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Have you ever thaught about living?

& & & A
Life is a word in which everybody think,

say, shout, and we can only live once,

but what does life mean for you?

* * * *
What have you done for your own life ?

* * * *

The most important things for you

are those you have done by yourself.

* * Ed *

Some easy things can be hard for you
and other hard things can be easy for you;

but the most important for you is to say:

I'VE GOoT IT !

Then.... you will be sure that you are living.

* * * *

XESUS



R E § U M E N

Los transposones son moléculas de DNA capaces de insertar-
se de un replicdén a otro y cuya recombinacién es indispendien-
te de rec. Estudios previos en el laboratorio, utilizando el
transpos6én de la enterotoxina ST de E. coli, sugirieron que la

transposicidén estd regulada por represién catabdlica.

Para analizar el efecto de la represion catabblica sobre
la transposicidn sc emplearon las mutantes de E. coli en los
genes cya, crp y lon. Como modelo de transposicidén se empleo
el pldsmido RP4, que confiere resistencia a kanamicina (Km),
tetraciclina (Tc) y ampicilina (Ap). Esta illtima se encuentra
€n un transposén (Tnl). Las cruzas se realizaron entre las
cepas cya, crp y lon como donadoras del RP4 y la cepa J54 co-
mo receptora, seleccionando para cada antibiético por separa-
do. De la seleccibn hecha en Ap se obtuvieron dos grupos en

T

un 50% cada uno: a) J54 Apr, Kmr, Tc™ y b) J54 Apr; en cambio

las aisladas en Km y Tc presentaron siempre el fenotipo Apr,

Kmr, Ter,

Sin embargo, al analizar por electroforesis el DNA de
las cepas Apr encontramos un pliasmido de mayor P.M. que el
RP4. Tratamos por este mismo método las cepas originales cya,
crp y lon sin pldsmido RP4, pudiendo detectar la presencia de

un plasmido criptico de diferente P.M. para cada cepa.



Para abordar adecuadamente el problema de la transposicibn
nos vimos en la necesidad de construir un juego isogénico de
cepas deficientes en represién catabblica Para esto utiliza
mos el bacteribéfago P1, cml, clr-100 y como cepa receptora la

W3110.
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AMPc
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Concentracién inhibitoria minima
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Protefna receptora del AMPc
Adenilato ciclasa
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Acido desoxiribonucleico

Ausencia de factor sexual

Alta frecuencia de recombinacién
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Resistencia a isoleucina-valina
Kanamicina

Lactosa

Leucina

Forma alargada debida a la mutacién
Luz ultravioleta

Maltosa
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Metionina

Multiplicidad de infeccién
Acido Nalidixico

Bacteribfago P1
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PM Peso molecular

Pro Prolina

RP4 Pl4smido RP4

ST Enterotoxina Termoestable
Sm Estreptomicina (rpsL)

TES Tris, EDTANa, NaCl.

Tc Tetraciclina

Thi Tiamina

Thr Treonina

Thy Timidina

Tra Genes de transferencia
ufp Unidades formadoras de placa
UK Unidades Klett

s Sensibilidad

T Resistencia
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INTRODUCCION

PLASMIDOS

Los pldsmidos son moléculas de DNA extracromosomal, super-
heliocoidal y dispensables en las células bacterianas (7),
presentan replicacién independiente y algunos pueden auto-

transferirse de una célula a otra.

Las funciones que se les han adjudicado a los pldsmidos
hasta la fecha han sido entre otros: Promover la transfe-
rencia del material genético (conjugacién) por el factor
sexual F; algunos plésmidos pueden integrarse a baja fre-
cuencia en el cromosoma bacteriano convirtiendo la cepa

en una Hfr (alta frecuencia de recombinacién) (22); confe-
rir la resistencia a drogas (factores R) (45) y metales
(10); degradar compuestos orginicos (10; preducir bacte-
riocinas (27); generar tumores en plantas que han sido pa
rasitadas por bacterias (48); producir factores de colo-

nizacién (30), etc.

FACTORES R

Los elementos génicos extracromosdédmicos responsables de
la resistencia a las drogas en bacterias, son llamados
factores R, Esta resistencia puede ser Unica o mfltiple
y en algunos casos puede ser transferida mediante conju-

gacibén por el factor de transferencia a la resistencia



Figura 1. Mapa genético del pldsmido RP4 con un peso mole-

cular de 36 x 10° dal. cCada némero representa

los Megadal tomando como punto de referencia el
corte {inico con Eco R1 (8).
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(RTF) (26, 45). Estos plismidos conjugativos pueden pro-
mover en ocasiones la transferencia de material cromosé-
mico. La presencia del "pili" se ha relacionado con la
conjugacibn; este apéndice que aparece en la cepa donado-
ra es codificado por el pldsmido y presenta sensibilidad
a bacterib6fagos, por ejemplo al del tipo I o F (25). En
una cepa Hfr R*, la frecuencia de la transferencia del
cromosoma puede ser reducida a menos del 1% de su valor
normal. Los factores R se pueden dividir en dos grandes
grupos, de acuerdo a su capacidad de inhibir la fertili-
dad del factor F (fin+) y aquellos que no la inhiben

(fin~) (46).

GRUPOS DE COMPATIBILIDAD

La coexistencia inestable entre diversos plasmidos permi-
te clasificar a éstos en diferentes grupos de compatibi-
lidad. E1 pldsmido RP4 pertenece al grupo P de compatibi
lidad (12) mientras que el factor F pertenece al grupo F,
por lo tanto la coexistencia de ambos plismidos es esta-
ble. E1 RP4 proviene originalmente de la cepa de Pseu-

domona aeruginosa S8 (4). Este factor R, el cual es fin~,

confiere resistencia a tres antibidticos: ampicilina (Ap),

kanamicina (Km) y tetraciclina (Tc) (Figura 1).

TRANSPOSICION



CROMOSOMA
DE E.coli

Figura 2. Representacidn esquemitica del transposbén Tnl con
secuencias de insercibén invertidas (SI), lo cual
produce una estructura de '"paleta' en estudios
de rehibridizacién (8 ).



Los transposones son unidades genéticas capaces de "sal-
tar'" hacia otros replicones; estan constituidos en sus
extremos por dos secuencias de insercién IS (8) que pue-
den o no presentarse invertidas y pueden contener por lo
general la informacibn necesaria para conferir resisten-
cia a alguna droga o produccidén de toxina y la maquina-

ria para transponerse (transposasas) (11) Figura 2.

Datta y colaboradores (12) observaron que la resistencia
a ampicilina del plasmido RP4 la habfa adquirido el pléas
mido R64 mediante conjugacién; subsecuentemente Richmond
y Syker (36) reportaron que el gene de TEM beta-lactamasa
(enzima que hidroliza el anillo beta-lactdmico de la ampi-
cilina) derivado del pldsmido RP1, pudo integrarse al cro
mosoma de E. coli. Hedges y Jacob (17) aislaron una se-
rie de pldsmidos que habian adquirido la resistencia a am
picilina a partir del RP4 encontrando un incremento en el
PM. Estos autores concluyeron que la informacibn estruc-
tural de la TEM beta-lactamasa estaba contenida en una se
cuencia de DNA capaz de transponerse denominindola trans-
posébn A (TnA). Cabe sefialar que este mecanismo de recom-
binacién es independiente de los genes bacterianos de re-
combinacidén (rec). Heffron y colaboradores (18) demos-
traron que la secuencia de nucledtidos del segmento del
TnA, con un P M de 3 x 10% dal, era comfin a una variedad

de plidsmidos que presentaban la resistencia a ampicilina

por el mismo mecanismo.
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REPRESION CATABOLICA

Se ha observado que la presencia de glucosa en el medio de
cultivo de E. coli inhibe la produccién de enzimas catabé-
licas inducibles tal como la beta-galactosidasa (31), la
cual degrada la lactosa en glucosa y galactosa; a este

fenbmeno se le conoce como represidn catabblica.

