10 litros de cultivos de la cepa 

7A-35 (10 lt por experimento). Cultivos de las cepas CA8000, 

CA8306, CA8445 y 354, sin pYK007 (las cepas CA poseen al plásmido 

cr!ptico, y la cepa J54 está libre de plás~idos), fueron marcados 

co~ 3H-ti~idina, y se detuvo la incorporación a 100 U.K.; las cé

lulas fueron lavadas, tratadas, y el DNA obtenido fué desnaturali

~ado. Se agregaron los componentes de la ~e~cla de hibridi~aci6n y 

2 ml de ésta fué añadida a viales conteniendo, 2 filtrcs cor. 5 ~g 

de pYK007 y 2 filtros blanco, sin DNA, por cada cepa. Con los vo

lumenes restantes de las me~cla de hibridi~ación, se determinaron 

las cuentas adicionada en ésta a cada vial (lOOt) . Transcurridos 

5 dias de hibridi~ación a 42 ' C, los filtros fueron tratados y 

contados. 

A las cuentas de los filtros con DNA para las diferentes ce 

pas, se sustrajo las cuentas de los filtros blanco correspondien

tes, y con estos datos, se calculó el pcrcentaje de hibridi~ación 

en relación a las cuentas totales adicionadas ; usando los porcen

tajes resultantes se deterninó el numero de copias de pYK007 con 

los valores de 77.6 x 106 dal para el peso molecular de pYK007, y 

1 equivalente genómico (2.5 x 109 dal), al igual que los cálculos 

de los experimentos anteriores (ver inciso iv). 

Los resultados de la tabla 5, en donde se encuentran los da

tos obtenidos del experimento descrito, muestran que la hlbridi

zación de fondo del cromosoma (represent~da por la cepa libre de 

plás~idos) es de 0.87t, que traducido a número de copias, es de 

0.27 copias; y l~ hibridlzación de fondo del cromosoma mas el 

plasmldo c r !ptlco (cepas CA), varia entre 1 . 11% a 0.9t, con nume

ras de copias de 0.35 a 0.28 respectivamente. De estos datos se 

deduce que el aumento de hibridi~aci6n inespeclfica proreedio co

mo consecuencia del plásmido criptico es del 0 .16\ , correspondien

te a 0.05 copias, lo que sugiere, que dicho plásmido no presenta 
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TABLA 5. Comparaci6n de la hlbridización del DNA cromosó~i
y del plas=ido cr1ptico, contra el ONA de pYK007, 

, de hlbridizac~?n Fondos reflejados en nuce-
cepa de DNA total a DNA ro de copias de pYKOO7 po< 

equivalente genómicob de pYK007 a 

CA8000 l •• 0.35 

CA8306 O. , 0.28 

CA8445 1.1 0.35 

J54 0.87 0 . 27 

a Lisados crudos de la cepa J54 (libre de plasmidos) y de 

las cepas de la serie CA, que contienen al plásmido criptico, 

fueron hibridizados contra ONA de pYK007 como se describe en el 

texto. El porcentaje de hibridización se calculó comparando las 

cuentas hibridizadas a los filtros con el DNA de pYK007 menos 

los blancos, con las cuentas del DNA total añadido en la hibri

dización¡ se puede expresar coco sigue: 

lcpm 
\cpm 

b 

hibridizadas a pYK007 

totales añadidas a la 

- cpm blancos~x 

hibridizaciónJ 

El numero de copias por 

como se indica en el pie de la 

equivalente 

figura 4. 

t de hibridi-
100t _ zación de DNA 

total a pYK007 

genómico se calculÓ 



homologia con el pYK001; entonces, la hlbridización de pYKO~7 al 
plásmido críptico en nuestras condiciones, puede considerarse muy 

baja. 

Definido lo anterior, en experimentos subsecuentes solo se -
usó J54 como b l anco, ya que el bajo r endimiento en el aislamiento 

de pYK001 para ser fijado en los filtros, resultó un factor lími 
tante en e l número de muestras a hibridizar. 

Para l a determinación de numero de copias, se repitió el ex
perimento anterior, como se describe en la sección de materiales 
y métodos. En éste, se emplearon las cepas CASOOO (pYK001), CAs3 06 
(pYK007, cyaA) , CA8445 (pYK007, cya A CrpA) , J54 (pYKOOS) y J54 . 

Los datos obtenidos en dos experimentos independientes, fue
r on promedi ados, y los valores encontrados se presentan en la ta
bla 6 , en donde se observa que la diferencia máxima en numero de 

copias de pYK001 por equivalente genómico con respecto a la cepas 
cya A y cyaA crpA es de 0.44 copias; en otras palabras, la reduc 
ción de nümero de copias de pYK007 en las cepas deficientes en 
represión catabólica, con respecto a la cepa silvestre, es menor a 
una copia. También se determinó que el número de copias de pYKOOS 
por equivalente genómico en la cepa J54, es de uno. 

En los datos de numero de copias determinados en gradientes 
de CsCl - EtBr, al igual que los datos anteriores, no se encontra
ron difer encias significativas, tales que expliquen, los niveles 
de toxina en la cepa cya A en ausencia de AMPc y la cyaA crpA, en 

ausencia o presencia del mismo, que son 100 veces menores a los 
observados en la cepa silvestre . 

Considerando que se encontró una diferencia máxima de una co
pia de pYK007 por equivalente qenómico, comparada con un efecto de 
~!Pc de 100 veces, los resultados anteriores excluyen la posibili
dad de que el efecto de AMPc sobre la actividad de la enterotoxina 
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TABLA 6. Efecto de las deleciones en cya¿ y crp¿ sobre el nú
mero de copias de pYK001 determlnado por hlbrldiza
cion. 

Cepa • de hibrldlzaclón de CNA 
Número da co~~~s de 

pYK001 por equlva-
total a CNA de pYKOO1a lente genómlcob 

CA8000(pYKOO1) 1.08 2.21 

CA8306(pYKOO7) 6.64 2.14 

CA8445(pYKOO1) 5.10 1.83 

J5' 0 . 00 0.00 

J54(pYK008) 3.24 1.00c 

Lisados crudos de las cepas marcadas con ~H- timidlna fueron 
hibridizados contra el CNA de pYKOOi inmovilizado en filtros de 
nitrocelulosa como se describe en el texto. Los datos presenta
dos, son el promedio de dos experimentos independientes. 

a Los porcentajes de hibridización fueron calculados, toman

do l ae cuentas hibrldizadas contra pYX001, sustrayendo las de la 
c epa J54 (cromosoma), y comparandolas con las cuentae del DNA to
tal que participó en l a hibridlzación, con la siguiente relación: 

~
epa blbridizadas, cepa X) - (epm hibri-) , de h i brid i 

d izadas , cepa J54 - epm hib . a bl ancos) x 100t - aación de DNA 
cpa tota les ahadldaa a la hibrldlzaclón t otal a pYK001 

en donda: 
cepa X - cepas listadas en la tabla, hibrldizadas contra pYR001. 

b El nUDero de copias por equivalente genómico, .e determinó 
como se lndica en el pie de la fiquea 4, tomando el \ de hibridi

aación de ONA total a pYK007 como al \ de plásmido. 

e Resultado de un experimento. 
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en la. cepas cya~ y cya6 crp6, .e deba a una reducción del ndmero 
de copias de pYK007 en estas cepas, y sugieren que la regulación 

de la actividad de ST, por represión catabólica no se encuentra a 
nivel de replicación del ONA del pl!smido que coditica para la 

.nterotoxina STA 

11. 1tFEC'l'O DE LAS XOTACIOlJES cya4 y crp6 SOBRE LA ACTIVIDAD 

IH'l'RkCEWLAR DE LA TOXINA ST. 

