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PROLOGDO

Ingenieria Genética en E. coli, se define como la posibilidad de
manipular y seleccionar pequefios fragmentos del genoma bacteria-
no.

La importancia de la ingenieria genética radica en la posibili--
dad de introducir en E. coli, la informacién genética de la mis-
ma especie, 6 bien, de especies filogenéticamente relacionadas y
pensar posteriormente en la posibilidad de transferencia de in--
formacidén genética de eucariotes.

Es importante, entonces, conocer mecanismo de regulacién de trans
cripcidn de la informacién genética y de transposicidn de genes
en E. coli.

En cuanto a los mecanismos de regulacién de la transcripciébn, -
Zubay (1973) disefi6 un sistema de transcripcién "in vitro" del
operdén del triptofano de E. coli, teniendo como molde templado

el ADN del fago @80 que lleva el oper6én del triptofano de la bac
teria; este fago es transductante y al escindirse del genoma bac
teriano puede llevar un locus vecino a su sitio de insercién, en
este caso el operdn del triptofano.

De esta manera se estudié el mecanismo de regulacién de dicho ope
ron.

Por sistemas de transcripcién de genes, por otro lado, se ha lo--
grado cambiar el locus de un gene determinado de E. coli. En 1966,
Berckwith y Epstein transpusieron el locus del operdn de la lacto-

sa que se encuentra en el minuto 10 del genoma de E. coli, a diez




sitios diferentes del mismo mapa. La importancia de este tipo de
experimentos radica en la posibilidad de determinar si un gene in
activado por la presencia de un gene que se ha transpuesto, es -
esencial a la célula, 6 bien, estudiar el control de expresién de
un gene U operdn determinados.

También es importante conocer la posibilidad de aumentar la dosis
de genes en el genoma bacteriano, en 1971, en este laboratorio,
(Bolivar, Z.F. en prensa) se construyd una cepa polilisogénica en
la cual se insertaron diez profagos Mu-1 en el genoma de E. coli,
cada uno de los cuales aumenta 1% del genoma bacteriano. Se han
reportado cepas polilisogénicas con profagos de especies distin-
tas como lambda y P2, 6 bien, con variantes de un mismo fago.

Es posible transferir informacidn genética de diferentes especies
a E. coli, por medio de un procesc genético, la transformacidn, -
que se ha definido como el fenoméno por el cual, un ADN donador pa
sa a través de un proceso celular complicado, que se establece con
la entrada del ADN a la célula y termina con un proceso de recombi
nacién entre ADN celular y ADN donador, aunque también puede exis-
tir transformacidén sin que sea necesario el proceso de recombina--
cién, es decir, con ADN episomal, ya que los episomas pueden perma
necer en la célula receptora independientemente del cromosoma celu

lar.

Se ha logrado la transferencia de material genético en E.coli con
ADN de la misma especie y ha sido Gtil como modelo de estudio de

introduccién de material genético de especies filogenéticamente re



cionadas, S. typhi y B. subtilis (En este laboratorio, Sanchez, F.),

encontrandose una frecuencia de transformacidn similar con ADN de

Salmonella y E. coli.

En 1974, Cohen formé un plasmido hibrido con ADN de un plasmido de S.
aureus que confiere resistencia a penicilina y ADN de un pldsmido de
E. coli que confiere resistencia a varios antibidticos, con este hi-
brido transformaron a E. coli, obteniendo una cepa con las caracte-
risticas de resistencia de los pldsmidos padres, un mes después, Co-
hen report6 un plidsmido hibrido formado por fragmentos de ADN de un
plasmido de resistencia a tetraciclina y fragmentos de ADN de¢ Xenopus
leavis, los cuales fueron obtenidos por una endonucleasa de restric-

cién de E.coli, que rompe ADN en sitios especificos.

Por otro lado, E.coli, es un microorganismo que carece de una fun--
cibn enzimidtica termoestable, la glucosa isomerasa, la cual catali-
za el paso de glucosa a fructosa.

Streptomyces pheaocromfgenes tiene actividad termoestable de glucosa

isomerasa, que es importante desde el punto de vista industrial, ya
que la fructosa tiene propiedades edulcurantes mayores que la gluco-
sa.

Con la referencia de los trabajos de Cohen, se pensé en este labora-
torio, construir un plismido hibrido con un factor de resistencia a
antibi6éticos, R100 de E.coli y ADN de Streptomyces y transferirlo a
E. coli para obtener una mutante de E.coli con actividad termoesta-
ble de glucosa isomerasa con la ventaja de que este nltimo microorga
nismo estd bien estudiado por un lado y su crecimiento es fdcil por

otro. (trabajo de Bolfivar, F. en preparacidn).



Es palpable la importancia de este tipo de experimentos dentro del
campo de la ingenierfa genética, pero también representa desventa-
jas considerables como es el hecho de 1la posibiiidad de transferir
onocogénes, ya que se estd tratando de introducir segmentos de ma-
terial genético en células de mamifero.

Berg en 1972, con el objeto de estudiar la biologia molecular del
virus SV40 y células de mamiferos con las cuales interacciona dicho
virus, insertd en el genoma del SV40, informacidén del bacteridfago
lambda, que ademds lleva el operdén de galactosa de E.coli. Como -
"se sabe, este virus estd compuesto de ADN y puede formar una asocia
ci6én covalente, estable y hereditaria con los genomas de algunas cé
lulas de mamiferos. E1 ADN purificado de este virus, puede trans-
formar células aunque con una eficiencia baja. Es posible que di-
chas partfculas siryvan como vectores para introducir secuencias de
genoma no viral a células de mamiferos.

El trabajo presentado aqui puede contribuir al estudio de amplifica
cién de genes. Aunque ya habfa sido reportado el fenbmeno de supre
sién integrativa con el factor sexual F(57) se pensd en hacer este
tipo de experimentos con un factor de resistencia a antibidéticos,
el R100, que es el que se piensa utilizar para la formacién de plias

midos hibridos. Resultaba interesante presuntarse lo siguiente:

1. Si el factor de resistencia pudiera integrarse en el genoma de
E. coli, existirfa un sitio especifico en el genoma bacteriano para

dicho evento?



2.- Al integrarse en genoma bacteriano ¢ Seria este factor capaz
de promover transferencia de material genético, es decir, podria

actuar como una célula Hfr (alta frecuencia de recombinacién?

3.- Ademds de promover transferencia de material genético ;Se -

transferiri el factor R100 a una célula receptora adecuada?

El dar respuesta a estas preguntas constituye el objeto del traba

jo presentado aqui.



INTRODUCCTION

Jacob y Wollman definieron a los pldsmidos como .elementos genéticos

los cuales pueden existir en las células en dos estados:

a) Integrados al genoma celular, & bien,

b) En el citoplasma celular, es decir, independientemente del geno-
ma celular.

Estos elementos pueden ser adquiridos por las ceJulas por medio de

infeccién 6 por un proceso de conjugacién celular. (1).

Se conocen varios tipos de plismidos bacterianos, entre los cuales

pueden citarse:

1) Los factores sexuales F. Se han clasificado a las cepas de E.co-
1i en yvarios tipos: de acuerdo a su capacidad para formar recombi
nantes.

a) Las cepas F+, forman recombinantes cuando se cruzan con cepas
¥ 5 F', son fértiles. Se ha demostrado que en estas cepas, existe
un ADN especifico (1).

b) Las cepas F', no son fériles, no forman recombinantes cuando
se cruzan con otras cepas F .

La diferencia entre estas cepas estd relacionada con un elementoge-

nético independiente, un factor de fertilidad F, 6 plamido F, demos

trdndose su existencia con un ADN especifico presente en las células

F+, pero no en las células F  (1,2).

En 1950 se encontr6 una cepa F+, que al ser cruzada con una cepa F,

2 : ’ s +
formé recombinantes con mayor frecuencia que las clasicas F .




Esta cepa se denominé Hfr (High frecuency recombination)(alta fre
cuencia de recombinacién). (3,4) Se sabe que el caridcter Hfr, es
el Gltimo en pasar entre todos los demds cardcteres,

También se analizd la transferencia cromosomal de células Hfr a -
células F usando la cepa Hfr de Cavalli (Hfr C) Esta cepa mostrd
una transferencia de marcadores ordenada, aunque el orfgen fué di
ferente del encontrado para la cepa Hfr H (5,6). Estas cepas em-
pezaban la transferencia de ADN en sitios diferentes en el cromo-
soma bacteriano e iban en direcciones opuestas. (Fig. 1)

Usando una cepa Hfr, Jacob y Wollman demostraron en cruzas de cé-
lulas Hfr x F , que habfa una transferencia orientada y uniforme
del cromosoma bacteriano de una célula Hfr a una célula F . (1)
En la figura 2, se muestran los mapas géneticos de varias cepas -
Hfr H y Hfr C. Hay buenas razones para pensar que en las células
Hfr, el factor F de alguna manera estd relacionado con el cromoso
ma y una de ellas es que las cepas Hfr ocasionalmente revierten -
al estado F'.

