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INTRODUCCION

1.- Generalidades

Los pl4smidos son moléculas de DNA extracromosomal

generalmente circular cerrado, superhelicoidal, heredables, -
con capacidad de replicacibn auténoma del cromosoma y cuyos

pesos moleculares fluctdan en un rango de 1.5 a 300 megadalto
nes (Md). Las funciones para las cuales codifican los pl&smi

dos son generalmente dispensables para la bacteria- (1),

La existencia de plismidos ha sido detectada en un

gran nfimero de bacterias, tanto Gram-negativas como Gram-posi

tivas. La diversidad de pl&smidos ha permitido que se puedan

agrupar de acuerdo a ciertas caracteristicas:

a)

b)

Informacién genética. Como los pl&smidos F (fertilidad),
tipo Col (productores de colicinas), tipo R (resistencia

a antibibticos), etc.., Sin embargo, esta clasificacién

no siempre es adecuada ya que con frecuencia se encuentran
plésmidos mixtos: por ejemplo, plésmidos F con resisten-
cia a antibibticos (1).

Sistema de trasferencia o movilizacién. Muchos pl&smidos,
generalmente grandes, tienen informaci6n genética para -
transferir, por conjugacién, una copia a otras bacterias,
mientras que otros pldsmidos, principalmente pequefios, -
tienen la informacifn para ser movilizados por un pldsmi
do conjugativo. Se han descrito 6 sistemas diferentes de
transferencia (F,N,X,I,P y W}. La transferencia puede -
efectuarse entre bacterias de la misma especie y en algu
nos casos entre bacterias de géneros diferentes (1).




c) Sistema de replicacifn. De acuerdo a su sistema de repli

d)

cacifén, se agrupan en plésmidos de control relajado (plés
midos multicopia) y de control estricto (plismidos de ba
jo nfmero de copias). La informacién genética para regu
lar la replicacibn y el ntimero de copias del pldsmido en
la c€lula, se encuentra principalmente en el mismo plésmi
do. Esta regulacién est§ determinada por la presencia

de secuencias de DNA necesarias en cis y moléculas efecto
ras (RNA y protefnas) que regulan el ndmero de eventos de
iniciacién de la replicacibén. Para algunos plasmidos chi
cos se ha demostrado la produccién de un RNA pequefio que
inhibe el procesamiento del RNA iniciador para la replica
cién. En plédsmidos grandes, hay un .RNA peguefio que inhi-
be la transcripcién de un mRNA, cuyo producto protefco -
modula positivamente la replicacibn. El sistema de repli
cacién de un plésmido también esti involucrado en el fenf
meno de incompatibilidad (2,3,4,5,6).

Incompatibilidad. La incompatibilidad se observa en bac-
terias que contienen dos plismidos con sistemas similares
de replicacibn. En este caso, esas bacterias, después de
varias generaciones generan dos subpoblaciones, cada una
conteniendo un s6lo tipo de pl&smido. La relacién de las
dos subpoblaciones varia de acuerdo a las caracteristicas
de los dos plismidos. Por ejemplo, las células que ini-
cialmente contienen a los plasmidos R100 y R1-19 del mis
mo grupo de incompatibilidad (IncFII), después de varias
generaciones, generan una poblacién bacteriana en la cual
el 50% de las células tienen al R100 y el otro 50% al -
R1-19. Sin embargo, para el caso de otros plismidos es-
te porcentaje relativo puede variar.

La incompatibilidad se debe b&sicamente a la compe-
tencia entre dos pl&smidos por la maguinaria de replica-
cién o de segregacién. Por ejemplo, para los plésmidos
incompatibles ColEl y pBR322, el RNA represor del pBR322
reprime mis eficientemente al sistema de replicacifn del
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ColEl que-a su propio sistema, produciendo un mayor nfime

ro de copias del pBR322. En pldsmidos de bajo nfimero de

copias (F, R100, R1-19), se ha descrito un sistema de se

gregacién por unién a membrana, andlogo a los centroméros
de cé€lulas eucarifticas. En este caso, la competencia de
los plasmidos por los sitios de unién a membrana serfa un
factor de incompatibilidad. La incompatibilidad también

puede generarse si existe un mecanismo que regule el nfi-

mero mdximo de replicones similares dentro de una célula

(3,4,5,6).

El DNA de los plismidos al portar informacién genéti
ca generalmente no esencial, constituye un dominio genético su
jeto a una presién selectiva diferente a la ejercida sobre la
informacién cromosomal. Ademds, es frecuente que algunos genes
presentes en plasmidos se localizen en transposones, los cuales
son secuencias de DNA capaces de generar rearreglos molecula-
res, como son: inversiones, duplicaciones, deleciones y fusién
de replicones. Los rearreglos moleculares entre pldsmidos po
drfan generarse también por recombinacién entre secuencias ho-
m8logas entre dos pl&smidos.

La dindmica molecular de los plasmidos mediada por
sistemas de recombinacifn que operan scbre secuencias hom6lo-'
gas o por sistemas gque requieren de homologfa minima {(recom=-
binacibn sitio-especifica, transposicién) proveen un proceso
continuo de ensamble, disociacién, rearreglo e intercambio de
secuencias de DNA entre pl&smidos, Estos procesos contribuyen
a la generacifn de nuevos pl&smidos, muchos de los cuales son
capaces de transferirse de una cflula a otra. Estas propieda
des de los plismidos permiten considerarlos como una poza de
unidades de informacién genética com@n a varios géneros y es-
pecies de bacterias,

2.~ Recombinacién homfloga en Escherichia coli.

La reconbinacién homblcga puede definirse como el in



tercambio de secuencias similares entre dos moléculas de DNA
(recombinacibn intermolecular) o dentro de la misma molécula
(recombinacién intramolecular) (7).

Lederberg y Tatum en 1946, utilizando E. coli K-12,
demostraron que los factores F integrados al cromosoma poseen
la capacidad de transferir, por conjugacifn, DNA cromosomal a
otra célula. Este evento produce células con regiones de DNA
cromosomal diploides, en donde puede efectuarse la recombina-
cién genética, denominada recombinacibén post-conjugacional
(7,8).

Clark y Margulis en 1965 y Howard-Flanders y Theriot
en 1966 aislaron mutantes con muy baja capacidad de formar re
combinantes por conjugacifn, a las gue denominaron recA. Las
nutantes en recA son muy sensibles a luz ultravioleta y presen
6 en relacién a
"la cepa silvestre (8). Adem8s, son muy sensibles a mut&genos

tan una frecuencia de recombinacién de 1 x 10~

como mitomicina C, metilmetano sulfonato, etc. y presentan una
divisifén celular aberrante (7,8,9,10).

‘ El gene recA es regulado negativamente por el produc
to protefco del gene lexA., 1In vitro, la proteina RecA en pre
sencia de oligonucle6tidos, posee actividad de protesa hacia
su represor LexA. Se ha observado que la proteina LexA también
reprime a otros genes que estén involucrados con el sistema
S80S y de reparacién del DNA, como son, dinA, dinB, dinD, dinF,
himA, sfiA, umuC, uyra y uvrB (11,12,13),

La protefna RecA es un polipéptido de 38,000 dalto-
nes, con un punto isoceléctrico de 6,0, Esta protefna tiene -
las siguientes propiedades: a) se une a DNA de hebra senéilla,
b) transfiere DNA de hebra sencilla a DNA hom6logo de doble
hebra (DNA-duplex), ¢) hidroliza ATP en presencia de DNA, d)
funciona como topoisomerasa en presencia de ATP y e) presen=
ta actividad de proteasa (7,12,13,14,15,16,17),

Las mutaciones en los genes recB y recC, que mapean
en un sitio diferente al de rechA, afectan también la recombi-
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nacién post-conjugacional. Estas mutaciones inducen una dismi
nucién en la frecuencia de recombinacién (1 x 10'2) menor a la
inducida por Eggp'.v El producto de los genes recB y recC es
una exonucleasa tipo V de 270,000 daltones, constitufda por -
dos subunidades. Las actividades de esta enzima son: a) endo
nucleasa de DNA de hebra sencilla, b) endonucleasa de una sola
hebra en DNA duplex dependiente de la secuencia "chi" _
(5'-GCTGGTGG~-3'), ¢} exonucleasa de DNA de hebra sencilla o -
doble hebra, d) topoisomerasa de DNA duplex y e) actividad de
ATpasa (9,10,18,19,20).

A}

Los resultados obtenidos con dobles y triples mutan
tes en los genes recA, recB y recC, indican que estos genes -
pertenecen a un mismo sistema de recombinacién (vfa RecBC), =

que es el principal en las cepas silvestres (9,10).

Por tratamientos mutagénicos de las ceﬁgé gggp- EEEF_'
se han podido aislar cepas revertantes resistentes a luz ultra-
violeta que tienen una frecuencia de recombinaci6n similar a -
la cepa silvestre, La mayorfa de’ las mutantes encontradas tie
nen una segunda mutacifén gue suprime el efecto de la mutacién
recB” y/o recC”. Esta segunda mutacisn se localiza en el gene
sbcA o en el sbcB. La reversibn en las mutantes sbcA™, es el
resultado de la inactivacién del represor del gene reckE, que
codifica para una exonucleasa tipo VIII. Esta exonucleasa de
grada DNA de hebra sencilla o doble hebra y se piensa que pue
de sustituir algunas funciones realizadas por la protefna -~
RecBC, Esta via de recombinacién, denominada RecE, recombina
eficientemente al fago lambda en ausencia de RecA y de las pro
teinas de recombinacién de lambda, Sin embargo, para la recom
binacién post-conjugacional depende de RecA (9,10,21).

Las mutaciones en el gene shcB producen la desapari
cibn de la actividad de una exonucleasa tipo I. Esta exonu-
leasa degrada DNA de hebra sencilla a partir del extremo 3'-OH
terminal. El descubrimiento de estas mutantes en cepas gue -
tenfan deletado del gene recE y el hecho de que mutaciones en
los genes recF, recL, recQ ylgggg s6lo afectan la recombinacién
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de esta via y no la via RecBC, ayudan a postular la existen-
cia de una via alternativa de recombinacién, llamada RecF
(9,10,22,23,24,25).

Se ha reportade que la frecuencia de recombinacifn
en las cepas recB recC sbcA™ (via RecE) disminuye 10 veces --
cuando el gene recF es mutado. Este resultado sugiere que s6
lo hay dos vifas de recombinacifén en E. coli (Figura 1). El1 -
modelo actual para la recombinacifn en E. coli propone la exis
tencia de tres intermediarios hipotéticos dependientes de RecA.
La generacién de uno de estos intermediarios requiere ademis
de la actividad de la exonucleasa VIII (sbcA). Los productos
finales de la recombinacién son producidos por las protefnas
RecBC & RecF (10,26).

Una diferencia importante entre las dos vias de re
combinacién es que la via RecBC depende de la secuencia "¢hi",
gue se encuentra una cada 5 a 10 Kpb en el cromosoma de --

E. coli, mientras que la vfa RecF reconoce otras secuencias,
denominadas "fre", de las cuales s6lo se han encontrado 3 en’
el cromosoma de E. coli y otras en las secuencias de insercién
IS2 e IS3 (18,19,27,28).

3.- Mecanismos moleculares de recombinacién hom6loga.

Todos los modelos de recombinacién (7,29,30,31), -
propohen la formacién de moléculas intermediarias dindmicas con
regiones hibridas (heteroduplex)} formadas por una hebra de ca
da una de las moléculas que recombinan, La molécula final re
combinante es el resultado no sélo de la recombinacifn, sino
de la replicacién y reparacién de esa molécula hfbrida, Los
datos obtenidos con las proteina RecA y RecBC permiten propo
ner un modelo de recombinacién para la vfa RecBC (Figura 2).
En este modelo la protefna RecA se une y acerca a las regiones
homélogas de DNA, la enzima RecBC primero desenrrolla al DNA
duplex y posteriormente rompe el enlace fosfodiéster en una
de las hebras del DNA duplex, cerca de la secuencia "chi", La
regién de DNA de cadena sencilla, con ayuda de las protefnas
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‘Figura 1.- Diagrama esquemdtico de las vfas de recombinacién en E. coli K-12 descritas por Clark,

A.J.(10) y Gillen, J.R. (23). DNAs indica las dos moléculas con regiones homblogas, las cuales“,f?

en presencia de la protefna RecA generan los intermediarios hipotéticos X y Y, mientras que el .
intermediario Z se genera en presencia de las protefnas RecA y RecE. El intermediario X, es prgy"

cesado a los intermediarios Z 6 Y que son sustrato de las enzimas RecF 6 RecBC, respectivamente, .. -

generando los productos finales de recombinacién homéloga.
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Figura 2,- Modelo del'mecanismo enzim&tico de recombinacifn para
la via RecBC, descrito por Taylor, A.F., et al (19). En este
modelo se postula que la enzima RecBC reconoce un DNA lineal
que desenrrolla a partir del extremo 3'-OH terminal en relacifn
a la secuencia "chi" y después rompe el enlace fosfodiéster en
una sola hebra de DNA cerca del 3'-OH terminal de la secuencia
“chi". Posteriormente las actividades enzimaticas de las pro-
tefnas RecA y SSB producen que la hebra sencilla pueda invadir
a una molécula de DNA duplex hom&loga, para formar un heterodu
plex gque posteriormente es procesado para génerar las moléculas
recombinantes finales. '



RecA y SSB (protefna que se une a DNA de hebra sencilla), in
vade al DNA duplex homélogo para realizar el intercambio de
hebras. Este evento genera las estructuras de desplazamien-
to denominadas "asa-D". En el caso de la recombinacién
entre dos moléculas circular cerradas (plédsmidos), las figu-
ras de ocho que se observan al microscopio electrbnico se ge
neran por cortes de hebra sencilla en cada una de las molécu
las y unién cruzada de las cadenas cortadas (16,17,19).

4.- Recombinaci6n sitio-especf{fica y transposicién.

En la recombinacién sitio-especffica, el intercambio
se lleva a cabo entre dos moléculas de DNA que tienen un peque
fio nimero de bases homblegas flanqueadas por secuencias exten
sas no homf6logas. Esta recombinacifén no requiere de la pro-
tefna RecA, sino de una recombinasa especifica para la secuen
cia homb6loga. La integracibn del fago lambda al cromosoma de
E. coli, el cambio de fase en Salmonella typhimurium y la re
solucién de cointegrados formados por el Tn3, son ejemplos de
este tipo de recombinacién (33).

Otro evento molecular, independiente de RecA, capaz
de inducir rearreglos moleculares en el DNA, es la transposi-
cién de los elementos genéticos mbviles, Un elemento genéti-
co mévil es una secuencia de DNA flanqueada por secuencias in
vertidas y repetidas capaz de insertarse o de insertar una co
pia de ella a otra regién de la molécula de DNA donde se loca
liza, o bien a una molécula vecina de DNA. La transposicién
requiere de homologfa minima entre el elemento genético mévil
y el sitio al que transpone y de una enzima especffica o trans
posonasa codificada por el propio elemento genético mévil, -
qgue induce la duplicacién de un nfimero pequefio de pares de ba
ses originalmente presentes en la secuencia blanco. La pre-
sencia de un elemento mévil puede inducir la inversién, dupli
cacibén o pérdida de genes vecinos asi como la fusién de repli

cones (32).
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Ademds de la recombinacién sitio-especifica y de

la transposicibn, puede presentarse recombinacidén, también in
dependiente de RecA entre secuencias homflogas pequefias. En
este caso se desconocen las enzimas responsables. En general,
la transposicién y la recombinacién recA-independiente entre
secuencias homflogas pequefias son eventos menos frecuentes que
los eventos de recombinacibn mediados por la protefna RecA y
gque involucran secuencias hom6logas extensas,

5.~ Recombinacién homSloga de pl&smidos.