Una vez qua se ba establecida, que el efecto de AHPc no se 
manifiesta como respuesta a ca~io$ en el n~ero de copias del 

p14amido pYKOQ7, en las cepas deficientes an represión catabólica, 
cabe la posibilidad, de que la regulación de la toxina por el com

plejo AMPc-proteina receptora del AMPc, se lleve a cabo a nivel de 
secreción, provocando la acumulación intracelular de la exotoxina. 

En esta parte del trabajo, se describiran experimentos reali
zados con el objetivo de eliminar la posibilidad de que la ausen

cia del complejo AHPc-proteina receptora del AHPc, en la cepas 
deticiente. en repre.ión catabólica, provoque una acuaulación 
intracelular de toxina activa, que pueda explicar la au.encia de 
•• ta en loa sobrenadante •• 

Para demostrar que no existe una acumulación de toxina intra
celular activa en la. cepas cya6 y cya6 crp6, el enfoqu. experi
aental, tue el rompimiento y liberación del contenido intracelu
lar de laa cepas en cuestión, y ensayar para actividad de STA 

El attodo de rompimiento elegido fut el de ultrasonicación, 
el cual, ha sido ampliamente usado porque es un m4todo rápido y 
efectivo para el rompiaiento de microorqanismos o tejidos. Una 
desventaja de el uso de esta t'cnica, es que genera grandes canti
dades de calor, lo que puede alterar la actividad o estructura de 
proteinas. 
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1) cuantificación de la ruptura celular por sonicación. 

Con el objeto de determinar la8 condiciones y tiempos de so
nicación en los que se obtiene un porcentaje alto de rompimiento 
celular, se realizó el siguiente experimento: un cultivo de la ce
pa J54 pYX007, fué desarrollado en medio T durante lB hr, a 3"C 
con agitación vigorosa. Las células fueron cosechadas y lavadas 
dos veces con PBS, resuspendiéndose en un volúmen final de la ml 
de PBS: 2 ml se usaron para determinar el porcentaje de prote1na 

total en las células, por el método de Biuret (4B), y los 8 ml 
restantes, tueron transferidos a un vial de vidrio, y mantenidos 
a .·c, en ba~o de hielo. La muestra se sonicó como se describe en 
materiales y métodos, por pulsos de 15 seg e intervalos de 30 seg 

de descanso, por un tiempo efectivo de sonicación de 5 min, toman
do alfcuotaa de 2 mI a 1, 2 Y 5 _in; ástas, fueron centrifugadas, 
y con el sobrenadante (protsina soluble liberada), se determinó la 
concentración de proteina liberada durante la sonicación y se cal

culó el porcenje de ésta, con respecto a la concentración total de 
proteina en células intactas. 

En la figura 13, realizada con los datos generados del expe -
rimento antes descrito, se muestra el porcentaje de liberación de 
proteína en relación al tiempo de sonicación; se observa que la 
eficiencia de sonicaclón a~enta en un 10t del primer min, al se
gundo, en donde se liberó un 79 \ de la proteina, y del minuto 2 al 
5, sólo aumenta un del S, al 6'. obteniendose una eficiencia del 
BSt. En un segundo experimento, se obtuvieron eficiencias del 85 ' 
al 95\ para tiempos de 1 a 5 mino 

Con una eficiencia de sonlcación del BO' de 2 a 5 min, se 
esperaria que la mayoria de la toxina intracelular soluble (si 
existe) se libera. por lo cual, estas condiciones resultan adecua
das, sin embarqo, no se puede afirmar que la sonicación por estos 
tiempos a intensidad, no afecte a la enterotoxina, de manera que 
se inactiva, o dismiuya su actividad. 
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FIGURA 13. Eficiencia ae la ruptura celular por eonicación 

CUltivo. ae 50 ~l de la cepa J54 pYK007 en medio T 
fueron incubados a J7·C y crecidos durante 

e'lula. se concentraron a 10 ml de PBS, de 
18 horas. Las 
donde se to=aron 

2 ml ante. de sonlcar y al resto aa aonieó por 5 min, como se 
dsseriba en el texto. Durante la aonieación ae extrajeron 
alicuota. a lo. tiempo. indicados, •• centrituqaron, y se re
cuperaron lo •• obr enadantea con la proteina aolubilizada por 

aonicaeión . 

Empleando el =átodo de Biuret, se determinó la con
centración de proteina en laa c'lulas intactas (100 'J, yen 
los aobrenadantes a los diferentes tiempos de Ronicación. 
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2) Efecto de la sonicación aobre la actividad de STo 

Con la finalidad de definir si la sonicación afecta la acti
vidad de ST, se llevó a cabo el aiquiente eXperimento: cultivos 
de la cepa 354 (pYK007j, fueron crecidos en medio T, a ),·C con 

agitación, durante la noche. Los cultivos se centrifugaron, y se 
recuperó el sobrenadante con la toxina extracelular; parte del so
brenadante se sonicó por 5 minutos, tomando alicuotas cada minuto, 

ó a 1, 2 Y 5 minutos . Las muestras sonicadas y sin sonicar, se di
luyeron seriadamente, y se determinó la actividad de ST con el en
sayo del ratón lactante como se indica en la sección 19 de mate
riales y métodos. En la tabla 7 se muestran los resultados de los 
titulos de J experimentos; se observa, que en ocasiones hay dife
rencias de una dilución en el titulo de la toxina, sin ell\l)lIrgo ,- el 

hecho de que estas variaciones parecen darse al azar, a tiempos 
largos o cortos de sonicación, y no presentan una tendencia qua 
indique que a tiempos largos baja la actividad de ST, sugiegiere 
que la sonicación no afecta la actividad de la toxina. Las di

ferenciaa observadas podrian ser el resultado de la fluctuación 
del ensayo biológico, por un lado, y por otro, de la manipulación 
del mismo; la respuesta de loa ratonea varia 

con 1 o 2 dias de diferencia de edad, por lo 

significativamente 
que es necesario, o 

ó trabajar distribuir adecuadamente una población heterogénea, 

una homogénea. 

con 

3) Oeteralnación de la actividad intracelular de ST en 80ni

cados de las cepas en estudio. 

Definidas las condiciones de sonicación y la estabilidad de 
la actividad de ST en esas condiciones, se efectuaron experimentos 
parll determinar si las cepas cya~ y cya~ crp~ en ausenciade AMPc, 
acumulan toxina intracelular activa . 
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TABLA 7. Efecto de la sonlaae1ón sobre la actividad de la 
enterotoxina ST extracelular. 

Act1vidad de ST en sobrenadantes 

Experimento 
sin sonicar 1 min 

Tiempos de 50n:O&716n 
2 min 3 min 4 min 5 min 

1 16 16 , 16 16 16 

, 2' 16 2' 2' 2' 16 

2 n.d. 2' n.d. n. d . n .d . 2' 

Sobrenadant e s d e cultivos de la cepa J54 pYK007 crecida en 

medio T a 37 e durante 16 hrs, fueron san i cados cono se describe 

en el texto, por los tiempos indicados. Las muestras sonicadas y 

los controles sin sonicar, fueron diluidos seriadamente, y las 

diluciones ensayadas para actividad de ST en la prueba de ratón 

lactante, como se describe en materiales y métodos (sección 19). 

a Los valores de actividad de ST que se muestran, correspon

den a la reciproca de la dilución máxima en la que se detectó una 

respuesta positiva en los ratones. El valor de corte fué > 0.080. 
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CUltivos desarrollados durante la noche de las cepas silves

tres {CA8000, J54, y CA8000 (pYK007)], de las cepas deficientes en 
adenil ciclasa {CA8306 (pYK007)], de las cepas deficientes en ade
nil ciclasa y CRP {CA8445, y CA8445 (pYX007)], y de la cepa J54 
(pYX008), fueron diluidos 1:100 en 100 mI de medio T y crecidos 
durante 18 hr, a 37"C, despues de las cuales, se cosecharon los 
cultivos y se obtuvieron los sobrenadan tes y las pastillas; esta 
~ltimas fueron lavadas con PBS y resuspendidas en un volumen final 
de 20 mI de PBS. Los cultivos se sonicaron como se describió pre
viamente, a 4"C, por 3 mino Las muestras sonicadas se dividieron 

en dos: en una alicuota se determinó la eficiencia de sonicación 
como se hi~o en 1, con la diferencia de que la proteina se deter
minó por el método de Lowry (75); con las alicuotas restantes, y 
los sobrenadantes de medio T, se hicieron diluciones seriadas y . se 
probaron para actividad de ST, en el ensayo del ratón lactante. 

