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INTRODUCCION :

En l1la investigacibén actual sobre genética de -
microorganismos es importante destacar el hecho que el -
enfoque de este tipo de investigacidén se ha realizado so
bre un ntimero muy reducido de microorganismos como son -

principalmente E. coli, Salmonella typhi, y otras enterpo

bacterias y se han discriminado, desafortunadamente, ---
otros microorganismos que ofrecen particularidades gené-
ticas y fisiolégicas muy interesantes como son, para men
cionar algunas, las espirochetas, mixobacterias, las al-

gas azul-verdes y otras més.

Considerando que E. coli y Streptomyces coeli-

color se localizan en los extremos evolutivos dentro de
los procariotes, podemos suponer que las similitudes en
estructura y comportamiento del cromosoma de Streptomy-

ces coelicolor y el de E. coli, lo mis probable es que

persistan en los procariotes intermedios. Estas simi--
litudes se pueden ver comparando los mapas genéticos de

ambos (Fig. 6,7).

El mapa genético de S. coelicolor (Fig. 6), re

sulta muy parecido a los de S. glaucescens, S. rimousus,

y S. bikiniensis.

Para resolver esta cuestién se han obtenido --

resultados como son:

i) Ambos producen cigotos que son merocigotos, es de

cir, parcialmente diploides.

ii) Poseen un solo cromosoma (1) que es circular (2.
iii) Locus funcionalmente relacionados estin frecuente
d ke

mente cercanos en el genoma. (En Streptomyces coe

licolor se encuentran también a 90° y 180°), —-—--



Estas caracteristicas se han observado también en otras
bacterias asi como el hecho de que no se ha encontrado -
ningGn Procariote que manifieste una diploidia completa

en su cigoto. Salmonella typhimurium (3 , 4) presenta

también un cromosoma circular.

En este trabajo se desea aislar a partir de --

una cepa de Streptomyces coelicolor que posea un pléismi-

do SCP1 (ADN extracromosomal de replicacién auténoma); -
una cepa con el mismo pldsmido pero con un fragmento de
ADN cromosomal integrado, precisamente el que codifica -
para His A1. Esta cepa desde ahora denominada SCP1'por
su analogfa con el F' de E. coli, presenta la caracte--
ristica de donar el alelo His+ con una alta eficiencia a

un receptor His A1~ de la misma especie.

El motivo por el cual se realizé este experi--
mento fué, a grandes rasgos, lograr purificar un gene --
(His A1) cromosomal integrdndolo al plédsmido SCP1 de ---

Streptomyces coelicolor. La continuacién de este proyec

to consistiria en formar un plidsmido compuesto(por el mé
todo de los "extremos pegajosos") con el plAsmido Col E1l
de E. coli, formado éste, se intenta estabilizarlo en --
una cepa receptora E. coli Col E1°, His Al y de esta --
manera se logra concentrar un gene proveniente de otra -
especie de microorganismo y lograr que se exprese. (En -

la seccién de DISCUSION se explicarid ampliamente esto).

MECANISMOS DE INTERCAMBIO GENETICO:
Se conocen actualmente 3 mecanismos en proca--
riotes para el intercambio genético y son:

Conjugacién
Transduccién

Transformacién

Conjugacién:

LLa capacidad de conjugacién estd determinada -

por la presencia de ADNs circulares extracromosomales a



los que denominamos pléismidos o episomas (esto es lo que

se observd en las bacterias usualmente estudiadas como -

E. coli f Salmonella typhi, pero en nuestro caso, resul-
ta que incluso las que no poseen esta caracteristica, si
tienen, aunque en muy baja frecuencia, la capacidad de -
donar material genético) y que pueden replicarse en for-
ma independiente del cromosoma bacteriano (5,6), los ---
cuales pueden ser transferidos con alta frecuencia duran

te la conjugacién.

Estos ADNs extracromosomales estin intimamente’
relacionados con otros elementos extracromosomales como
son los profagos (7), factores responsables de 1la produc
cién de colicinas (8) o inhibicién de micelio aéreo y --
la resistencia extracromosomal a antibiéticos. Hay evi-
dencias que indican que estos factores se pueden locali-
zar de 2 maneras diferentes, una en forma auténoma y - -

otra integrada al cromosoma (9).