El factor F, se esciende del cromosoma en una cepa Hfr y aparecen
en el citoplasma como una cepa ll (1)

Este hecho demostr6 que las cepas Hfr no habian perdido el factor
F. Se sabe que el caracter " es alta y répidamente infeccioso en
una mezcla de cultivos, las cepas Hfr no convierten F a F+, y que
muchas de las recombinantes de las cruzas Hfr x ¥ son F y las -

pocas que reciben el determinante de fertilidad son Hfr (6).
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Entonces el factor F puede replicarse en dos estados:

En el estado auténomo, F es altamente infeccioso, es curable por
acridina que es un colorante que se piensa que inhibe selectiva-
mente algunos plédsmidos y otros agentes. La frecuencia de trans
ferencia de los genes cromosomales a otras células es baja en cé
lulas F'. (7)

En el estado integrado el factor F no es infeccioso, es incurable
por acridina y otros agentes, pero promueve, la transferencia del
cromosoma bacteriano entero a una frecuencia alta (8).

Otra de las caracteristicas de las cepas Hfr, es que no permiten
una multiplicacién autdénoma de un factor F libre en la misma cé-
lula, por razones no entendibles.

Podria hacerse una comparacidén entre los pldsmidos y algunos bac
teri6fagos que también pueden existir en un estado autdnomo o -
bien integrados al genoma celular.

En caso de los fagos, la replicacidn auténoma es mucho mds répi-
da que la replicacién del profago (el ADN del bacteriofago inte-
grado al genoma celular) y\culmina en una destruccién celular.

En cambio la replicacién de F continia indefinidamente, 1la velo
cidad de crecimiento puede ser la misma que la de la célula en -
la cuil crece. La replicacién auténoma del factor es potencial-
mente mds rdpida que el crecimiento celular, esto puede verse en
un cultivo donde las células F' infectan a las células F  en una
fase logaritmica de crecimiento. La fraccién de las células F
aumenta continuamente mostrando que F se estd multiplicando més

ripidamente que la célula.




Si se considera, por ejemplo, una célula que contiene una particu
la F, durante un ciclo de divisién, ésta transfiere un factor F a
otra célula, se divide y produce dos células hijas F*. El némero
total de particulas F ha aumentado por un factor de tres durante

un tiempo, cuando el némero de células sélo fué doblado.

La presencia del factor F es reconocida por dos efectos principa-

les:

1.- La célula actia como un donador genético.

2.- Produce un filamento especial, el cudl no estd relacionado -
con motilidad.

Estos filamentos han sido clasificados como miembros nuevos de -

apéndices heterogéneos conocidos como fimbrias 6 '"pili'. (9,10,11).

Se conocen varios tipos de '"pili" entre los cudles se encuentran:

1.- Los pilis comunes que no estdn directamente relacionados con -

la transferencia de genes, aunque pueden jugar un papel no especi-

fico para estabilizar los pares de células conjugantes. (12,13).

2.- La pilis sexuales son codificados por el factor F y otros fac

tores sexuales, son aparentemente la estructura por la que pasa el

material genético del donador al receptor. (14)

El pili F es detectable en células ' 6 Hfr por la aparicién de un

antigeno nuevo y porque dicho pili es el receptor de ciecrtos fagos

que lisan exclusivamente cultivos que tienen el factor F. (15)

Los fagos especificos de F son de dos clases:
1.- Fagos isométricos que llevan RNA y se pegan a un lado del pili.

2.- Fagos filamentosos que tienen ADN de una cadena y se¢ unen al -



extremo del pili.

Se han detectado cambios en las células que codifican pilis F: La
bacteria F' precipita mis rdpidamente que 1a F  cuando el pH del
medio se baja, tienen una carga de superficie alterada.

Las células F' yiajan m4s ripidamente que las F  a través de medios
semis6lidos.

El pili F esta formado por una proteina denominada pilina y es -
esencial para la conjugacidén., La bacteria no actfia como donador
genético si no se produce pili F, si se quita éste 6 si sus extre
'~ midades estin bloqueadas con un fago, (16) Ya que por esta estruc
tura pasa la informacidn genética en una cruza de bacterias.
Cruzando células F' y F’, la frecuencia de recombinacién para --

cualquier regibn cromosomal es de 10_4 a 107°

de la poblacidén de
células F+, aunque la conjugacién ocurre a frecuencias mis eleva-
das. (17)

La frecuencia de conjugacibén puede ser estimada de la relacidn de
la transferencia del factor F,queesmedida por la aparicién en la
célula receptora de la capacidad de donador y de la sensibilidad
a fagos especificos de F.

También puede medirse la frecuencia de conjugacidén por la transfe
rencia de un marcador que forma parte de un factor compuesto como
F', 6 de algin marcador cromosomal.

Estos métodos sugieren que la eficiencia de conjugacién es alrede
dor de 100%, lo que va de acuerdo con la proporcidén alta de las -
bacterias que muestran pili F cuando se observan al microscopio -
electrdénico y que son susceptibles al fago especifico F. (18, 19).

Por otro lado el hecho de que los cultivos F',y Hfr sean agluti-

-



nados por antisuero especifico del factor F, también demusstra que
una gran proporcién de bacterias produce dicho antigeno especifico.

(20)



Factores de resistencia a antibiéticos. (Factores R).-

Desde 1954 se aislaron cepas de enterobacterias resistentes a dro-
gas como cloramfenicol, tetraciclina, estreptomicina y sulfonami--
das. (22)

En 1959 se encontrd que la resistencia a drogas era transferible -

entre Sh. dysenteriae y E. coli, cuando se mezclaban cultivos de -

estas cepas, (21, 22) pero no se conocfa el mecanismo de transmi--
sién. Se encontrd que la resistencia a drogas era miltiple y que
édemés esta transferencia no estaba mediada por bacteriéfagos 6 -
por agentes filtrables.

Esta resistencia a drogasera transmitida independientemente de la
presencia & ausencia del factor F y sin relacién a la polaridad --
del mismo, (23) y que esta propiedad se perdia espontinea e irrever
siblemente cuando las células se almacenaban. (23)

En un principio se encontr6 que se eliminaban a una frecuencia re-
lativamente alta tratando las células con acridina, sin embargo es

ta resistencia no siempre era susceptible a acridina (24,25).

El rango de transmisién de resistencia a drogas incluye todas las

especies de Enterobacteriaceas, Vibrio comma, P. pestis y S. aureus.

Se did el nombre de factor R (Resistencia drogas) a la propiedad de
transmisifén de resistencia a drogas (26).

Cuando se observé por primera vez que la resistencia a drogas era -
trasmisible, se hizo una analogia con el factor F, se demostré la -
conjugacidn entre células en donde el factor R pasa del donador al

receptor, aunque &€sto ocurre a una frecuencia menor que con el fac-




tor F. Se demostrd que el factor de resistencia R era distinto
del factor F, ya que los cultivos que llevaban el factor R, no -
resultaban aglutinados por antisuero especifico de F y no eran -
lisados por fagos especificos de F.

Watanabe demostré que la mayorfia de los factores R inhibfan -
el factor F, y que la introduccidén de un factor R en una cepa F+,
reducfan la capacidad para conjugar y al mismo tiempo, abolia la
aglutinacidn por suero especifico de F.

Esta capacidad para inhibir el factor F se 1llama Rfi* (inhibicidn
de 1a fertilidad), (27). Egawa e Hirota atribuyeron esta carac-
teristica a un represor citoplasmidtico producido por el factor -
R, el cudl actuaba sobre el factor F.

Meynell y Datta pensaron que ésto podrfa reflejar una relacién ,
entre F y Rfi'. Sus observaciones fueron las que se esperarian
si el factor fi' estuviera bajo el control de un represor determi
nado por un gen regulador en el factor R, el cudl también actua

ba sobre F. (23)

La capacidad de un factor Rfi* para reprimir F, podria significar
ser simplemente reflejo de su capacidad para reprimir su propio -
factor sexual.