Los resultados obtenidos de la actividad de ST en sonicados 
de las cepas deficientes en el complejo AMPc-CRP, se presentan en 

la tabla 8, en donde se muestra que no se detectó actividad de ST 
en los sobrenadantes, ni en l os extractos sonicados de las cepas 
sin el plasmido, y de las cepas CA8306 (pYX007 cya4 ) , CAS445 (pYX 
007 cya~ crp4) y J54 (pYX008). En los sobrenadantes de las cepas 

CASOOO (pYR 007) Y J54 (pYR007), se encontró 160 veces mas activi
dad toxiqénica, comparada con las pastillas sonicadas de las mis

mas cepas, en las cuales se aprecian niveles muy bajos . Estos re
sultados indican que la cepas deficientes en represión catabólica 
no acumulan enterotoxina intracelular activa. 

4) Efecto del calentamiento sobre la actividad intracelular 
de ST en las cepas silvestres, cya~ y crpA. 

si bien, en la tabla 8 se observa que extractos sonicados de 
las cepas CASOOO (pYK007) y J54 (pYK007) presentan niveles de 
toxina ~uy bajos, en algunos experimento se encontró mayor activi
dad toxigénica en estos sonicados. A pesar de que todos los expe-
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TABLA 8. Actividad de la enterotoxina ST intracelular y ex
tracelular en las cepas silvestre y las =utantes 
cya/> y crplo. 

Actividad de STa 
Cepa 

sonlclldasb Sobrenadantes Células 

CA8000 < 1 < 0.2 

CA8445 < 1 < O. , 

CA8000(pYK007) " O. , 

CA8306(pYKOC7) < 1 < O. , 

CA8445(pYKOC7) < 1 < 0.2 

J54 (pYK007) " O., 

J54 (pYKOOB) < 1 < 0.2 

100 mI de cultivos en medio T de las cepas fueron incubados 
a J7'C durante lB hr; los cultivos se centrifugaron y el sobre
nadante se ensay6 para act i vidad de STo Las pastillas fueron l a 
vadas dos veces co~ PBS, resu5pendidas en 20 =1 del mismo amorti
guador y sonicadas a 4'C como se describe en el texto. Los ex

tractos Bonicados se dividieron en dos alicuotas: con una se de
terminó el porcentaje de solubilizaci6n de proteina por sonica
ci6n, descrito en la figura lJ, y con el resto se ensay6 actividad 
de ST como se describe en la secci6n 19 de materiales y métodos. 

a La actividad de ST se muestra como la reciproca de la di

luci6n m!xima que present6 una respuesta positiva ( ~ 0.0800 ) en 
el ensayo de rat6n lactante. 

b Para las células sonicadas, los valores de la tabla estan 
corregidos tomando en cuenta el factor de concentraci6n inic i al. 
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rimentos se realizaron en un baño de hielo, se hipotetizó que la 

variabilidad de la actividad de ST podria darse como respuesta a 

un in~remento en la te~peratura de parte de la suspensión, durante 

la sonicaciÓn . Para probar esta posibilidad, se examinó el efecto 

de calentamiento sobre los extractos sonicados: básicamente, se 

repitió el experimento anterior, obteniendose extractos sonicados 

y sobrenadantes de cepas con los diferentes fondos genéticos estu

diados: los sonicados fueron divididos, y una parte se ellos se 

mantuvo a 4'C, mientras que la otra mitad, se incubó a 6S'C duran

te JO min o 

La actividad d~ ST determinada en las muestras del experimen

to descrito, se presentan en la tabla 9: se observa que extractos 

sonicados de las cepas CA80~O (pYK007) y JS4 (pYK007), cuando son 

incubados a 6S'C por JO mi~, exhiben un aumento de 64 veces en los 

niveles de actividad toxigénica con reJpecto a los sonicados no 

calentados. En contraste, tanto en las cepas deficientes en repre

sión catab6lica, como en la cepa 354 (pYKOOa), no se detectó ST en 

sonlcados calentados o no calentados, les cuales muestran un valor 

de actividad de toxina i~ual a la de los controles negativos (CA 

800 Y CAa44S sin pVK007). Estos resultados sugieren que en las ce

pas cya+ crp+ (CAaOOO y 354) con el pYK007, existe toxina ST in

tracelular inactiva, la cual es ternoactivable . Asimismo, las ce

pas deficientes en el complejo AMPc- proteina receptora de AMPC no 

mostraron el efecto de termoactlvación, lo que indica que estas 

cepas no acumulan toxina intracelular inactiva sensible a activa

ción por calor. 

Los datos previos que muestran que las cepas cya A y cya 4 crp4 

con el pYK007 no acumulan toxina intracelular activa (tabla a), y 

que tampoco acumulan toxina intracelular termoactivable (tabla 9), 

señalan, que el efecto de AMPc sobre la actividad de ST en estas 

cepas, no se debe a una alteración en la secreción de la toxina 

intracelular activa, o termoactivable. 
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TABLA 9. Efecto del calentamiento de extractos sonicados 
sobre la activiaad de STo 

Cepa 

CASOOO 

CAS44S 

CASOOO{pYK007) 

CASJ06(pYKOO7) 

CAS44S(pYK007) 

JS4(pYK007) 

J54(pYKOO8) 

Actividad de STa 

Sobrenadantes 
(extracelular) 

< 1 

< 1 

32 

< 1 

< 1 

32 

< 1 

CélulasD 
{intracelular} 

sonlcados 
Sonicados calentaaos 

< 0.2 < 0.2 

< '"' < 0.2 

0.2 12 .S 

< 0 . 2 < 0.2 

< 0.2 < 0.2 

0.2 12.8 

< 0.2 < 0.2 

100 mI de cultivos en medio T ae las cepas fueron incubados 
a 37'C durante 18 hr; los cultivos se centrifuqaron y el sobre

nadante se ensayó para activiaaa ae STo Las pastillas tueron la
vadas dos veces con PBS, resuspendidas en 20 mI del mismo amorti
quaaor y sonicadas a 4'C como se describe en la sección 19 ae ma 
teriales y métodos. Los extractos sonicados se dividieron en dos 
alicuotas: una fué mantenida a 4'C, la restante fué incubada a 
6S'C por JO min, y a~as fueron ensayadas para actividad de STo 

a La actividad de ST se muestra como la reciproca de la di 
lución máxima que presentó una respuesta positiva ( ~ 0.0800 ) en 
el ensayo de ratón lactante. 

b Para las células sonicadas, los valores de la tabla estan 

correqidos tomanao en cuenta el factor de concentración inicial. 
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DISCCSIOK 

Estudios preliminares en este laboratorio, mostraron un efec 

to del complejo AMPc- protelna receptora del AMPC sobre la activi
dad de la enterotoxina ST, basado en el hecho de que la cepa cya 4 

en ausencia de AMPc y la cepa cya4 crp4 en ausencia o presencia de 

el mismo, presentan niveles de ST 100 veces mas bajos con respecto 
a los niveles observados en la cepa cya 4 en presencia de AMPc y en 
la cepa silvestre (80) . si bien, los hallazgos anteriores sugirie
ron que la enterotoxlna ST podria encontrarse reprimida catabóli
camente a nivel de la transcripción del gene ST, existen otros me
canismos congruentes con el efecto del AMPc, que no implican que 
el fenómeno se lleve a cabo sobre el gene ST o 