A las cepas que acttian como donadoras se les -
denomina cepas macho y son las que poseen este factor -—
extracromosomal; a las receptoras se les denomina hembras
y carecen de dicho factor. En el caso de E. coli, uno -
de estos factores es el episoma F (fertilidad) y repre--
senta aproximadamente el 1% del cromosoma bacteriano en
tamafio denominédndose F' a la cepa que lo posee. Este --
episoma codifica para una proteina denominada pilina, 1la
cual se ensambla para formar una estructura llamada pili
adicional a la célula, que viene a ser el puente por don
de se va a transmitir el ADN hacia la cepa receptora F~
(10) (Fig. 1).

El factor F en un momento dado puede integrar-
se al cromosoma mediante un mecanismo de recombinacién y
ahora a esta cepa se le denomina Hfr (alta frecuencia de
recombinacifén). Esta cepa tiene la propiedad de transmi

tir ADN cromosomal al receptor, permaneciendo el factor
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F en el extremo terminal del cromosoma y rara Vez €s -—--—
transferido, ya que el puente formado por el pili es su-
ceptible a la ruptura y .asi terminada la transferencia,
permaneciéndo la receptora como F~ . Cuando el factor —--
F es auténomo lo idnico que se transfiere en E. coli, es
dicho factor, convirtiéndose la hembra ahora en F* y -—-

por lo tanto en macho (Fig., 1).
El mecanismo de conjugacidén se presenta etre -
cepas de la misma especie o en baja frecuencia entre es-

pecies filogenéticamente muy parecidas. (Tabla 1).

Transduccién:

Este mecanismo se hace mediante bacteriéfagos

y consiste a grandes rasgos en lo siguiente:

DespuésAde la lisis de una bacteria causada --
por la infeccién por un fago transductante, se rompe el
ADN cromosomal de dicha bacteria y fragmentos de este --
ADN del tamafio del ADN viral pueden llegar a ser engloba
dos dentro de las céipsidas de particulas virales, y el o
los genes asi secuestrados pueden ser incorporados al --
cromosoma de una segunda bacteria, por un proceso de re-
combinacién, por medio de una segunda infeccién con es--

tos pseudofagos. (Fig. 2).

Se conocen 2 tipos de fagos transductantes:

Generalizados

Especializados

Los primeros pueden ser poftadores de cualquier
parte del cromosoma bacteriano, ya sea por poderse inte—
grar en cualquier sitio del cromosoma bacteriano como el
caso de mu-1 0 nunca se integra, como en el caso de P1,
el cual en la fase tardia de la infeccién produce nuclea

sas que degradan el cromosoma bacteriano en diversos - -



fragmentos, algunos de los cuales son englobados por las

cipsidas de dicho fago.

En la transduccién especializada se caracteri-
za por ser so0lo determinados genes cromosomales los que
son transferidos y son los que se encuentran vecinos al
sitio donde se integré el fago al cromosoma (profago),

siendo este sitio especifico.

Por ejemplo, el fago lamda de E. coli que se —
integra en el minuto 17.4 del cromosoma de E. coli K-12
(25), y solo permite 1la transducqién para genes del ope-
rén de la galactosa y por otro lado, genes del operén de

la biotina, ambos vecinos de dicho minuto.

El S. coelicolor por su crecimiento micelar, -
trae como consecuencia, células con diversos estados fi-
siolégicos, resultando desfavorable para la multiplica--
cién viral, los estreptomicetos son por lo tanto sucep--
tibles al fenémeno denominado pseudolisogenia (11). --
Un fago virulento usualmente s6lo llega a lisar parte --
del cultivo hasta encontrar una resistencia por las cé--
lulas. La lisogenia ha sido demostrada en diversos es--
treptomicetos (12), los fagos temperados involucrados, -
con excepcién del VP5 y otros 2 fagos, fueron derivados
de un cultivo lisogénico que demostr§ traer un profago -

por la produccién de placas en una cepa sensitiva.