La idea de que el represor fuera producido por factores R, estaba
apoyada por la aparicidén de cultivos de frecuencia alta de trans-
ferencia con cepas R". Lla capacidad de donador fué aumentada tam
bién exponiendo una cepa R" a radiacién UV., probablemente inacti
vando el represor, como en una induccidn con radiacién UV en el -

crecimiento de un fago vegetativo en una bacteria lisogénica.(28)



La relacién entre los factores F y Rfi+, se estudié observando si
las células Rfi’ resultaban sensibles a los fagos especificos de

F. Si los factores estuvieran relacionados, podrian hacer pilis se
mejantes y las células llevando Rfi+, serian susceptibles al fago
de F. La especificidad de estos fagos tiene lugar en la absorcién,
no en el estado de crecimiento del fago, de tal manera que proto-

plastos de cepas F  de E. coli K-12, tanto como de Salmonella ty-

phi, -Shigella dysenteriae y Proteus pueden ser infectas con ARN de

fago especifico de F2 o de ARN. Si el pili F fuera producido en
‘unas euantas células de un cultivo R’ F~, habria una multiplica-
cidén del fago especifico de F y serfa observada, y si la produc-
cidén del pili estuviera relacionada con la expresién de la fun-
cién de conjugacién, la proporcién de bacterias R" sensibles a fa
go especifico de F aumentaria en cultivos HFT (frecuencia alta -
de transferencia) en forma paralela con la proporcidén de bacterias
que conjugan y transfieren resistencia a drogas, y si los pilis -
determinados por F y R fueran idénticos, el hecho de que sean ra-
ramente expresados en cultivos R+, podria ser suficiente para ex-
plicar la ausencia de lisis visible con fagos especificos de F.
Probando los factores Rfi+, se encontraron cultivos conteniendo -
una proporcidn pequefia de bacterias sensibles al fago especifico
de F, MS2 y la proporcién aumentd en preparaciones de frecuencia
alta de transferencia. (29,30).

Al microscopio electrdnico se observé que estos factores Rfi* co-
difican un pili sexual semejante al pili F y que la frecuencia de
bacterias piliadas'en cultivos diferentes de frecuencia alta de -

transferencia, estid relacionada con la frecuencia de transferencia



de resistencia y con células sensibles al fago MS2. (31), ademds
se probaron varios factores R "silvestres'" y s6lo los factores -
Rfi* confirieron sensibilidad a fagos especificos F. (30,32) En-
tonces F y Rfi* forman pilis similares.

La relacibén funcional de factores Ry F, como se definié original
mente para el caracter fi+, indica que los genes que producen pi-
1i, en ambos factores, estidn sujetos al mecanismo regulatorio del

factor R,

“Mutantes desreprimidas del factor R.- Si la regulacidén de la for-
maci6ébn del pili y la capacidad de conjugacién son debidas a un re
presor, un factor R mutante no podria producir represor y podria
conjugar a una frecuencia alta.

Esta mutante darfa lugar a cultiyos de bacterias piliadas, capa-
ces de conjugar y sensibles a fago especifico de F, 6§ sea produci
ria cultivos como los de las bacterias F, pero esta mutante del -
factor R no suprime la funcién de F.

Egawa e Hirota transfirieron un factor Rfi" mutado, R100, a una ce
pa Hfr y aislaron clonas de bacterias que produjeron recombinantes
genéticos a la frecuencia normal de la cepa Hfr. Esta cepa lleva
un factor R mutado pero no suprime la fertilidad de la bacteria -
Hfr y no se reprime mas a si misma. (34)

Una bacterfa R100" F™, conjuga a una frecuencia mayor que la bac-
teria que lleva el factor R100 "silyestre" y produce pili semejan
te al pili F.

En la mutante R100, el represor citoplasmdtico producido por el -

gene regulador i, suprime sus propios genes que codifican para el



pili R asi como los genes que codifican para el pili F, entonces
la mutante R100 es una mutante constitutiva i, que no sintetiza
represor y es diferente de la mutante constitutiva 0 (del opera-

dor) que no sensible al represor. (33)

Meynell y Datta aislaron otras mutantes desreprimidas de otro fac
tor R, el factor Rl por frecuencia alta de resistencia a drogas.
Los cultivos R* F~ con la mutante Rl fueron lisados por el fago es

pecifico de F, MS2. (35)

La desrepresi6n puede entonces deberse entonces a:

1.- La ausencia del represor por mutacién en el gene regulador i,
6 bien,

2.- a la insensibilidad a la represién por una mutacidén el el ope
rador 0°.

Para distinguir entre estas posibilidades se probd el efecto del
factor R mutado sobre un factor F y sobre un segundo factor R "sil
vestre' (no mutante).

Se concluyd que el factor R100 es una mutante constitutiva del re-
gulador, no reprime a F, no tiene represor y que la mutante Rl es
similar pero es susceptible al represor producido por un segundo -
factor Rfi’ introducido en la misma célula, también es resultado -

del gene regulador i.



FACTORES Rfi .

Los factores Rfi no suprimen la funcién de F y no codifican para
la produccién de un pili semejante al pili F.

La carencia de efecto sobre F, podria significar que estos facto-
res no hacen represor (como las mutantes i de un factor fi+) 6 -
que hacen un represor que inhibe su propia funcién, la cuidl no --
tiene efecto sobre F.

Si el primer punto fuera el caso, la eficiencia de transmisién de
los factores fi~ seria siempre alta pero no podrfia aumentarse cuan
do el factor ha entrado a un huésped nuevo.

Sin embargo, en general, los factores Rfi  son transferidos a una
frecuencia no mds alta que los factores REi* y los sistemas de --
frecuencia alta de transferencia pueden ser producidos en una pro
porcién tan alta con factores Rfi asi como con factores £it.

Por otro lado, la capacidad de conjugacidn podria también estar -
limitada por la funcién defectiva, como se observé con mutantes -
defectivas de F. (36,37)

Los factores Rfi’ reprimen F y aunque la represién también se pre
senta con muchos factores fi , actualmente no hay nada que pruebe
que los factores fi , los cuales conjugan a frecuencia baja, no -
sean defectivos.

Los factores Rfi , pueden dar lugar a mutantes desreprimidas and-
logas a las mutantes desreprimidas de los factores Rfi*. Se han
seleccionado clonas de bacterias R+, las cuales transfirieron re
sistencia a drogas a una frecuencia aumentada. (38) Con estas -
mutantes, cerca del 100% de las bacterias transmitieron su resis

tencia a drogas en 10 minutos, pero los cultivos fueron insensi-
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bles a fago especifico F.

El pili sexual en estas bacterias es morfol6gicamente distinto

del pili F, pero se parece a otro tipo de pili denominado pili
I (35).



RELACION ENTRE DNA CROMOSOMAL Y EPISOMAL.

Para el estudio de los plasmidos bacterianos, es necesario cono-
cer la relacién entre el ADN cromosomal y ADN de plasmidos, ya -
sea asociados, 6 bien, como elementos independientes en el cito-
plasma celular.

En cuanto a la insercién de un factor sexual al cromosoma bacte-
riano, es conveniente hablar del modelo de insercién propuesto -
por Campbell para fagos temperado como A

Campbell propuso que, inmediatamente después de que la molécula
de ADN figico entra en la célula, se circulariza. Este circulo
se aparea con el cromosoma en la regidn donde se insertard poste
rtormente. Se produce un entrecruzamiento dando lugar a la in--
sercidén del genoma del fago en el cromosoma bacteriano.

Se regresa a la secuencia vegetativa por el proceso de inversidn
6 escisiédn.

Existen varias evidencias que soportan este modelo de integra--
cibén, entre ellas las mds importantes son las siguientes:

Y.- En el caso del profago A, se ha podido conocer la secuencia
de los genes que integran su cromosoma (Fig.3) se sabe que la se
cuencia de marcadores en el fago integrado, es diferente a la del
fago vegetativo. (es decir, sin integrarse). (41)

2.- El profago @80, semejante a %,se inserta cerca del operdén del
triptofano en E. coli y puede ser mapeadb con respecto a los ge-

nes trp, gracias a un tipo de mapeo por deleciones.
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FIG. 3 INTEGRACION DEL FAGO LAMBDA EN
EL CROMOSOMA BACTERIANO.



Nuevamente el mapa del profago estd de acuerdo a la hipdétesis de
Campbell. (42)

3.- La integracidn del profago, parece deberse a‘la accidén de en
zimas especificas codificadas por el fago, cuya produccidn ocurre
Gnicamente en bacterias inmunes. Se han aislado mutantes de este
tipo. (44)

4.- Al microscopio electrdnico, el cromosoma del bacteriofago X

es un circulo, (46) antes de integrarse y después de la induccién.
5.- Evidencias fisicas de la integracidn lineal del bacteriofago

Mu en bacterias lisogénicas. (47)

La diferencia entre un agente de transfecrencia F y un fago tempe
rado como A, es que €ste sintetiza una cubierta proteica que con
tiene su ADN.

E1 factor F, sintetiza s6lo un pili y una estructura que comple-
menta su expulsidén a través de la membrana, de tul manera que --
convierte a la célula en un donador genético transfiriendo ADN -
de F a otra célula.

La produccién de un fago, como lambda, es letal a la célula, en
el caso del factor F, la célula no muere, continda multiplicdndo-
se indefinidamente con el factor. (48)

Hay entonces semejanza entre un fago temperado como lambda y un -
factor sexual como F y el modelo de insercién de Campbell puede -
ayudar a entender algo de la insercidén de plidsmidos en el cromoso
ma celular.