En este trabajo se analizó la posibilidad de que los bajos 
niveles de toxina observados en condiciones en donde no existe un 
complejo funcional AMPc- CRP, pudiera darse por represión catabóli

ca ejercida a nivel de la replicación del plasmido que codifica 
para ST, a nive1 de la secreción de la toxina. 

i) Efecto de las de1eciones en cya y crp sobre el número de 
copias del pYK007 por equivalente qenómico . 

varios investigadores (92,127,141) han reportado que el aumen 

to en la sintesis de productos codificados en plásmidos, ha sido 
consecuencia de un aumento correspondiente en el nÜDero de copias 
del pl!smido, resultando en un efecto de dosaqe qénico (ie., la 

sint.sis de el producto para el que codifica un qene estA correla
cionada linealmente con el número de copias del gene). En el caso 
de la bacterloclna marcescina A, se describió un efecto de dosage 
génico en mutantes que presentaron un aumento de dos a tres veces 
en el contenido del plasmido responsable de la sintesis de la bac
teriocina (121). Norsdstróm y col . (92), reportaron que el incre
~ento de dos a cuatro veces en la resistencia a antibioticos me
diada por el plásmido mutante Rldrd- 19, se debió a un efecto de 
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dosage génico por el aumento de dos a cuatro veces en el numero de 
copias del plAsmido. ~ambién se ha descrito un efecto de repre
s ión catabólica sobre la replicación de plAsmidos: Katz y col. 

(62), encontraron un aumento de dos veces e~ la velocidad de sln
tesis del plásmido ColEl al adicionar AMPc a cultivos crecidos en 
medio con glucosa; en cultivos crecidos en medio con glicerol, 
observaron un aumento de 1.5 a 1.9 veces en la cantidad t otal de 

ColEl y ColE2 , con respecto a cultivos crecidos en presencia de 
glucosa . 

En los experimentos descritos, se obtuvieron efectos de dosa
ge génico de mAximo cuatro veces por el aumento del numero de co
pias de los plAsmidos estud iados, e incrementos de dos veces en la 
replicación del pl~smido por efecto del AMPc; en contraste, en 'au
sencia del complejo AMPc-proteina receptora del ~~Pc, la activ idad 
de S~ estA abat ida 100 veces. A pesar de este hecho, se podría h i 

potetizar que el co~plejo AMPc-CRP pudiese regular la replicación 
del pYK007, de tal ~anera que provoque un cambio de 100 veces en 
el número de copias de l plás~ido por célula, r esultando en un e
fecto de dosage génico, 

Es posible especul ar que un candidato para el blanco del com
plejo AMPc- CRP que provocara un efecto como el propuesto, podr i a 
ser una derepresión de la inhibición de la replicación del pYK007; 
se esperaría que pYX0 07 tuviese un mecanismo de inhibición, ya que 
todos los plásmidoa en donde se ha estudiado la regulación del 
número de copias, controlan la replicación a nivel de iniciación, 
por mecanismos de control nega tivo (que resultan en la inhibición 
de la replicación del plás~ido) (91). Cuando se altera importan
temente algún mecanismo de inhibición, la sobreproducción de nú

mero de copias puede ser considerable, por ejemplo: Muesing y co
laboradores (88), describieron un aumento de 20 a 30 veces en el 
numero de copias del plásmido ColEl como resultado de la ausencia 
de una molécula de RNA mensajero que actúa como represor de la re

plicación del plasmido . 
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Los resultados obtenidos de la cuantiricaci6n de copias de 

pYK007 por equivalente genómico, excluyen la posibilidad de que 

las direrecias en los niveles de ST en las cepas silvestre y las 

mutan tes en respresión catabólica, pudieran darse como consecuen

cia de un e recto de dosage génico mediado por el complejo AMPc

CRP, debido a que las diferencias en número de copias de pYK007 

por equivalente genómico en la cepa CAS445 (pYK007) con respecto 

a la cepa CASOOO (pYK007) son de 0.44 a 0 . 7 copias, observandose 

una reducción de 1 . 7 veces (tabla 4) o un aumento de 1.24 veces 

(tabla 6), en el contenido de pYK007 en la cepa CASOOO, con res

pecto de la CAS445. En cualquier caso (reducción o aumento), la 

diferencia máxima de numero de copias entre las cepas silves tre y 

las deletadas en cya y en crp, no excedió a dos veces, y fué me

nor de una copia, en condiciones en las que las diferencias en los 

niveles de toxina son de 100 veces. 

En base a los resultados anteriores, se puede predecir, que 

la adición de AMPc a la cepa cyaa no provocaria un cambio mayor a 

una copia de pYK007; para comprobar esta suposición, se determinó 

el porcentaje de ONA superhelicoidal de la cepa CASJ06 (pYK007) en 

presencia y ausencia de AMPc, y se obtuvieron numeros de copias de 

1.2 y 1 . 0 respectivamente (datos no presentados). Estos resultados 
apoyan el hecho de que la represión catabólica de la actividad de 

ST, no se observa corno consecuencia de un cambio en el número de 

copias de pYK007 por equivalente genómico. 

Se usaron dos criterios para determinar el numero de copias 

de pYK007 en l as cepas en estudio: el primero rué, la determina

ción de la relaci6n de plásmido 6uperhelicoidal con respecto del 

DNA total empleando gradientes de CsCI-EtBr, y en el segundo, se 

cuantiricó el porcentaje de h ibridización de DNA total marcado ra
diactivamente, a ONA de pYK007 purificado. Los datos obtenidos 

con estos dos métodos muestran diferencias significativas: mien

tras el número de copias de pYK007 en la cepa CA8445 (pYK007) b!

sicamente es el mismo en las dos determinaciones, los valores en-
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contraaos para las cepas CASCcO (pYK007) y CABl06 (pYK007) por h!

brldizAciOn, son respectivamente 1.27 y 1.14 copias mas altos, en 
relación a los obtenidos en la cuantificación por gradientes de 
CsCI-EtBr (tablas 6 y 4). 

Estas discrepancias se podr1an deber al hecho de que, en las 
condiciones de crecimiento usadas, cerca del 50' de las moléculas 
del plásmldo pYK007 pueden estar presentes como complejo de rela
jación (56), lo cual resultaria en una subestimación del numero de 
coplas en la cuantificación con gradientes de CsCI-EtBr, ya que 
durante este procedimiento se induce la relajación de los comple
jos mencionados y solamente se detectan las moléculas auperheli

coldales . Aunque no se hicieron experimentos de cuantificación, se 

mostró que el plasmido pYK007, efectivamente presenta complejos de 

relajación (figura 8) . 