Desafortunadamente la transduccidén en strepto-
mices afin no se ha logrado, aunque el primer reporte so«
bre transduccién en estreptomicetos que fué en S. oliva-
ceus (13) no nos dejé un sistema reproducible y los in--
tentos preliminares de demostrar tranduccidn por VP5 en
S. coelicolor 12 IF dieron resultados negativos. Es ---
probable debido a que se han aislado algunos fagos tem--

perados para esa cepa que la transduccién sea una reali-
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dad en un futuro préximo.

Transformacién:

La transformacién consiste en la purificacién
del ADN de la donadora y que este sea incorporado,. esta-

bilizado y replicado en la célula receptora.

Este fenbémeno fué descubierto por Griffith (.14)
al estudiar la inmunidad a infecciones por neumococo en

ratones, de la siguiente manera:

Inyectando neumococos lisos vivos subcutdneamen
te en ratones observé que estos morian a los 2 dias, sin
embargo, cuando inyectaba estos mismos neumococos pero --—
muertos, no les pasaba nada, igual que al inyectar neumo-
cocos vivos pero rugosos; sin embargo, si inyectaba en el
mismo ratén, neumococos lisos muertos y rugosos vivos, el
animal moria y se aislaban neumocosos lisos vivos; sin eﬁ—
bargo, no fue sino hasta 1944 cuando Avery, Macleod & Mc.
Cartey (15) determinaron que el agente causante era ADN, -
el que era liberado al medio por la bacteria muerta - - -

(Big. 3)a
GENERALIDADES DE: S. Coelicolor:

1.- Algunas caracteristicas morfolégicas de S. coelicolor.

S. coelicolor pertenece al grupo de los procario
tes, es una bacteria, aunque morfoldgicamente se
le consideraba como un hongo (Actino: filamento,
myces: hongo) pertenece al: Orden: Actinomyceta-
les (para diferenciarse de los Eubacteriales).
Familia: Actinomycetaceae

Género: Streptomyces

Especie: coelicolor
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El nombre de Streptomyces fué dado por Waksman &

Henrici en 1943; proviene de 1la concentracién de otros 2 gé
neros: Streptothix Cohn (1875) y Actinomyces Harz (1877).

El género se caracteriza por un micelio vegetativo no tabi-
cado y su multiplicacién es por conidias, que constifuyen =

cadenas en el micelio aéreo (ver fig. 4).

La especie coelicolor se refiere al pigmento que
libera al medio; aunque Erikson aisl6é variedades de S. coe-

licolor que no liberan pigmentos.

El pigmento producido por S. coelicolor fué estu-
diado inicialmente por Muller en 1908. Es un pigmento ----
azfil-oscuro, pero si el medio es 4cido, se vuelve rojo; es
difusible y quimicamente, probablemente (segiin Waksaman) --
pertenezca al grupo de las anthocianinas; Cohn considera --

al pigmento similar a la azolitmina (16).
2.- Estudios genéticos en S. coelicolor.

Los estudios genéticos en S. coelicolor, se han -

realizado en 3 4reas:

(a) E1 sistema de fertilidad

(b) La diferenciacién colonial

(c) Interaccidén entre bacteriéfaéos y estreptomi

cetos.

La transferencia genética en S. coelicolor ocurre
por un proceso descrito como "conjugacién" dando como resul
tado la transferencia de segmentos largos de ADN; pero esto
no implica forzosamente una analogia estructural a la conju
gacidén que ocurre en bacterias Gram negativas. E1l proceso
se parece a la produccién de merocigotos, conteniendo un --
cromosoma circular de uno de los padres y fragmen;os de ta-
mafio variable del otro. En estudios experimentales las --—-
cruzas se hacen mezclando esporas de los padres en medio -~

s6lido, el apareamiento ocurre entre las hifas producidas -



hifas

A O8N //
@ G0 s el

OO 4

> R

ABRED

HISELTO

VEGETLTIVO

MIZELIO

Estructura de Streptomyces coelicolor

FIGURA 4:



después de la germinacidén de las esporas y el resultado --
de la cruza se estudia analizando la progenie de esporas -
(ocasionalmente las hifas fragmentadas) producidas tras la
mezcla de micelios, pues las esporas por si solas no se -
aparean, por eso cuando un medio de cultivo liquido se uti

liza como en el caso de la conjugacibén de eubacterias Gram

negativas, las dificultades de manejo de los agregados mi-—-—

celares heterogéneos como resultado de la germinacidn\de -

las esporas, ofrecen un problema que probablemente en un -

futuro cercano podri ser resuelto.