En los ultimos afios, los pl&smidos pequefios, princi
palmente tipo ColEl, han sido utilizados de manera intensiva
para estudiar la recombinacifn de DNA homSlogo. Los plé&smidos
constituyen un modelo experimental que ofrece la posibilidad
de observar al microscopio electrfnico a las moléculas interme
diarias de la recombinacién, aislar-y caracterizar un ntmero
grande de moléculas recombinantes. Se han descrito varios mé
todos para estudiar la recombinacifm hom6loga utilizando a los
plésmidos como sustrato de la maquinaria de recombinacifén de
la bacteria: a) observacifn por microscopfa electrénica de los
productos intermediarios, como son las estructuras de "asa-D",
las figuras de ocho y "X" , b) Formacién de moléculas oligomé
ricas a partir de moléculas monoméricas (recombinacibn inter-
plésmido) & aparicién de monoméros de plésmido a partir de un
oligoméro (recombinacién intraplédsmido) y c) reconstitucién de
un marcador genético, teniendo como sustrato a pl&smidos con
el mismo gene pero mutado en diferentes sitios (33,34,35,36),

Usando estos métodos se demostr6 que la recombinacién
entre plismidos chicos es diferente a la recombinacién del cro
mosoma con fragmentos de DNA introducidos por conjugacién media
da por Hfr o por transduccibén. Esta diferencia se cbserva al
comparar la frecuencia de recombinacién post-conjugacional con
la recombinacién de plédsmidos chicos cuando se utilizan dife-
rentes mutantes en recombinacién (Tabla 1) (37).
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Tabla 1.- Frecuencia de recombinaci’%n pl&smidica y post-conju-
gacicnal en diferentes mutantes en recombinacién de
E. coli.?

Genotipo relevante Frecuencia de recombinacifn relativa

(cepa representativa) intraplfsmido interplismido post-conjugacional

rec’ (ABL157) 1.0 1.0 1.0
rech” (3C2926) 1.0x10%  2.7x 107 1073
recB” yecC™ (JCS519) 1.0 1.0 1072
recF” (JC9239) 26 x 1072 2.7x 107 1.0
gbcB™ (JC11451) ' 1.0 1.0 ~1.0
reck” sbch” (JC5183) 32 4.8 0.5
rech” yecB™ shcA™ (DRIO7) 3 0.13 1073

a) Gohen, A., et. al. (37)
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Las principales conclusiones mostradas en la Tabla 1
son: a) las mutaciones en el gene recA afectan mds la recombi-
nacién post-conjugacional, que la recombinacién plasmidica -
(1073
cién plasmfdica, correlaciona con una menor frecuencia en la

Y 10'2, respectivamente). El decremento de la recombina

formacién de las estructuras "X" y figuras de ocho, b) inacti-
vacién de la exonucleasa V (recB” y/o recC’) sb6lo afecta la re
combinacién post-conjugacional, ¢) mutaciones en el gene recF,
producen una disminucién en la recombinaci6én plasmfdica (200
veces), similar a la encontrada en mutantes rechA ; sin embargo,
la recombinacién post-conjugacional no se afecta, d) en las ce
pas recB recC sbcA”™ (via RecE), la frecuencia de recombinacién
post-conjugacional es similar a la de las cepas silvestres.
Sin embargo, la recombinacién intrapl4smido es de 33 veces ma-
yor que la de la cepa silvestre y la recombinacién_ interpl&smi
do es de 4.8 veces mayor que la de la cepa silvestre, e) la
inactivacién del gene recA en las cepas recB recC sbcA™ (vfa
RecE, en condiciones recA”) produce una marcada disminuci6n en
la reqombinacién post=-conjugacional (10'5) y tiene un efecto
diferente sobre la recombinacién interpl4smido y la intraplés-
mido, La primera disminuye s6lo 10 veces en relacién a lo en-
contrado en la cepa silvestre y 37 veces en relacifn a la cepa
recB recC sbcA” (via RecE, en condiciones gggﬁ+); mientras que
la recombinacién intraplé&smido se mantiene elevada (33 veces)
en relacisn a la cepa silvestre, pero igual a la cepa EESB_
recC sbea™.

En resumen podemos decir que en E. coli, la recombi-
nacién post-conjugacional se realiza principalmente por la via
RecBC y la recombinacibn de pl&smidos chicos por las vias RecF
y RecE, Esta diferente dependencia de la recombinacién post-
conjugacional y plasmfdica por las vfas de recombinacién, po-
drfa deberse a la presencia o ausencia de secuencias especffi-
cas para cada via en los DNA a recombinar y a laestructura mo-
lecular de los sustratos (DNA lineal, superenrrollado, etc.).
Por ejemplo,en E. coli el cromosoma tiene de 400 a 800 secuen-
cias "chi" y solamente tres secuencias "fre", mientras que los
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plédsnidos tipo ColEl no tienen secuencias "chi". En ColEl se
encontr6 una secuencia denominada cer que actfGa como sitio es
pecffico de recombinacién para la resolucibn de nultfmeros de
este plésmido en cepas silvestres de E. coli; sin embargo, se
desconoce la enzima responsable de estf recombinacién. En el
cromosoma de E. coli existen ademis secuencias, que clonadas en
plésmidos tipo ColEl, incrementan la frecuencia de recombina-~
cibn de estos plasmidos. Estas secuencias recombinogénicas -
son de dos clases, unas que actuan en cis y otras en trans(38).

La recombinacién de pl&smidos grandes es un fenémeno
m&s complejo, ya que en este caso, muchos de los plismidos co-
difican protefnas que pueden modificar la eficiencia y/o espe-
cificidad de las enzimas de recombinaci6én codificadas por el
cromosoma. Por ejemplo: a) el pl&smido F, incrementa la fre-
cuencia de recombinacifn post-conjugacional en cepas silvestres
de E. coli, asi como la frecuencia de excisifn precisa de los
transposones Tn5 y Tnl0 estimulada por el gene ferA y la recom
binacién entre dos IS3 estimulada por el gene ferB en presen-
cia de RecA (39), y b) el pldsmido R1-19, que tiene regiones
hom6logas con el pl&smido F, provoca diferentes efectos en di-
ferentes mutantes en recombinacién; b.l1l) disminuye la frecuen-
cia de recombinacifn post-conjugacional en cepas silvestres y
en cepas recF , recL”, y recB recC sbcA”, b.2) no produce efec
to en la cepa recB sbcB” y b.3) incrementa la frecuencia de re-
combinacién post-conjugacional en las cepas recA”, recB recC™
sbcB recF~ y recB recC sbcB recL”. El incremento o disminucién
en la recombinacién esta estrechamente relacionado con un au-
mento o disminucién en la resistencia a luz ultravioleta. Se
piensa gque estos efectos son producidos por una exonucleasa
ATP-dependiente codificada por el pl&smido R1-19 (40),

6.~ Rearreglos moleculares en plismidos R del grupo de incompa
tibilidad FII.

Los pl&smidos R1-19 y R100 del grupo de incompatibi-
lidad FII, son un ejemplo claro de la din&mica molecular de los
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plésmidos. Estos pldsmidos de 55 a 63 megadaltones (Md) estén
constitufdos por dos unidades genéticas de informacién funcio-
nalmente diferentes, flanqueadas por secuencias de insercién
ISl en forma de repetidas directas: el factor de transferencia
(RTF) y el determinante de resistencia (r-det) (Figura 3). El
RTF posee la informacifén gené&tica para la transferencia, repli
cacién y propiedades de incompatibilidad del pl&smido y el --
r-det porta la mayorfa de los genes que confieren la resisten-
cia a varios antibibticos. E1 r-det del pl&smido R1-19 contie
ne al gene de resistencia a cloramfenicol y tres transposones:
Tn3 (resistencia a ampicilina), Tnd (resistencia a ampicilina,
estreptomicina-espectinomicina y sulfonamida) y T™n2350 (resis-
tencia a kanamicina). El r-det del R100 tiene al gene de re-
sistencia a cloramfenicol y al transposfn Tn2l que contiene la
resistencia a iones mercurio, estreptomicina-espectinomicina y
sulfonamida; ademfs en el RTF de este mismo plésmido se encuen
tra el Tnl0 (resistencia a tetraciclina) (41,42,43). Aunque
el R1-19 fué aislado en Inglaterra y el R100 en Japén, el estu-
dio comparativo de su estructura molecular sugiere la existen-
cia de un plismido precursor comln.

Estos dos pl&smidos han sido utilizados por diferen-
tes grupos de investigadores como modelo experimental para el
estudio de los mecanismos moleculares de ensamble y disociacién
de unidades de informacifn en diferentes sistemas bacterianos,
asf como para el estudio de la din&mica de la evolucifn de los
plésmidos.

Los rearreglos moleculares que m&s se han estudiado
en estos plidsmidos, son generados por recombinacifén hom8loga
intra e intermoleculares.

A) Rearreglos intramoleculares
Los rearreglos intramoleculares encontrados para los

plésmidos R1-19 y R100 son: a) en Proteus mirabilis, en presen
cia de altas concentraciones del antibifbtico cloramfenicol, es




Figura 3.- Mapa genético de los pldsmidos R1-19
y R100. Tomado de Clerget, M. et al (41) y
Tanaka, N. et al (43},
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posible seleccionar pl&smidos constituidos por varios r-det en
tandem (5 a 7 copias) unidos a un RTF, Las copias de r-det -
pueden recombinar para formar circulos cerrados de r-det

(CCC r-det) incapaces de replicarse auténomamente. La ampli-
ficaci6én del r-det, asf como la formaciém de CCC r-det, son
eventos producidos por recombinacifn hombloga entre las secuen
cias repetidas IS1 (44), b) en Salmonella typhimurium, el --
plésmido R100 se disocia en dos moléculas circulares cerradas:
el r-det y el RTF. La molécula de r-det es incapaz de repli-
carse, produciéndose as{ bacterias que retienen dnicamente a
la molécula de RTF. La disociacifn del R100 se realiza por re
combinacién homéloga entre las ISl y depende de los genes rech
y dor (45), c) en E. coli, estos pl&smidos son muy estables;
sin embargo, en cepas en donde el pl&smido se integra al éromg
soma para suprimir una mutacién que afecta 'la replicacién del
cromosoma, se ha podido observar la produccién de CCC r-det,
Por otro lado, en una cepa hiperrecombinante de E. coli, el
R100 pierde el r-det por recombinacién homSloga entre las IS1,
de manera similar a lo que sucede en §. typhimurium (46).

Recientemente se ha descrité un pl&smido derivado del
R100, el cual perdi® una regifn del r-det, y que es capaz de -
generar moléculas de CCC r-det y plismidos que tienen varias -
copias de r-det en tandem unidas al RTF (47). Estos eventos =~
también dependen de la secuencia de insercifn ISl y son obser-
vados en P. mirabilis, S. typhimurium y E. coli. La amplifica
cién y la disociacién del r-det de este pl&smido en E. coli,
es afectada por mutaciones en los genes de recombinacién homé-

loga recA, recB y recF.
B) Rearreglos intermoleculares.

La formaci6n de rearreglos entre dos pl&smidos, pue-
den ser eventos independientes 6 dependientes del gene rech.
Los primeros generalmente se realizan por transposones y/o se-
cuencias de insercifn, mientras que el segundo requiere de -~
RecA y de una regifn grande de homologfa entre las dos secuen-
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cias de DNA.

Uno de los eventos moleculares que se realizan entre
dos plésmidos, es la fusi6n de moléculas & formacién de cointe
_grados., Trabajos realizados con el plésmido NR1 (R100) y plé&s
nidos derivados del ColEl conteniendo fragmentos de DNA del -
plésmido NR1, ha revelado que la frecuencia de formacién de -
cointegrados est8 directamente relacionada con la longitud del
DNA homflogo y de la proteina RecA. La presencia de la secuen
cia IS1 en el DNA homSlogo parece no afectar la frecuencia de
formacién de cointegrados (48).

Una diferencia importante entre los rearreglos intra
moleculares e intermoleculares en los plésmidos tipo R1-19 y
R100, es que en los primexbs la recombinacién se efectua en-
tre las secuencias de ingsercién ISl, mientras que las segun-
das dependen de la homologfa entre los DNAs pero no de una se
cuencia especffica.
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OBJETIVOS

La din&mica molecular de los pl&smidos ejemplificada
por los pl&smidos R1-19 y R100 mediada por recombinacién legf-
tima (hom6loga) o recombinacién ilegftima (transposicién), de-
sempeiia un papel importante en la generacién de nuevos pl&smi-
dos. De los eventos moleculares encontrados en el R1-19 y ==
R100 el de mayor interés y m&s estudiado es la recombinacién
homfloga entre las secuencias ISl que flanquean el r-det. La
estructura molecular de las moléculas generadas por recombina-
cién entre las IS1 depende de los sistemas de recombinacién de
la bacteria y son de 3 tipos: a) CCC r-det, b) RTF y ¢) un RTF
unido a varios r-det en tandem. Estas moléculas generadas por
el R100 y R1-19, sugieren que estos pl&smidos esté&n constituf-
dos por dos unidades genéticas diferentes, el r-det y el RTF,
que en alguna etapa evolutiva se unieron. Por otro lado, se
ha reportado que la recombinacién post-conjugacional y la re-
combinacién de pl&smidos chicos, presentan dependencias dife=
rentes a los sistemas de recombinacién de E. coli.

En base a los antecedentes anteriores se plante8:
estudiar la dinfmica molecular de pl&smidos tipo R en diferen-
tes sistemas de recombinacién, asf como el tipo de rearreglos
genéticos y su frecuencia con la cual ocurren en células que
contienen dog plismidos tipo R del mismo grupo de incompatibi
lidad. Como objetivos particulares; a) obtener nuevos plé&smi
dos generados por rearreglos genéticos entre plésmidos tipo
R1-19 y R100, b} conocer cufles rearreglos moleculares entre
estos dos plésmidos son m&s frecuentes en los diferentes siste
mas de recombinacién de E. coli, c] estudiar si los rearre-
glos moleculares se generaron por recombinacién homfloga entre
las IS1 & por otro tipo de evento, y d) obtener la frecuencia
de recombinacifn entre pl&smidos tipo R1-19 y R100 en diferen-
tes cepas mutantes en recombinacién,
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MATERIALES Y METODOS
l.- Cepas, plé&smidos y medios de cultivo.

Las cepas de E, coli y los plésmidos utilizados en
este trabajo se enumeran en la Tabla 2.

Las cepas bacterianas se cultivaron en medio Luria
6 Mc Conkey. A estos medios en algunos casos se les agregd
uno 6 mfs antibiSticos. Los antibibticos usados y sus concen
traciones fueron las siguientes: estreptomicina (Sm) 50 8
400 ng/ml, espectinomicina (Sp) 50 pg/ml, tetraciclina (Tc)
30 pg/ml, cloramfenicol (Cm) 30 ng/ml, kanamicina (Km) 30 pg/ml,
&cido nalidixico (Nal) 30 pg/ml, y sulfametoxasol (Su) 100
pg/ml. Cuando se utiliz8 cloruro de mercurio (Mer), su concen
tracién fué de 40 pg/ml.

2.- Sensibilidad celular a luz ultravioleta.

El método empleado fué descrito por Horii y Clark
(49). Las células se crecieron en Luria hasta la fase exponen
cial (D.0. a 550nm, 0.5), se lavaron en medio de dilucién
(ugso‘ 0.25%) y se resuspendieron hasta obtener la densidad
8ptica original. Una muestra de 3 ml de células se coloct en
una caja de Petri de 10 cm de difimetro y se irradibé a 25 em -
de la lSmpara de luz ultravioleta (Mineralight lamp, que emi-
te principalmente longitud de onda a 254 nm)., Las células se
irradiaron a diferentes tiempos, se diluyeron, se sembraron
en medio Luria y se incubaron a 37°C en la oscuridad.