En un sistema enzimitico inducible el AMPc revierte la re-
presibén catabblica producida por la presencia de la gluco-
sa (13). Pastan (31) encontr6 que este nuclebtido se une

a la proteina receptora del AMPc (crp) permitiendo 1la
unién de la RNA polimerasa con el promotor del operén de
la lactosa y galactosa para permitir la transcripcidn de

los genes estructurales.

La proteina receptora del AMPc estd codificada por el
gene crp; mutaciones en este gene aumentan los niveles

de AMPc (38). E1l gene cya es el responsable de la sinte-
sis de la adenil ciclasa, la cual cataliza el paso de ATP
a AMPc; mutaciones en este gene impiden la utilizacibn de
diversos carbohidratos, este fenotipo se puede revertir
si se agrega AMPc al medio de cultivo (6, 32); de esta
manera se puede diferenciar una mutante cya de una crp.
E1 papel que juegan estas dos moléculas es regulatorio

en sistemas inducibles no esenciales (13, 38).

Guiso y Ullman (16) encontraron que el AMPc y la protei-



na receptora del AMPc regulan positivamente los genes de
la lactosa presentes en un plésmido, esto nos indica que
el complejo no actfia exclusivamente en la regibn cromosé

mica.

MUTACIONES LON Y CRP

La mutacién lon (en el cromosoma bacteriano) produce un
fenotipo pleitrépico, esto es, sensibilidad a luz ultra-
violeta (1, 9), mucosidad colonial a baja temperatura
(9), filamentacibn celular (19), deficiencia en degrada-
cibén de proteinas (15) y baja lisogenia para los fagos
Pl y lambda (43). Jergen Schrenk (por comunicacibn per-
sonal) nos ha advertido que una cepa que presenta la mu-
tacidén crp no es viable si no coexiste con la mutacién
lon. Ademis, la primera mutacién suprime parcialmente

el fenotipo de la seguna (lon) sin revertirla.

CONSTRUCCION DEL JUEGO ISOGENICO DEFICIENTE EN REPRESION

CATABOLICA.

El juego isogénico deficiente en represién catabdlica
esti constituido por las cepas mutadas en los genes

cya y crp. Una herramienta empleada para la construc-
cibén de cepas es el bacteribéfago P1l, cm, clR-100 (20).
Este fago presenta las siguientes caracteristicas: es

de transduccién generalizada; esto es, puede empaquetar



Figura 3. Mapa cromosomico de E. coli K-12. Localizacibn

de las mutaciones cya , crp , e ilv.



informacibén del cromosoma bacteriano; es un fago temperado,
con lo cual puede desarrollar ambas vias, la litica y la
lisogénica dependiendo de la temperatura en que se desa-
rrolle; ademis presenta como marcador de seleccién la re-

. . i r
sistencia a cloranfenicol (Cm ).

Es de gran ayuda la presencia de un marcador de flcil se-
leccibén cercano a la mutacibén a transducir, en el caso

del gene crp, localizado en el minuto 73 (2) del cromoso-
ma, se encuentra muy cercano el gene rpsL que confiere

resistencia a estreptomicina (5); el cual es un marcador
excelente de seleccién. Para el gene cya, localizado en
el minuto 83 (2), el marcador mas cercano y fdcil de se-
leccionar es la resistencia a valina exb6gena (33) la cual
puede estar conferida por tres regiones del cromosoma lo-
calizadas en los minutos 83 (34), 54 (33) y 2 (21), Figu-

Ta, Fe

Otra forma de seleccionar una mutante cya es mediante
un truco genético utilizando el fago lambda (6); la es-
trategia es la siguiente: Para que una cepa presente
el receptor al fago lambda requiere metabolizar la mal-
tosa (35), si en una poblacién bacteriana se encuentran
presentes algunas células mutadas en cya y/o genes de
utilizacidén de la maltosa e infectamos con lambda viru-
lento, solo scbrevivirin aquellas que no hayan presentado

el receptor, ya sea por cva , deficiencia en el metabo-
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w3llo

Pl (ilv,cya)

ilv, rpsL

Pl(crp,rpsL

ilv,crp
rpsL

ilv,

cya

ilv, cya
rpsL

ilv,cya
crp,rpsL

Figura 4. Construccién del juego isogénico deficiente en re-

presién catablica de la cepa W 3110 de E. coli.

E. coli K= 12
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lismo de la maltosa o resistencia al fago por algfin otro
mecanismo. Para diferenciar la mutante cya del resto de
las candidatas se determina la habilidad de utilizacibn

de maltosa en presencia de AMPc.

. ANTECEDENTES Y OBJETIVO.

El pldsmido pYKO07 con un peso molecular de 80,000 dal
fue aislado de una cepa de E. coli de origen humano (42);
este pldsmido confiere resistencia a ampicilina y produc-
cibén de enterotoxina termo-estable (ST), la cual estid su-
jeta a represién catabdlica (24). Es bien conocido que
varios factores R portan 1a/resistencia a ampicilina en
un transposdén (8), asi también se ha reportado la presen-
cia de la actividad enterotoxigénica (ST) localizada en
un transposdn, Tn 1681 (41) en el plidsmido ESF 3001 de

una cepa de E. coli de origen bovino.

Durante los estudios realizados en la sintesis de toxina
(ST) y represibn catabblica (24), Martinez y colaborado-
res, determinaron la pérdida de actividad toxigénica al
ser transferido el pYK007 de una cepa sujeta a represibn
catabblica (cya-crp) hacia una silvestre. El porcentaje
de transconjugantes Apr ST~ varié de un 10 a un 50%.
Esta pérdida podria deberse a: i) Que la resistencia a
ampicilina y la produccibén de toxina estuvieran en dos

pldsmidos distintos y por lo tanto la transferencia fue-



12

se diferente; ii) Que la toxina ST se encuentre en un
transposbén el cual se pueda perder favorablemente por 1la
ausencia del complejo AMPc-proteina receptora. El pri-
mer punto fue descartado al determinar los pesos molecu-
lares de los fragmentos del plésmido tratado con la en-
zima de restriccién Eco RI (24), correspondiendo la suma
de éstos al PM del pldsmido original. El1 segundo punto
es el objetivo del presente trabajo: Determinar si el
fenbébmeno de transposicién estd sujeto a represibn cata-

bélica.

ESTRATEGIA

El plismido RP4 confiere resistencia a kanamicina, tetra-
ciclina y ampicilina; esta (iltima se encuentra en el trans
posén Tnl (8). Este plésmido se introducird por conjuga-
cién al grupo de cepas isogénicas deficientes en represién
catabblica (cya, crp, cya-crp y silvestre), se selecciona-
t4 en forma independiente para cada antibiftico y se veri-
ficarid la resistencia a los otros dos restantes para com-
probar la integridad del pldsmido. Posteriormente seri
transferido el pl4dsmido de cada una de las cepas deficien
tes en represidn catabdlica hacia una cepa silvestre, la
seleccibén y comprobacién del patrén de resistencia se rea

lizarid de la misma manera.
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MATERIAL Y METODOS

1. CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de Escherichia coli K-12 empleadas se describen

en la Tabla 1.