Las esporas cosechadas provenientes de una cruza
incluye recombinantes y miembros de los 2 padreé, por lo -
que es necesario, para que sea posible el estudio de las -
recombinantes, seleccionar varias clases genotipicas en un

medio donde ninguno de los padres se pueda desarrollar,

Para explicar los eventos subsiguientes se han -

formulado 2 hipbtesis:

(a) Si las recombinaciones entre el cromosoma -
circular y el fragmento que se introdujo se lleva a cabo -
en su totalidad, es decir, si ocurre en niimero par de en--
trecruzamientos entre el fragmento del donador y el cromo-
soma del receptor, se producen recombinantes haploides di-
rectamente.

(b) Y en el caso que no sea asi, es decir, que
no hubo un niimero par de recombinaciones, como consecuen-
cia se forman genomas parcialmente diploides, aunque sub-
secuentes oportunidades de recombinacién ocurren en dichas
regiones duplicadas del genoma, dejando finalmente una pro
duccién de recombinantes haploides. Sin embargo, cuando -
el genoma heterocigoto estd incluido en una espora, se de-
sarrolla una colonia que atin tiene descendientes heteroci-
gotos que finalmente dardn una variedad de recombinantes -

haploides debido a las diferentes recombinaciones que se -
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"van llevando a cabo en la zona diploide, por ello a este -

tipo de colonias se les denomina heteroclonas.

Con respecto al sistema de fertilidad, los tipos
de fertilidad van a estar en funcién de la presencia o au—
sencia del plidsmido SCP1 y en caso de estar presente de si

estd o no integrado al cromosoma y estos son los términos:

IF fertilidad inicial SCP1 en forma auténoma
NF fertilidad normal SCP1 integrado al cromo
soma

UF ultrafértil (como receptora) SCPl1l ausente.
i

Avances Técnicos en la genética del S. coelicolor.

1.- Métodos Mutagénicos

La mutagénesis con luz ultravioleta (UV) se puede
llevar a cébo en condiciones normales de iluminacidén ya que
este microorganismo no es suceptibles a la fotorreactiva--- .
cién, y para obtener una sobrevivencia del 1% la radiacidn

varia de 2000 a 4000 ergs/mm2 dependiendo de la cepa.
Mutagénesis con N-methyl-N-nitrosoguanidina (NTG).

Las esporas de la mayoria de los estreptomicetos -
resultan ser algo mis resistentes a la NTG que el resto de -
las bacterias, por lo que para la mutagénesis efectiva con -
NTG es necesario una mayor concentracién de este reactivo a
un pH alcalino. Un tratamiento intensivo consiste, incuba--
cién por 2 h. en 0.05M de tris (hidroximetil) aminometano --
ac, maleico a pH 9 conteniendo un regulador y 3 mg. de NTG -

por ml; en un tratamiento regular se usan 1 mg./ml por 1 h.

Aislamiento de mutantes.-

Algunas mutantes de este microorganismo se han ---

aislado gracias a variaciones en sus caracteristicas morfolé



gicas, como por ejemplo, se han obtenido colonias blancas
facilmente reconocibles a simple vista, denominadas mutan
tes whi(white:blanco) que son defectuosas en la esporula-

cién.

La cepa A3(2) puede crecer en un medio con agar
sin fuente de carbono, o sea que 1la utilizacién del agar
como fuente de carbono trae como consecuencia el no poder
utilizar el método de replicacién para determinar mutan--
tes defectuosas en determinade marcador que sea la fuente
de carbono. Sin embargo, se han obtenido mutantes que --
crecen con glucosa y no en medio sin glucosa pero con - -
agar; usando estas mutantes que poseen una mutacién én el
locus agaA, es posible determinar otras mutaciones para -

diversas fuentes de carbono.
EL SISTEMA DE FERTILIDAD.