3.~ Sensibilidad celular a nitrofurantoina.

La sensibilidad a nitrofurantoina se realizd por el
método descrito por Jenkins y Bennett (50). Las células se -
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Tabla 2.- Cepas y plésmidos utilizados en este trabajo.

Ons

Cepa 6 Referencia 6
Pl&smido Genotipo 6§ Fenotipo relevante origen
C600 Nal® thi” len” lac™ Nal® C. Miller
Wallo F~ Prototrofa E. coli genetic
stock center
@33 igual que W3110, pero dam-3 (60)
NK5661 igual que W3110, pero 1acz2900::Tnl0 N. Klecker
M902 thi” 1lv™ 4 (pro-lac) glnG74::TnS F. Bastarrachea
Mx881 Na1® thi” ilv" & (pro-lac) rechS6 Nal® F. Bastarrachea
AB1157 4 (sbchA-recE) A. J. Clark
32924 igual que AB1157, pero rechS6 A. J. Clark
X7623 igual que AB1157, pero recB2l recC22 sbchl5 ™A, J. Clark
JC9604 YechS6 recB2l recC22 sbcA23 A. J. Clark
pRT29 o ‘ (58)
pBRI221:IS1  ApT T M. Chandler
R1-19 K Ap® su” snf-Spt OnF G. Alfaro
K¥ derivado del R1-19, pero deletado del r-det
‘ (e’ ApF suf sn®-sp° onf) este trabajo
pRIF-1 derivado del RIF, con Th5 (Km') este trabajo
pRIF-2 derivado del pRIF-1, con Tni0 (Tc¥) este trabajo
R100 Mer® sut anf-spt ot Tt ' G. Alfaro
pR100-T igual que R100, pero Tc® este trabajo
pRAL11 Mer® sut ar-spt o Ko® T este trabajo
pRALIS derivado del pRAlll, pero Km® Tc® este trabajo
PRAL16 derivado del pRA111l, pero Mer® su® sm®-sp®
f este trabajo
pRA131 Mer® suf saf-sp” ant Km® T¢¥ este trabajo
pRA13S derivado del pRAL31, pero Km® Tc® este trabajo
pRA136 derivado del prRA131, pero Mer® Su® sm®-sp®

este trabajo
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crecieron hasta la fase exponencial ( D.O. a 550 nm, 0.5), se
lavaron y se resuspendieron en medio de dilucién hasta obtener
la densidad 6ptica original, Posteriormente se diluyeron y =
se sembraron en medio Luria conteniendo diferentes concentra-
ciones de nitrofurantoina,

4.- Conjugacién bacterina,

Para las conjugaciones se mezclaron los cultivos en
la fase exponencial de las cepas donadora y receptora en una -
relaci6n 1:5 § 1:10 respectivamente, como describe Miller,J.H.
(51). La mezcla se incub8 a 37°C por 1 hr, 2 hrs 0o 8 hrs y
se sembraron en medio selectivo. En el caso de conjugaciones
triples, dos con pl&smido y una sin pl&smido, los cultivos se
mezclaron en proporcifn 1:1:5, respectivamente o-en el caso -
de una cepa con pl&smido y dos sin pl&smido, los cultivos se
mezclaron en proporcifn 1:5:5, respectivamente, los cultivos
se incubaron por 8 hrs a 37°C y posteriomente se sembraron en
el nmedio selectivo.

5.~ Obtenci8én de lisados claros.

Para el aislamiento del DNA plasmfdico, se utilizé
el método de lisados claros alcalinos descrit6é por Maniatis,
T,, et al (52). El método se extrapolS a un volumen de 20 ml
de cultivo y las centrifugaciones se realizaron en la centrifu
ga Sorval RC-5, \

6.- Purificacién de plfsmidos.

La purificacién de plésmidos chicos 6 grandes se rea
1iz8 por medio de una lisis celular con alcali y SD8 y gradien
tes de CsCl-bromuro de etidio (BrEt) (52), Las bandas de DNA
se observaron con luz ultravioleta (UV) y se extrajé la banda
inferior (DNA superenrrollado) por puncién lateral. Al DNA -




- 22 -

se le removif el BrEt por medio de una columna de intercambio
ibénico (Dowex AG 50W-X8 de Bio-Rad), se dializ6, se concentrb
y se tratd con bromuro de cetil-trimetilamonio (CTAB) camo des
cribe Bellamy y Ralph (53), para eliminar inpurezas,

7.~ Electroforesis en geles de agarosa.

Las electroforesis se realizaron en geles verticales
en placas con dimensiones de 18 x 14 x 0.15 cm 6 22 x 16 x 0.15
cm. Se utilizé agarcosa al 1,0% en amortiguador de acetatos
(Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, acetato de sodio 20 mM, NaCl 18 mM,

pH 8.15), La electroforesis se efectdo a voltaje constante -
de 50 Volts por 4 a 10 hrs.

Los geles se observaron y se fotografiaron con luz
ultravioleta después de tefiirlos con BrEt a una concentracién
de 10 pg/ml.

En algunas electroforesis se utilizaron como contro
les de peso molecular fragmentos de DNA del bacteribfago -~-
lambda digerido con las enzimas de restriccién EcoRI, Sall

y Bglil,
8.- Digestién con enzimas de restriccién.

Las endonucleasas de restriccifn usadas fueron: —=--
EcoRI, Salf, BglII, HincII, PvuIl y EcoRll de P.L. Biochemi-
cals, Inc.. Las reacciones se efectuaron en un volumen final
de 50 a 200 pl en el amortiguador y temperatura recomendado -
por los proveedores, La reaccifn se detuv8 con una extraccién
de fenol-cloroformo como describe Maniatis, T., et al (52).

9,- Seleccibén de células con rearreglos genéticos entre los
pl&smidos pRTF-2 y pR100-T,

La estrategia experimental para la seleccién de cé-
lulas con plésmidos con rearreglos genéticos entre los plésmi-
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dos pRTF-2 y pR100-T, se bas6 en la coexistencia transitoria
de los dos plismidos dentro de una bacteria. La incompatibi-
lidad entre estos dos pldsmidos permite este fenfmeno y obte-
ner células con un sélo pl&smido.

El desarrollo experimental fue el siguiente: se rea
1iz8 una conjugacién multiple entre las cepas W3110/pRTF-2, -
W3110/pR100-T y la cepa receptora de los dos plésmidos (AB1157,
JC2924, JC7623, y JC9604) . Los cultivos en la fase exponencial
temprana se mezclaron, se incubaron y se sembraron en el medio
selectivo Mc Conkey con Sm, Tc, Km y Cm (MDR). Cinco colonias
exconjugantes {(cepa receptora con los dos pl&amidos) se resus .
pendieron en 1 ml de medio Luria lfquido con Sm, Tc, Km y Cm
(L-MDR). La mitad (0.5 ml) del cultivo resuspendido se siguié
creciendo en medio L-MDR hasta campletar 30- 35 doblajes celu
lares. Posteriormente las células se crecieron en medio Luria
por 70- 30 doblajes celulares. Las cé&lulas se mantuvieron --
siempre en la fase exponencial, realizandosevpara ello dilucio
nes seriadas decrecientes en el medio de crecimiento. A dife
rentes tiempos del experimento, una muestra del cultivo se sem
bré en medio Luria s88lido conteniendo unc 6 m&s antibi&ticos,
los cuales son: Cm; CmTc; CmKm; TcKm; y MDR.

10.- Hibridizacién DNA:DNA en filtros de nitrocelulosa
( Southern) .,

Después de 1a electroforesis y tincién del gel con
BrEt, el DNA del gel se transfiri8 a filtros de nitrocelulosa
" (Schleicher & Schull). El gel se traté previamente de la ma-
nera siguiente: se incub$ 10 min a 37°C con HCl1 0.25 N, 30 -=-
min a 37°C con NaOH 0.5 M- NaCl 1 My 30 min a 37°C con ==
Tris-HCl 0.5 M- NaCl 1.5 M pH 7.5. Estas incubaciones se hi -
cieron con agitacién de 100 rpm. El gel se coloc6 entre dos
filtros de nitrocelulosa como describe Maniatis, T., et al
(52).
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La prehibridizacién e hibridizacibn se realizé como
reportd Grunstein & Hogness (54}, utilizando el siguiente amor:
tiguador: 50% de formamida (Bio-Rad), 5X SSC, 0.1% de SDS, =--
1 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCl1l pH 7.5, 1X de solucién Den-
hard y 416 ug/ml de DNA de timo desnaturalizado. Los frag-

- mentos de DNA utilizados como monitcres se marcaron con =--
['P32_7- ATP utilizando el sistema de "Nick-translation" que |
describe Maniatis, T. et al (52). Después de la hibridizacién |
el filtro se lav8 y se coloctd en placas para rayos X Kodak
X-Omat X para autorradiograffa. Los monitores usados fueron:
el fragmento de HincII de 1275 pb del pl&smido pRT29 ( gene
tet del Tnl0) y el fragmento de PVuII/EcoRII de 578 pb del -
PBR322::151 (fragmento de 181). . o I
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RESULTADOS

1.~ Obtencién y caracterizacién de los pl&smidos pRTF-2 y
pPR100-T

Para la seleccidn de cepas con pl&smidos con rearre-
glos genéticos se obtuvieron dos pl&smidos del mismo grupo de
incompatibilidad (IncFII) con marcadores de resistencia a anti
bibticos diferentes., Los marcadores diferentes permite dife-
renciarlos, mientras que el ser del mismo grupo de incompati-
bilidad asegura que, después de un periodo corto de coexisten-
cia en la misma célula; los dos pl&smidos se segregen. Uno -
de los pl&smidos contiene Gnicamente a la regién RTF (pRTF-2)
y el otro a la regién RTF y r-det (pR100-T).

A) Plésmido pRTF-2

La construccién del plismido PRTF-2 se realizé de la
manera siguiente: a) al plismido R1-19 se le deletf toda la re
gién de resistencia (r-det) por recombinacifn homéloga entre
las 1S1, en la cepa hiperrecombinante GM33 (55). b) Al RTF se
le insert6 por transposicién el Tn5 (Km®) ; este nuevo pl&smido
se denominé pRTF-1. La transposicién de realizf por una conju
gacién multiple, utilizando las cepas GM33/RTF, MX881 (glnG-
::TnS) y €600 Nal¥, y se seleccioné para las colonias C600/-
pRTF-1 (Nal®¥ Km®). c¢) El pl&smido pRTF-1 se transfirié por -
conjugacifén a la cepa NK5661 (lacZ::Tnl0). Para obtener un -
plésmido pRTF-1 con el Tnl0, se realiz6 una conjugacifn entre
las cepas NK5661/pRTF-1 y C600 Nal® y se seleccionaron colonias
resistentes a Nal, Km, y Tc (C600 Nalr/pRTF-lzzTnlg). Este -
RTF con los dos transposones, se denominé pRTF-2.

Los plé&smidos RTF, pRTF-1 y pRTF-2, se purificaron
por gradientes de CsCl-BrEt y se analizaron con las enzimas de
restricién EcoRI y Sall (Figura 4). La Figura 5 muestra los
pesos moleculares de las bandas observadas en el patrén de res
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Figura 4.- Patrén de restricién de los pl&smidos RT? (ci;

rriles 1,4,7), pRTF-1 (carriles 2,5,8) y pRTF-2 ( carri
les 3,6,9) con las enzimas EcoRI, Sall y la doble diges
tién EcoR1/Sall. ‘




SaLl . SaLl/EcoRl EcoRl

RTF pRTF-1  pRTF-2 RTF pRTF-1  pRTF=-2 RTF pRTF-1  pRTF=-2
- - A1(11.45) - A1(9.95) a1(9.95) - Al(14.5) Al1(14.5)
LA(II.ZS) -- - A(9.3) - - - - A2(12.5)
8(10.25) B(10.25) B(10.25) | B(7.1) B(7.1) B(7.1) A(11.7) - -
C(9.85) C(9.85)  C(9.85) C(5.8) C(5.8) C(5.8) B(11.5) B(11,5) -
- DL(9.7) D1(9.7) D(5.1) D(5.1) D(5.1) C(8,5) C(8.5) C(8.5)
D(5.8) D(5.8) c(5.8) - - E1(4.8) D(5.1) D(5.1) D(5.1)
—— E1(5.15) - - - E2(3.1) - - E1(4.8)
HE(2.0) E(2.0) E(2.0) - E3(3.0) E3(3.0) E(1,35) E(1.35) E(1.35)
E(2.4) E(2.4) E(2.4) F(0.95) F(0.95) F(0.95)

F(2.0) F(2.0) F(2.0)
G(1,95)  G(1.95) -
H(1.8) H(1.8) H(1.8)
1(1.4) 1(1.4)  1(1.4)
J(1.35)  J(1.35  J(1,35)
K(0.95)  K(0.95)  K(0.95)

39.15 42,75 49.05 39.15 42.8 48.75 39.1 41.9 4.7

- Figura 5.- Diagrama esquemStico de los patrones de restricién de la Figura 4. Los nfime-
~ ros en parentesis corresponden a los pesos moleculares en Md y los fragmentos alfandme
ricos a los fragmentos nuevos producidos por la insercién de los transposones,
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tos.
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triccién de la Figura 4.

El patr6n de restriccién de RTF es igual al reporta
do por Blohm, D, & Goebel , W. (56) y Gleget, et al (41). ILa
ingsercibn del Tn5 en el RTF provoca la desaparici6n del fragmen
to A de EcoRI/Sall y la aparicién de los fragmentos Al y E3 de
EcoRI/Sall. La insercién del Tnl0 en el pl&smido pRTF-1 causa
la desaparici6n del fragmento G de EcoRI/Sall produciendo dos
nuevos fragmentos E1 y E2. La banda E3 generada por la inser-
cién del Tn5, contiene la secuencia de insercibn IS1 (ver Figu-
ra 19 carril 6). Estos datos indican que la secuencia ISl es-
t4 flanqueada por los transposones Tn5 y Tnll, que se encuentran
muy cercanos. En la Figura 6 se esquematiza el mapa de restric
cién de los pl&smidos RTF y pRTF-2.

B) Plésmido pR100-T,

El pl&smido pR100-T es un pl&smido derivado del R100
que perdié la resistencia a tetraciclina mediada por el Tnld.
La pérdida de la resistencia a Tc se realiz8 en la cepa hiper-
recombinante GM33, Se ha reportado que en esta cepa la excisién
de los transposones Tn5 y Tnl0 se encuentra incrementada (55,57).