Previamente se mencion6 que el número de copias en la cepa 

CAB445 (pYK 007) es muy similar, juzgado por los dos métodos: lo 

anterior sugiere, que existe un porcentaje bajo de complejo de re

lajación en esta cepa. Estos datos estan en acuerdo con las obser

vaciones de Katz y col. (62), quienes encontraron una disminución 

de el complejo de relajación de ColEl en cepas deficientes en re

presión catabólica . Considerando estas observaciones, se esperaria 

que la cepa CAB306 (pYK007) tuviera un porcentaje bajo de comple jo 

de relajación (ya que los experimentos se hicieron en ausencia de 
AHPc), sin embargo el comportamiento de esta cepa ditirió con el 

de la cepa CAB445 (pYK007), ya que el numero de copias determina

do por gradientes de CsCI -EtBr tué igual al de la cepa silvestre 

(tabla 4 ) , y existe una diferencia de 1 . 14 veces con respecto al 

numero de copias por hihridización (tabla 6); es posible que esto 

se deba a que los cultivos se crecieron en medio L, el cual podria 

contribuir con cantidades suficientes de AMPc para revertir par

cialmente el efecto de represi6n catab6lica sobre el complejo de 

relajación. 
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Ademas del porcentaje de complejo de relajación, otro factor 
qua podria contribuir con las diferencias que se aprecian en la 
cuantificación del nUmero de copias es la presencia del plásmido 
criptico (figura 9). Con respecto a éste, se hicieron algunas 
observaciones : cuando se sometió a electroforesis en gel de aga
rosa el ONA de las cepas del juego isogénico silvestre, cya4 , crp4 

con los plásmidos pYK007 y criptico, no se detectó este ultimo, 
observándose unicamente una banda correspondiente al pYK007 (figu
ra 2): asimismo, no se visualizó una banda de plásmido en los gra 
dientes analiticos de CsCl-EtBr al irradiar con luz U.V. el DNA 
separado en los gradientes de las cepas CASOOO, CABJ06 y CAS445 
con el plásmido criptico, y, finalmente, el plásmido extra obser
vado en gradientes de velocidad de sedi~entación, tuvo un despla

zamiento mas lento, comparado con la especie que se asumió corres
pondia al pYK007 . Estos observaciones sugieren que se trata da un 
plásmido con un numero de copias muy bajo, y que tiene un peso mo
lecular menor al de pYK007 . 

Considerando que las cepas del juego CA son HfrH, y que en 
una población bacteriana Hfr, la frecuencia de reversión a un es
tado F+ es muy baja, l as observaciones sobre el plásmido criptico, 

podrian señalar que éste fuese el plasmido F, lo cual seria con
gruente con encontrar un nUmero de copias bajo, y un peso molecu

lar menor al de pYK007 [el P.M. de F es de 63 x 106 dal (59)]; sin 
embargo, es contradictorio que la frecuencia de reversión de Hfr a 
F+, que es de 10-5 (1), es demasidado baja para explica r los nive
les de detección del plásmido críptico en los gradientes de velo

cidad de sedimentación (figura S). 

Con los datos anteriores, no se puede concluir si el plásmido 
criptico es F; lo que parece claro, es que se encuentra en un nu
mero de copias mas bajo que pYK007, por 10 cual es probable que su 
contribución en la cuantificación de numero de copias por gradien 
tes de CsCl-EtBr, sea muy pequena. En relación a la determinación 
de número de copias por hibridización, en éstos experimentos se 
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demostró que el porcentaje de hibridlzaci6n cruzada entre el pYK 
007 Y el p1ásmido criptico es minima (tabla 5), lo que indica, que 
hay muy poca ho~ologia entre estos dos plásmidos, y que el plásmi

do criptico no afecta la cuantificación de pYK007 por este método. 

La cuantificación del porcentaje de un plásmido por el méto
do de gradientes de CsCI-EtBr, estará sujeta a una subestimaci6n 
siempre que el plásmldo en cuesti6n contenga complejos de relaja
ci6n, lo cual es una caracteristica descrita para varios plásmidos 
(56), por tanto, puede COnSiderarse le como un método de cuantifi
cación pobre, especialmente cuando el fenÓmeno en estudio implica 
diferencias pequeñas de número de copias. Varios investigadores 

han empleado este método (25,28,127) I Cress y Kllne (28), Obtuvie
rOn un disminuci6n de dos veces en el numero de copias del plásmi
do pcn-24 (derivado de f 'lacI, P) con éste método, comparado con 
cuantificaciones por hibrictizaci6n. 

Los datos de numeras de copias de pYK007 obtenidos por el mé
todo de hibridizac16n, SOn mas precisos que los calculados a par
tir de gradientes de CsCI - EtBr, debido a que, la conformaci6n del 

plasmido no influye er. la eficiencia de d~tección, bajo las condi
ciones de desnaturalización empleadas, y porque se estableci6 que 
la presencia del plasmido criptico no interfirió con la cuantifi

caci6n (tabla 5). 

La eficiencia de hibrid itación en los experimentos de cuanti 
ficaci6n fué de 60' a 70' (tiqura 12); ésto podria atribuirse a 

varios factores : a que parte del DNA del plásmido en soluci6n se 
reasocia durante la hibriditación, y/o otra fracci6n del plásmido 
hibridiza inspecificamente con el ONA cromosómico (o especifica 
mente si el plásmido pYK007 tiene secuencias IS), o t ambién, a que 
se requieren tiempos de hibridizaci6n mas largos . Se podria obte 
ner una eficiencia mas alta, inmovilizando el OllA total en los 
filtros y empl eando una sonda de cadena única en la soluci6n de 
hibriditación, lo que evitaria la reasociación , y en parte, la 
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interferencia del cromosoma. En relación al uso de pYX007 como 
sonda, en l a hibridización, cabe mencionar, que los datos obteni

dos reflejan el nUmero de copias de pYK007, pero no indican la 
presencia del gene ST en dicho plásmido, ya que el gene ST repre
senta el 0.1' del DNA de pYK007. Aplicando una metodología de hl
bridizaci6n diferente a la empleada en este trabajo, seria posible 
cuantificar el nUmero de copias de pYK007, utilizando una s onda 
especifica contra el gene ST, lo cual permitiría asegurar la pre
sencia de este gene; ésto tendria relevancia en el caso de las 
cepas que fenotipicamente son ST- [CA8445 (pYK007) y J54(pYK008)]. 

En los dos métodos de cuantificaci6n se emplearon dos cons
tantes: el peso molecular de pYK007 y el valor de un cromosoma de 
E. coll como equiva l ente gen6mico. Al término de este traba jo, 
Stieglitz y col. (121) reportaron un P.M. de 81.48 Hd para pYK007 
y 78 Md para pYK008, mientras que aqui, se obtuvo un valor de 77.6 
Kd para ambos plásmidos (figura 5). 

En la detenr.inaci6n realizada por Stieglitz y col., se co::t6 
el DNA de pYKQQ7 con la en~ima de restricci6n EcoRl, y les frag
mentos resultantes se someter ion a electroforesis en geles de aga
rosa, incluyendo controles de P.M . convenientes; se calcu16 el 

P.M. de los fragmentos EcoRl, y de la Bumatorla de éstos, se obtu
vo el P.M. de pYK007 . Este enfoque es mas presciso que el descrito 
en las figuras 4 y S, debido a que el empleo de fragmento de P.M. 

menores al de pYK007. se disminuye el error de la medición de la 
migraci6n relativa, además de que en los geles de las figuras 2 y 