2. BACTERIOFAGO

Se empleé el bacteribébfago P1 cml, clrl00, de transduccién

generalizada (20).

3. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Los medios de cultivo empleados fueron: Medio minimo M9
Cornigie: NH4C1 ig, NaZHPO4 6g, NaCl 5g, agua 1 1t, se es
teriliza y se agregan 10 ml de glucosa al 20% y 2 ml de

de MgSO, al 10% ya estériles por separado; cuando se re-

4
quirié suplementacidén de aminodcidos y vitamina Bl se
agregaron 10 ml de L-Thr al 1%, 10 mlIL-Leu al 0.5%, 0.2 ml
de B1 al 0.1%, 5 ml de L-His al 1%, 10 ml de L-Pro al 2%,

7 ml de DL-Met 1%. Medio Luria (L) (26) de la siguiente
composicibén: Bacto-triptona 10g, extracto de levadura 5g,
NaCl 10g, 4.8 ml NaOH al 2%, agua 1 1t, cuando fue necesa-
rio suplementar con antibidticos se agregaron a 45°C al
medio y esterilizado por filtracidén; 10 ml de Sm al 1%,

10 ml1 de Ac. Nal. al 0.5%, 10 ml de Ap, Km 6 Tc al 0.25%,

Medio Tetrazolio; Bacto extracto de buey 1.5g, extracto

de levadura 3g, Bacto-peptona 6g, agua 950 ml, esterili-
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TABLA 1

CEPAS BACTERIANAS DE Escherichia coli K-12

CEPA FENOTIPO RELEVANTE FUENTE
JK 8000 HfrH Sm® Thi~ Este laboratorio
JK 8306 Hfr Sm® Thi~ Cya~ Este laboratorio
Jk 8307 HfrH Sm™ Thi~ Crp~ Este laboratorio
Jk 8445 HfrH Sm® Thi~ Cya” Crp  J. Beckwith
SA 500 F~ Sm" His~ J. Schrenk
351514 F~ Sm" His Lon~ J. Schrenk
5080 F~ Sm® His™ Cya J. Schrenk
5060 F~ sm® His  Crp’ J. Schrenk
J53 RP4 Pro Met Ap"
km® TcT N. Datta
J54* Pro” Met Nalf Este laboratorio
W3110 Thy~ S. Willetts
CR34 Leu Thr Thy Lac® Este laboratorio
Thy

* Cepa resultante de la curacibén del plésmido con naran-

ja de Acridina de la cepa J53 (RP4).
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zado el medio se agregaron 5 ml de cloruro 2, 3, 5, de
tetrazolio 1% y 50 ml de maltosa al 20%. Medio Mac-Con-
key Maltosa (Mac-D); MacConkey 40g, D-Maltosa 10g, agua
1 1t. Cuando fue necesario se espatuldé 0.2 ml de AMPc
50 mM por caja. Agar R; Triptona 10g, extracto de leva-
dura 1g, NaCl 8g, agar 7.5g, agua 1 1t, ya estéril se
agregan 2 ml de CaCl2 IM y 1 ml de glucosa al 20%. So-
lucién de dilucién salina; NaCl al 0.85%. Solucién amor
tiguadora MC; 0.05ml de CaCl2 1M, 1 ml de MgSO4 1M,
agua 9ml. Para solidificar los medios de cultivo se em-

plebd agar al 1.5%.

CONJUGACIONES

Los cultivos bacterianos de la cepa donadora y receptora
fueron crecidos en 5 ml de medio L a 37°C durante la no-
che para ser dilufdos 1:40 en el mismo medio y crecidos
hasta una densidad éptica de 100 UK con filtro verde

5. % 10B bac/ml) a 37°C y con agitacibén. Posteriormente
fueron mezclados en relacién de 1:10 (donadora:receptora).
Se incubé la mezcla sin agitacibén a 37°C; se tomaron ali-
cuotas a 0. 0.5, 1, 2, 3 y 20 horas, éstas se diluyeron
en solucién salina al 0.85% de NaCl y se sembraron dilu-
ciones apropiadas en los diferentes medios selectivos.

La seleccibén se llevé a cabo por separado para cada par
de antibidticos en medio L suplementado con Sm-Ap, Sm-Km,

Sm-Tc, Nal-Ap, Nal-Km y Nal-Tc.
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5. MINIMETODO PARA DETERMINACION DE PLASMIDOS.

3 ml de cultivo crecido en fase logaritmica en medio L
fueron lavadas las células dos veces con 3 ml de TES
(tris 50 mM, NaCl 50mM, EDTA—Na2 5 mM pH 8) resuspendi-
das en 120 pl de sacarosa al 25% disuelta en tris 50 mM
pH 8) e incubadas 5' en bafio de hielo; se afadieron 24ul
de lisozima (5 mg/ml en tris 50 mM pH 8) y se incubd por
5', posteriormente se agregaron 48ul de 0.25 M de EDTA-

Na, pH 8 incubdndose 5'; finalmente se adicionaron 60ul

2
de mezcla 1itica de Boyer (Tritén X-100 0.3%, EDTA-Na

2
187 mM, tris 150 mM pH 8) e incubédndose por 15'. Se
agregaron 48 pl NaCl 5 M y se invirtié el tubo. Des-
pués se afiadieron 120 ul de agua destilada estéril y

84 pl de pronasa (5 mg/ml en TES preincubada a 37°C

por 15') incubindose durante 15' a 37°C; 500 ul de fe-
nol destilado y saturado con TES a 37°C, 250 ul de clo
roformo se adicionaron invirtiéndose la muestra por 15°'

y centrifugdndose por 5' en una centrifuga Eppendorf
modelo 5414 recuperando la fase acuosa a la cual se le
agregb 1 ml de éter saturado con TES, se invirtié 2' y

se descarté la fase superior (se repitib este Gltimo pa-
so). La fase inferior se ajustd con 5 M de NaOH a pH 12,
incub4ndose a 37°C por 30' para neutralizar a pH 7.7 y
colocarlo en bafio de hielo. Se agregaron 0.5 g de nitro-

celulosa y el tubo se invirtid por 15', se centrifugd por
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3' y al sobrenadante se agregaron 50ul de acetato de so-
dio 3 M pll 6 y 1 ml dec etanol absoluto a -20°C por 18 hrs.
Se centrifugd 15' en la centrifuga Eppendorf y la pasti-
1la se resuspendié en 200 pl de acetona; se centrifugd 3'
y se secd al aire. Se resuspendié la pastilla en 50 ul

de TES diluido 10 veces (0.1 X) incubdndose 10" a 37°C.

ELECTROFORESIS

A cada muestra de 50 pl se afiadié 10 pl de azul de bromo
fenol (0.07% de azul de bromofenol, 33% glicerol y 7% SDS)
y se aplicbé a los pozos de un gel vertical en placa de
agarosa al 0.7% con solucibén amortiguadora de tris-Boratos

(tris 89 mM, EDTA-Na, 2.5 mM, &cido bérico 89 mM). La

2
electroforesis fue a 125 volts por espacio de 3 hrs. E1l
gel se tifié con bromuro de etidio al 0.4% por 15' y se la-
vé en agua corriente por 30'. Para la fotografia del gel
se empled un filtro amarillo y una cdmara polaroid Land

MP 4 y pelicula polaroid tipo 55 con un transiluminador de

luz ultravioleta.