La cepa con que trabajé Hopwood, o sea la A3(2)

proviene de la cepa S. coelicolor 3443 de Waksman (17).

El resto de las cepas las obtuvo por mutacion--

es 0 conjugacién de 1la A3(2).

Con las primeras conjugaciones que se trabaja--
ron la frecuencia de recombinacién era igual, pues la --—-
contribucién de material genético de los progenitores a -
la progenie era igual, ademds de que en estos casos cada
progenitor tenfa la misma probabilidad de actuar tanto —-
como donador como receptor (se considera receptor,"al que
contribuye con todo su genoma al cigoto, en tanto que do-

nador es el aportador de fragmentos de su genoma: por 1lo

que el cigoto inicial es merodiploide).

Los primeros que trataron de determinar el sis-

tema de fertilidad del S. coelicolor fueron Sermonti y --
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Casiano (18) al encontrar cepas que tenfan frecuencias de
recombinacién diferentes, designando R~ (R= recombinacién)
a las semiestériles, y a otras R" por resultar sumamente

fértiles tanto entre ellos como con R, incluso llegaron,
a sugerir algin parecido en comportamiento con las A y -
F~ de E. coli K-12 (19). Sin embargo, se desconocia mu--
cha informacién del mapa genético de este organismo y que
daban dudas de su mecanismo de fertilidad. No fué sino--
hasta que Hopwood, tratando a la A3(2) con métodos mutégé
nicos, principalmente UV, se dedica a 1la bﬁsqueda de las

cepas con fertilidad alterada.

Tras de irradiar con UV, sembrar, poner a con-
jugar y replicar en cajas selectivas, pudo determinar --
que habia colonias que recombinaban un 100%, o sea extre
madamente receptoras, a las que denominé UF (ultraferti-
lidad) y a las otras NF (fertilidad normal). A la cepa -
original A3(2) se le denominé IF por el hecho de ser - -
la primera con la que se trabajaron conjugaciones - - - -

(IF = fertilidad inicial).

Naturaleza de las cruzas:

En una cruza NFxUF, como ya habiamos dicho con
anterioridad, se considera la NF que actfia como donadora
de fragmentos de su genoma, mientras que la UF contribuye
con todo su genoma, siendo entonces la receptora, consti-
tuyendo ambos el cigoto merodiploide; toda la progenie en

este caso resulta ser NF,

También se observé que la frecuencia de conjuga
cibén va disminuyendo hacia ambos lados de donde se supone
es el sitio de insercién del plismido o sea a las 9 h. --
del mapa genético, por 1o que concluyé que la transmisién
es bidireccional. En la figura 5 se puede observar la --

frecuencia con que se transfieren los marcadores de una -



NF a una UF.

Como habiamos dicho antes, una cruza NFxUF da

un 100% de recombinantes y todas NF.

En una conjugacién NFxNF también se obtienen --
recombinantes; pero en este caso cualquiera de los 2 en -
un momento actda como donador y en otro como receptor, --

siendo la poblacién recombinante de el 1%,

En una cruza IFxUF el niimero de recombinantes -
es de sb6lo el 0.01%, pero el factor determinante de la—
fertilidad (el SCPl1) es transferido 10,000 veces més que
los marcadores cromosomales; este es un dato importante -
para poder diferenciar una IF de una NF. Toda la proge--

nie resulta IF,

En una cruza IFxNF se tiene un 10% de recombi--

nantes, obteniéndose progenie IF y NF.

Es importante destacar el hecho de que en una-
conjugacién UFxUF si existe conjugacién, aunque a una - -
frecuencia muy baja (0.001%), cosa que no sucede en E. co-
1li entre dos F_, en nuestro caso la posibilidad conjugan-
te no va estar determinada por la presencia o ausencia --
del plésmido SCP1, del cual hablaré mids adelante, como --
lo estd en E. coli, con la presencia o ausencia del plés-

mido F.