3, nO se incluyeron controles internos . si se considera el P.M. 
de pYK007 igual a 81.48 Hd Y se recalculan los numeros de copias 
por equivalente gen6mico, se obtiene una diferencia promedio co
rrespondiente a -Q.O~26 copias, por lo tanto, el P.M. de pYKOQ7 
determinado en este trabaje, y empleado en el cálculo de numero ae 
copias, no afecta significativar-ente los valores encontrados. 
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Se asumió que el equivalente genómico de E. coll en las con
diciones de crecimiento empleadas, es de un cromosoma, con un va

lor de 2 .5 x 109 dal. Algunos investigadores (25,28,43,92,129) 
que han reportado determinaciones de n~eros de coplas de pl!smi
dos de E.coli, tambi~n han asumido un cromosoma en reposo, es de
cir, en estado no replicativo (2.5 x 109 dal) como 81 equivalente 
genómico; en contraste, Tomizawa e Itoh (129a,117) tomaron el ta
ma~o promedio de un cromosoma de E. coli en estado replicativo, 

que es igual a 3.5 x 109 dal [1.4 veces el tama~o del cromosoma en 
reposo (24) l . Según el modelo de Cooper y Helmstetter (24), cul
tivos de E. coli B/r con tiempos de generación de 40 y 35 minutos, 
tienen de 1 a 2 cromosomas en forma replicativa; en cultivos con 
tiempos de generación mayores de 60 minutos, existe un lapso en e l 

que el cromosoma está en reposo y el equivalente genómico promedio 
8. un poco mayor a un cromosoma, y a tiempos de generación entre 
25 y 20 minutos, puede haber de 2 a 4 cromosomas que se replican 
activamente. Esta y otras variables influyen en el estado de re
plicación de E. coli (24), sln embargo, en ninguno de los trabajos 
citados, incluyendo el presente, se reportan los tiempos de gene
ración de los cultivos, observ!ndose condiciones de crecimiento 
diversas, en medios ricos o mínimos, con lo cual, es probable~ente 
impreciso el considerar un tamaño promedio de un cromosoma en es
tado de reposo; una excepción es el traba jo de Tvigg y Sherrat 
129) quienes determinaron el número de copias de Col El en cultivos 
amplificados por varias horas en presencia de cloramfenicol, con 
lo cual, el cromosoma está efectivamente en reposo por el bloqueo 

en la síntesis de proteinas. A pesar de que seria adecuado definir 
mas cautelosamente las condiciones de crecimiento, si se emplean 
cepas crecidas en condiciones iguales, y presentan un comporta
miento de crecimiento similar, el valor que se asuma para el cro
mosoma de E. coli sólo afectará 108 valores absolutos del nümero 
de copias, pero no tendrá una influencia importante en los nümeros 
de copias relativos entre las diferentes cepas. 
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Hasta aqui se han discutido algunos aspectos que podrian al
terar los resultados de la cuantificaci6n del numero de copias de 
pYK007, y se ha indicado que pueden contribuir en ~ayor o menor 
grado con la presición de los valores determinados. Debe de to
marse en cuenta, que ninguna de las variables discutidas afectaria 

los resultados produciendo diferencias mayores a una copia por e
quivalente gen6mico entre las cepas estudiadas, en condiciones en 
donde se observaron diferencias de 100 vecea en la actividad de 

ST, por lo cual los datos obtenidos descartan c laramente la posi
bilidad de que el fenómeno de represión catabólica de la actividad 
de ST se ejerza a nivel de la replicación del pYK007, • indican 
que las cepas cya+crp+ asi co~o las cya~, y crpA poseen de 1-2 co
pias del plasmido p~K007; este nu~ero de copias era lo esperado 
para pYK007 por ser un plásmido autotransferible y de alto peso 
molecular, los cuales generalmente se encuentran en bajo n~mero de 
copias (20). 

ii) Efecto de las deleciones en cya y crp sobre la secreción 
de la enterotoxina STo 

siendo ST una exotoxina, producida intracelularmente y expor
tada al medio de cultivo , una posibilidad para la explicación del 
efecto de represión catabólica de la actividad de ST, es que, en 
el proceso de secreción de la toxina, existe un paso que esta re 
gulado positivamente por el complejo AHPc-proteina receptora del 
AMPc, por l o que, en ausencia de este co~plejo, que es el caso pa
ra las cepas cya A (en ausencia de AHPc) y cyaA crp~, la toxina no 
se exporta y se acumula en el interior. 

Los resultados obtenidos al ensayar actividad de ST en ex

tractos sonicados de las cepas CA8306 (pYK007) y CA8445 (pYK007), 
indican que no hay una acu~ulación intracelular de ST activa en 
las cepas deticientes en represión catabólica, al tiempo que en el 
sobrenadante, tampoco se detecta actividad toxigenica (tabla 8), 
por lo tanto, el hecho de que las cepas cya A y crp~ observan 
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niveles 100 veces ~as bajo~ de actividad toxiqénica extracelular 
con respecto a la cepa silvestre, no se debe a la secreción inefi
ciente da la toxina activa. 

Cuando se generaron extractos sonicados de las cepas CASOOO 

(pYX007), CASJ06 (pYX007), CA8445(pYX007) y J54 (pYX007), y se in
cubaron a 6S'C durante JO minutos, la actividad de ST determinada 
en las muestras reveló un efecto de termoactivación en las cepas 
cya. crp+ con el pYK007 (CASOCO y JS4) (tabla 9); en estas cepas, 
los &onicados ~antenidos a a 4'C tuvieron muy poca actividad toxi

qénica, en comparación con los calentados, en los cuales se detec
tó un incremento de 64 veces en los niveles de toxina. En contras
te, las cepas deficientes en el complejo AHPc-CRP. no mostraron 
actividad de ST en los sonicados calentados y en los no tratados 
(tabla 9). No se hicieron termoactivaciones en la cepa cyaá en 
presencia de AMPc. para observar la reversión del efecto de repre
sión catabólica en relaci6n a la termoactivación. Posteriormente 

se determinó que el fen6meno de termoactivación se ubica en el 
es pacio periplásmico de l as cepas cya. crp. (R. Fonseca., resul

tados de este laboratorio). 

En el contexto de la regulación de la enterotoxina ST por el 
complejo AKPc-CRP. estos hallazgos indican que la ausencia del 
complejo mencionado, no resulta en la acumulación de una toxina 
intracelular, o periplásmica que se active con el suministro de 
calor: en relación al mecanismo de exportación de la enterotoxina, 
estos resultados, que muestran un efecto da termoactivaci6n, tie
nen repercusiones mas interesantes, ya que sugieren la existenci a 
de un precursor inactivo de ST en el periplasma de l a s cepas cya+ 
crp+ con el plásmido pYK007, lo cual implica que el procesami ento 
que habilita a la toxina e l paso del citoplasma al periplasma, no 
la activa, y consecuentemente la activación deberá llevarse a cabo 
en algún momento del paso a travez de la membrana externa, cuando 
se exporta del periplasma al medio de cultivo. Se podria proponer, 
que el efecto de termoact ivaci6n in vitro, es análogo a la acti -
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vación (y procesamiento, si los dos procesos estan vinculados) 1n 
~ de la entarotoxina ST: a pasar da que con los datos obtenidos 
no se ha obtenido ninguna evidencia que sustente esta posibilidad, 
al estudio de esta electo, bajo la premisa mencionada, seguramente 
generaría datos valiosos en relación al mecanismo de eXportación 
de sr, que hasta ahora se desconoce. 

si bien no se encontró una alteración en la secreción de sr, 
debida a la acumulación de una toxina intracelular activa, o de un 
precursor inactivo que exhiba actividad al ser calentado, no se 
excluye la posibilidad de que el complejo AMPc-CRP regule otros 
pasos en el mecanismo de secreción de STo Los resultados de el 

presente trabajo, eon cOmpatibles con la hipótesis de que el elec
to de reprasión catabólica da la actividad da ST se debe, a la re
gulación de la transcripción de gene da la enterotoxina por el ' 
complejo AMPc-CRP; no obstante, no se obtuvieron evidencias que a 
poyen directamente la hipótesis mencionada. 