Los pldsmidos R100 y pR100-T, se purificaron por gra
dientes de CsCl-BrEt y se analizaron con las enzimas de restrig
cibn BglII, sall y EcoRI (Figura B8B). Los fragmentos del gel
se transfirieron a filtros de nitrocelulosa por la técnica de
Southern y se hibridizaron con el fragmento de Hincll de 1275
pb del Tnl0 obtenido del plismido pRT29 (58) y con el fragmen-
to de PVUII/EcoRII de 578 pb de la ISl purificado del pl&smido
pBR322::1S1 (Figura 8A y 8C). -

Tanaka, et al (43 y Barton, et al (42) reportaron el
mapa de restriccifn del pldsmido NR1 para las enzimas ECoRI y ‘
Sall (Figura 7). El pl&smido NR1, es el mismo que el R100. Sin.
embargo, para fines prS&cticos de esté trabajo, el pl&smido re-
portado por estos dos grupos se denominarf NR1 y el utilizado en



| vll € M! A 0 c E F 0
N Qe ke g - 8 |
ts?'l|l|_!,4‘131"1,'= ALy L : —t i3 h 3rﬁ"
[ P S | . :
Ga”ll 2 q I
61 G2 M 81 0382

‘ Figura 7.~ Mapa de restricién del pldsmido NR1 reportado por Tanaka, N, et al (43) y.
‘Barton, C.R., et al (42), :
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Figura 8.~ Caracterizacién de los pl&smidos pR100-T (carriles 1,3,5,7) y R100 (carriles 2,4,6,8).
A) Autorradiograffa de la transferencia tipo Southern del gel mostrado en B después de la hibri-

dizacifn con el fragmento de HinclI de 1275 pb del Tnl0. B) Patrén de restriccién con las enzif_ ’J5

mas; BglII (cariles 1,2); Sall (carriles 3,4); ECORI (carriles 7,8): y la doble digestién EcoRl/

Sall (carriles 5,6). C) Autorradiograffa de la transferencia tipo Southern del gel mostrado.en S

B después de la hibridizacién con el fragmento de PvuII/EcoRII de 578 pb de la IS1.



SaLl SaLl/EcoRl EcoRl
R100 _pR100-T R100 pR100-T 'R100 pR100-T
A(23,1)*®  A(23,1)*e@ A(12.16)*® A(12,16)%0 | All2.16)»® p(12,16)*0
B(11.7) B(11.7) B(7.2)® B(7.2)® B(8.0) B(8.0)
. C1(10.7)*% C(5.25) C(5.25) C(7.4) -
C(10,12)* - D(5.2) D(5.2) D(7.2)® D(7.2)®
D(7.0)* - E(4.65) E(4.65) E(5.25) E(5.25)
E(4.65) E(4.65) F(4.05) - F(5.2) F(5.2)
F(4.05) - G(3.28)* G(3.28)* G(3.7) G(3.7)
G(1.33) G(1.33) H(2.9) H(2.9) H(3.28)* H(3.28)*
H(1.,15) - 1(2.75) 1(2.75) 1(2.75) 1(2.75)
J(2,44)* - J(2.4)* - —
K(2.39) K(2.39) K(1.85) K(1.85)
L(2.07) - L{1.1) L(1.1)
M(1.9) M(2.9) M(1.0) _. M(1.0)
N(1.85) N(1.85) N(0.75) N(0.75)
0(1.33) 0(1.33) - 0(0.35)®
P(1.15) -
(1.1 Q(1.1)
R(1.0) R{1.0)
5(0.75) 5(0.75)
T(0.6) T(0.6)
U(0.4) U(0.4)
- v(0.35)®
63.1 51.48 64.42 55.06 62.08 52.59

Figura 9.- Diagrama esquemitico de los patrones de restriccién de la
Figura 8, Los nfiméros en parentesis son los pesos moleculares en
Md de los fragmentos. (*) y (e) indican los fragmentos que hibri-
dizaron con los monitores utilizados para la secuencia IS1'y Tnl0,
respectivamente. (o) indica hibridizacifn parcial con el monitor
para el Tnl0.
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esté trabajo R100, Los fragmentos generados con las enzimas de
restriccién del plésmido R100 se clasificaron en orden alfabé&ti
co de mayor a menor peso molecular.

El anflisis comparativo de los patrones de restric-
cibn de los pl&smidos R100 y NRl (Figura 10), muestra que muchos
fragnentos generados con las enzimas de restriccién son simila-
res, pero que se presentan algunas diferencias las cuales son:
a) hay dos fragmentos de EcoRI extra en el R100 (Bandas F y J);
b) la doble digestién EcoRI/Sall genera 5 fragmentos nuevos en
el R100 que no estfin presentes en el NR1 ( bandas D, F, J, Ky
P}; c) los fragmentos de EcoRI/Sall F y C1 del NR1 no estdn pre
sentes en el R100; d) el R100 contiene 3 secuencias de insercién
IS1, mientras que el NR1l tiene 2, la secuencia se ISl extra en
el R100 se localiza en el fragmento J de EcoRI/Sall . En base
al anilisis comparativo podemos suponer que el plésmido NR1l y el
R100 son iguales en la regién r-det y parte del RTF (fragmentos
de EcoRI B, K, I, L, K, G, M, J, A y D).

El patrén de restriccién del pR100-T, muestra que no
se delets el Tnl0 como se esperaba, ya que varias bandas hibridi
zan con un fragmento del gene tetA que es parte del Tnl0 ( Figu-
ra 8A; carriles 1,3,5,7).

Comparando los plésmidos R100 y pR100-T se observan
las siguientes diferencias (Figura 9): a) los fragmentos de Sall
C, D, F y H desaparecen en el pléasmido pR100-T y aparece un nue
vo fragmento de 10,7 Md (Cl). La desaparicién de los fragmentos
Cy Dy la aparicién Qel fragmento C1, que contienen a la secuen
cia de insercifn IS1, sugiere que la pérdida de los fragmentos
pudo ocurrir por recombinacifn entre las IS1 , b) el fragmento
J de EcoRI, que contiene una IS1, desaparece en el pR100-T, c)
el fragmento A de EcoRI/Sall disminuy6 la intensidad de hibridi-
zaci6n con el monitor del TnlQ en el‘pRlou-T, pero adem8s apare-
ci6 un fragmento de 0.35 Md que hibridiza con el gene tetA del
™10, d) los fragmentos de EcoRI/Sall F, J, L y P desaparecen
en el pldsmido pR100-T.

En base a las diferencias anteriores, podemos decir



EcoRlI EcoR1/SaLl
NR1 R100 NR1 R100
A(13,5)%® A(12.16)%® A(13.5)%® A(12.16)%®
B(8.0) B(8.0) -- --
C(7.4) C(7.4) -- -
D(7.2)® D(7.2)® D(7.2)® B(7.2)®
E(5.0) E(5.25) E(5.0) c(5.25)

- F(5.2) - D(5.2)

-- - c1(5.3) -

-- - B1(4.58) E(4.65)
F(4.0): - F(4.0) C -

-- - -- F(4.05)
G(3.5) G(3.7) -- -
H(3.2)* H(3.28)* H(3.2)* G(3.28)*

-- -- G1(2.85) K(2.9)
1(2.75) 1(2.75) I(2.75) 1(2.75)

- J(2.44)* -- J(2.44)*

-- - -- K(2.39)

- - €2(2.1) L(2.07)

- - B2(1.85) M(1.9)
J(1.79) K(1.85) J(1.79) N(1.85)

-- - B3(1.33) 0(1.33)

- - - P(1.15)
K(1.1) L(1.1) K(1.1) 0(1.1)
L(1.0) M(1.0) L(1.0) R(1.0)
¥(0.75) N(0.75) M(0,75) 5$(0.75)

-- -- G2(0.59) T(0.6)

-- - B4(0.4) U(0.4)
59.19 62.08 59,29 64.42

Figura 10.~-

Tnl0, respectivamente.

Diagrama conparativo de los patrones de restriccién
para la enzima EcoRI y la doble digestién ECORI/Sall de los --
plSsmidos NR1 ( basado en, Barton, C.R., et al) y R100. (*) y

(e) indican los fragmentos que tienen a la secuencia IS1 y al
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que el pldsmido pR100-T, presenta una delecién de aproximadamen
te 9.5 Md, en donde hay la pérdida de una secuencia de insercién
ISl y un rearreglo en el Tnll, que produce la aparici6n del frag
mento de EcoRI de 0,35 Md y una menor intensidad de hibridiza-

cibn en el fragmento A de EcoRI. Los fragmentos F, J y P que -

- se deletaron en el R100, no se encuentran en el pl&smido NR1.

Por estos datos podemos suponer que toda la regibén del r-det y

... parte del RIF se mantiene inalterable,

2,- Incompatibjilidad y frecuencia de rearreglos genéticos entre
los plésmidos pRTF-2 y pR100-T en diferentes mutantes en re
combinacién.,

Para este estudio se eligieron 4 cepas de E. coli:
una cepa silvestre (AB1157), y tres cepas mutantes -en recombina
cién; una cepa RecA” (JC2924), una cepa RecF* (JC7623) y una ce-
pa RecE' en condiciones rechA” (JC9604). El fenotipo de las cua
tro cepas se comprob6 por su sengibilidad a la luz ultavioleta
y a nitrofurantoina,

En la Figura 11 se muestra el porcentaje de sobrevi
vencia de las cepas AB1157, JC2924, JC7623 y JC9604, a diferen-
tes tiempos de irradiacién de luz ultravioleta. La cepa AB1157
(silvestre) present6 una mayor resistencia a la luz ultravioleta
que las otras cepas; la cepa JC7623 presentf mayor resistencia
que las cepas JC2924 y JC9604; y la que present§ la mayor sensi-
bilidad a la luz ultravioleta fu€ la cepa JC9604. El1 nivel de
resistencia a nitrofurantoina para las cepas AB1157, JC2924,
JC7623 y JC9604 fué de 5.0, 0.2, 5.0, y 0.1 pg/ml, respectiva-
mente.

A) Seleccién e identificacibn de células con plésmidos con rea-
rreglos genéticos. Cinética de pérdida de los marcadores
genéticos,

La estrategia experimental para la seleccibén de cé-



Resistencia Celolar (3)

-
-
-

I " i
Tiempe da UV (s09)

Figura 11.- Grafica de sensibilidad celular a la luz ultra.
violeta de las cepas AB1157(silvestre), JC2924
(recA™), JC7623 (recA recB recC sbeB™), y
JC9604 (recB recC sbea”).
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lulas con pl&smidos con rearreglos genéticos, se basb en la -
incompatibilidad de los pl&smidos pRTF-2 y pR100-T. Esta es-
trategia consistib en introducir primero los dos plésmidos por
conjugacién multiple (Materiales y Métodos) en las cepas ABl157"
(silvestre), JC2924 (RecA™), JC7623 (RecF') y JC9604 (RecE! en
condiciones gggA-). La seleccibén de cepas receptoras con los
dos plasmidos se realizd en medio MDR (Mc Conkey con Sm, Tc, Kmy
Cm). Los experimentos se iniciaron con 5 colonias de las ex~
conjugantes (para obtener resultados mis estadisticos) que se
resuspendieron en medio L-MDR y se incubaron a 37°C con agi-
tacién hasta alcanzar un total de 28 a 35 doblajes celulares
(incluyendo los doblajes en medio MDR s6lido de seleccién de
las exconjugantes). En este medio solo crecen las células --
que contienen la informacién génética de resistencia a Tc, Km
y Cm codificada por los dos plasmidos (pRTF-2 y pR100-T). Pos-
teriormente las bacterias se cultivaron en Luria lfguido sin
antibi6ticos por 70 a 85 doblajes celulares. Durante el cre-
cimiento en medio Luria lfquido, debido al fen6meno de incom-
patibilidad y a la inexistencia de presifn selectiva para la
informacibn genética de resistencia a antibi&Sticos codificada
por los plasmidos, la poblacién bacteriana que contiene dos -
plésmidos disminuye y la que contiene un sflo plédsmido se in-
crementa.

Durante todo el experimento los cultivos se mantuvie
ron en fase exponencial mediante diluciones perifdicas seria-
das en medio Luria fresco. Al inicioc del experimento se rea-
lizaron diluciones bajas para conservar los rearreglos genéti-
cos de baja frecuencia, parcialmente amplificados por el cul-
tivo inicial en medio MDR; mientras que al final se realizaron
diluciones altas qgue permiten tener un mayor nfimero de dobla-
jes celulares, los cuales ayudan a la eliminacifn de la pobla
cibn decreciente condos pl&smidos. Después de cada dilucién
los cultivos se sembraron en medio Luria y en medio Luria con
uno 6 mis antibi6ticos: Cm; CmTc; CmKm; y MDR. En la Figura
12 se muestran los resultados obtenidos de estos experimentos.
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Figura 12.- Cinética de persistencia de los marcadores genéticos de los pl&smidos pRTF=-2
(Tc® Km¥) y PR100-T (Cn¥). Los valores se expresan como el logaritmo de la poblacién re-
sistente entre la poblacién total contra el nfimero de doblajes celurares: @, cnt 6 Tcrxnr’

X, cm"rc” 6 Cm"Kn"; 0, Cm"Tc"Kn", La flecha indica el cambio de crecimiento de medio MDR

a medéip Luria.
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La cepa JC2924 (RechA™), después de 30 doblajes celula
les con presibn selectiva y 79 sin presibn selectiva, gener$
una poblacién donde aproximadamente el 50% de la poblacién pre
sent6 el fenotipo correspondiente al pRIF-2 (Te® Kkm®) y el --
otro 50% el del pR100-T (cm®) ; mientras que la proporcibn de
c8lulas con el fenotipo del pR100-T m4s uno de los dos trans-
posones (Cm® km® 6 cm™ Tc¥) fué similar al de las células con
el fenotipo de ambos plismidos (Figura 12). Esto sugiere que
los transposones Tn5 y Tnl0 se encuentran en la misma molécu-
la (pRTF-2) y que la frecuencia de transposicién , que es un
evento recA- independiente, en est& cepa no es detectable con
nuestro sistema experimental, Si el Tn5 6 el Tnl0 transpusie
ran al pldsmido pR100-T o al cromosoma con una alta frecuencia
y de manera independiente, el nfmero de células capaces de cre
cer en los medios con Cmkm 6 CmTc, serfa mayor al-nt@mero de cé
lulas en el medio MDR. El transposfn con la frecuencia mis al
ta, determinarfa una diferencia mayor entre estos ntmeros,

Las cepas ABl157 (silvestre), JC7623 (recB recC sbcB™)
y JC9604 (recA recB recC sbcA”), se comportaron de manera si-
milar en cuanto a la pérdida de los marcadores genéticos plas
midicos. En estas tres cepas el fenémeno de incompatibilidad
es similar al presentado por la cepa JC2924.

Para el caso de estos dos pl&smidos, podemos observar
que no existe ventaja selectiva durante la expresifn de incom
patibilidad de un plasmido sobre el otro y que el genotipo de
las cepas utilizadas no influye de manera importante sobre es
te fenbmeno. Sin embargo, y a diferencia de lo encontrado en
la cepa JC2924, en las tres cepas, AB1157, JC7623 y JC9604, -~
el nfmero de cé€lulas en los medios CmKm y CmTc fu€ mayor gque
el del medio MDR (Figura 12}, Esta diferencia podrfa deberse
principalmente a eventos de recombinacifn, ya que en las con-
diciones experimentales utilizadas, la transposicifn del Tn5
Yy Tnl0, que es normal en las cépas Eggh- (32), no se detecta.
Estos eventos de recombinacién, pladsmido-pldsmido o pl&smido-
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cromosoma pueden inducir a que el Tn5 y Tnlg no se encuentren
en la misma unidad genética,

La frecuencia de pérdida de los marcadores genéticos
de ambos pl&smidos en las cuatro cepas es diferente (Figura
13). La cepa JC7623 presenta la cinética mis lenta de pérdi-
da y la cepa JC9604 la cinética més r&pida. La cinética de
pérdida de estos marcadores en las cepas AB1157 y JC2924 pre-
sentd valores intermedios. Al final del experimento la pro-
porcién de células para cada cepa, capaces de crecer en el me
dio MDR fue: ABl1l157, 1 x 10'4; JCc2924, 0.5 xlO"; Jc7623,

1 x 10°%; y Jc9604, 7 x 10™%, Estas cinéticas diferentes pue
den deberse a que incompatibilidad o la frecuencia de rearre-
glos por recombinacién son diferentes en las cuatro cepas.