PRUEBA PARA REVERSION A Km' Y Tc” EN LAS CEPAS J54 Apr,

s

km® Y TcS.

El cultivo de la cepa en prueba fue crecido hasta fase lo-
garitmica en medio L, lavado y resuspendido en la mitad
de su volumen original en soluciédn salina para espatular

0.1 ml en cajas de medio L suplementado con Nal-Km y Nal-Tc,



incubando a 37°C por 36 hrs.

8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (mic)

Se emple6 la técnica por dilucibén en placa (11). Utilizan
do un sembrador mfiltiple tipo Steers se agregb 0.5 ml de
los cultivos crecidos en fase logaritmica para cada uno de
los pozos del sembrador (este sembrador transfiere un vo-
lumen constante de células) la siembra se efectud en cada
una de las cajas de L suplementada con una concentracién
inicial mixima de 7.8 mg/ml de Ap, esta concentracibén fue
diluida al 50% en cada paso siguiente hasta llegar a 15

ug/ml, las cajas fueron incubadas a 37°C por 24 horas.

9. SOBREVIDA A RADIACION CON LUZ UV.

Un cultivo de 5 ml crecido durante la noche se lavé y se
resuspendié en el mismc volumen de 0.1 M de MgSOd. La
radiacién se efectub con una lampara mercurial General
Electric precalentada por 30' (la intensidad de la ra-
diacién emitida por la l4mpara fue determinada con un
fotémetro germicida 1L254 International light). Las cé-
lulas fueron transferidas a una caja de Petri estidndar
agité4ndolas con una barra magnética, tomando alicuotas

a diferentes tiempos y sembrando diluciones apropiadas
en cajas de medio L, incubando por 48 hrs a 37°C. Pa-

ra evitar la fotoreparacién del DNA (47) las células se
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mantuvieron en la obscuridad a partir del momento en que
fueron radiadas hasta ya transcurridas las 48 hrs de in-

cubacién.

FILAMENTACION CELULAR

La filamentacién celular se determind por microscopia de
contraste de fases de los cultivos desarrollados en medio

liquido M9 a 25°C y con baja agitacién (19).

DETECCION DE PLASMIDOS EN GRADIENTES ISOPICNICOS DE . CsCl

Y BROMURO DE ETIDIO.

Para detectar la presencia de pldsmido (s) criptico (s)
en la cepa W 3110 se empled el método descrito por Ba-
zarl y Hellinski (3): Un cultivo de 10 ml crecido en me-
dio M9 fue marcado previamente con 10 uCi/ml de 3H-Thy y
sometido de la siguiente manera manteniende la temperatu-
ra a 4°C. Se lavé dos veces en TES, las células se resus-
pendieron en 1 ml de mezcla litica (1 mg de lisozima,

0.5 mg de RNAsa A, 100 mg sacarosa/ml de TES), se incubb
10" a 37°C y luego 5' en hielo, se agregbé 0.5 ml de sar-
kosyl al 2% y fue homogenizado por repipeteo, se adicio-
n6é 1 ml de TES y se repitidé la homogenizacibén, se trans-
firié el lisado (+ 2.5 ml) a un tubo de centrifuga del
rotor 50 de titanio marca Beckman, se agregb 13.1g de

CsCl, 7.6 ml de TES y 0.64 ml de bromuro de etidio (5mg/ml
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en agua). La mezcla se centrifugd a 45,000 rpm por 36
hrs en una ultracentrifuga Beckman modelo L8-55. Ya
formado el gradiente se perforbé el tubo por la parte
inferior y se realizé la colecta de 10 gotas en papel
filtro de fibra de vidrio de 4 cmz, se secaron los pa-
peles con calor seco y se lavaron cuatro veces en TCA
(4cido tricloroacético) al 10%, 2 veces con etanol al
95% y un filtimo paso con éter por 5' a medio ambiente;
los lavados anteriores se realizan a 4°C. Después de
haber secado los filtros se introdujeron a un vial con
8 ml de liquido de centelleo tolueno-POPOP-PPO (0.4 g
1, 4,-bis-2-(5-phenyloxazolyl)-benzeno; 12.5 g 2.5-diphe-
nyloxazole/ 2.5 1ts de tolueno); cada vial fue contado

en un contador de centelleo Packard modelo 3385.

LISOGENIZACION CON P1 Cm, clR-100 E INDUCCION DE PARTI-

CULAS TRANSDUCTANTES.

La cepa candidata fue crecida en 5 ml de medio L suple-
mentado con CaCl2 SmMy MgSO4 10 mM hasta 50 U. K.
(filtro verde), se realizd la infeccidn sin agitacién

a una moi de 0.1 y 0.01; se incubd 20' a 32°C y se es-
trié una asada en medio sélido de L suplementado con

12 pg/ml de cloranfenicol, esta resistencia es conferi-
da por la lisogenizacién del bacteribéfago, se incubb

a 32°C por 18 hrs, se purificaron diez candidatas en el
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mismo medio por duplicado incubando una de ellas a 40°C;
en esta {iltima temperatura las células mueren al ser 1li-
sadas por el fago, ya que éste posee una mutacibn tempe

ratura sensible en el represor de las funciones liticas.

Una de las diez candidatas fue crecida en medio L suple-
mentado con cloranfenicel a 32°C; se diluyé el cultivo
crecido durante la noche a 1:1000 en 5 ml de L y fue cre
cido hasta 50 U. K. (filtro verde) a 32°C; se indujo 1la
lisis a 40°C durante 35' y luego se cambibé a 37°C por el
espacio de una hora o hasta lisis; se agregaron cinco go
tas de cloroformo y se agitd por 20'; se centrifugd a
3,000 xg por 10‘. E1 sobrenadante se titulé sobre la

bacteria sensible al fago en cajas de agar R.

TRANSDUCCION DE crp

Un cultivo de 5 ml de la cepa a transducir fue crecido a
37°C en medio liquido L durante la noche, posteriormente
se centrifugé 3,000 xg, 5' y la pastilla fue resuspendida
en el mismo volumen de solucidén amortiguadora MC (MgSO4
0.01 My CaClz 5 mM); se aerearon a 37°C por 15'; se agre
gd un volumen de 0.1 ml de células en cinco tubos de vi
drio estériles, con capacidad de 5 ml y 0.1 ml de lisado
del bacteriéfago propagado en la cepa JK8307 en dilucio-

1 =2 3

nes de 10°, 10 ", 10 ° y 10~ (una dilucién en cada tubo)

con controles de bacteria y lisado por separado; se ad-
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sorbié a 32°C por 20', se agregd 0.2 ml de citrato de sodio
1 M a cada tubo; se agregaron 3 ml de medio L y se incuba-
ron a 32°C con agitacibén por 4 hrs; se centrifugaron las
muestras a 12,000 xg por 10', las células fueron resuspen-
didas en 0.2 ml de citrato de sodio 1 My 2.5 ml de medio
L-suave para ser vertido en cajas de L suplementado con
100 pg/ml de Sm, se incubaron por 36 hrs a 37°C. Median-
te la técnica de picadura con palillo se transfirieron

200 colonias en medio de Mac-Conkey maltosa con y sin

10 uM AMPc/caja, la fermentacibén del carbohidrato da co-

loracibén roja.

TRANSDUCCION DE cya.