Una de las ideas bééicas del concepto de episomas, es que é&stos
se insertan al cromosoma en luagr de reemplazar una porcidén de és

te. EIl modelo de Campbell involucra esta idea, dos estructuras -



entrecruzadas pero ninguna de las dos es perdida en el proceso.
La idea de que F, como el fago lambda, realmente esté insertado
en el cromosoma, deriva de estudios en genes del factor F'.

Dicho factor es un factor F que al escindirse del cromosoma bac-
teriano puede llevar algunos genes vecinos al sitio donde estaba
insertado, el episoma F se parece al fago lambda en el tipo de -
mutantes que llevan genes del cromosoma bacteriano.

Como en el caso del fago lambda, estas mutantes son producidas -
s6lo de factores F integrados (Algunas Hfr) y comprenden bloques
continuos de genes contiguos al sitio de unién de F de la cepa -
Hfr en cuestibn, su presencia es detectada por su capacidad de -
transferir a una frecuencia alta, aquellos genes bacterianos aso
ctados con F, domo el factor F puede multiplicarse indefinidamen
te en la clona bacteriana de origen (sin matar a la cé&lula) como
lo hace el fago lambda, es posible examinar si la formacién del
factor F, esta asociada con una delecidén de material genético del
cromosoma bacteriano. Al menos, para algunos factores F', ésto
es asi, el evento puede no ser exactamente reciproco.

La integracidn del factor F, algunas veces produce deleciones &
rompimiento de los genes vecinos al sitio de insercidn y proba-
blemente ésto sea provocado por los cuentos de escisidn.

El factor F, puede insertarse por un simple entrecruzamiento con
el cromosoma y“ésto relaciona secuencias de bases similares, pero
existen ademids otros mecanismos que pueden tener mds en com{in con
la escisi6n anormal (F'lac) que con la escisifn normal. (en el ca

so del fago lambda).



REPLICACION DEL ADN.

En los estudios de replicacién del cromosoma de E. coli, es impor
tante determinar si cada ciclo de replicacidén se inicia en un si-
tio fijo del cromosoma bacteriano.

La hipétesis del replicén implica que un elemento genético inde--
pendiente en una célula, se replica en un punto de iniciacién fi-
jo, en el cual la replicacibén puede ser iniciada y debe estable--
cer su propio sistema de regulacién operativa en este punto espe-
ﬁial.

Los plasmidos son potencialmente independientes y tienen su propio
sistema de replicacidén, incluyendo un punto de iniciacién. La --
insercién de un pldsmido dd lugar a un cromosoma con dos sitios -
teéricos de iniciacién.

Nagata en 1963, reportd que en cromosomas Hfr, el sitio de inser-
cién de F, actda como origen de la replicacidn cromosomal, y pro-
cede en direccidn opuesta a la secuencia de transferencia durante
la conjugacién.

Por otro lado, Berg y Caro estudiaron la funcidén del factor se--
xual F integrado en la replicacién del cromosoma. (49). La inte-
gracién en el cromosoma de un factor F, no tiene efecto detecta-
ble sobre el origen y direccidn de la replicacién del cromosoma.
(49)

Existen varios datos sobre la replicacidén del cromosoma de E. coli,
éste es circular. Durante la replicacidn, la porcién duplicada -
tiene lugar entre dos "horquetas', una de ellas es un punto de --
crecimiento, la otra es probablemente fija y es el origen de la -

replicacién. (50)



Se postuld que el orfgen de la replicacién del cromosoma es un si
tio genético definitivo llamado "replicador'", (51)

Nagata en 1963, Nishi y Hosinchi en 1966 han sugerido que el ori-
gen es yariable en cepas F y fija en cepas Hfr, en las cudles és
ta identificado con el sitio de integracidon del factor F. (52,53,
54).

Caro y Berg en 1968 demostrardn que el sitio de integracién del -
pldsmido no es el origen de la replicacioﬁ, estos experimentos in
dican que las cepas Hfr estudiadas tienen un sentido de la repli-
cacidén en direccién de las manecillas del reloj, localizando su -
orfgen entre las seis y las nueve en el mapa circular y otras ce-
pas mostraron un origen de replicacidn entre los marcadores gal y
tridp en sentido contratio. (55) en el mapa de E. coli (Fig. 4)
Oishi, Yoshikawa y Sueoka (1964) demostraron que las esporas de B.
'subtiiis crecidas en un medio rico inician un nuevo ciclo de re-
plicacién antes de que finalice el precedente y propusieron éste
como un mecanismo normal de la replicacidn en las células crecien
do rdpidamente.

Bird y Lark (1968) demostraron la existencia de la replicacidn de
"horquetas" miltiples en células de E. coli T (requieren timina
para crecer), creciendo en un medio rico.

Hay evidencias de que a velocidades bajas de crecimiento, s6lo hay
un punto de crecimiento del cromosoma. (lark, 1966)

Caro y Berg (1969), definieron un origen de replicacidn localizado
entre los marcadores arg G y xil y una direccidén de replicacién en
el sentido de las manecillas del reloj, (56) creciendo cultivos a

velocidades diferentes en varios medios, haciendo lisados con el



fago Pl y analizando la distribucién de frecuencia de marcadores.
Por ayuno de aminodcidos definieron el origen de la replicacién
y por la incorporacidén de BU mostraron la distribucién de puntos

crecientes sobre los cromosomas.

Por otro lado, se estudid la existencia de la replicacién con va-
rios puntos crecientes en E. coli, creciéndola en un medio rico y
se concluyd por autoradiografia a diferentes tiempos de duplica--
cidén que el ADN es replicado por un proceso simétrico y que la -
"iniciacidén prematura tiene lugar en los dos cromosomas hijos a la
vez. (57)
La interpretacién sobre el origen de la replicacidén y sus direccio
nes en general coinciden, la replicacién es iniciada en el cuadran
te izquierdo del mapa genético (Taylor 1970) (Fig 4) y procede en
el sentido de las manecillas del reloj.
En 1968, Caro y Berg por un lado y Yahara y Broda por otro, habian
concluido que la replicacidén del ADN era bidireccional, pero atri-
buida a un origen diferente.
Finalmente en 1972 se definié conclusivamente el origen y direccién
de la replicacidén por dos métodos. (58)
1.- Por un gradiente de frecuencia de marcadores en cultivos expo
nenciales y
2,- Por la secuencia de la replicacidén de los marcadores en culti-
vos sincronizados.
La medida de dosis de gen es decir la cantidad de ADN de profago
en las cepas 1isogehicas para un fago 6 la determinacién de la se-

cuencia de la replicacidén se 1levd a cabo por una hibridizacién ADN--

ADN.



FENOMENO DE SUPRESION INTEGRATIVA.

El término dnaA, se refiere a una mutacién en el genoma de E.coli,
que confiere sensibilidad a la temperatura para la replicacién del
ADN (59).

Una cepa bacteriana con dicha mutacién crece a 30°C pero no a 42°C.
A una temperatura mids alta de 30°C, 1la replicacién del ADN disminu-
ye gradualmente. Sin embargo en esta mutante, los fagos T6 y lamb-
da, se replican a 42°C, lo que indica que la replicacidn del ADN no
es eliminada a una temperatura elevada.

Se ha demostrado con el uso de is6topos radiactivos y por el uso de
gradientes de cloruro de cesio, que durante los ciclos de elevacién
de la temperatura, la replicacidn se detiene a 42°C en una regién
especifica del cromosoma; esta evidencia y otras indican que la mu-
tacién afecta un paso en la iniciacién de la replicacién del cromo-
soma. (60)

Para demostrar €sto se usdé una cepa con una mutacién sensible a la
temperatura, la mutacidén ha sido mapeada por conjugacidn y transduc
cidén entre los marcadores ilv y mtl, aproximadamente a los 73 minu-

tos del mapa de E. coli de Taylor (1967). (Fig 4)

No se sabe que esta mutacién afecte las funciones "in vitro" de en-
zimas involucradas en sintesis de ADN (Buttin y Kohiyama), pero si
se ha encontrado una diferencia en la composicién de la membrana de

la célula mutante. (61)

Una mutacidn sensible a la temperatura, afectando 1la iniciacién de




de la replicacién del ADN, en E. toli, no estid complementada por un
factor F. Sin embargo, si se aislan revertantes resistentes a la -
temperatura de una cepa F* temperatura sensible, se obtienen células
con el factor F integrado en varios sitios, es decir, como células
Hfr.