Un paso en la secreción de ST que pudiese estar sujeto a re
presión catabólica podría darse a nivel da la enzima responsable 
del procasamiento y/o activación de ST: Silva y col. (109) aislaron 
mutantes cromosómicas de E. coli que exhibieron un lenotipo ST-, 
y sugirieron que la mutación probablemente se encontrara en una 
enzima que procesa a la toxina: asimismo, en este laboratorio se 
tienen datos que permiten suponer la existencia de una enzima res
ponsable del procesamiento y/o activación de STo No S8 sabe si la 
exportación de ST requiere de otros procesos, como serian un meca
nismo de moditicación postraduccional como en el caso de la lipo
prote1na (12a), o la participación de productos codificados por g~ 
nes que integran una maquinaria de exportación (84); si fuesen ne
cesarios para la exportación de ST, estos pasos podrian estar re
gulados por el complejo AMPc-CRP. 
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En virtud de que no existe ninguna evidencia experimental que 
apoye directamente que la regulación de ST por el complejo AHPc
CRP se lleve a cabo nivel de transcripción, y de que aún se pueden 
contemplar varias alternativas para atribuir el efecto de repre
sión catabólica sobre la actividad de la enterotoxina , y cuya exa
minación no conduciria a la elucidación del papel del complejo 
AMPc- CRP en la transcripción del gene ST, es necesario enfocar los 
experimentos futuros hacia la demostración directa de la regula
ción de la transcripción de ST por dicho complejo. Este objetivo 
puede lograrse analizando la transcripción in vivo del gene ST en 
la cepa silvestre y las cepas cya 4 y crp4, en presencia y ausecla 

de I>.MPc en condiciolles en las que el gene ST sea estable [ya que 
se ha sugerido que el gene ST en el pYK007 pudiera estar contenido 
en un transposón (1101], y con el empleo do un sistema de trans
cripción in vitro, adicionado de AMPc, de la proteína CRP puri

ficada, y del DNA del gene STo En ambos casos, tanto en la 
transcripción in vivo, co~o in vitro, se esperaría encontrar una 
dependencia de la transcripción del gene ST, por la presencia y 
acción del complejo AMPc-CRP. 
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APEKDICE . 

Optimiz~ción ~e con~iciones ~e conteo para 3H, l4C y ~oble 
iaótopo. 

El conteo por líqui~o ~e centelleo, es una técnica sensitiva 
y veraAtil para la ~etección y me~ición ~e ra~ioactlvi~a~. La fun 
ciÓn de un liquido de centelleo es, la conversión de la energía 
cinética ~e las particulas nucleares que atraviezan el medio en 
fotones de luz, a la mAxima eficiencia. La luz es registrada por 
fotomultiplicadores que generan pulsos eléctricos, cuya señal es 
discriminada por coincidencia y analizada por circuitos e l ectroni
cos integrados en relación a su tiempo y amplitud, y finalmente es 
registrada y exhibida como cuentas ó cuentas por unidad de tiempo. 

Los liquidos o coctéles de centelleo se componen de un sol 
vente y 1, 2 o 3 solutos. Los salutos, conocidos tambien como c.en
telleadores o tluors, actúan como transductores de luz, convier
tiendo energía nuclear en fotones de luz. 

Durante el proceso de centelleo, el paso de las partículas 
nucleares en el líquido de centelleo produce cambios fotofisicos y 
fotoquimicos . Se pueden distinguir cuatro pasos (95) : al absorción 
de la energia por el solvente, b) formación de un estado exitado 
del solvente, c) transferencia de la energía del solvente al salu
to y provocación de un estado exitado del soluto y, d) emisión 
fluorescente por el soluto. 

La interferencia o competencia con el orden de progresión de 
estos eventos, por la presencia de sustancias en la muestra, la 
muestra misma o el soporte de esta, etc., afecta adversamente la 
emisión de luz producida por el liquido de centelleo, resultando 
en un fenómeno de "apagamiento" o "quenching". La correción de 
apagamiento o de quencheo, es sinónimo de la determinación de la 
eficiencia de conteo. La eficiencia (E) es definida como la rela
lación de la cuentas por minuto observadas (cpm) a las desintegra
ciones por minuto (dpm), entonces: E - cpm / dpm 

Debido a que las muestras varían en sus caracteristicas de 
quencheo, sus eficiencias deben de ser determinadas individual men-
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te; por esta r azón, se elaboraron curvas de corrección de quencheo 
y se optimizaron las condiciones de cont eo, para ~uestras r adioac
tivas en papel filtro. 

OPl'DlI ZACION DE LOS CANALES OC 3H Y Hc. 

Como paso preliminar para la corrección de quencheo, se hizo 
un ajuste de los canales de 3H y 14C, determinandose el óptimo de 
amplitud (ganancia) para 3H y 14C en las muestras en papel. Para 
este efecto, se prepararon muestras de DNA marcado con 3H o con 
14C en papel, por duplicado, con el tratamiento de rutina (sección 
no . 7 de materiales y métodos); las muestras de 3H y 14C contuvie
ron aproximadamente 40,000 cpm y 20,000 cpm, respectivamente. En 
esta determinación, asi como en todos los experimentos, se usó: 
cuadros de aprox. 2 cm 2 de papel filtro Whatman 3 MM; coctél de 
t ol ueno-PPO, 7 mI por vial; viales de centelleo de vidrio (borosi
licat o) ; contador Packard Tri-Car b Liguid Scintillation Spectome
ter modelo 3385. 

La muestr a de tritio se leyó en el canal indicado, con un 
discriminador de ventana de 50 - 1000 (abierta), y la amplificación 
se modificó en cada lectura t omando valores de 10 , a 100 " a in
tervalos de 10 ,. Con los datos obtenidos, se graficó cpm v.s . el 
l09ari~o de 1 / , de amplificación; se determinó la alt ura máxi
ma de l pico , que fué de 55 , a 75 t . Se repitió el mismo procedi
miento, pero ahora la ampli t ud se varió en incrementos de 5 " de 
50 , a l 90 , de amplificación; e l punto máximo promedio de las 
curvas de amplificaci ón t uvo un valor de 60 , . 

De l a misma manera se hizo el ajuste de canal para l4C, pr i 
Mer o con ampl ificaciones de 7 t a 13 t a intervalos de 1 t, y des
pues en el mismo rango de amplificación con incrementos de 0 . 5 ,. 
En este caso, el máximo da amplificación se obtuvo a 11.5 , . 

CORRECCION DE QUENCHEO POR EL l'IETODO DE RELACI ON DE CANALES. 

El método de relación de canales se basa en un cambio descen 
dente en el espectro de altura del pulso de un radioisótopo, e n la 
presencia de un "quencher" o elemento apagador. El pico del espec
tro de altura del pulso, va cambiando hacia el lado de baja ene r 
gia del espectro, a medida que se au~enta el quencheo en el siste-
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ma; si un canal es usado para monitorear la porción baja del es
pectro y otro canal registra el lado de alta energia del espectro, 
y, se hace una relación entre estos dos canales cubriendo todo el 
espectro, se pueden obtener curvas de calibración, relacionando la 
eticiencia de conteo con la relación de canales. Este método fué 
fuá introducido por Baille (5) y ha sido modificado por diversos 
investigadores. El procedimiento que aqui se slquó, es una modifi
cación del método de Baille editada por PacKard (14). El proce
dimiento implica: 

l} Seleccionar dos canales para contar porciones diferentes y a
diacentes del espectro de altura del pulso {canal de conteo y ca
nal de monitoreo}. 
2) Conteo de un juego standard con diferentes quencheos y efic i en
cias de conteo conocidas para obtener la relación de canales. 
J) Gra!icar la relación de canales contra la eficiencia de conteo 
para obtener las curvas de correlación. 
4) Determinar la eficiencia de la muestra problema contando en l as 
condiciones de la curva apropiada; con el valor de la relación de 
canales . encontrar la eficiciencia con la curva. 