Para transducir cya se emplearon bésicamente dos metodolo
gias: i) utilizando como marcador de seleccibén la resis-
tencia a valina exégena (34) y ii) enriquecimiento pobla-
cional de mutantes Mal con ampicilina (37) y con el bac
teribfago lambda (35); distinguiendo a las candidatas
cya de mal por su habilidad de fermentar el carbohidra
to en presencia de ﬁMPc (6, 32). Fueron desarrolladas

de la siguiente manera:

La transduccidén se realizd a diferentes moi de infecciédn
(10, 100 y 1000) con el fago P1 propagado en la cepa
JK8306 (cya ), fueron crecidas las células en 10 ml de

medio M9 a 37°C en ausencia de maltosa a una densidad de



2 x 108 cel/ml, se agregbd ampicilina a una concentracién
final de 50 upg/ml por 1-2 hrs (la ampicilina act@ia en la
sintesis de pared celular de aquellas células que se en-
cuentran en divisién), se lavaron las células con medio
fresco y sin ampicilina, se crecieron diluciones apropia-
das en medio de Mac-Conkey-Maltosa. En este medio la
clona que utiliza la maltosa presenta una coloracién ro-
ja y la que no lo usa da coloracién blanca. Las candi-
datas blancas se crecieron en presencia de AMPc para de-

terminar el fenotipo cya .

En el segundo caso de enriquecimiento se empled el fago
lambda, con la siguiente metod9logia: ya realizada la
transduccibén se crecid el cultivo en medio minimo M9 con
maltosa como Gnica fuente de carbono durante toda la no-
che, se diluyd el cultivo 1:25 en el mismo medio y se
creci6 a una densidad de 2 x 108 cel/ml a 32°C, se dilu
yb6 10 veces y se infectd 0.1 ml de células con 0.1 ml de
lambda virulento a una moi de 10,000, se incubd a 37°C
por 20' sin agitacién, la identificacién se efectud en
medio de tetrazolio a 37°C por 24-36 hrs de incubacién,
en este medio la clona que utiliza el carbohidrato da
una coloracidn blanca y la que no lo usa da coloracibn
roja, posteriormente las candidatas rojas fueron creci-
das en el mismo medio en presencia de AMPc para determi-

nar su fenotipo cya.



24

RESULTADOS

1. TRANSFERENCIA DEL PLASMIDO RP4 A LAS CEPAS DEFICIENTES

EN REPRESION CATABOLICA Y 1lon.

Las tablas 2 y 3 muestran las frecuencias de transferen-
cia del plésmido de la cepa J53 (RP4) hacia las cepas
HfrH vy F , respectivamente. Las frecuencias estdn cal-
culadas por donadora y por receptora a los 60' de conju-
gacibén. Como podemos observar, la relacién donadora: re-
ceptora no se mantiene constante en todos los casos, prin
cipalmente en la cepa lon debido a la filamentacién ce-
lular producida por esta mutacién (Fig. 6). En la mayo-
ria de los casos podemos observar que existe una frecuen-
cia mayor al seleccionar para la resistencia a Ap y una

menor para Tc.

De cada una de las ocho cruzas se aisl6é y purificé una co
lonia transconjugante tomada al azar para ser utilizada

como donadora del plésmido.

2. TRANSFERENCIA DEL PLASMIDO RP4 A LA CEPA J54.

Las Tablas 4 y 5 muestran las frecuencias de transferen-
cia del plismido RP4 de las cepas deficientes en repre-
sibén catabblica y lon hacia la cepa J54. Estas frecuen-
cias estédn calculadas por donadora y receptora a las 20

hrs de conjugacidén a excepcidén de la cruza con la cepa



TABLA 2
FRECUENCIAS DE TRANSFERENCIA DEL PLASMIDO RP4 A LAS CEPAS HfrH

CEPA FENOTIPO RECUENCTA/DONADORA FRECUENCIA/RECEPTORA *RELACION
RECEPTORA  RELEVANTE x 1074 x 10 DONADORA :
Sm-Ap Sm-Km Sm-Tc Sm-Ap Sm-Km Sm-Tc RECEPTORA
JK8000 sm’ cya® crp’ 10 1.0 2.2 45 4.5 9.5 1:2
JK8306 sm® Cya~ 8.6 6.0 0.3 8.6 6.0 0.3 1:10
JK8307 sm® Crp” 1.0 1.5 0.1 3.5 5.3 0.3 1:2
CA8445 sm® Cya” Crp~ 40 15 4.5 30 11 3.4 1:14

Las conjugaciones se efectuaron segin material y métodos, sembrindose por separado en los
siguientes medios selectivos: Sm-Ap,S5m-Km,Sm-Tc. Las. frecuencias fueron calculadas a los 60' de
conjugacién., La cepa donadora en todos los casos fue la J53 (RP4).

* Por cuenta viable.

ST



TABLA 3
FRECUENCIA DE TRANSFERENCIA DEL PLASMIDO RP4 A LAS CEPAS F~

CEPA FENOTIPO FRECUENCIA/DONADORA FRECUENCIA/RECEPTORA *RELACION
RECEPTORA  RELEVANTE x 1074 x 1072 DONADORA :
Sm-Ap Sm-Km Sm-Tc Sm-Ap Sm-Km Sm-Tc RECEPTORA
SA500 sm" Lon® 6.8 3.8 0.2 3.6 2.0 0.1 1:19
JS.13.14  Sm" Lon~ 0.6 0.4 0.9 14 10 20 1:0.4
5080 sm" Lon' Cya” 2.8 0.4 0.8 5.9 0.8 1.5 1:4
5060 sm® Lon~ Crp~ 14 10 0.3 18 12 0.4 1:7

Las conjugaciones se efectuaron segln material y métodos, sembrdndose por separado en los
siguientes medios selectivos: Sm-Ap, Sm-Km,Sm-Tc. Las frecuencias fueron calculadas a los 60' de
conjugacidén. La cepa donadora en todos los casos fue la J53 (RP4).

* Por cuenta viable.

92



TABLA 4

FRECUENCIAS DE TRANSFERENCIA DEL PLASMIDO RP4 DE LAS CEPAS HfrH
HACIA LA CEPA J54 COMO RECEPTORA

CEPA FENOTI PO FRECUENCIA/DONADORA  FRECUENCIA/RECEPTORA *RELACION
DONADORA  RELEVANTE x 1074 x 10 ** DONADORA :
Nal-Ap Nal-Km Nal-Tc Nal-Ap Nal-Km Nal-Tc RECEPTORA
JK8000 sm” cya® crp’ b 3. 1.5 1.8 1.2 0.9 1:17
JK8306 sm” Cya~ 7.8 2.7 0.5 5.5 1.9 0.4 1:14
JK8307 sm® Crp” 0.1 0.04 0.04 0.04 0.01 0.01 {037
CA8445 sm' Cya” Crp’ 10 1.7 1.4 13 2;2 1.8 1:7

Las conjugaciones se efectuaron segin material y métodos, sembrindose por separado en los
siguientes medios selectivos: Nal-Ap, Nal-Km y Tal-Tc. Las frecuencias fueron calculadas
a las 20 hrs., de conjugacién en todos los casos.

* Por cuenta viable,

LZ




TABLA 5

FRECUENCIAS DE TRANSFERENCIA DEL PLASMIDO RP4 DE LAS CEPAS F~

HACIA LA CEPA .J54 COMO RECEPTORA

CEPA FENOTIPO FRECUENCIA/DONADORA FRECUENCIA RECEPTORA  *RELACION
DONADORA RELEVANTE x 104 x 1074 DONADORA :
Nal-Ap Nal-Km Nal-Tc Nal-Ap Nal-Km Nal-Tc RECEPTORA
SA500 sm® Lon” 0.4 0.04 0.1 0.5 0.05 0.1 1:7
JS.13.14  Sm" Lon~ 0.4 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 1:120
5080 sm™ Lon® Cya 23 20 18 14 12 11 1:18
5060 sm® Lon™ Crp~ 0.7 0.3 0.3 0.8 0.4 0.3 1:9

Las conjugaciones se desarrollaron seglin material y métodos, sembrdndose por separado en

los siguientes medios selectivos: Nal-Ap, Nal-Km y Nal-Tc.