En las cruzas NFxNF, UFxUF, IFxIF, cualquiera -
de los progenitores puede actuar tanto como donador como

receptor; en los otros casos es clara la situacién.

En otros estudios se observé que el factor que
transformaba una cepa UF al cruzarse con una IF en otra -

IF era el pldsmido SCP1 y que era suceptible a perderse -
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en forma espontidnea transformidndose de una cepa IF en una -
UF (0.3%); esta pérdida puede ser acentuada con irradiacién

lo que le d& cardcter autédnomo en las IF.

Mis tarde se averigué que el plismido SCP1 se --

encontraba integrado en las NF a las 9 h. del cromosoma --
(Eig. 5, 6).

El plésﬁido permite a las cepas que lo poseen la
sintesis ‘de un inhibidor del micelio aédreo de las cepas que
no lo poseen y ser ellos resistentes a dicha inhibicién (02
servese en la seccién de RESULTADOS).

En una cruza IFxUF no siempre hay una diferencia
significativa en fertilidad como en una UFxUF; en cambio --
en una cruza NFxUF es claro que la presencia del plasmido -
SCP1 integrado en el cromosoma confiere una alta frecuencia

de conjugacién.

PRIMER PLASMIDO QUE PORTA UN SEGMENTO DE ADN
CROMOSOMAL

En S. coelicolor, 4

_ El primer trabajo en el que se obtuvo un plésmido
que lleva ADN cromosomal fué reportado por Jacob & Adelberg
en 1959 y Adelberg & Burns en 1960 (21) sobre E. coli obte-

niendo un merodiploide F',

Y el primér aislamiento de un plédsmido que porta
un segmento de ADN cromosomal en S. coelicolor fué realiza-
do por Hopwood & Wrihgt en 1973 (22).

Ellos aislaron a partir de la cepa A3(2) una cepa
a la que denominaron 1873 con la caracteristica de poséer -

un plismido con el fragmento cromosomal Cys B integrado.



FISURA 5: Frecuencia de conjugacidn

en S, ceoelicolor,
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El método utilizado fué el mismo que se usé en ---

este trabajo con algunas variaciones.

Dichos investigadores irradiaron la cepa 12 - - -

(pheAl1:IF) con UV hasta un 2% de sobrevivencia (3800 ergs/

mm2) y sembraron en cajas procurando tener 1,000 colonias -
por caja. De estas colonias se probé su capacidad de gene-
rar conjugantes protétrofas en cruzas por replicacién en --

terciopelo sobre cajas sembradas de la cepa A694 (cys B6:UF),

De 53,000 colonias probadas, 60 resultaron tenef -
una alta capacidad de generar recombinantes protétrofas. --
Después de reciclar se encontré que una cepa, la 1873, resul
té ser sumamente eficiente en su donacién del marcador -----
Cys B6.

Después se analizé si poseia el plédsmido, por la -

prueba ya mencionada de inhibicién del micelio aéreo.

Se determinaron las frecuencias con las que se - -
transferian otros marcadores, concluyendo que éstas eran - -

mucho menores que la frecuencia para el marcador Cys B6.

También se determiné el tamafio del fragmento c¢romo
somal integrado al plésmido calculando la frecuencia con que
se transferfian los marcadores vecinos de Cys B6 que son - -
adeA y metB, observando que era muy baja,'se concluyé que --
el fragmento cromosomal era, considerando la distancia en--

tre estos 2 marcadores, menor del 2% del mapa genético.

Se experiment§ para investigar si era transferi--

ble el plésmido SCPl-cysB6 en otra especie de estreptomice-

tos, que fue S. lividans y se encontré posible, pero sélo -

en un 3%,
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1.- MATERIAL:

guientes caracteristicas (23,24).