Estas células resistentes a la temperatura,todavia llevan la muta-
cién sensible a la temperatura y sin embargo replican su ADN. Ade-’
mis estas células son sensibles a anaranjado de acridina y bromuro
de etidio a 42°C, no asf a 30°C, ésto sugiere que a la temperatura
‘restrictiva estén bajo el control del replicén de F. Lo mismo suce
de con F'lac, se obtiene un gran nimero de cepas Hfr resistentes a
la temperatura. (59)

El factor F'’lac se integra en la regién lac del cromosoma de E.coli,
pero también en células con una delecifén en la regidén lac, se obtu-
yieron cepas resistentes a la temperatura donde la integracién del
factor F!lac estd en otros sitios y no en la regién lac del genoma
de E. goii.

Otra mutacién sensible a la temperatura, afectando la iniciaci6n de
la replicacién del ADN requiere la funcibn especificada por el gen -
rec A.

La supresién integratiya s6lo tiene lugar para mutaciones que afec-
ten la iniciacién de la replicacidén del ADN, la integracién del fac
tor F s6lo, no es suficiente para la supresidén integrativa, se requie_
re otro paso cuya naturaleza es desconocida. (59)

Se concluy6 entonces que en las cepas resistentes a la temperatura -
la replicacién del cromosoma y la divisién celular estén bajo el con

trpl del factor F, se sabe que en estas células el cromosoma es par-

te del replicén de F.




Por otro lado y al tiempo en que llevabamos a cabo este trabajo en
el laboratorio se reportd el aislamiento de revertantes resistentes
a la temperatura de cepas de E. ®oli, llevando una mutacién dnaA -
sensibles a la temperatura (iniciacién de la replicaci6én del cromo
soma) de un factor reprimido 6 de uno desreprimido R, del tipo co-
mo ¥, 6 bien un factor Col. V2. Muchas de las revertantes resulta
ron con propiedades de cepas Hfr con una variedad de direcciones y
orfgenes de transferencia.

En algunas revertantes se obtuvieron episomas llevando el factor R
¥ parte de la regidén lac. R'lac y podian ser aislada por transduc-
cién.

Se ha postulado que en estas cepas suprimidas, la iniciacién de 1la
re@licacién se 1lleva a cabo en el sitio de iniciacidén del episoma,
el cromosoma entero es ahora parte del replicon del episoma y que
en algunos sistemas, la velocidad de supresidn integrativa es mucho
méds alta que la reyversidén de la mutacién dnaA para el factor Ry

otros factores como Col. (62)



Se construyeron una serie de cepas que llevan dos marcadores igua-
les: uno, en una posicidén fija sobre el cromosoma, el profago lamb
da, el otro en posicién variable, el profago Mu,

El fago Mu se integra en muchos sitios del cromosoma de E.coli y a
menudo, dentro de un gen, inactivdndolo. Esto lleva a una locali
zacién precisa del sitio de integracidn.

Ambos métodos indican que el origen de la replicacién estd locali-
zado en la regién ily (74'min.) y que la replicacién procede simul
tdnea y simétricamente en ambas direcciones opuestas a un final lo
‘calizado cerca del marcador trip (27 min.), en un punto diamétrica
mente opuesto al del origen. (Fig. 4)

En estos experimentos, el origen de la replicacidn se definié pri-
mero por el mdximo en el gradiente de las curvas de frecuencias de
marcadores.

Los datos sobre secuencia de replicacifn en células sincronizadas
por ayuno de aminodcidos confirman el origen.

La bidireccional de la replicacién de muestra por curvas del gra-
diente de frecuencia de marcadores y por la secuencia de replica-
cién en cultivos sincronizados.

La secuencia de replicacién de marcadores en cultivos sincroniza-
dos es claramente en sentido contrario de las manecillas del re--
loj para ilv, mal A, tyr A,his y trip; y en sentido de las maneci
1las del reloj, para los marcadores de la otra mitad del mapa. Es
te experimento indica también que la replicacidén debe proceder si
multéneamente en ambas direcciones y prosiguen a la misma veloci-

dad. (58)



Fig. 4 Mapa genético de E. Coli



CURACION DE PLASMIDOSEN E. COLI POR RIFAMPICINA Y NARANJA DE ACRIDINA

Un plasmidode acuerdo con Jacob y Wollman (63), es un elemento ge
nético que puede agregarse al genoma de la célula y que puede exis
tir en dos estados: el estado autbénomo y el estado integrado.

En el estado auténomo el factor F por ejemplo, es un cromosoma no
esencial a la célula, pero que se replica sincrbnicamente con el
cromosoma celular. (48)

En el estado integrado, el factor F es replicado pasivamente por el
cromosoma celular.

En el estado integrado, el factor F es replicado pasivamente por el
cromosoma celular.

En el estado auténomo, la replicacidén del factor F es inhibido por
concentraciones de anaranjado de acridina que no afectan la repli-
cacién del cromosoma, en el estado integrado F es insensible a la
misma concentracién de anaranjado de acridina. (64)

Ciertas dosis de un antibidtico de la familia de la rifamicina in-
hibe selectivamente la sintesis de ADN extracromosomal que codifi-
ca para el ARN ribosomal en oocitos de Xenopus laevis, sin afectar
la replicacién cromosomal. (65)

Dosis bajas de una rifamicina, rifampicina, inhibe especificamente
la ARN polimerasa, cura células F+ del mismo episoma. (66)

Existe una mutante de E. coli cuya ARN polimerasa es resistente a
rifampicina, no se cura del episoma.

Las mutantes con la ARN polimerasa alterada que son resistentes

a la rifampicina no se curan, por lo que se piensa que la interac-

cién de la droga con la subunidad beta de la ARN polimerasa.



La ARN polimerasa podria desnaturalizar alguna regién del ARN del
plasmido, para que la replicacidén ocurriera, por ejemplo, el rom-
pimiento de la estructura helicoidal podria ser necesaria para la
fnictacién, alternativamente, la subunidad beta de la ARN polime--
rasa podrfa ser rota por la ARN polimerasa misma y otra enzima hi-
?otética responsable de la replicacién del plasmido

También es posible que una mélecula de ARN transcrita del cromoso-
ma 6 del episoma sea requerida para la replicacidén del episoma.
Riva y colaboradores han observado que la expresidén de algunos ge-

nes episomales es preferencialmente inhibida por rifampicina (67)

Por otro lado, la cadena de ARN transcrita del plasmido podria ser-
vir en otra funcién ademi@s de mensajero para la sintesis de protei-
nas, en particular, el ARN podria ser usado como un templado para
sfntests de ADN dependiente de ARN 6 podria actuar como un templa-
do para la extensifn coyalente por una ADN polimerasa.

Kornberg ha observado que la rifampicina inhibe la conversién del
ADN de una cadena padre del fago M13 a la forma replicativa de do-
ble cadena, tanto como la multiplicacidén de la forma replicativa.

(68)



MATERIALES Y METODOS

1Ly
Tabla 1.- Cepas Bacterianas.
cepa sexo caracteristicas genéticas uso derivacién fuente
JIM90 F~ thr ™ leu  ara’ proA  lac’ receptora AB2538 A. Taylor
pyrE™ gal  his™ xil  mtl’ la. transd.
argG’ Bi sm’
IM346 P thr” leu  lac” mal  dnaA donadora la. CSH 42 CSH
thy  iiv’ Bi .
"
JM275 F thr™ leu ara  pro  pyrE’ la. receptora | JMI0 infec. este lab. T
gal his  xil mtl  argG’ conjug. con P1 vir
dnad Bi sm”
JIM1 Hfr prototrofa donadora 1la. AB 284 A.Taylor
conjug.
IM276 F’ thr™ leu’ pro” pyrE’ his~ receptora 2a. JM275XIM1 este lab.
argG  ara lac gal xil’ conjug.
mtl  dnaA Bi
JM104 Rfi” thr™ leu  lac” TG® R (sm donadora 2a. WA Watanabe
sul tc cm). fi' conjug.




cepa SeX0 caracteristicas genéticas uso. derivacibdn fuente

IM277 Rfi* thr~ leu’ pro” pyrE® his~ integracién JM276XIM104 este lab.
argG  ara lac gal xil’ factor Rfi
dnaA Rfi’

JIM327 B A (lac pro) AmZ del F'lact donadora 3a.

Bi Sup E. conjug.

JM279 F. thr~ leu’ proA” argG’ pyrE’ control cura- derivacién fuente
lac” gal xil  mtl  sm® cién IM327XIM276 este lab.
dnaA B; F'lac

JM281 F! thr™ leu pyrE proA his~ control cura- JM327XJIM90 este lab.
argG™ lac gal gal xil cién
mtl™ Rfi' B]

JM284 Hfr thr™ len’ proA” his  argG’ 2a. transd. JM277 a 42 C este lab.

pyrE" lac” gal” xil” mtl’
sm’ B,

1 dnaA Rfi+

supresién in-

tegrativa

Caracteristicas verificadas antes de cada experimento.