Las frecuencias fueron calcu

ladas a las 20 hrs de conjugacién en todos los casos a excepcién de la cruza entre la ce

pa SA500 (RP4) y la cepa J54 que se realizbé a los 60' de conjugacidn.

* Por cuenta viable

87



SA500 (RP4) ya que fue posible obtener transconjugantes
a los 60'. Nuevamente observamos la gran variabilidad
de la relacidén donadora:receptora que debiera mantener-
se de 1:10; posiblemente se deba a muerte celular del
cultivo, ya que la medicién se realizé por cuenta viable
en cajas de medio L sbélido. Las frecuencias se encuen-
tran disminuidas en los tres medios selectivos; esta dis
minucién nos indica que los juegos isogénicos sujetos a
represibén catabdlica y lon son mas susceptibles de re-
cibir el pldsmido que de transferirlo. Ademis, en ambas
cruzas se observa una frecuencia mayor al realizar 1la
seleccibén con Ap, este fendmeno fue detectado por otros
autores (12) en donde encuentran hasta dos érdenes de

magnitud mayor comparada con la seleccién en Km.

DISOCIACION DEL PATRON DE LIGAMIENTO A LA RESISTENCIA

DEL PLASMIDO RP4.

Para determinar si el patrén de resistencia a Ap, Km y
Tc continuaba integro en la transferencia del plésmido
(vya que la seleccibn se efectué por separado) se veri-
ficé por la técnica de picadura con palillo en placa,
la resistencia los otros dos antibiéticos, ejem. las
transconjugantes crecidas en Ap se probaron para Km vy

Tc.

El patrén de resistencia conferido por el pldsmido RP4



TABLA 6

PATRON DE LIGAMIENTO A LA RESISTENCIA DE LAS TRANS-

PA J53 (RP4)

SELECCION

Sm-Ap Sm-Tc & Sm-Km
CEPA FENOTIPO GRUPOS DE GRUPOS DE
RECEPTORA RELEVANTE SEGREGACION % SEGREGACION %

Ap Km Tc Ap Ap Km Tc Ap

JK8000 cya’ crp’ 100 - 100 =
JK8306 Cya” 100 - 100 -

|
JK8307 Crp~ 100 . 100 - |
CA8445 Cya Crp 100 - 100 l

La determinacidn del patrén de ligamiento a la resistencia a
ampicilina, kanamicina y tetraciclina es descrita en material

y métodos.
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TABLA 7

PATRON DE LIGAMIENTO A LA RESISTENCIA DE LAS

TRANSCONJUGANTES F~ RESULTANTES DE LA CRUZA
CON LA CEPA J53 (RP4).

SELECCION

Sm-Ap Sm-Tc 6 Sm-Km

GRUPOS DE GRUPOS DE
CEPA FENOTIPO SEGREGACION & SEGREGACION %
RECEPTORA RELEVANTE Ap Km Tc Ap Ap Km Tc Ap
SA500 Lon” 100 ” 100 -
JS.13.14 Lon~ 100 - 100 -
5080 Lon® Cya” 100 - 100 2
5060 Lon Crp 100 - 100 -

La determinacidén del patrén de ligamiento a la resistencia a
ampicilina, kanamicina y tetraciclina es descrita en material
y métodos.



PATRON DE LIGAMIENTO A

TABLA 8

LA RESISTENCIA DE LAS

TRANSCONJUGANTES J54 RESULTANTES DE LAS CRU-

ZAS CON LAS CEPAS HfrH (RP4) COMO DONADORAS

SELECCTION

Nal-Ap Nal-Km 6 Nal-Tc

' GRUPOS DE GRUPOS DE
CEPA FENOTIPO SEGREGACION $% SEGREGACION %
RECEPTORA RELEVANTE  Ap Km Tc  Ap Ap Km Tc Ap
JK8000 cya®, cr’ 100 . 100 =
JK8307 Crp 45 55 100 B
JK8445 Cya , Crp’ 32 68 100 -

La determinacidén del patrén de ligamiento a la resistencia

a ampicilina, kanamicina y tetraciclina es descrita en ma-

terial y métodos.
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TABLA 9

PATRON DE LIGAMIENTO A LA RESISTENCIA DE LAS

TRANSCONJUGANTES J54 RESULTANTES DE LAS CRU-

ZAS CON LAS CEPAS F~ (RP4) COMO DONADORAS

SELECCTION

Nal-Ap Nal-Km 6 Nal-Tc

GRUPOS DE GRUPOS DE
CEPA FENOTIPO SEGREGACION % SEGREGACION &
RECEPTORA RELEVANTE Ap Km Tc  Ap Ap Km Tc Ap
SA500 Lon"® 100 = 100 .
JS.13.14 Lon~ 37 63 100 -
5080 Lon® Cya” 100 s 100 =
5060 Lon Crp 54 46 100 -

La determinacién del patrén de ligamiento a la resistencia
a ampicilina, kanamicina y tetraciclina es descrita en ma-
terial y métodos.
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TABLA 10

PATRON DE LIGAMIENTO A LA RESISTENCIA DE LAS

TRANSCONJUGANTES J54 RESULTANTES DE LAS CRU-

ZAS CON LA CEPA JK8306 (RP4) cya- COMO DONA -

DORA EN PRESENCIA (*) Y AUSENCIA (**) DE AMPc

SELECCION

Nal-Ap Nal-Km é Nal-Tc
GRUPOS DE GRUPOS DE
CEPA FENOTIPO SEGREGARION % SEGREGACION &
DONADORA RELEVANTE Ap Km Tc Ap Ap Km Tc Ap
JK8306** Cya~ 55 45 100 -
JK8306* Cya~ 1 99 100 -

La presencia de AMPc en el medio de conjugacién revierte

el fenotipo Cya , con lo cual la cepa se debiera compor-

tar como la silvestre.
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de las transconjugantes Hfr y F seleccionadas en los
distintos medios se mantuvo integro (Tablas 6 y 7), es
to es, presentaron resistencia a Ap, Km y Tc indepen-
dientementc del medio en que fueron seleccionadas. Al
ser transferido el pldsmido a partir de las cepas suje-
tas a represién catabdlica y lon , se generé un grupo
de cepas resistentes Unicamente a Ap (con excepcién de
la cepa 5080 cya) interpretdndose como la transposicién
(Tablas 8, 9 y 10). En el caso particular de la cru:za
JK 8306 Hfr cya vs J54 en presencia de AMPc (Tabla 10)‘
se determind un aumento del 99% de transconjugantes que
habian perdido la resistencia a Km y Tc, en este ensayo
lo esperado seria idéntico que la cepa silvestre, ya que
el AMPc revierte el fenotipo cya (6, 32); esto sugiere
fuertemente que la represién catabdbélica (en particular
la cepa 5080 cya) no interact@la con la transposicibn,
quedando dos posibles alternativas: la posible mutacién
lon presente en la cepa Hfr cya (por comunicacién perso

nal de J. Schrenk) o la mutacién crp.