(A) Se utilizaron las siguientes cepas con las si-

phea A1l
phea A1l
phea A1l

his A1 ura Al str A1l
his A1 ura Al str Al
his A1 ura Al str A1l

(B) Se utilizaron los siguientes medios (23,24):

CM (Medio Completo)

12 IF
1098 UF
A332 NF

104 IF
1190 UF
A317 NF

K2HPO4

NaC1l

MgSO47H2O

Peptona (DIECO)
Extracto de Levadura
Hidrolizado de acido
nucleicos de Levadura
Solucién de vitaminas
Hidrolizado de casei-
na

Agar

‘Glucosa

Se esteriliza en autoclave 15 min.,

115¢°C,

His, pro, treo, tripto,
tir, etc.

Agua C.B.P.

Se ajusta el pH a 7.2.

Los aminodcidos se agregan dependiendo de la auxétro--

fa de de que trate.

g
5¢g
ml (sol. al 10%) #}

g

B N o O o

5 ml
1 ml

1,5 g
1.5%
50 ml }

50 mg #
1000 ml

a 15 1b. de presibén y --
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Preparacién del hidrolizado de Acidos nucleicos de levadura:

Hervir 2 g. de 4cidos nucleicos en 15 ml.

de - -

NaOH 1N por 10 minutos; hervir otros 2 g. de 4cidos nuclei

cos en 15 ml, de HC1 1N por 10 minutos; mezclar las solu--

ciones, ajustar el pH a 6.0, filtrar en caliente y final--

mente aforar a 40 ml.

En realidad es equivalente si se le agrega por -

litro 30 mg. de cada una de las bases nitrogenadas (adeni-

na, guanina, citosina, uracilo y timina) previamente disuel

tas, al medio completo.

Preparacién de la solucién de vitaminas:

Riboflavina (Bg)
Nicotinamida
P-aminobenzoico (PABA)
Pirodoxina HC1 (BG)
Tiamina HC1 (Bl)
Biotina

Medio Minimo (MM)
Asparragina
K2HPO
KOH
MgSO4.7H20
FeSO4.7H20
Agar

4

Glucosa
C.B.P.

0.1%
0.1%
0.01%
0.05%
0.05%
0.02%

0.5 g.
0.5 g.
0.3 g.
2 ml.
0.01 g.
15 g

20 ml.(50%)
1000 ml.

(10%) #

Los medios selectivos son suplementados como si---

gue (por litro):

Histidina

Adenina y Uracilo

Los demds aminoéicidos
Vitaminas

Sulfato de dihidroestreptomicina

3.5 ml.
2 ml.
5 ml.
1 mg.

50 mg.

(2%)#
(0.5%) #
(1%) *

+
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Se esteriliza en autoclave durante 15 min. a 15 1b.

de presién y 115°C,

Notas:

(#) Todas estas soluciones se esterilizan aparte -
en las mismas condiciones y son agregadas des-
pués en condiciones estériles al resto del me-

dio.

(+) Este reactivo se esteriliza por filtracién con
filtros Millipore HA debido a que es sucepti--

ble a la desnaturalizacién por calor.

Todas las cajas con medios se sometieron a prueba

de esterilidad (incubacién 24 h. a 37°C) previo a su uso.

METODOS: Verificaci6én del Genotipo de las cepas S. coeli--

folor.

1.- Lo primero que se realizé al recibir las ce--
pas fué verificar sus respectivos marcadores de la siguien--

te manera:

Se sacaron de sus tubos de liofilizado y cada uno
por separado se inocularon en matraces con CM, se incubaron
a 32°C durante 3-4 dias.

Ya crecido el micelio y esporulado se tomaron - -
0.5 ml. y se sembré en toda la superficie de cajas con CM y
se volvié a incubar a 32°C hasta ver una esporulacién com--

pleta en toda la caja (mids o menos 4 dfas).

Después se 1llevd a cabo una suspensién acuosa de -
esporas agregando agua estéril (10 ml) y raspando la super--
ficie con el asa, se extrae la suspensién de esporas y se ——
filtra en tubos con un filtro de columna relleno de fibra de

vidrio, para retener asi posibles fragmentos de micelio; a -
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este filtrado se le agregbd glicerol estéril hasta una con--
centracién final de 20%, se homogeneizé y se colocé en con-
gelacién a -20°C; pero antes se tomaron alicuotas (0.1 ml)
y se hicieron disuciones, sembrando en cajas de CM para ob-
tener asi las concentraciones de las diferentes cepas, (es-
to lo explicaré con més detalle en la seccibén de obtencidn

de titulos), las cajas se incubaron a 32°C de 3 a 4 dias.