Nomenclatura de acuerdo a Taylor, A. (69)

= 9f



Nomenclatura. -

thr.- treonina.

leu.- leucina.

pyr A.- pirimidina A.

pro.- prolina.

his.- histidina.

arg.- arginina.

thy .- timina.

lac.- utilizacidén de lactosa.
'gal.- utilizacién de galactosa.
ara.- utilizacidén de arabinosa.

xil.- utilizacién de xilosa.

mtl.- utilizacidén de manitol.

sml- resistencia a estreptomicina.

Rfi*.- factor de resistencia a drogas. inhibicidén de fertilidad.
Hfr.- alta frecuencia de recombinacién.

F'.- factor de fertilidad.

F .- factor de fertilidad negativo.

2.- Cepas de bacteriofagos.-

P1 vir.- fago transductante mutado (litico). No es capaz de pro-
ducir represor.
Se propagé sobre la cepa JM1 obteniéndose lisis confluen

te con un titulo de 5.8 X 10° fagos/ml.
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3.- Medios de cultivo.

Medio completo.- usado para crecimiento de bacterias. (Luria)
Bactotriptona-10 g.

Extracto levadura-5 g.

Cloruro de sodio- 10 g.

timina- 30 mg.

agua deionizada-1000 ml.

Ajustar a pH= 7 con NaOH

Los reactivos son de la casa Difco.

Medio minimo de cultivo.

Na2HPO4 -6 g.
KH2P04 -3 g.
(NH4) 2s04 -2 g.
MgS04 (s01.0.001M) -1 ml.
FeS04 2X106 M -1 ml.

Ca (NO3) 2 1% -1 ml.
Glucosa 20% -10 ml.
Agua deionizada -1000 ml.

Los reactivos son de la casa Baker.

Afladir los requerimentos necesarios para cada cepa.

4.- Rifampina -10 ug/ml. (Laboratorios Le petit)

naranja de acridina-25 yjg/ml. (British Drug Houses. Ltd.England)



METODOS
1.- Propagacién del fago P1 vir.

? cel/ml.

a) crecer la cepa donadora a una concentracién de 5X10

b) diluir el stock del fago a 5x10° fagos/ml. en medio completo.

c) fundir 4 6 5 tubos de agar 0.5 % de medio completo y a cada tu-
bo, agregar 0.04 ml. de Ca. c12 0.25M.

d) trabajando con un tubo cada vez, agregar 0.1 ml. del cultivo de
la cepa donadora y 0.1 ml. de la dilucidén del fago.

e) sembrar sobre cuatro 6 cinco cajas de medio completo de agar 1%.

'i) incubar las cajas durante cinco horas a 37C.

g) agregar, después de este tiempo, 2.5 ml. de medio completo e in-
cubar dos horas mis.

h) tomar el liquido que aparece en la superficie de las cajas y cen
trifugar en tubos que contienen 0.5 ml. de cloroformo.

1) recoger el sobrenadante y agregar 1 ml. de cloroformo, guardar -
en frio previa titulacién del fago, usando JM1 como cepa indica-

dora.

2.- Transduccién

a) crecer 5 ml. de la célula receptora has 3-5 x10° cel/ml.

b) centrifugar el cultivo a 2500 rpm durante 10 min. y suspender -
las células en 1 ml. de Cacl2 después de la resuspensioén.

c) diluir el lisado de Pl vir 1:10 en medio completo y aerear la -
dilucidén suavemente en un bafio Maria rotatorio. (el lisado de -
Pl vir previamente crecido en la cepa donadora en la transduc--

cién (ver propagacién de P1 vir)
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d) mezclar 0.5 ml. de la suspensién de células con 4.5 ml. de P1
vir aereado y dejar la mezcla, sin agitacién, a temperatura am-
biente (25 C) durante 30 min.

e) transcurridos los 30 min., centrifugar la suspensién a 2500 rpm.
durante 10 min. y resuspender las células, una vez separadas del
sobrenadante, en un mililitro de solucién salina.

1 2

£) diluir 10"~ y 10 ° sembrar en medioselectivo.

3.- Conjugacién.

9 cel/ml.

a) crecer la célula donadora a una concentracién de 3-5X10

b) crecer la célula receptora a una concentracién de 3-6)(10g cel/ml.

c) colocar 0.5 ml. de la célula donadora en un matraz con 10 ml. de
medio completo.

d) crecer la célula donadora a 35 UK (unidades Klett Summerson) y -
la receptora a 45 UK.

e) mezclar 0.5 ml. de la donadora con 0.5 ml. de la receptora.

f) centrifugar a 2500 rpm, durante 10 min. y resuspender en 1 ml. -
de solucidn salina.

1 2

g) sembrar 16% 10 7, 10 ° en medio selectivo.

Control.- sembrar 0.1 ml. de la célula receptora en medio selec

tivo.

4.- Integracién del factor R al cromosoma de E. coli

a) crecer las células a 3-5)(109

cel/ml. a 32 C en medio completo.
b) diluir las células 1:10 y crecer a 60 UK a 32 C en medio comple-

to.



c¢) sembrar diluciones 10_5; 10°% ¢ incubar a 32 C en cajas de medio
completo.
d) sembrar diluciones 1:100 a 42 C en medio completo.

e) contar colonias.

S.- Curacién de episomas con rifampicina.

a) crecer las cé€lulas R* a 45 UK (unidades Klett Summerson) a 32 C.
en medio completo.

b) diluir a 10° cel/ml. en medio completo.

" c) agregar 10 ug/ml. de rifampicina.

d) incubar las células tratadas a 32 C por 20 horss.

€) aislar colonias e incubar a 32 C por 12 horas.

f) probar resistencia a antibidticos.

6.- Curacidén deplaémidos por naranja de acridina.

a) crecer las c€lulas a una concentracién de 2X 108

cel/ml. en me-
dio completo.

b) diluir las células a 102 cel/ml. en caldo completo, con pH=7.6.
20 ug/ml.

d) incubar a 32 C durante 36 horas.

e) aislar colonias e incubar a 32 C por 12 horas.

f) probar resistencia a antibidticos.



RESULTADOS
1.- Construccién de una cepa con la mutacidén sensible a la tempera-
tura.

De acuerdo a los datos presentados con respecto al fendmeno de
supresién integrativa, se pensd en construir una cepa con la muta-
cién dnaA, a la temperatura sensible. Se usd como cepa receptora
de ésta mutacibn la cepa JMI0, la razbén es que se trata de una cepa
multimarcada.

La cepa donadora de la mutacién es la cepa Jm346 (Tabla 1).

Se construyd entonces la cepa JM275 sensibles a la temperatura por me
dio de una transduccién usando para ello el fago transductante Pl vir.,
que fué crecido sobre la cepa donadora y las particulas resultantes

se pusieron en contacto con la cepa receptora, se hizo una seleccién
para el marcador Pyr E' y buscando entre las colonias con esta carac
teristica aquellas células que coheredaron la mutacidén sensible a la
temperatura, ya que el fago Pl vir cotransduce 2% del genoma de E.coli

y estos marcadores estdn comprendidos en ese rango.

2.- Construccién de una cepa con la mutacién sensible a la temperatu-
ra y un factor de resistencia a antibiéticos R-100.

A 1la cepa JM275 se le transfiridé un factor de resistencia R provi--
niente de la cepa JM104 (Tabla 1) por medio de una conjugacidn bac-

teriana, la cepa resultante recibié el nombre de JM277 (Tabla 1).



3.- Integracidén del factor de resistencia al genoma de la cepa
JM277.

Haciendo un cambio de temperatura de 32C a 42C (36), se traté

de integrar el factor de resistencia al genoma de las células en
la cepa JM277, se buscaron colonias capaces de crecer a 42C. pen
sando que en éstas el factor R integrado en el genoma, replica al
mismo. La cepa JM277 no era capaz de crecer a 42C.

Se us6 como control de supresién integrativa a la cepa JM276 que
es la cepa JM275 leu® que lleva la mutacidén temperatura sensible
pero no lleva el factor de resistencia R, la cual se traté en las
mismas condiciones.

Se obtuvieron tres cepas diferentes ahora capaces de crecer a 42C:

JM284a, JM284b y JM284c (Tabla 1).

4.- Demostrar que el factor de resistencia R estd integrado en el
genoma de las cepas no se curan del factor R, dicho factor puede
estar integrado en el genoma de las células.

Como controles de la curacibén se usaron la cepa JM104, que es la
cepa de donde se obtuvo el factor R, donde se encuentra éste mis-
mo como episoma, se esperaba que esta cepa fuera curada, la cepa
JM277 que tiene el factor R de la cepa JM104 como episoma, se es-
peraba que también fuera curada, también se esperaba que la cepa
JM283 (Tabla 1) que es la cepa JM90 con el mismo factor R, se cura
ra pero, solo se curd la cepa JM104, las cepas JM277 y JM283 no
se curaron, por lo tanto este criterio no podia ser usado para de
mostrar la integracidén del plasmido ya que en cepas como JM283

y la JM277 sabemos que no esta integrado el factor R, no hay cura

Cidn.