PRESENCIA DE UN PLASMIDO DE MAYOR PESO MOLECULAR QUE EL

5

RP4 EN LAS TRANSCONJUGANTES J54 Ap', km®, Ts®.

Para analizar el problema de disociacién a nivel molecu-
lar se empleéd el minimétodo para aislamiento de plismidos

desarrollado en este laboratorio. La Figura 5 muestra
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Figura 5. Andlisis del contenido de pldsmidos presentes en
las transconjugantes J54 seleccionadas en ampici-
lina y que perdieron la resistencia a Km y Tc; es-
tas cepas provienen de la cruza con la cepa JK8445
(RP4).Carril 1) J54 (RP4) Ap" km® TcT carriles 2 al 10)
candidatas J54 Ap® Km® Tc®, carril 11) JS3 (RP4),
carril 12) JS.13.14 (RP4) Lon . La banda comin a

todos los carriles corresponde al DNA cromosomal.
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los resultados, en el carril lo. se muestra el DNA ais-

y s
, Tc', (resultante de la con

lado de la cepa J54 Apr, Km
jugacibn con la cepa CA8445 (RP4), del carril 2o0. al 10o.
son 9 clonas J54 Apr resultantes de la misma conjugacién,
en el carril 11 la muestra de la cepa J53 (RP4) y en el

carril 120. la cepa JS 13.14 (RP4) lon . Como puede no-

. 5
tarse, las transconjugantes J54 Ap presentan una banda

de mayor P M que el RP4.

Esto podria sugerir que el Tnl habia sido incrementado
en nfimero de copias impidiendo asi la expresién de los
genes de resistencia a Km y Tc; para comprobar lo ante-

rior se emplearon dos criterios:

a) Determinacién de la concentracién inhibitoria minima

5 1¢®. Normark y

en las transconjugantes J54 Apr, Km
colaboradores (28) encontraron una relacién directa
entre el nfimero de copias del gene productor de la
enzima beta-lactamasa y la concentracién del antibié-
tico al cual era resistente. Si el Tnl se encontrara
aumentado en nGmero de copias se podria esperar que
aumentara la concentracién de beta-lactamasa y por
consiguiente una concentracién inhibitoria mayor. La
Tabla 11 muestra los resultados obtenidos, de donde
podemos seflalar que el grupe de cepas Apr presentaron
una CIM menor (2.5 a 1.9 mg/ml) que el grupo de resis

tencia a los tres antibibéticos (mayor de 5.1 mg/ml).
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TABLA 11

CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA PARA AMPICILINA

DE LAS TRANSCONJUGANTES J54 RESULTANTES DE LAS

CRUZAS CON LAS CEPAS DEFICIENTES EN REPRESION CA-

TABOLICA Y Lon

ORIGEN DE FENOTIPO

LA CRUZA ApT Km® TcT ApT (mg/m1)
JK8306 5.12 2.56

Cya '

JK8445 5.12 2.56

Cya Crip

JS.13.14 5.12 1.95

Lon~

5060 5.12 1.95

Crp Lon~




b) Determinacién de la reversibén a la resistencia para
Km y Tc. Otro criterio para determinar si el aumen-
to del Tnl impedia la expresién para la resistencia
a Km y Tc, fue determinar la frecuencia con que re-
virtieran la resistencia a Km y Tc. Esta prueba re-

sulté negativa en todos los casos.

Hasta ese momento los resultados eran muy confusos y la
Ginica alternativa que justificara la disociacién era la
mutacién lon, la cual podria estar presente en las ce-
pas crp; tomando en cuenta este hecho, decidimos probar
el fenotipo lon en las cepas Hfr, tomando tres criterios
ya descritos en la literatura: a) sensibilidad a luz ul-
travioleta (1), b) filamentacién celular (19) y c) muco-

sidad colonial (9).

DETERMINACION DE LA MUTACION lon EN EL GRUPO DE CEPAS Hfr

a) Sensibilidad a luz ultravioleta. Las grdficas 1 y 2
muestran las curvas de sobrevida a luz ultravioleta,
puede notarse que la cepa JK8000 fue la Gnica que pre

sentd sensibilidad; en cambio la cepa 5060 crp , lon

(control) no mostré sensibilidad.

b) Filamentacién celular. La figura 6 muestra los resul
tados de esta prueba, como puede notarse, la Gnica ce
pa que forma filamentos es la JS.13.14 lon y no asfi

la 5060 crp , lon ({control).
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Grafica 1. Sobrevida a la radiacibn por rayos ultravioleta pa
ra determinar el fenotipo Lon . a) JS.13.14 lon ,
b) SA500 lon®, c) JK8000 Hfr, d) JK8306 cya , e)
JK8307 crp , f) JK8445 cya , crp .
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Sobrevida a la radiacibn por rayos ultravioleta
para determinar el fenotipo Lon . a) JS.13.14
lon”. b) SA500 lon', c) 5080 cya , d) 5060 crp .



JUEGO ISOGENICO

JKBO0O SA 500

JK8306,

Cva

JK B307,
Crp

JEB445,

Cya-Crp

Figura 6. Fotomicrografias de células de E. coli, para de-

terminar la filamentacidén celular debida a la mu-

tacidén lon. 600X.
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Estos resultados nos sugieren que la cepa JK8000 presen-
ta la mutacidén lon o alguna otra mutacidén criptica que
le confiere este fenotipo (por ejemplo uvr). El Dr.
Jergen Schrenk nos informbé que al construir una cepa
crp invariablemente se presentaba la mutacién lon, cuyo
fenotipo es enmascarado por la primera mutacibn, esto
hace pensar que la mutacién lon esté presente en la ce-
pa JKB0O0O y su fenotipo no se detecte en 1a‘EéQ3 JK8306

crp por la presencia de crp (Figura 7).

PRESENCIA DE PLASMIDOS CRIPTICOS EN LAS CEPAS QUE DETEC-

TARON DISOCIACION DEL PATRON DE RESISTENCIA.

Estudios realizados en el laboratorio por Luz Ma. Guz-
min demostraron la presencia de un pldsmido criptico en
la cepa JK8000 Hfr, esto es, un plidsmido del cual no se
conoce su funcién. Ya que la cepa JK8307 crp proviene
de una transduccién de crp con la cepa JK8000, es de es-
perarse que también presente el pldsmido criptico. En
la figura 7 se indica la construccién del juego isogéni-

co deficiente en represibn catabélica Hfr.

Utilizando el minimétodo para aislamiento de plédsmidos

pudimos detectar un pldsmido criptico en todas aquellas
cepas HfrH y F~ que habfan mostrado disociacién al pa-
trén de resistencia, los resultados son mostrados en la

Figura 8; aparentemente todos los plésmidos son de ma-
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PL(crp,sm")

JKBOOO
smf

CAB306
Hfr,cya

JK8307
crp, smf

JKB306
cya,sm’

JK8445
cya-crp, smf

Figura 7. Construccibn del juego :sogénico deficiente en re-

presibn catabélica del grupo Hfr.
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123456 78910 1112

Figura 8. Anfilisis del contenido de pldsmidos presentes en
las cepas deficientes en represib6n catabdlica y
Lon . Carriles: 1) SAS500, 2) JS.13.14 Lon , 3)
5080 Cya , 4) 5060 Lon Crp , 5) JK8000, 6) JK8306
Cya , 7) JK8307 Crp , 8) JK8445 Cya Crp , 9) J54,
10) J54 (RP4).
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yor peso molecular que el RP4.