En el medio MDR pueden crecer Unicamente las células
con el fenotipo cm® kn® Tc’ codificados por los plésmidos, és-
te fenotipo puede presentarse en células que tienen los dos -
plésmidos iniciales (pRTF-2 y pR100-T) 6§ en cé&lulas que con-
tengan un solo pl&smido, en este caso la informacién genética
relacionada con la resistencia a los antibiéticos selecciona-
dos esta presente, pero no se localiza en los dos pl&smidos -
iniciales, sino que pueden estar en el pl&smido o en el cro-
mosoma; es decir, sufrif un rearreglo genético. Para diferen
ciar estos dos tipos de células capaces de crecer en medio MDR,
al final del experimento (de 100 a 115 doblajes celulares) se
tomaron 10 colonias de los medios MDR., A las colonias se les
extrajé el DNA plasmidico por medio de lisados claros alcali-
nos y DNA se visualizf por electroforesis en geles de agarosa
(Figura 14)

Los resultados tipicos de un experimento obtenidos pa-
ra cada cepa fueron los siguientes:

a) AB1157. Una colonia present8 dos pl&smidos de tamaifio si-
milar a los iniciales ( pRTF-2, 48,75 Md y pR100-T, 55.06
Md) (ejemplo, Figura 14 carril 1). Nueve colonias pre-
sentaron 3 bandas de DNA extracromosomal, una de ellas
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Figura 13.- Cinética de persistencia de los marcadores genéti-
cos de ambos pl&smidos (pRTF-2 y pR100-T) en las diferentes
cepas de E. coli; AB1157 (silvestre), JC2924 (RecA”), JC7623
(RecF*) y JC9604 (RecE).




Figura 14.- Visualizacién de DNA plasmfdico de algunas colonias
con el fenotipo de ambos pl&smidos después del experimento de
seleccibn de rearreglos genéticos. Rec+(A31157), RecA™ (JC2924),
RecF' (3C7623), RecE'(3C9604); 2, pRTF-2; 3 ,pR100-T. '

L

S

Figura 15.- Visualizacién de DNA plasmfdico de algunas colinias
de la cepa JC2924(recA”) después del experimento de seleccibn
de rearreglos genéticos con mayor ntmero de doblajes celulares
con presifn selectiva para ambos plismidos; 2, pRTF-23 3, pR100-T
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mis intensa y con un peso molecular mayor al pR100-T y -
dos mis tenues con una movilidad electroforética similar
a la de los plésmidos iniciales (ejemplo, Figura 14A ca-
rril 4).

b) Jc2924. Las 10 colonias analizadas contenfan dos pl&smi-
dos similares a los iniciales (ejemplo, Figura 14B ca-
rril 1).

c) JC7623. Dos colonias con dos pl4smidos similares a los -
iniciales (ejemplo, Figura 14C carril 1). Dos colonias
con tres bandas similares a las presentadas por las colo
nias de la ‘AB1157 (ejemplo, Figura 14C carril 4). Seis
colonias con un solo plésmido. En este caso, los pl&smi-
dos fueron de dos tamafos, similar al pR100-T (ejemplo,
Figura 14C carril 5) o menor al pRTF-2 (ejemplo, Figura
14C carril 6). o

d) JC9604. Seis colonias con dos plésmidos similares a los
iniciales (ejemplo, Figura 14D carril 1) y cuatro colo-’
nias con un pl&smido de tamafio similar al pRTF-2 (ejem~-
plo 14D, carril 4)

El no encontrar rearreglos genéticos en la cepa --
JC2924 puede deberse a la baja frecuencia de recombinacién de
los plismidos en esta cepa. Por ello, se decidif realizar un
experimento en donde se amplificd la posibilidad de aislar ==
bacterias con rearreglos genéticos , incrementando el tiempo
de cultivo en medio MDR (41 doblajes celulares en lugar de 30).
Bajo estas condiciones, se aislaron ocho colonias con un plis
mido de peso molecular aproximado al pRTF-2 ( ejemplo, Figura
15 carril 4) y dos colonias con dos pl&smidos de tamaifio simi-
‘lar a los iniciales {(ejemplo, Figura 15 carril 1).
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B) Cuantificacién del fenémeno de incompatibilidad y de los
rearreglos genéticos en diferentes mutantes en recombina-
cién.

Con los resultados anteriores, se puede calcular el
nlmero relativo de células con un pldsmido con algln rearreglo
genético y el nlmero relativo de cé&lulas que contienen a los
dos pl&smidos iniciales. Conociendo la proporcifn de estas -
dos poblaciones, el ntmero de doblajes totales y el factor de
dilucién del cultivo en el experimento, ée puede calcular los
par8metros siguientes: a) Factor de compatibilidad ( 8 ) o --
sea la fraccién celular que contiene a los dos pl&smidos por
doblaje celular y b) la frecuencia mfnima de rearreglos gené
ticos por célula por doblaje celular ( a ), Estos dos pardme
tros se cuantificaron utilizando las ecuaciones descritas en
el anexo.

Para obtener el factor de compatibilidad de los pl&s
midos en las cepas en los experimentos de seleccifn, se utili-
zaron los valores de crecimiento sin presién selectiva. Para
la poblacién inicial se tom6 el ntmero de cé&lulas con el feno-
tipo de ambos pl&smidos presentes al final del cultivo en me-
dio MDR y la poblacifén final se obtuvo por determinacibn feno
tipica y visualizacifn electroforética del DNA extracromosomal
de las colonias, Por ejemplo, para un experimento de la cepa
AB1157, la poblacién con el fenotipo para ambos pl&smidos fué
de 3.2 x 107 células/ml a los 31.2 doblajes celulares en medio
MDR; este valor se tom6 como el de la poblacién inicial con - -
dos pl&smidos. La poblaci6én final con dos pl&smidos a las --
107.6 doblajes celulares fué de 6.27 x 103 células/ml. Este
valor se obtuvo calculando el nfimero de célulasen MDR que al
final del experimento afin contenfan el fenotipo de ambos plés
midos. El nfmero de c€lulas en MDR fué de 6.27 x 10‘ por ml;:
sin embargo, s6lo una de cada 10 colonias analizadas contenia
a los dos pl&smidos. El nfimero de doblajes celulares en medio
sin presién selectiva fue de 76,4 .y el factor de dilucién fué
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de 9.6 x 10'24. Estos valores se sustituyeron en la ecuacién
1 y se obtuvo un valor de compatibilidad de 0.89 fraccibén ce-
lular con dos plésmidos por doblaje celular, o sea que por ca-
da doblaje celular el B9% de las células sigue manteniendo am-
bos pl&smidos y el 11% g6loc tiene un pl&smido. Los valores -
de compatibilidad promedio de varios experimentos de los pl&s
midos pRTF-2 y pR100-T en las cepas AB1157, JC2924, JC7623 y
JC9604, se encuentran en la Tabla 3. Estos valores son muy -
similares al reportado por Uhlin, B.E. & Norsdtrdém, K. (59)
para los pl&smidos R100 y R1=-19, que es de 0.84.

La frecuencia de rearreglos genéticos se cuantificé
con la ecuacifn 2 descrita en el anexo. Dado que el experimen
to se inicio con 5 colonias exconjugantes y que se tomaron en
' cuenta los doblajes celulares de las células en medio MDR s81i
do, la poblacién inicial de célulascon dos plésmidos fué€ de 5
para todas las cepas y experimentos. El ntmero de cé&lulas con
rearreglos genéticos se calculé restando al ndmero total final
de células que crecen en medio MDR el ntimerc de células que -
adn contenfan dos pl&smidos. Los doblajes celulares cuando -
las células crecieron en MDR, se corrigieron utilizando el --
factor de compatibilidad y la ecuacién 1, esto se debe a que
en este medio las células que no tienen el fenotipo de ambos
plésmidos no crecen., Por ejemplo, para un experimento de la
cepa AB1157, la poblacién inicial fué de 5 células, la pobla-
cién final fué de 5.64 x 104 células con rearreglo genético
por ml (la poblacién con el fenotipo de los dos pl&smidos fue
de 6.27 x 104 células/ml, de las cuales 9 de cada 10 tenfan
un reérreglo genético), el factor de compatibilidad de 0.89,
los doblajés celulares totales corregidos de 108,34 (los do-
blajes sin corregir fueron de 107.6), y el factor de dilucién
fué de 4.8 x 10725, Estos valores sustitufdos en la ecuacién
2 nos da una frecuencia de 6.54 x 107° rearreglos genéticos =
por célula por doblaje celular.

En la Tabla 3 se muestran los valores para la frecuen
cia de rearreglos genéticos._ La frecuencia en la cepa JC7623
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Tabla 3.- Valores de compatibilidad y frecuencia de
rearreglos genéticos.

VIA RECOMB. g2 o

SilvestreS 0.89 2.4 x 10”°
RecA™ 0.89 2.7 x 10711
RecF* (recat)d 0.93 1.2 x 1074
RecE* (reca™) ¢ 0.84 4.8 x 1072

8 g = fraccién celular con dos plésmidos por dobla-

je celular -

b a = frecuencia de rearreglos genéticos por célula
por doblaje celular
€ valores promedio de 3 experimentos

valores promedio de 2 experimentos
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(1.2 x 10'4) es mucho m&s alta que para la cepa silvestre -
(2.4 x 10'6), mientras que la cepa JC2924 tiene la frecuen-
cia m&s baja (2.7 x 10'11) y para la cepa JC9604 la frecuen-
cia fué de 4.8 x 10'9rearreglos genéticos por célula por do-
blaje celular.

3.- An8lisis molecular de los rearreglos genéticos.
A) Identificacibn de los rearreglos genéticos.

Las c8lulas con rearreglos genéticos seleccionados
en los experimentos pueden deberse a: a) integracibn del pRTF-2
6 del pR100-T en el cromosoma, b) transposicifn del Tn5 y TnlO
al cromosoma, ¢} transposicifn del TnS y Tnl( al pR100-T y
d) formacién de cointegrados entre los pl&smidos pRTF-2 y pR100-T.
Para poder diferenciar entre los eventos pl&smido-plésmido y
plésmido-cromosoma se realizaron conjugaciones de las cepas =
con rearreglos genéticos con la cepa MX881 Nal® (gggA').

Las conjugaciones se realizaron a tiempos cortos -
(30 min) y se seleccionaron en medio Luria con un antibi8tico
(Tc 6 Km 6 Cm). Posteriormente se determiné el fenotipo de -
las exconjugantes para la resistencia a otros antibifticos y
a algunas de éstas se les extrajé el DNA plasmfdico con lisa-
dos claros alcalinos y el DNA se separ8 y visualizé por elec-
troforesis en geles de agarosa.

Las colonias de las cepas mutantes JC2924 y JC9604
que tenfan un rearreglo genético cuyo fenotipo era el de ambos
pl&smidos; pero sblo tenfan un pl&smido del tamafio del pRTF-2,
s6lo lograron transferir por conjugacién el fenotipo del plés-
mido pRTF-2 (Tc"km®) . Este dato sugiere gue en estas mutantes
el evento fué la integracifn del plé&smido pR100-T al cromoso-
na.

Las colonias de la cepa JC7623 con el fenotipo de am
bos pl&smidos que contenian un rearreglo genético mostraron -
una heterogeneidad en el tamafio del pl&smido y en el fenotipo
conjugable: a) las colonias que contenfan un plismido del ta
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mafio del pR100-T con el fenotipo de ambos pl&smidos, s6lo lo-
graron transferir el fenotipo perteneciente al pR100-T, b)
las colonias con un pl&smido del tamafio del pR100-T con el fe-
notipo de ambos pl&smidos, lograron transferir los marcadores
de ambos plésmidos, c) colonias con el fenotipo de ambos --
pl&smidos pero con un plésmido de menor tamafio al pRTF-2, no
lograron transferir por conjugacién algtn marcador genético
plasmfdico y d) las colonias con el fenotipo de ambos pl&smi-~
dos, pero con 3 bandas extracromosomales (similar a la cepa
silvestre) se encontraron dos tipos de colonias; d.1) las que
por conjugacién transferfan de manera independiente un pl&smi
do del tamafio del pR100-T con el fenotipo de este y un pl&smi
do del tamafio del pRTF-2, pero s6lo codificaba la resistencia
a Km, y d.2) las que transferfan por conjugacién de forma in
dependiente un pl&smido del tamafio del pR100-T, con el fenoti
po del pR100-T m&s la resistencia a Km (Tn5) y un plésmido -
Kn® de tamafio similar al pRTF-2,

En las colonias de la cepa AB1157 con el fenotipo de
ambos pl&smidos que contenfan 3 bandas de DNA extracromosomal,
todas se comportaron de manera similar y se lograron obtener
3 tipos de exconjugantes; a) las que tenian un pl&smido de =~
peso molecular mayor a 56 Md con el fenotipo de ambos plésmi-
dos, b) las que tenfan un pl&smido de tamafic similar al --
PR100-T (55.5 Md) y el fenotipo es idéntico al pR100-T, «c)
las que tenian un pl&smido de tamafio similar al pRTF-2 (49 Md)
y su fenotipo idéntico al pRTF-2, La intensidad de las bandas
en los geles de electroforesis de las cepas ABl1l157, asf camo
su fenotipo conjugable de cada pl&smido y que en la exconju-
gante gggp' solo se observa un pl&smido (Fiqura 16 y 17), nos
sugiere que el plésmido grande es un cointegrado formado por
los pl&smidos pRTF-2 y pR100-T y que los pl&smidos de menor
peso molecular y de menor intensidad, cuyo peso molecular es
similar a los plésmidos iniciales, son generados por recombina
ci6n intramolecular del pl&smido de m&s alto peso molecular.



102 3 4 5 6 7 8 9 10

- , ———

Figura 16.- Electroforesis de DNA plasmidico de algunas excon
- jugantes de una colonia ‘de la cepa AB1l57 con rea
rreglos genéticos. ‘1 y 5, pR100-T; 2, ABl1157 (con
rearreglo genético); 3, MX881/pRAl1ll (Cm!'l‘crxn'); _
4, MX881/pRAlll + pR100-T; 6, MX881/pRAll5 (Cm®) +
PR100-T; 7, MX881/pRA115; 8, MX881/pRA116 (TcTXm®);
9, MX881/pRA116 +pRTF-2; 10, pPRIF-2.



Figura 17.- Electroforesis de DNA plasmidico de algunas excon
jugantes de una colonia de la cepa AB1157 con rea
rreglo gepético. 1 y 5, pR100-T; 2, AB1157 (con
rearreglo genético); 3, MX881/pRA131 (Cm®TcRaml);

4, MX881/pRA131 + pR100-T; 6, MX881/pRA13S (Cm®) +
pR100-T; 7, MX881/pRA135; 8, pRTF-2; 9, MX881/pRAl36
(Tc*xa®) +pRA136; 10, MX881/pRAL36.
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B) Andlisis molecular de los pl&smidos pRA1l1l, pRA131, pRAll5,
PRA135, pRAL16 y pRA136.

Para el an8lisis molecular se eligieron @nicamente
los pl&smidos con rearreglos gen€ticos m8s frecuentes. En tres
experimentos diferentes, la cepa AB1157 (silvestre) generé con
una frecuencia relativamente alta (2.4 x 10'6). células que -
presentaron el patrén de 3 bandas de DNA extracromosomal (ver
resultados 2A). El anflisis molecular se realiz6 en los plés-
midos presentes en dos colonias que presentaron el patrén de -
3 pl&smidos, aisladas de experimentos diferentes. Los plfsmi-
dos se separaron, utilizando para ello, sus propiedades conju-
gativas y se eligi6 a la cepa MX881 Nalr(gggh-) como receptora.
De esta manera se obtuvieron de una colonia, células con el =--
pl&smido pRAlll‘ (Mer Cm Sm-Sp Su Km Tc), con el pRAll5 (Mer Cm
Sm-Sp Su} y con el pRAll6 (Km Tc) y de la otra colonia, células
con el pRAl3l (Mer, Cm Sm-Sp Su Km Tc), con el pRA135 (Mer Cm
Sm-Sp Su) y con el pRAl36 (Km Tc) (ver Figuras 16 y 17).