Con respecto a este resultado se pensd en tres posibilidades:
1.- Se trataba de un fenémeno especifico de la cepa JM30 y sus
descendientes, JM277.

2.- Se debia a la mutacién a la temperatura sensible que de al-
guna manera influyera para inhibir la replicacién del DNA del -
plasmido.

3.- 0 bien, se trata un fenbmeno especifico del factor R en cues

tién.

Se demostrd que este fendmeno no era debido a la mutacién a la --
temperatura sensible, tratando a la cepa JM276 a la que se le trans
firié un factor sexual F'lac, que es la cepa JM279 y a la cepa JM90
se le transfirié el mismo factor F'lac y es la cepa JM281, con ri-
fampicina en las condiciones de curacién anteriores, estas cepas

se curaron del episoma. A la cepa JM90 se le transfirié el factor
R (JM283) y se traté con rifampicina en las mismas condiciones, no
se curd.

Se concluyb que se trataba de un fenémenc especifico de la cepa JM90
para factor de resistencia en cuestidn, ya que este mismo factor se

cura en la cepa JM104.

5.- Si el factor de resistencia R estd integrado en el genoma, la
cepa puede actuar como donador genético como lo hace una cepa Hfr.
Para demostrar €sto se hizo una conjugacidén con cada uwna de las -
tres cepas JM284 a,b y ¢, como donadoras y una cepa receptora mul
timarcada, JM361 (Tébla 1), para tratar de mapear el factor R, si

es que estd integrado en el genoma celular y determinar el senti-



do en que las cepas donadoras inyectan su material genético a la
célula receptora.

Se encontré que el factor R se inserta cerca del gene que codifi-
ca para la biosintesis de arg 6, que se encuentra aproximadamente
en el minuto 61 del mapa de E.coli.

Las tres cepas dieron el mismo resultado por lo que se piensa que
se trata de una sola clona. Por frecuencia de marcadores se encon
tré que esta cepa donadora inyecta su ADN en el sentido de las ma-

necillas del reloj.

6.- Por Giltimo se demostré que la mutacibén a la temperatura sensible
atin estd en la cepa donadora en cuestién, resultaba necesario demos-
trar este punto ya que podrfa tratarse de una reversién de la muta-

cién sensible a la temperatura.

Por medio de un fago transductante se transfiri6é la mutacién a la -

temperatura sensible de 1a cepa donadora a la cepa JM90, que es 1la

cepa padre, €sta adquiri6 el marcador dnaA.

Los datos presentados aqui hacen pensar que el factor R sstd integra

do en el genoma celular,
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" DESCRIPCION DL LOS EXPERIMENTOS LLEVADOS A CARO:

1.- Construccién de una cepa con la mutacidén sensible a la tempe-
ratura.

Para pasar la mutacién dnaA a la cepa receptora, JMID, se crecid
el fago P1 vir (transductante) sobre la cepa JM346 dnaA y se in-
fecté con las particulas virales obtenidas, a la cepa JMI0 a una
multiplicidad de infeccidn de 0.15 a 32C, seleccionando para el -
marcador Pyr E+ que se encuentra en el minuto 73 del mapa de L.co
1li, esperando cotransducir la mutacién dnaA que se encuentra en -
el minuto 73.5 del mismo mapa, ya que el fago P1 vir es capa:z de
llevar los dos marcadores en su cabeza, cotransduce 2% del genoma
de E.coli.

Se aislaron 80 colonias, se verificaron marcadores de la cepa re-
ceptora y ademds la mutacidn dnaA, estas células no son capaces -
de crecer a 42C.

12% de las colonias analizadas resultaron con los marcadores de -
la cepa receptora y sensibles a la temperatura, a esta cepa se le

1lamé JM275.

2.- Construccidn de una cepa con la mutacidén dnaA y un factor de
resistencia a antibidticos R.-

+ -

La cepa JM275 F~ thr 1leu ara pro pyr [ gal his xil mtl~
argG  dnaA B , es la cepa receptora del factor R, este factor se
encuentra en una cepa con las siguientes caracteristicas:

JM104 Rfi+ thr  leu lac  TG® y para transferir ¢l factor R de -

esta cepa a la cepa receptora se pensd en hacer una conjugacién, pero no
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hay un marcador para hacer una seleccién positiva y buscar las célu-
las que hayan heredado el factor de resistencia, se pensd en hacer

a la cepa JM27S 1eu+, para ésto, se hizo una conjugacidén de JM275 X
JM1 (prototrofa Sms), se hizo una seleccién de células leu" Smr, -

obteniendo la cepa JM276 (Tabla 1).

De esta manera puede hacerse la conjugacién:
JM104 Rfi’ thr leu lac™ t6% Sm® Sul® cm® TcT.
X

&

JM276 F~ thr  leu’ ara  pro  lac pyr EY gal” his ™ xil™ mtl  arg G~

dna A Bl'.

Seleccionando para leu® y buscando células R'.

JM277 REiY thr ™ leu’ pro  his arg G pyr E* gal lac xil mtl B,
dna A.

Al mismo tiempo, se hicieron controles de la conjugacidn, pensando en
la posibilidad de que la mutacién sensible a la temperatura afectara de
alguna manera la transferencia del factor sexual. E] objeto de la si-
guiente conjugacién es verificar que la cepa JM276 con la mutacidén dna A -

sea capaz de aceptar un pldsmido, distinto de R como F'lac,

JM276 E~ thr  leu’ ara..pwe lac  pyr E' gal  his™ xil mtl~ arg G

B, dna A.

1

JM327 F' ( a lac, pro ) smZ del F', F'lac, B, , Sup E.

}

JM279 F' thr leu’ ara  pro gal his  xil mtl” arg G B,” dna A
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Ademds se hizo una conjugacidén para determinar si la cepa receptora
sin la mutacién dna A acepta un pldsmido, en este caso F'lac.

JM90 F~ thr leu ara pro A  lac pyr E arg 6  gal xil his’

mtl B1

JM327 F' (4 lac, pro) amZ del F', F' lac B1“

Seleccibn para lac”.
JM271 E' thr leu pyr E- his  arg G ara xil gal mtl 1lac B,

F'lac.

Se hizo otra conjugacién para tratar de introducir el factor R a la
cepa padre, JM90, que no lleva la mutacibén sensible a la temperatu-

ra esperando que fuera curada por rifampina, pero no se pudo curar.

JM90 F~ thr leu pro pyr E arg G ara lac gal xil mtl B, .

X his

= S

JM104 REi* thr  leu  lac ™ tG 5

Sm’ Sulr Cm Tcr.

l Seleccidn para lac’.

JM283 Rfi’ thr  leu' pro  pyr E arg G ara lac gal  xil his’

mtl B,
3.- Integracidén del factor R al genoma de las células JM277.

Se esperaba como en el caso de supresidn integrativa con el factor F,
que las células con la mutacidén dnaA que no creciar a 42C, ahora lo -
lograran, ya que el factor R podria replicar el crcomosoma completo,
suprimiendo la mutacién dnaA. Se tratdé entonces de integrar el factor

R al cromesoma celular, secrecieron las cepas JM276 (como control de

la mutacién dnaA)y la cepa JM277 a una concentracién de 1x108 cel/ml.

en medio 1liquido e incubando a 32 C.



Se sembraron las células en medio completo y los resultado se presentan

en la Tabla 2:

TABLA 2. INTEGRACION DEL PLASMIDO DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN EL
GENOMA DE E.coli

temperatura de incubacifn cepa bacteriana concentracién
8

32 C JM276 2X10° cel/ml.

32 C JM277 2.4X108 cel/ml.

42 C JM276 dilucién 1:1000-2 col/ml.
42 C JM277 dilucién 1:1000-8 col/ml.

El hecho de que se encontraran colonias de la cepa JM276 a 42C se espe-
raba, ya que la mutacién dnaA revierte a frecuencias relativamente altas.
Las colonias revertantes y/o suprimidas que crecieron a 42 C de la cepa
JM277, se verificaron y se usaron como control las células JM277 sin ca-
lentar, en las cudles el factor R no esta integrado al cromosoma celular
s6lo se encontraron tres colonias con las caracteristicas de la cepa --
JM277 y que ademds podian crecer a 42 C, estas cepas son JM284a, JM284b
y JM284c.

4,- Demostrar que el factor R estd integrado en el genoma de las célu-

las JM284a JM2B84b y JM284 c.

Se trataron las cepas con rifampicina a una concentracién de 10 ug/ml. y
con anaranjado de acridina a una concentracidén de 20 ug/ml., después de
haberlas crecido a una concentracién de 1X108 cel/ml. a 32C, se aislaron
colonias y se selecciond para resistencia a cloramfenicol, se incubaron a

32 Cy a 42 C, los resultados aparecen en la tabla 3.



TABLA 3.- Curaci6n deplasmidos con rifampicina y naranja de acridina.
Cepas rifampicina (10 ug/ml.) Naranja de acridina (25 ug/ml).