1.- Corrección de quencheo para muestras de 14C en papel. 
El procedimiento se describe a continuación: 

1.1) Se empleó un juego de viales standard de 14C con una activi
dad especifica de 1 x lOS dpm (en la fecha de fabricación), con 
108 siguientes quencheos: 

vial 1 .. 0.0 vial 4 .. 0.4 vial 7 .. 0.9 
vb.l 2" 0.2 vial 5 " 0 . 7 
vial 3 .. 0.3 vial 1) .. 0.8 

1.2) Se seleccionaron los siguientes parámetros: 
a) Canal de monitoreo (monitoreo de quencheo): 

Amplificación " 11.5' Ventana " ( X - 1000 
b) Canal de conteo (eficiencia de conteo): 

Amplificación " 11.5' Ventana" (50 1000) 
c) Relación de canales: 

canal de monitoreo { X 1000 
canal de conteo (50 - 1000 ) 
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el limite del canal de monitoreo fué t omando diferentes valores 
de X 

Xl 500 X4 200 X7 100 
X2 4 00 X5 120 Xs 90 
X) 300 X6 llO Xg SO 

1.3) Fijadas las condiciones en los canales, se contó todo el jue
go standard para cada valor de X, 1 minuto por vial. 
1.4) La familia de curva s de quencheo que se muestra en la figura 
14 se obtuvo, calculando el porcentaje de la eficiencia de conteo 
para cada vial contado en el canal 50 - 1000 (canal de conteo), y 
graficando contra la relación de canales que observó el vial . En 
la grafica se aprecia que se obtuvo una recta cuando el l i mite in
ferior de la ventana de monitoreo toma un valor de 110; esta rec
ta fué considerada como la curva de calibración. 
l.5) Las muestras problema de l4C en papel fueron contadas con las 
condiciones de la c~rva de calibración (110 -1 000) I (50- 1000), Y 
con la relación de canales que se obtuvo, se encontró el valor co
rrespondiente en la ordenada. La eficiencia de conteo fué de 78 t. 

2.- Corrección de quencheo para muestras de 3H en papel 
Se realizó como el experimento anterior, con '" siquientes 

diferencias: 
2 . 1) El juego viales standard de 311 , con tenia 1 x lO' dpm con va-
lores de quencheo : 

vial 1 0.0 vial • O •• vial 7 - 0 .8 
vial 2 .. 0.1 vial , O. , 

vial , -O . , vial , 0.7 
2.2) a) Canal de conteo: 

~plificación .. 60 t Ventana 50 1000 
b) Canal de monitoreo: 
Amplificación .. 60 t Ventana X 1000 
e) Canal de monitoreo: 
Amplificación" 60 t Ventana .. 50 - X ) 
d) Relación de canales: 

( X - 1000 ) 

( 50 - X ) en donde, X -
X, 250 X, 90 X7 60 XIO .. 55 

X2 150 X, SO X8 65 

X, 100 X, 70 X, " 
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FIGURA 14. Familia de curvas de corrección de quencheo para 
14C. 

Las curvas fueron trazadas con los datos obteni
dos del conteo de un juego standard de 14C, con eficiencias 
de conteo conocidas y diferentes quencheos, aplicando el ~é
todo de relación de canales como lo indica el texto. 

La curva obtenid~ cuando el limite inferior de la 
ventana de monitoreo tomó un valor de 110, fué la curva de 
calibración considerada. La flecha sobre esta curva, indica 
la posición de la muestra problema, al interpolar su valor 
de relación de canales, con el, cual se obtuvo la eficiencia 
de conteo para la muestra. 
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2 . 3) De la familia de curvas de la figura 15, se tomó como la cur
va de calibración, la que fué mas recta, es decir la obtenida 
cuando X - 70. 
2.4) La ericiencia obtenida para las muestras de 3H en papel fil
tro con la curva de calibración anterior, fué de 32 t . 

3 .- El cAlculo de la actividad rea l o dpm reales de los 
juegos standard usados se obtuvo mediante la siguiente expresión: 

A Aa e - 0 . 693 t / Tl/2 donde; 
A - actividad especifica de la muestra, despues de un tiempo 

transcurrido. 
Aa actividad de la muestra al tiempo original 

e base de los logaritmos naturales 
t - tiempo transcurrido 

Tl/2 - vida media del isótopo 
La actividad real para el juego de 3H fue de 735,200 dpm, y 

para el juego de 14C se obtuvo, 99,931 dpm 
Por ültimo se calculó la eficiencia del aparato con la expre

sión E - cpm / dpro; tomando las dpro reales de los juegos arriba 
determinados y contando el vial con 0 . 0 de qucncheo en toda la 
ventana con la amplificación apropiada de donde se obtienen las 
cpm. 

DETERKINACION DE CONDICIONES DE CONTEO SIMULTANEO PARA 3H 
Y 14C. 

Cuando se cuentan simultaneamente 3H y l4C en toda la ventana 
se observa que tienen un espectro de energia diferente, sin embar
go existe una zona en donde ambos eSpectros se sobreponen; en con
secuencia parte de las cuentas de 3H, se registran en el canal de 
14C, y viceversa. Para poder discriminar el paso de cuentas de un 
canal hacia otro, las ventanas de cada canal pueden ajustarse, de 
manera que se establezca un paso controlado, y en base a éste, se 
pueden asignar de manera fiable las cuentas correspondientes a ca
da isótopo . También se tomó en consideración, que al cerrar las 
ventanas para regular el paso de un canal a l otro, la eficiencia 
de conteo disminuye, por lo cual se determinó el factor de correc
ción para las ambos isótopos. 
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FIGURA 15. Familia de curvaa de corrección de quencheo para 
'H. 

Las curvas fueron trazadas con los datos obteni
dos del conteo de un juego standard de 3H, con eficiencias 
de conteo conocidas y diferentes quencheos, aplicando el mé
todo de relación de canales como lo indica el texto. 

La curva de calibración considerada, fué la obte
nida cuando el limite variable del canal de monitoreo tomó 
un valor de 70 . En éstas condiciones se determinó la rela
ción de canales para la muestra problema y se interpoló en 
la curva de calibración (senalada con la flecha ) , obtenien
dose la eficiencia de conteo para dicha muestra. 
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Empleando las mismas muestras de CNA marcado con 3H o l'e en 
papel tiltro, las condiciones para conteo simultáneo se estable
cieron como sigue: Se fijaron las condiciones óptimas para conteo 
de 3H en éste canal (60 \, 50-1000), Y las de l'e en el canal co
rrespondiente (11.5 \, 50-1000). Las muestras de 3H se empezaron a 
contar en el canal de tritio, y se registró el paso al cana l de 
14c. Se tué disminuyendo el limite superior del canal de 3H, en 
intervalos de 100, y simultáneamente, se fué cerrando la ventana 
de l'C variando el limite inferior en intervalos de 20; a cada mo
vimiento se registró el paso de cuentas del canal de 3H al de 14e, 
y se encontró el valor del limite superior del canal de 3H, tal, 
que sólamente pasaban el 0.1\ de las cuentas de 3H al canal de 
l'C. Con las aperturas de ventana encontradas previamente, se ini
ció el conteo de las muestras de 14e, se registró el paso de cuen
tas al canal de 3H, y cerrando el limite i nferior de la ventana de 
l4e, se encontró un paso de 10\ de las cuentas del canal de l4C a l 
de 3H; Una vez encontrados los limites de ventana para el paso de
seado de los dos isótopos, se revisaron y se hicieron los ajustes 
necesarios . Por ultimo, se conta ron las muestras de 3H y l'e con 
las condiciones de paso definidas y en las condiciones óptimas de
terminadas para cada isótopo, y con los datos obtenidos se calculó 
el factor de corrección para compensar la pérdida de cuentas de 
las muestras y corregir los valores para la eficiencia óptima de 
conteo. Las condiciones establecidas para el conteo simultáneo de 
3H y 14e, fueron: 

AHPLIFI- FACTOR DE 
CACION 

60.0 \ 
11 . 5 \ 

VENTANAS 
50 272 

221 - 1000 

PASO 
a 14C 0.1 \ 

a 3H • 10.0 1: 

CORREceION 
1.8461 
1.5172 

EFICIENCIA 
32 • 

" . 
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