Los pl&smidos pRAlll y pRAl131l en la cepa MX881 Nal®,
presentaron una banda finica de DNA extracromoscmal de aproxima-
damente 100 y 80 Md, respectivamente; sin embargo, si se rein-
troducen a la cepa ABl157 (gggp*) por conjugacién, se genera -
nuevamente el patr&n de 3 bandas de DNA extracromosomales. Un
experimento de estabilidad de los marcadores de resistencia -
del pRAlll en la cepa AB1157 mostr§ que después de 70 doblajes
celulares en medio Luria lfquido, el 31% de las células tenifan
un fenotipo Mer® cm® sm®-Sp® Km® Tc¥, el 40% Kn® TcT, el 228
- Mer® cm® sm®-sp’, el 6% Kn® y el 1% Mer® cm® smf-sp® Tc¥., Es-
tos datos, m&s los resultados de las conjugaciones que permi-
tieron separar los tres pl&smidos, sugiere gque el pl&smido ma-
yor genera por reccmbinacién pl&smidos que confieren resisten-
cia a Km Tc y Mer Cm Sm-Sp y en menor frecuencia a Km y a Mer
Cm Sm-Sp Tec. )
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Los pl&smidos se purificaron por gradientes de CsCl-
BrEt y se analizaron con las enzimas de restriccién EcCoRI y
Sall. Los fragmentos de DNA se transfirieron a filtros de ni
trocelulosa por la técnica de Southern y se hibridizaron con
los monitores para el Tnl0 e IS1 (Figuras 18,19,20y 21).

El estudio comparativo de los patrones de restriccién
y de las hibridizaciones tipo Southern con las sondas para el
Tnl0 e IS1 del pl&smido pRA11l (91.5 Md) y de los pl&smidos -~
originales pRTF=2 y pR100-T, mostr$ que: a) muchos de los =---
fragmentos generados con EcoRl y EcoRI/Sall del pRAlll, son
similares en peso molecular a fragmentos generados con las mis
mas enzimas en los pl&smidos pRTF-2 y pR100-T (Figuras 22 y 23),
b) los fragmentos de EcoRl/Sall E1, E2 y E3 del pRTF-2 y los- '
fragmentos A, C, D, E, G, My O del pR100-T, no se encuentran
en el pRA11l (Figura 23), c) los fragmentos de EcoRI/Sall A,
G, H, I, J y K del pRAlll son fragmentos nuevos que no se encuen
tran en el pRTF-2 6 pR100-T (Figura 23), d) hay tres secuen-
cias de insercifn IS1 en el pRAlll, localizadas en los fragmen
tos A, I y K de EcoRI/Sall (Figura 21 carril 5 y Figura 23), -
e) los fragmentos de EcoRl/Sall del pRAlll A, C, Hy Z hibri-
dizaron fuertemente con el monitor del Tnl0, mientras que los
fragmentos G y K hibridizaron débilmente (Figura 21 carril 5
y Figura 23), £) El fragmento de EcoRl/Sall K (3.0 Md) del
PRAl11ll no es el mismo al fragmento E3 del pRTF-2, ya que el
primero hibridiza débilmente con el monitor del Tnl0, mientras
qu el segundo no hibridiza (Figura 21 carriles 3 y 5 y Figura
23), g) El fragmento A de EcoRI del pRAlll no es idéntico al ;
al fragmento A del pR100-T, en base a que el primero hibridizé :
fuertemente con el monitor del Tnl0, mientras que el segundo
hibridiz§ débilmente (Figura 20 carriles 3 y 5 y Figura 22).

El pl&smido pRAlll por lo que podemos deducir es un
cointegrado de los pl&smidos pRTF-2 y pR100-T, pero no es un -
producto de una recombinacién sencilla entre estos plé&smidos,
sino qgue parece ser un producto de varios eventos moleculares,




1,85

1,35= °

0,95

Figura 18.~ Caracterizacifn molecular de los plasmidos pRAL35 (1), pRA115 (2), pR100-T (3), pRA131 (4), pRAl1l (5),
pRIF-2 (6), pRAL36 (7) y pRAL16 (8). A) Patrén de restricién con la enzima EcoRI, B) Autorradiograffa de la
transferencia tipo Southern del gel mostrado en A despufs de la hibridizacién con el fragmento de P_vutI/E_;qRII :
de 578 gb de 1a 151, '
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Figura 19.- Caracterizacién molecular de los plésmidos pRAL16 (1), pRA11S (2), pR100-T (3), pRAL31l (4), pRALLL (5),
pRIF-2 (6), pRA136 (7) y pRA135 (8). A) Patrfn de restriccibn de la doble digestién EcoRI/Sall, B) Autorradio-
graffa de la transferencia tipo Southern del gel mostrado en A después de la hibridimcién con el monitor para °
1a secuencia IS1. ’
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" Figura 20,- Caracter!zacién molecular de los plismidos pRA135 (1), pRA11S (2), pR100-T (3), pRA131 (4), pRALLL (5) k
pRAL36 (7) y pRA116 (8). A) Patrén de restriccifn con la enzima ECORI. B) Autorradiograffa de la transferencia
tipo Southern del gel mostrado, después de la hibridizacién con.el fragmento de HincII de 1275 pb del Tni0.
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Figura 21.- Caracterizacién molecular de los pldsmidos pRALL6 (1), pRALS (2), pRIOO-T (3), ERAL3L (4), pRALLL (5),

pRIF-2 (6), pRAL36 (7), pRALIS (B), A) Patrén de restriccién de la doble digestién EcoR1/Sall, B) Autorradiogra-
. ffa de la transferencia tipo Southern del gel mostrado, después de la hibridizacifn con el monitor del Tni0.



EcoRI

PRTF-2 PR100-T PRAL11 PRA11S PRA116
-— - - - A(l6.5)*®
Al(14.5)* - - - -
- - A(13.5)* A(13.5)* -
A2(12,5)® - B(12.8)® - -
- A(12.16)%  C(12.5)*® - L=
- - - B(11.6) -
- - - - B(10.3)®
- - - - c(10.3)®
- - - C(9.1) -
C(8.5) -~ D(8.5) - -
- B(8.0) E(8.1) - -
- D(7.2)® F(7.6)® - -
- - - —~ ' Dl6.4)®
— - - D(5.8)* -
- E(5.25) - - -
- F(5.2) - - -
D(5.1) - G(5.15) - -
- - H(5.15)0 - ——
E1(4.8)® - - - -
- - I1(3.96)* - -
- 6(3.7) J3.7 - -
- H(3.28)* - E(3.28)* -
- 1(2.75) . K(2.75) F(2.75) -
- K(1.85) L(1.85) G(1.85) -
E(1.35) - M(1.35) H(1.35) -
- L(1.1) N(1.1) I(1.1) -
- M(1.0) 0(1.0) J(1.0) -
F(0.95) - P(0.95) K(0.95) -
- N(0.75) 0(0.75) L(0.75) -
- 0(0.35)® R(0.35)® - E(0.35)®
7.7 52.59 91.05 53.03 43.85

Figura 22.- Diagrama esquemftico de los patrones de restriccién
de los pl&smidos pRA11l, pRA11l5 y pRA116 con la enzima EcoRI,
obtenidos de la Figuras 18 y 20, Los nfmeros corresponden a
los pesos moleculares en Md de los fragmentos. (*) y (e) in
dican los fragmentos que hibridizan con los monitores para la
1Sl y Tnl0, respectivamente, (o) indica hibridizacibn débil
con el monitor del Tnl0.



EcoRl/SaLl

PRTF-2 pPR100-T pRA111 PRA115 pPRAL16
- - — - A(13.7)®
- A(12.16)*0  A(12.16)*® - -

A1(9.95) - B(10.02) - -—
- - - A(9.2)* -
- - -— -— B(8.3)®
- B(7.2)® . c(7.25)® -— -

B(7.1) - D(7.1) B(6.9) . -

C(5.8) - E(5.75) c(5.7 -
-~ - -— D(5.7)*

- - - — c(5.6)®
- - - -— D(5.6)
- C(5.25) - - -
- D(5.2) - - -

D(5.1) -— F(5.15) - -
- -— G(5.15)0 - -

E1{4.8)® - - - -
_— - 5“.05). - -
- - I(3.95)* - -
- - J(3.95) - -
- G(3.28)* — E(3.28)* -

E2(3.1)® e - - E(3.1)®

E3(3.0)* -— - - F(3.0)*
- -— K(3.0)*° — —
- H(2.9) L(2.9) F(2.9) -
- 1(2.75) M(2.75) © G6(2,75) -

‘E(2.4) -— N(2.4) - G(2.4)
- K(2.39) 0(2.39) H(2.39) -

F(2.0) -— P(2.0) 1(2.0) -

- M{1.9) - J(1.9) --
- N(1.85)  Q(1.85) K(1.85) -

H(1.8) -— R(1.8) L(1.8) -

I(1.4) - S(1.4) M(1,4) -

J(1.395) - T(1.35) . N(1,35) -
- Q(1.1) U(l.1) 0(1.1) —
- R(1.0) V(1.0) P(1.0) -

K(0.95) - w(0.95) ©(0.95) -

C - £(0.75) X(0.75) R(0.75) -
- T(0.6) ¥(0.6) $(0.6) -—
- U(0.4) ¥1(0.4) - H(0.4)
- v(0.35)® z(0.35)® - I(0.35)®

48.75 55.06 91,52 53,52 42.53

Figura 23.- ﬁiagrama esquemitico de los patrones de restriccién
de los plismidos pRA1ll, pRA11l5 y pRA116 para la doble diges-
tién ECoRI/Sall. Los nfimeros corresponden a los pesos molecu
lares en Md. Para los simbolos ver Figura 22.
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los cuales son: a) un evento de recombinacifn a nivel del Tnlo,
ya que los fragmentos de EcoRI/Sall E1 y E2 del pRTF-2 y el -
fragmento A del pR100-T (que hibridizan con el Tnl0), producen
en el pRAlll los fragmentos de EcoRI/Sall A y H, que hibridi-
zan fuertemente con el Tnl0 y los fragmentos G y K que hi-
bridizan débilmente con el monitor del Tnl0, b) un evento de
recombinacifn cerca & dentro de una IS1, debido a que el frag-
mento de ECoRI/Sall E3 (con 1S1) del pRIF-2 y la regifn del
PR100-T constitufda por los fragmentos G (con IS1) ¥y M no
se encuentran en el pRAlll, pero hay dos fragmentos nuevos con
la secuencia ISl (fragmentos de EcoRI/Sall I y K), c¢) una -

delecibn de los fragmentos de EcoRI/Sall C, D, E.y O del pR100-T

que produce el fragmento J de EcoRI/Sall en el pRAlll.

El plésmido pRA115 de aproximadamente 53 Md, presen-
ta muchos fragmentos generados por las enzimas de restriccién,
similares en peso molecular a los generados por las mismas en-
zimas en el pRA11l (Figura 22 y 23), adem#s contiene 3 secuen-
cias de inserci6n IS1 localizadas en los fragmentos de ECORI/~
Sall A, Dy E (Figura 19 carril 2 y Figura 23). Sin embargo,
tiene las siguientes diferencias con el pRAlll; a) no tiene
ningtin fragmento que hibridize con el monitor del Tnl0 (Figu-
ra 20 carril 2], b) los fragmentos de EcoRI/Sall E (con IS1)
y J del pRA11S no se encuentran en el plésmido pRAlll, pero
corresponden a fragmentos del pl&smido pRTF-2 (Figura 23),

c) los fragmentos de EcoRI/Sall A (con IS1), B y D (con IS1)
del pRAl115 no se encuentran en los pl&smidos pRTF-2, pR100-T

6 pRAlll, indicando que son fragmentos nuevos (Figura 23). -
Estos datos sugieren que el plfismido pRA11l5 es un derivado del
PRAl11l, generado por eventos de recombinacifn intramoleculares.
Un evento posiblemente ocurrif cerca o dentro de la ISl, ya
que algunos fragmentos con 1S1 cambian de tamafio, mientras que
los otros fragmentos nuevos nos sugiere uno 8 dos eventos nfs
de recombinacién.

El plésmido pRAl16 (knTTcT) de apréoximadamente 43 Md,
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generS 5 fragmentos con ECoRI (Figura 22) y 9 fragmentos con
EcoRI/Sall (Figura 23), este pl&smido tiene: a) una secuencia
ISl en el fragmento de EcoRI/Sall F, que corresponde en peso
molecular al fragmento E3 del pRTF-~2 (Figura 19 carril 1 y Fi-
gura 23), b) cinco fragmentos gue hibridizan con el monitor
del Tnl0 (fragmentos A, B, C, D, E de EcoRI 6 fragmentos A,
B, C, E, I de EcoRI/Sall) (Figura 20 carril 8 y Figura 21 ca-
rril 1). ¢) los fragmentos de EcoRI/Sall del pRA1l6é E (con
Tnl0) y F (con IS1) no se encuentran en el pRAlll, pero son -
idénticos a los fragmentos E2 y E3 del pRTF-2 (Figura 23). El
pl&smido pRA116 parece ser un derivado del pRAlll, b&sicamen-
te por presentar varios fragmentos que hibridizan con el mo-
nitor del Tnl0, que sugieren la existencia de dos genes de re-
sistencia a Tc.

El pl&smido pRA131 (Mer® cm® sm¥-sp® su® Km® Tc¢¥),
tiene un peso molecular aproximado de 74 Md y presenta las si
guientes caracteristicas: a) muchos de los fragmentos genera
dos por las enzimas de restriccién en el pRA131, son simila-
res en peso molecular a fragmentos generados por las mismas =
enzimas en los pl&smidos pRTF- y pR100-T (Figura 24 y 25), ~--
b) los fragmentos de ECoRI/Sall A, B y D son bandas nuevas
que no se encuentran en los pl&smidos pRTF-2 6 pR100-T (Figu-
ra 25), c) los fragmentos de EcoRI/Sall Al y D del pRTF-2 y
los fragmentos A, B, C, D, E, G, M, 0, Uy V del pR100-T no
se encuentran en el plfsmido pRAl131l (Figura 25), d) tiene dos
secuencia IS1 localizadas en los fragmentos de EcoRI/Sall --
B y H (Figura 19 carril 4 y Figura 25).