JM104 40% 100 %

JM277 = -

JM284a = -

JM284b % s

JM284c 5 -

JM281 90% 100%

JM283 < .

JM279 100% 100%

Se concluyé de estos experimentos que la cepra JMI90 por algiln mecanismo
desconocido no puede ser curada del factor de resistencia R usado en -
estos experimentos para rifampicina y naranja de acridina a las concen
traciones usadas.

Se esperaba que la cepa JM277 se curara, ya que lleva el factor R en el
estado auténomo (como plasmidos),No se conoce la causa de este fenomeno.
5.- Si el factor de resistencia R estd integrado en el genoma, la cepa
puede actuar como donador genético como lo hace una cepa Hfr.-

Se selecciond una cepa receptora adecuada, multimarcada, la cepa JM361,

se 1llevé a cabo una conjugacidén bacteriana con las cepas donadoras JM284a,
JM284b y JM284c, en 1las condiciones siguientes:

Se creci6 la cepa receptora a 37 C a una concentracién de 3-SX109 cel/ml.
Las células donadoras se crecieron a 3—5X10g cel/ml. a 42 C 6 sea un cul-
tivo sobrecrecido. Se tomaron alicuotas de las células donadoras y se cre
cieron a 35 UK (unidades Klett Summerson) y la célula receptora se crecif

a 45 UK.



Se pusieron en contacto cada una de las células macho con la célula
hembra en una relacién de 1:3 durante 90 minutos, se plantearon en
cajas de medio minimo seleccionado un marcador de la cepa recepto-
ra a la vez. Se incubaron a 37 C.

Los resultados se presentan en la tabla 4.



TABLA 4.

MARCADORES SELECCIONADOS (coionias /mi)
CEPA RECEPTORA | CEPA DONADORA

argG his trp | ade leu met ilv
JM 361 JM284a 90 23 | 24 5 5 — -
JM36I JM284b 85 27 | 19 4 6 — -
JM36I JM284c 95 22 | 15 6 5 - -
JM361 JM277 - — — - - - -
FRECUENCIA DE MARCADORES 45x10°7|1.25x0 |1x10-7 — —

2.5:1(712.5:0‘

FRECUENCIA DE MARCADORES DE LOS EXPERIMENTOS DE CONJUGACION
DE LAS CEPAS

JM284 x JM36I.

- ZS -



SeglGn el mapa de E. coli, esta cepa Hfr (seglin los resultados obte-
nidos, s6lo es una clona en realidad) inyecta su ADN en sentido de
las manecillas del reloj y el factor R se encuantra cerca del gen -
que codifica para la biosintesis del marcador arg G, que se encuen-
tra en el minuto 61 del mismo mapa, como se vé en la tabla 4, esta
regién del cromosoma de la bacteria es la que presenta la mayor fre
cuencia de recombinacién y es 1la que se transfiere en primer lugar
a la célula receptora, el factor de resistencia R es el dltimo en -

pasar. (Fig. 5)

Se comprobdé que esta cepa es resistencia a antibiéticos de este fac-
tor R; para ésto se crecieron en medio completo con cloromicetina y

tetraciclina por separado y resultaron resistentes a éstos.

6.- Por (ltimo se demostrd que la mutacibén temperatura sensible estd
presente en la cepa JM284, (este experimento se hizo con las tres ce

pas JM284a, JM284b y JM284c)

Con el bacteridéfago Pl vir se infectd a cada una de las cepas JM284 a,
by c. Y con las particulas resultantes de ssta infeccién se hizo una
transduccién sobre la cepa JMI0, que es la cepa padre de las cepas -
JMZ84 a, b y ¢, seleccionando para el marcador pyr E* que se encuentra
en el minuto 62.3 del mapa de E. coli y buscando entre estas colonias,
las que coheredaron el marcador dnaA de las cepas JM284 a,b y c, que se
encuentra en minuto 73.5 del mismo mapa. (Fig. 5) Ahora las cepas JM90

adquirieron sensibilidad a la temperatura.
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leu
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pyrE trp
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FIG.5 MAPA DE LA CEPA Hfr AISLADA
DE LA CEPA JM90 dnocA/Rfit



Los resultados se presentan en la Tabla S.

TABLA 5.

Bacteriéfagps cotransduccién

JM284a

Pl vir S.JMI0 15.9 %
JM284b

P vir S.JM90 16 %
JM284c

P vir S.JIM90 15 %
JM277

P vir S.JM90 (control) 17 %

Cotransduccién con el fago p vir (JM284 a,b y c) sobre la cepa JM90.

Seleccionando para el marcador Pyr E'.

Entonces se concluye que la mutacidén dnaA estd presente en la cepas
JM284 a,b y c. Se usdé como control de la transduccidén la cepa JM277
que tiene la mutacién adnA y el [factor de resistencia en su citplas
ma. Este resultado habla de que si las células son capaces ahora de
crecer a 42 C se debe a que el factor de resistencia R se integrd -
en el cromosoma celular y puede replicar el cromosoma completo y --

que la mutacidédn dnaA, persiste en la cepa Jm284,



DISCUSION Y CONCLUSTIONES

En 1972, Caro reportd el fendmeno de supresidn integrativa con el fac
tor sexual F. (59).

De acuerdo a estos datos se pensd en la posibilidad de tratar de repe
tir este fendmeno con otros episomas, en particular con el factor de
resistencia a antibiéticos R.

Por los experimentos llevados a cabo, se 1legdé a la conclusién de que
el factor R se integra al cromosoma celular y es capaz de replicar el
cromosoma de la célula ya que ésa debido a la mutacién dnaA no puede
hacerlo.

Cuando se trataba de demostrar este fenfmeno, se encontrd que la cepa
seleccionada como recpetora de la mutacidn dnaA y del factor R, la ce
pa JM90, tiene un problema por el cuidl no puede ser curada del factor
R, cuando este se encuentra en el estado autdénomo, sin embargo se de-
mostrdé que esta misma cepa puede curarse de otros episomas en el esta
do autdénomo como el factor F'lac.

Se decidi6é seguir el proyecto original aunque esto resultaba interesan

te.

Después de haber integrado el factor R al cromosoma celular, se aisla-

ron tres colonias, se esperaba que fueran distintas entre si ya que pa

ra entonces se sabia por el trabajo de Caro que el factor R puede inte
grarse en cualquier lugar del cromosoma de E. coli. (62)

Por los experimentos hechos se llegé a la conclusién de que sélo se te
nia una clona y no tres, ya que la frecuencia de marcadores era la mis-

ma en las tres cepas.



Segin los resultados de la tabla 4, el factor R se encuentra cerca

del gene que codifica para la biosintesis de arginina G en el minu

to 61 del mapa de E. coli, e inyecta su ADN en sentido de las mane
cillas del reloj. (Fig. 5)

Se sabe que en una cepa Hfr, el primer marcador que se transfiere

a la cepa receptora durante una conjugacidén, es el, inmediato al si
tio de integracidén del episoma y €ste es el dltimo en transferirse,

El sentido de inyecci6én del ADN se determina por la frecuencia de -
marcadores, el marcador que pasa primero durante la transferencia de
material genético es el que tiene mayor frecuencia de recombinacidn,
en el caso de nuestros experimentos el marcador con mayor frecuencia
de recombinacidén es arg 6, le siguen his, trp, ade, leu, met e ilv,
por lo que deduce que el ADN en la cepa JM284 es inyectado en senti-
do de las manecillas del reloj, por la resistencia a cloramfenicol

se probé que el factor de resistencia estd presente en esta cepa.
Cuando se estaba tratando de transferir ¢l factor de resistencia a la
cepa JM361, Caro reporté el aislamiento de cepas Hfr del factor R y
del factor Col V2* en E. coli usando el criterio de supresidén inte-
grativa, reportd que de 120 colonias probadas, cuatro fueron F+, nue -
ve resisntestes a cloramfenicol, pero no transfirieron marcadores Hfr.
Caro obtuvo una eficiencia de transferencia alta en sus experimentos:
20% de recombinantes ara’ str’ después de 30 minutos de contacto celu-
lar y 5-80 % después de 60 minutos, obtuvo resultados similares con -

otras cepas.



En la figura 6 se muestra un mapa de cepas Hfr obtenido por Caro
con el factor R100-1. Con estos experimentos llegé a la conclu-
sion de que el factor de resistencia R100-1 puede integrarse en
cualquier lugar del cromosoma de E. coli y que estas cepas son -

estables.
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FIG.6 Mapa de cepas Hfr cisiadas de
lo cepa LC343/ RIOO-1+. obtenida por
Caro, L.
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