CONSTRUCCION DEL JUEGO ISOGENICO DEFICIENTE EN REPRESION

CATABOLICA LIBRE DE PLASMIDO CRIPTICO.

La presencia de un pldsmido criptico en aquellas cepas
en que se presenté la disociacién del pldsmido RP4 (trans
posicibn) abre otra posibilidad para explicar el motivo

de la disociacién.

Esta situacién nos obligb a construir un juego isogénico
deficiente en represién catabblica libre de plésmido
criptico. Se escogié como candidata para la construc-

cién del juego la cepa de E. coli K-12 W3110.

Empleando el método de Bazaral y Helinski, se descarté
la posible presencia de un plésmide criptico en la ce-
pa W3110, (Figura 9). Por transduccién generalizada
con el bacteribéfago P1, cml, clr-100 se construyé el

juego isogénico (Figura 4).

TRANSDUCCION DE cya .

Para transducir la mutacién cya se intenté primeramen-
te obtener una mutante resistente a valina exégena (valr]
espontdnea de la cepa JK8306 (cya ) en el minuto 83 (34),
esto nos facilitarfa la transferencia de cya, efectuando la
seleccibn a Val'. La frecuencia para obtener una mu-

tante Vall espontédnea es de 10 ° (14), en las cepas
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Figura 9. Gradiente isopficnico de CsCl-Bromuro de etidio
para determinar plismidos en la cepa W3110.
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JK8306 y 5080 la frecuencia fue de cuatro 6rdenes de mag-
nitud mayor {10'3) que la ya reportada. Glover (14) de-
terminé que el fenbémeno de resistencia a valina exbgena
en E. coli K-12 puede ser abatida por concentraciones
muy bajas de leucina, a pesar de haber realizado varios
ensayos con diferentes reactivos para descartar la posi-
ble contaminacibn, jamis pudo ser abatida la alta fre-
cuencia de Val® esponténeas y por consiguiente la ines-
tabilidad de éstas, ya que en la purificacién revertian

su fenotipo por lo que decidimos cambiar la estrategia.

Un segundo criterio para obtener la transductante cya
consistibé en enriquecer la poblacién mal con ampicilina
y el bacteribéfago lambda virulento. El1 primer método
fracas6, ya que no se pudo obtener una candidata esta-
ble. Con elsegundo método de enriquecimiento poblacio-
nal de Mal , con el bacteribéfago lambda, se lograron
aislar 50 candidatas Mal , de las cuales finicamente re-
sultaron 29 clonas (40%) correspondientes al fenotipo

Cya

TRANDUCCION DE crp A LAS CEPAS W3110 Y W3110 cya.

La frecuencia de co-transduccién de crp y resistencia a
Sm es de un 75%, con esta frecuencia fue fécil de aislar
las mutantes deseadas probando su habilidad para fermen-

tar maltosa en medio MacConkey (ver Tabla 11).



49

TABLA 12

FENOTIPO DE LAS CEPAS DEFICIENTES EN REPRESION CATABOLICA

FENOTIPO M9,B1 M9,His Mac.Mal Mac.Mal L-Sm

CEPA RELEVANTE AMP _

JK8000 cya® crp’ + - + + +
JK8306 Cya~ + - - + +
JK8000 Crp~ - - - - -
JK8445 Cya Crp’ + - - - -

+

SA500 lon - + + + +
JS.13.14  1lon - + + + +
5080 ton* cya* - . - + +
5060 lon Crp - + - - +

Las cepas bacterianas se purificaron por estria en medio L y
por picadura con palillo se transfirieron cinco clonias a los

diferentes medios, se incubaron a 37°C por 24-48 hrs.

En el Medio de MacConkey maltosa con y sin AMP_: + fermentacién
- no fermentacidn

En los demis medios: + crecimiento
- no crecimiento
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DISCUSION
La observacién de la pérdida de enterotoxina ST en cepas de-
ficientes en represién catabblica y la suposicién de que és-
ta se localizara en un transpos6n, como se habia demostrado
con otra enterotoxina (41), sugerfa fuertemente que el fené
meno de transposicién estuviera sujeto a represibén catabéli-

ca.

Un sistema excelente para demostrar nuestra hipbtesis lo
proporciona el pldsmido RP4, el cual presenta la produccién
de la beta-lactamasa en un transposdn; con este modelo y el
juego isogénico deficiente en represibn catabébélica la pro-

blemitica es f4cil de abordar.

Al recibir la noticia del Dr. J. Schrenk en donde nos co-

municaba que al aislar mutantes crp necesariamente presen-

taban la mutacién lon para poder subsistir, nos vimos obli

gados a utilizar un juego isogénico para lon .

El fenbémeno de transposicibén fue observado en varios casos
(Tablas 8, 9 y 10) de los que se pueden hacer las siguien-

tes sugerencias:

Nuestra hipdtesis original trataba de demostrar que el fe-
némeno de la transposicidén estaba regulado por la repre-

sién catabblica, esto es, mutaciones en los genes cya y
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crp favorecian dicho fenémeno. E1 hecho de que la cruza en-
tre las cepas 5080 cya y J54 no se presente este fenbmeno y
los resultados de la Tabla 10 sugieren lo contrario, es de-
cir, que la transposicibén estd regulada negativamente por
la represibén catabblica debido a que se observa un incre-
mento del fendmeno en la cruza entre las cepas JK8306 cya

y J54 en presencia de AMPc.

Al observar la transposicién en todas las cepas crp se pue
de pensar que esta protefina tenga alglin proceso regulato-
rio en la expresién de las transposasas actuando como un

represor de éstas.

Otra responsable de la transposicién pudiera ser la muta-
cién Lon  ya que se observa este fenémeno en todas las ce
pas que se sabia que presentaban la mutacién y en aquéllas

que se sospechaba por el comentario del Dr. J. Schrenk.

Una alternativa mé&s para explicar la disociacién del plés
mido es la presencia del plismido criptico ya que se en-

cuentra en todas las cepas que presentaron la transposi-

cibn; pudiendo no ser exclusivamente un producto de éste,
sino el favorecimiento por ser un replicbdn independiente,
esto es, como un medio que usara el Tnl inducido por lon~
y/o cya - crp , ya que en el caso particular de la cruza

JK8000 que presenta el mismo pldsmido que la cepa JK8307
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crp’ (Figura 7) no se detectd la transposicién con la pri-

mera cepa y s{ con la segunda.

En resumen, con estos datos no se puede determinar el o los
responsables de la transposicién, ya que se requieren otros

ensayos; tales como:

Primeramente se sugiere confirmar la presencia de la muta-
cibén lon en las cepas JK8307 crp, JK8445 cya-crp y 5060
lon crp; transduciéndoles primeramente el gene silvestre pa
ra revertir la mutacién cya y crp, efectuando la seleccién
en medio minimo suplementada con maltosa como (Gnica fuente
de carbono con lo cual vamos a obtener revertantes cya+ y/o
crp+. Para el caso de la doble mutante JK8445 cya-crp, se
sugiere transducir crp+ y seleccionar en medio minimo con
maltosa y en presencia de AMPc; posteriormente transducir
cya‘ y seleccionar en el mismo medio pero sin AMPc. Ya ob-
tenidas las revertantes se aplicarian los tres criterios
empleados para determinar el fenotipo lon (filamentacién

y mucosidad celular y sensibilidad a luz ultra violeta).

Una vez que se haya construido el juego isogénico deficien
te en represién catabdlica y libre del plésmido criptico,
realizar nuevamente la cruza con el plismido RP4 y medir

la transposicién.
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