En base al anflisis de los patrones de restriccién
e hibridizaciones con los monitores, podemos suponer que el -
pl8&smido pRA131 est& formado por el plismidoc pRTF-2 y parte
del pR100-T (regién del r-det y el fragmento L de EcoRI/Sall
del RTF). Es posible que este pl&smido se haya generado por
dos eventos de recombinacién, el primero una recombinacién -
entre los dos pl&smidos para formar el cointegrado, y el se-
gundo una delecibn de casf toda la regifén RTF del pR100-T.
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pRIF-2 pR100-T PRA131 pRA135S PRA136
Al(14.5)* - A(14.05)* - AQQ4.0)*
A2(12.5)® -— B(12.2)® -— -—
- A(12.16)*0 - - -
- - Cl12.0)* - -_
- - - A(l1L.6)* -
-— - -— B(11.0) -—
- - - - B(10.2)®
- - - €(9.1) -
c(8.,5) - D(8.5) — c(8.7)
- D(7.2)® - -— -
- - E(6.5) — —
- - - - D(5.95)
- E(5.25) -— D(5.3) -
- F(5.2) - - —_
D(5.1) - - - —
E1(4.8)® - F(4.7)® - E(4.9)®
- H(3.20)* -— F(3.28)* -
- 1(2.75) H(2.75) G(2.75) -
- K(1.85) 1(1.85) H(1.85) -
E(1.35) - J(1.35) I(1.35) K(1.35)
- L(1.1) K(1.1) J(1.1) -
-— M(1.0) L(1.0) K(1.0) -
F(0.95) -— © M(0.95) L(0.95) G(0.95)
-— N(0.75) N(0,75) M(0.75) -
47,7 52,59 71.4 53.73 46.05

Figura 24.- Diagrama esguemftico de los patrones de restriccifn
de los plésmidos pRA131, pRA135 y pRA136 con la enzima ECORI,
obtenidos de las Figuras 18 y 20. Los nfimeros corresponden a
los pesos moleculares en Md. Para los simbolos ver Figura 22.
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pRIF-2 pRI00-T pRAL31 pRA135 pRA136
- A(12.16)*  A(12.2) - -
AL(9.95) - - - A(9.6)
- - B(9.45)* A(9.45)* —
- B(7.2)® - - -— -
B(7.1) — c(7.1) B(7.1) B(7.1)
- -— D(5.9) - -
c(5.8) - E(5.75) €(5.75) C(5.75)
- - €(5.2% - - —
-~ D(5.2) - - -~
D(5.1) - - D(5.1) D(5.1)
El(4.8)® - F(4.7)® - E{4.7)®
— E{4.65) + - - -
- G(3.28)* - E(3.25)* -
E2(3.1)® - G(3.1)® - F(3.1)®
E3(3.0)* - H(3.0)* - G(3.0)*
- B{2.9) 1{2.9) F(2.9) T e
- 1(2.75) J(2.75) G(2.75) -
E(2.4) - K(2.4) H(2.4) H(2.4)
— K(2.39) 1(2.39) - -
F(2.0) -— M(2.0) 1(2.0) 1(2.0)
- M(1.9) - J(1.9) -
- N(1.85) N(1.85) X(1.85) -
H{1.8) - ol1.8) L(1.8) J(1.8)
I(1.4) — P(1.4) M{1.4) K{(1.4)
3(1.35) - 0(1.35) N(1.35) L(1.35)
- 0(1.33) - - -~
- Q1,1 R(1.1) o(1.1) -—
- R(1.0) 8(1.0) P(1.0) -—
K(0,95) — T(0.95) 0(0.95) M(0.95)
- 5(0.75) v(0.75) R(0.75) -—
- {0.6) v{0.6) 5(0.6 -
- U{0.4) - - -
48.75 55.06 74.4 53.4 48,25

Figura 25.- Diagrama esquemitico de los patrones de restriccién
de los pldsmidos pRA131, pRA135 y pRA136 con la doble digestién
EcoRI/Sall, obtenidos de las Figuras 19 y 21. Los nQmeros en
parentesis son los pesos moleculares en Md. Para los simbolos
‘ver Figura 22, :
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El pl&smido pRA135 (Mer® cm® smF-spF su®) de 53.5 Md,
tiene las siguientes caracterfsticas: a) todos los fragmentos
generados con la digestifén EcoRI/Sall corresponden a fragmen=-
tos del pRA131 producidos por las mismas enzimas, con excepcién
de los fragmentos D, E y J que no estan presentes; sin embar-
go corresponden a fragmentos generados en los pl&smidos pRIF=2
y PR100-T (Figura 25), El1 an#lisis comparativo sugiere que el
plé&smido pRA135 es un derivado del pRAl31, que se produjé por
una delecifén que involucr$ a los fragmentos de EcoRI/Sall A,
D, F, G, H y L del pRAl31l, y la aparicifn de los fragmentos
D, Ey J en el plfsmido pRA135.

El plismido pRA136 (Km'Tc®) de 48 MA, presentd patro
nes de restriccién idénticos a los del pl&smido pRTF-2, y las
hibridizaciones muestran una secuencia ISl (Figura 18 carril '8)
y dos fragmentos que hibridizan con el gene tet d;i-TnLg (Fi-
gura 21 carril 7) (ver Figura 25). Es posible que esté plia-
mido se haya generado por recombinacién hom6loga entre las 151, -
deletandoge asi la regifn del pliamido pR10O-T.
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DISCUSION

En este trabajo se estudif la formacién de rearreglos
genéticos de dos pl&smidos del grupo de incompatibilidad IncFII,
en diferentes sistemas de recombinacién de E. coli (sistemas-
RecBC, RecF y RecE). Los pl&smidos utilizados (pRTF-2 y pR100-T)
presentan varias regiones con gran homologfa, - ‘como es la ma-
yor parte del RTF y las secuencias IS1. La formacibén de rea-
rreglos moleculares entre estos plésmidos, puede estar media-
da por recombinacifén hom6loga ¢ por eventos inducidos por los
elementos transponibles (IS1l, 1S2, Tn5, Tnl0, y Tn2l).

Para realizar este estudio se disefi6 una estrategia
experimental que permitié seleccionar bacterias con rearreglos
genéticos y cuantificar la frecuencia de estos eventos en dife
rentes condiciones de recombinacién. La estrategia consistié
en; a) obtener dos pldsmidos incompatibles con marcadores de
resistencia diferentes y con regiones homélogas, uno de ellos
formado por el RTF del R1-19 y el otro con las regiones RTF y
r-det del R100. Ambos pl&smidos pertenecen al mismo grupo de
incompatibilidad y b) un protocolo experimental que permitié
la seleccibn, cuantificacién e identificacién de bacterias con
rearreglos genéticos.

1.~ Construccién de plésmidos.

Inicialmente se planef la construccifn de un plésmi
do formado por el RTF del R1-19 con un marcador de resistencia
incapaz de transponer. Sin embargo, las dificultades metodol8
gicas para la clonacién de un gene de resistencia en un plésmi
do del tamafio del RTF (39,1 Md), obligaron a seguir por una -
via alternativa, que fu€ la introduccifén de dos transposones
(TnS y Tnl0) en el RTF del R1-19, para formar el plésmido ---
PRTF-2, En el caso de tener el RTF con un transposén, un gran
nfimero de células con un pl&smido seleccionadas en el medio -
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MDR, podrian ser cé&lulas con el plidsmido pR100-T con ese trans
posfn; esto impedirfa la deteccifén de otro tipo de rearreglos
cuya frecuencia fuera menor a la de transposicién. La existen
cia de los dos transposones en el pl&smido, que tienen una fre
cuencia de transposicifn simultfinea de 1 x 10'9, en cepas recA”
permite que cualquier evento de recombinacifn menor o igual a
1 x 1072 sea seleccionable fenotfpicamente.

El anflisis de los patrones de restriccién con EcoRI,
Sall y EcoRl/Sall y de los resultados de las hibridizaciones -
tipo Southern con sondas para IS1 y tet (Tnl0) de los plésmidos
R100 y pR100-T, mostr6 que: a) el R100 utilizado en este tra-
bajo no es igual al NR1 (R100) descrito por el grupo de R. -~
Rownd (42, 43). E1l plésmido utilizado por nosotros es aproxi-
madamente 5.0 Md mayor que el NR1l y contiene una secuencia ex-
tra de IS1; sin embargo, la mayor parte del RIF y r-det son si
milares en ambos pl&smidos y b) el pl&smido Tc®(pR100-T) de-
rivado del R100, no se generS por la excisién del Tnl0, sino
por un rearreglo molecular en la regifn tet del Tnld, ademés
de presentar una delecifn de eproximadamente 9.5 Md, que inclu
y6 la copia extra de IS1, Esta delecién pudo generarse por re
combinacifn entre dos IS1, ya que este tipo de eventos estan
incrementados en cepas Qggf. Sin embargo, los resultados de
los patrones de restriccién y de las hibridizaciones tipo ---
Southern, no permiten sustentar esta conclusién.

La presencia de rearreglos moleculares, deleciones
o inserciones de DNA en plismidos tipo R100 ha sido descrita
(43) . Algunos pl&smidos presentan un insert6 de 0.75 Md en
la regifén RTF, que no afecta los genes de resistencia a anti-
bibticos, mientras que plésmidos Tc® derivados del NR1, se de-
mostrd la presencia de una delecién que no corresponde en peso -
molecular a la excisién del Tnl0; sin embargo, no se estudid
si el gene tet habfa sufrido un rearreglo molecular.

El hecho de que el R100 utilizado no presenté un pa-
trén de restriccién igual al NR1 y de gue el pR100-T se gener6
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por un evento conmplejo, impidi8 conocer el mapa de restriccifn
completo del pR100-T. El carecer de este mapa, dificulté el
estudio de la estructura molecular de los pl&smidos con rearre
glos moleculares? sin embargo, no impidi8 cubrir los principa-
les objetivos de este trabajo. '

2,- Cuantificacién de compatibilidad y frecuencia de rearreglos
genéticos.

Se estudif la frecuencia y el tipo de rearreglos ge-
neticos entre los pl&smidos pRTF-2 y pR100-T en las cepas ABl157,
JC2924, JC7623 y JC9604, Estas cepas permiten tener los tres
principales sistemas de recembinacifn en E. coli: RecBC, RecF,

y RecE.

Para la estrategia experimental de selet¢ifn de célu
las con rearreglos genéticos, se utilizé la propiedad de incom
patibilidad entre los pl&smidos pRTF-2 y pR100-T, la cual per-
mite la coexistencia transitoria de los dos plfsmidos dentro -
de una c€lula y una posterior eliminacién de uno de los dos --
plésmidos de la célula, generando as{ una poblacién celular que
contiene un sflo plé&snido.

-

En las Figuras 12 y 13 se muestran los resultados de
los experimentos para medir la cinética de pérdida de diferen-
tes marcadores de resistencia en las células que originalmente
contenfan al pR100-T (cm¥) y PRTF-2 (Kn"TcT). Para las cuatro
cepas estudiadas, el nfimero de c&lulas con el fenotipo Cm® o
Km'Tc® tiende a llegar al 50% (Figura 12), lo que puede signi-
ficar que durante la expresifn de incompatibilidad no existe
ventaja selectiva de un pl&smido sobye el otro. Adem&s, el va-
lor obtenido para el factor de compatibilidad, es similar en -
las cuatro cepas y concuerda con el reportado para este tipo
de pl&smidos por Uhlin & Norsdtrdém (59) (Tabla 3).

En las cepas que tienen un sistema activo de recombi
nacién (AB1157, JC7623 y JC9604), el nfimero de células que cre
cen en CmKm o CnTc es mayor que el de MDR (Figura 12), mientras



- 67 =

que en la cepa JC2924, el nfmero de c#lulas en estos medios es
similar., Esta diferencia parece que se debe a un mayor ntmero
de eventos de recombinacifén en las cepas AB1l1l57, JC7623 y --
JC9604, que causa que los marcadores Km® Y ot originalmente
presentes en el pRTF-2 se encuentren ahora en moléculas dife-
rentes en una gran ntmero de cé€lulas.

En la Figura 13 se observa que el nfimero de células
capaces de crecer en medio MDR disminuye en funcifn del tiempo;
sin embargo, la cinética del fenémeno es diferente en las cua-
tro cepas. Esta diferencia puede deberse a que incompatibili-
dad se expresa de manera diferente o a que el n@mero de rearre
glos genéticos es diferente en cada una de las cepas. Sin em-
bargo, como se discutif, la incompatibilidad se expresa de ma-
nera similar en las cuatro cepas, por lo que es m&s probable
que estas diferencias obedezcan a una frecuencia‘aiferente de
generacién de rearreglos géneticos en estas cepas.

La tabla 3 muestra los valores promedio de las fre- ]
cuencias de rearreglos genéticos de las cuatro cepas. En la ~ i
cepas AB1157 (silvestre) se encontr6 que el rearreglo genético
que ocurre con una frecuencia de 2.4 x 107% fué 1a formacién
de un plismido mayor de 70 Md, cuyo fenotipo es Mer*cm®sm®-spt
sukm*Tc®. Este cointegrado es inestable en la cepa silvestre
generando por recombinacibn varios pl&smidos; los m&s frecuen-
tes confieren resistencia a Mer Cm Sm-Sp Su y a Km Tc y presen
tan un peso molecular similar al del pR100-T y pRTF-2, respec-
tivamente. La inestabilidad del cointegrado produce que en la
cepa silveste se observe un patrén electroforético de 3 plés-
midos (Figura 14A y Figura 16 carril 2), lo cual sugiere que
la recombipacién intramolecular se realiza en sitios preferen
ciales. En el caso de que los cointegrados generaran plésmi-
dos con pesos moleculares heterogéneos por la recombinacién en
tre secuencias homSlogas diferentes y que la generacifn de es-
tos pldsmidos se presentara con una frecuencia equivalente, no
se hubiera observado en la cepa AB1157 el patrfn electroforéti
co de tres bandas definidas, sinc una banda definida de alto
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peso molecular y un barrido difuso por abajo de &sta. En la
cepa recAf el cointegrado es estable (Figura 16 carril 3).

En la cepa JC7623 (RecF") 1los rearreglos genéticos
fueron 50 veces mis frecuentes que en la cepa silvestre; estos
rearreglos fueron primcipalmente de dos tipos: a) pl&smido-
cromosoma y b) pl&smido-pl&smido (ver Resultados 2 ). El primer
tipo de rearreglos se present6 en las células con fenotipo cm®
sm¥-spT Kn® Tc¥ que tenian un plésmido de tamafio similar al
PR100-T, pero que por conjugacién Gnicamente transfirié cm® -
Smr-Spr. En estas células los marcadores Km® Tc® se encuentran
en el cromosoma. Los marcadores originalmente presentes en el
PRTF-2, pudieron movilizarse al cromosoma ya sea por integra-
cién del pRTF-2 o por transposicién. Entre las colonias cmt-
Smr-Spr Km® TcT seleccionadas de la cepa JC7623 se observan --

_tambien células con un posible pl&smido inferior a 30 Md. En
este caso no fue posible transferir por conjugacién algfin mar
cador genético. Por lo tanto y considerando el tamafio del ~--
plésmido, es posible gque algunos marcadores se localizen en el
plésmido que ahora ya no es conjugativoy los otros en el cromo
soma, o bien, aunque con menos probablidad, es que todos se en
cuentren en el pl&smido o en el cromosoma. El segundo tipo de
rearreglos de la cepa JC7623 se observd en las células cn® sm¥-
Spr Km® TcT que presentaron, el patrén de tres bandas o bien
el de una sola de aproximadamente 60 Md, pero que por conjuga-
cién trnasfirieron todos los marcadores. En el primer caso,
el rearreglo gener8 un cointegrado (recombinacifén pl&smido-plis
mido} inestable, similar a los cobservados en la cepa silvestre.
El plésmido de 60 Md pudo generarse por tansposicién del r-det
al pRTF-2 6 por transposicién del Tn5 y Tnl0 al pR100~-T & por
reccmbinacién de los dos pl&smidos y una delecién de una re-
gién de aproximadamente 45 Md.

En las cepas JC2924 (recA”) y JC9604 ( Rect®, en con
diciones EEEF-)' los rearreglos genéticos fueron 105 y 10
veces menos frecuentes que en la cepa silvestre (Tabla 3). En
estas dos cepas el rearreglo fue la integracién de pR100-T al
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cromosoma, mientras que el pRTF-2 se mantuvé como elemento ex-
tracromosomal. Se ha descrito que la recombinacién intermole-
cular de pl&smidos chicos (tipo pBR322) en el sistema RecE’ en
condiciones recA”, solo disminuye 10 veces con ‘respecto a la
silvestre (Tabla 2). Sin embargo, en este trabajo la recombi-
naci6n intermolecular de pl&smidos grandes no se logr§ detec-
tar. Esta diferencia puede deberse a que en pl&smidos chicos
(tipo pBR322) hay un mayor ntGmero de moléculas por célula, lo
cual permite tener un mayor ntmero de eventos de recombinacién
o bien a que los plfsmidos grandes codifiquen protefnas que
afecten la recombinacién de pl&smidos; por ejemplo, se ha des:
crito una exonucleasa ATP-dependiente codificada por el R1-19
que afecta la frecuencia de recombinacifén post-conjugacional,
en algunas mutantes ésta aumenta, mientras en otras disminuye
(40). s

Es interesante puntualizar, que mientras en la cepa
AB1157 finicamente se observaron rearreglos genéticos plésmido-
plésnido que generan cointegrados inestables, en la cepa JC7623
se observaron diferentes tipos de rearreglos y con frecuencia
relativamente alta rearreglos pl&smido-cromosoma y en la cepa
JC9604 solo hay eventos pl&smido-cromosoma. Es posible que en
condiciones RecBC~ RecF+(JC7623) se incrementen los eventos de
transposicién y/o recombinacién pl&smido-cromosoma, mientras
que en condiciones RecE+EggA', solo existen eventos de recom-
binacién plésmido-cromosoma. A la fecha, finicamente se ha re-
portado las frecuencias de recombinacién para plésmidos peque-
fios (37), Seria por lo tanto interesante estudiar las frecuen
cias de transposicién plé&smido-pl&smido y plésmido-cromosona
y de formacién de células Hfr en las cepas JC7623 y JC9604.

3.- Anflisis molecular de rearreglos genéticos.
De los rearreglos genéticos plasmidicos s6lo se ana-

lizaron algunos de los generados en la cepa AB1157 (silvestre)
ya que estos fueron de un tipo, mientras que en la cepa JC7623
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(REcF+) se gener8 un gran ntmero de rearreglos heterogéneos,
lo gque hizo diffcil seleccionar uno gue fuera caracteristico
de esta cepa. Adem&s el tipo seleccionado tambien se presen-
t6 en la cepa JC7623 y presenta el atractivo de su inestabili
dad molecular.

Se aislaron seis plé&smidos de la cepa silvestre a -
partir de dos colonias de experimentos diferentes. E1 pRAlll
(Mer Cm Sm~Sp Km Tc) y sus derivados pRAll5 (Mer Cm Sm-Sp) y
PRA116 (Km Tc) se aislaron de una colonia y de la otra, el
pl&smido pRA131 (Mer Cm Sm-Sp Km Tc) y sus derivados pRA135
(Mer Cm Sm-Sp) y pRA136 (Km Tc). Estos pl&smidos se analiza-
ron con las enzimas de restriccién Sall y EcoRI y con hibridi
zaciones tipo Southern con los monitores para IS1 y tet (Tnl0).

El plésmido pRAlll de aproximadamente 91,5 Md, contie
ne tres secuencias se insercién 1S1 (Figura 19 carril 5) y va-
rios fragmentos que hibridizan con el gene tet del Tnl0 (Figu-
ra 21 carril 5). Por el nfimero de fragmentos que tienen re-
giones del gene tet (ya que el monitor de éste s6lo contiene
un sitio interno de EcoRI), podemos deducir que hay dos genes
tet en este plismido. Este plfsmido es un coinﬁegrado de los
plésmido pRTF-2 y pR100-T, ya que muchos de los fragmentos de
los pl&smidos originales se encuentran en el pRAlll (Figuras
22 y 23), Sin embargo, se generf por varios eventos molecula-
res y no por evento sencillo de recombinacién, los cuales son;
a) un evento de recombinacifn cerca o dentro de la IS1, b)
una recombinacién en la regién tet del Tnl0, y c) una recom-
binacién que produce una delecién de aproximadamente 12 Md del
RTF del pR100-T (ver Resultados 2). De los eventos a) y b)
uno de ellos pudo inducir la formacién de un cointegrado, mien
tras que el otro es probable que produj6 una inversién.

El plésmido pRA115 (Mer Cm Sm-Sp) es de 53.5 M3, y -
tiene tambien 3 secuencias IS1 (Figura 19 carril 2 y Figura 23)
y ninguna regifén que hibridize con el gene tet (Figura 20 y Fi-
gura 21 carril 2). Se puede decir, en base al nfimero de secuegl
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cias 181, que este plésmido se generé por recombinacién intra-
molecular del pRA11l. Adem&s, parece que también se generf --
por varios eventos, de los cuales posiblemente uno, involucrd
a las secuencias IS1 (ver Resultados 2).

El pl&smido pRAl16 de 42.5 Md, tiene una secuencia -
de insercifn 1S1 (Figura 19 carril 1) y presenta 5 fragmentos
que contienen parte del gene tet (Figura 21 carril 1), lo que
significa que hay dos genes tet. Para este plésmido la apari
cibn de varios fragmentos que hibridizan con el gene tet que
© se encuentran en el pRAlll y la aparicién de un fragmento -
nuevo que tiene la IS1, sugieren dos eventos moleculares de -
recombinacién. ‘

.El1 pl&smido pRA131 de 71.4 Md, tiene caracteristicas
diferentes al pRAlll en cuanto al nlmero de secuencias ISl y
genes tet, ademfs de tener un peso molecular diferente. Este
pl&smido posiblemente se gener$ por un evento de recombinacién
cerca o dentro de las IS1, produciendo la cointegracién de los
pl&snidos pRTF-~2 y pR100-T y un segundo evento que incluyé ca-
sf toda la regifén RTF del pR100-T. Uno de los datos que apoyan
la cointegracifn es que en el pl&smido pRA135 derivado pRAl3l,
reaparece un fragmento similar al fragmento de EcoRl/Sall M
del pR100-T, el cual es parte del RTF (Figura 25). Por otro
lado se descarta la posibilidad de que sea un producto de la
transposicifén del r-det al pRTF-2 por el nfimero de secuencias
I1sl.

El plésmido pRA135 de 53.7 Md, tiene dos secuencias
de insercifén 1Sl (Figura 19 carril 8) y ningfin gene tet (Figu-
ra 21 carril 8). Un evento de recombinacién gener6é en este --
plasmido la aparicién del fragmento de EcoRI F que tiene una
secuencia IS]1 (Figura 18 carril 1); este fragmento no se en-
cuentra en el pRAl3l pero sf en el pR100-T. Este evento que
ocurrié cerca o dentro de la secuencia IS1 pudé producir la
delecién de la regifn que contenfa al Tn5 y Tnl0.

El plismido pRA136 de 48.2 Md, present§ patrones de
"restriccifén y de hibridizacidn con ISl y tet similares a los
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del pl&smido pRTF-2 (Figuras 18, 19, 20, 21). En este plésmi-
do los fragmentos de EcoRI/Sall A y D son nuevos ya que no se
encuentran en el pRA131, pero sf{ en el pRTF-2, lo cual sugiere
que estos fragmentos estuvieron involucrados en la generacién
del pRAlle6.

Los pl&smidos pRAlll y pRAl31 se generaron por varios
eventos de recombinacifn simult&neos o sucesivos. El resultado
de estos eventos fué la formacibén de cointegrados que presentan
adenfis deleciones y otros rearreglos genéticos. Es posible que
estos eventos de recombinacién hayan involucrado a las secuen-
cias IS1 o a secuencias adyacentes. Por ejemplo, tanto en el
plésmido pRAlll, como en el pRA131, el fragmento H de EcoRI
del pR100-T que contiene una IS1 cambia de peso molecular (Fi-
gura 18). Ademds, en el caso de los dos plésmidos derivados
PRA115 y pRA135, aparece un fragmento de EcoRI similar al frag
mento H del pR100-T. Estos datos sugieren fuertemente que tan
to la generacién de los cointegrados (aislados de experimentos
diferentes), como sus derivados, fueron generados por recombina
ci6n mediada por las secuencias IS1. En un sistema experimen-
tal diferente, el grupo de R. Rownd (48) encontrd que la recom
binacién interplfsmido de secuencias hom8logas del NR1 (una se-
cuencia en NR1 y .1a otra en un plismido multicopia), las secuen
cias IS1 no eran sitios preferenciales de recombinacidn.

Por otro lado, en los plésmidos pRA115 y pRA135 deri
vados de los plé&smdios pRAlll y pRA131 por recombinacifén intra
molecular, se puede observar que en ambos reaparecen dos frag-
mentos de EcoRI/Sall ( G con IS1 y M del pR100-T) que se en-
cuentran adyacentes en el pR100-T. Este resultado prodrfa de-
berse a que en el proceso de recombinacifn se forman moléculas
hibridas (hetroduplex) dinamicas, las cuales prodrian afectar
m&s de un fragmento generado por las enzimas de restriccién.

En resumen podemos decir que: a) en la cepa ABl1l157
(vfa RecBC) los rearreglos genéticos ocurren con una frecuen-
cia de 10'6, que son la formacién de cointegrados, posiblenmen-
te generados por recombinacién intermolecular de ISl (ver Figu
ra 26), b) en la cepa JC7623 (RecF*), los rearreglos genéticos
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VIA DE RECOMBI- EVENTO MOLECULAR
NACION
RecBC (AB1157) pl&smido- pl&smido
(cointegrado)
RecF' (3C7623) plsmido- plésmido

(cointegrado u otro tipo de evento)
plé&smido- cromoscma

(integracién del pRTF-2 §
transposicién del Tn5 y Tnl0)

RecE® (JC9604) pl&smido~ cromosoma
(integraci6n del pR100-T)
RecA™ (JC2924) pl&smido- cromosoma

(integraci6én del pR100-T

Figura 26.- Eventos moleculares observados en células con los
pl&smidos pRTF-2 y pR100-T en diferentes sistemas de recom-
binacién

" fueron 50 veces mis frecuentes que en la cepa AB1157. Sin em
bargo, los rearreglos interplasmfdicos observados fueron muy
heterogéneos, adem§s se encontraron eventos pl&smido-cromosoma,
Yy c) en las cepas JC9604 (RecEY, en condiciones recA”} y --
JC2924 (gggﬁ'), los rearreglos fueron producto de la integra-
cién del pR100-T al cromoscma, gue ocurren a muy baja frecuen-
cia.

Cabe mencionar, que la heterogeidad y la alta frecuen
cia de los eventos de recombinacién en condiciones RecF*, po-
drfan deberse a un mayor nfmero de secuencias "fre" en estos
pl&smidos, ya que sf existieran un mayor nfimero de secuencias
"chi", la frecuencia de recombinacién en la cepa AB1157 serfa
la més alta. Por otro lado, los transposones del pRTF-2 debe-
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rian de transponer, con una frecuencia simultanea de 1 x 10'9,

sin embargo, en las condiciones experimentales utilizadas en es-
te trabajo, enla cepa EEEF-' no se logr§ detectar la transposi-
cifén, sino la integracién del pR100-T al cromosoma con una fre=
cuencia de 1 x 10”31, Esta diferencia puede deberse a que la’
transposicién sea menos frecuente en estas condiciones o bien,
a la forma matem&tica de obtener &sta frecuencia ( gue se dis-
cute en el siguiente punto).

4.~ Otras consideraciones.

Los resultados presentados en esta trabajo permiten
profundizar en el conocimiento de la dinfmica molecular de =-
pl&smidos tipo R1-19 y R100, asf como el conocimiento del pa-
pel gue tienen los diferentes sistemas de recombinacién de -

“E. coli en esta dinfmica. Un objetivo importante de este tra-
bajo fue la cuantificacién de los eventos de recombinacién ~--
que definen esta din&mica. La cuantificacién requirfo del di
sefio de una extrategia experimental y del desarrollo de una
ecuacién matem&tica que permiti6é calcular la frecuencia de
rearreglos genéticos por célula por doblaje celular (a ). El
anSlisis molecular de los pl&smidos con rearreglos mostr§, por
ejemplo, que la generacién de un cointegrado involucrS$ mas de
un evento de recombinacién; adem&s, los cointegrados y posible-
mente otros rearreglos moleculares no son estables. Esto hace
que la cuantificacién que se realiz6 sea una aproximacién al
posible valor de” o . En el caso de la generacifn de rearre-
glos genéticos por mfs de un evento y de que estos rearreglos
sean inestables el valor de o calculado es menor al @ real.
Hay que mencionar también gque los valores reportados en este
trabajo representan los eventos minimos /cé&lula/doblaje celu-
lar, mientras que la mayorfa de los reportados en la literatu
ra la frecuencia la representan como la relacién de células
con eventos/células totales en un tiempo de cultivo determina
do. Este ultimo c&lculo da el ntmero de células con eventos
‘pero no el nimero de eventos, ya que muchas de estas células
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pudieron generarse por duplicaciones sucesivas de una célula
donde se efectuf un evento de recombinacién.

Sin embargo la cuantificacién de la frecuencia de rea
rreglos con las limitantes anteriormente mencionadas y el estu-
dio de los rearreglos generados, permite comparar el efecto de
los diferentes sistemas de recombinacién en la generacién de -
los rearreglos de los marcadores om® Km® Yy ret presentes en el
pPR100-T y pRTF-2. Ademfs, para la seleccifén de estos rearre-
glos plasmidicos se requiri6 relativamente poco tiempo‘de ——
coexistencia de los dos plésmidos, pero en la naturaleza ---
pueden existir muchos pl&smidos que tengan regiones homSlogas
y que puedan coexistir m&s tiempo, lo cual permitirfa que por
recambinacién se generara una gran diversidad de plésmidos.




- 76 -

ANEXO MATEMATICO

1,- Obtencifn de la formula de compatibilidad

En una poblacién bacteriana, la cual tiene dos plés
midos incompatibles, podemos definir a B como la fraccién ce
lular que mantiene los dos plésmidos por doblaje celular; N2(d)
a la poblaciSn con dos pl&smidos en el doblaje celular d; No
a la poblacién inicial con dos plésmidos y F al factor de di
lucién celular durante el experimento. Por lo tanto para:

d=0 N2(0)= No

d=1 N2(1)= No 8

d=2 N2(2)= 2(2 No B)8

o sea que: _ -

N2(a)= 22 wo 8¢
considerando al factor .de dilucién celular

N2(d)/ml= Zd No ed F

a partir de esta ecuacifn podemos despejar 8:

-1 1 N2 (d) /ml
8 =log — 1log
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2.~ Obtencifén de la formula de la frecuencia de reafreglos
genéticos.

Para poder obtener estf formula debemos suponer que
los rearreglos sflo se pueden realizar en células que mantienen
ambos plésmidos. Podemos definir a &, como la frecuencia de
rearreglos genéticos por doblaje celular que ocurren en una cé-
lula con dos plésmidos. Nr{(d) representa a la poblacién con --
rearreglos genéticos en el doblaje celular d; No a la poblacién
inicial con dos pl&smidos, B al factor de compatibilidad y P
al factor de dilucién celular en el experimento, para:

d=0 Nz (0)=0

d=1 Nr(l)= 2 Nofa 2

de2 Nr(2)= 2(2 Noga) + 2 NosZa

d=3 Nr(3)= 2|2(2 NoBa) + 22 NoB2a| + 23 Nopla

———

por lo tanto

Ne(d)= 29 Nosa + 29 Nos2a + 29 Nogda + ........ + 29 Nos®s

O Bea:
d
Nr(d)= Zd Noa § Bj
J=1

afiadiendo el factor de dilucién celular:

4

Nr(d)/ml= 22 No F a E gJ
i=1

despejandp ao:

’

Nr (d) /ml

d :
d Z‘j '
2" No F g eecemeeaa - (2)
=
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