De las cajas donde se observaron colonias separa-
das se tomaron las esporas (de cada colonia) ya sea por me-
dio de asa o de preferencia con un palillo y se hizo un par
che hasta completar 40 parches por caja por cepa en cajas -

- de CM; se vOlvidé a incubar a 32°C durante 3-4 dias.

Cuando los parches se encontraban bien esporula--

dos se inicié el proceso de replicacién que consistié en:

A las cajas con los parches de las cepas 12, --—
A332 y 1098 se replicaron en terciopelo, después sobre éste

cajas de MM + phe, MM + phe + Stfi y finalmente cajas de MM,

Y a las cajas con los parches de las cepas 104, -
A317, 1190 se hizo otra serie de replicaciones en terciope-
lo con cajas de:
MM + his + ura + str
MM + his + ura '

MM + his y MM + ura (las dos con str).

Se incubaron las cajas selectivas a 32°C durante
3-4 dias.

Se uso MM + phe + str, para ver su sensibilidad -
a la str. y asi en las conjugaciones utilizar la str. como
factor selectivo que impida el desarrollo de estas cepas --
cuando van a actuar como donadoras o receptoras de material

genético.

De los parches se escogidé uno de cada cepa, se to
maron sus esporas ya sea del original o de la caja selecti-
va donde se supone si debe de crecer, por medio de asa y se
suspende en 1 ml. de agua estédril sembrando después en ca--

jas de medio completo, se incubd a 32°C 3-4 dias.



2.- Prueba de la inhibicién del micelio aéreo

Como se hizo mencién en 1la introduccién, para sa-
ber si una cepa posee el factor genético SCP1 que se carac-
teriza por segregar una substancia difusible que posee la.-
propiedad de inhibir a las cepas que no posean dicho factor

la prueba se hizo de la siguiente manera:

De las cajas esporuladas de las cepas a las que -
ya se les_ verificaron los marcadores, se tomaron muestras -
de esporas con un palillo se hicieron 3 parches en una caja
de CM, uno proveniente de la 1a 12 (IF),otro de la 1a a --
A332 (NF) y el otro de 1a 1098 (UF)las tres como sabemos --
son phea Al. Lo mismo se efectiio con las otras tres cepas;
asi tenemos, como se hizo por duplicado, 2 cajas con par---
ches de las cepas ya mencionadas y otras dos cajas con par-
ches de 1a 104 (IF), a317 (NF) y 1a 1190 (UF) que poseen los

marcadores his Al. ura Al y str Al.
Se incubé a 32°C de 3-4 dias. .

Cuando los parches se encontraron bien esporula-
dos se replicaron en terciopelo y sobre cajas de CM previa-
mente sembradas con una capa de esporas, realizando todas
las combinaciones posibles, como fueron:

12

La caja con los parches -{A332 se replicaron en cajas
1098

sembradas de esporas de las cepas 12, A332 y 1098,

104

La caja con 1los parches:é’A317 se replicaron en cajas
1190

sembradas de esporas de las cepas 104, A317 y 1190,

12

La otra caja con parches: {A332 se replicaron en cajas
1098

sembradas de esporas de las cepas 104,A317 y 1190,
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104

La otra caja con parches: {A317 se replicaron en cajas
1190

sembradas de esporas de las cepas 12, A332 y 1098

3.- Obtencibén y cuantificacibén de esporas.

Ya realizados los pasos 1 y 2 se procedié a obtener

esporas de la siguiente manera:

Del primer lote de suspensién de esporas en glice--
rol, se tomé de cada uno 0.1 ml. y se diluyé con 0.9 ml. de -
agua estéril (1:10), luego este ml. se sembré en una caja de

medio completo sobre toda su superficie. #

Se incubaron las cajas a 32°C de 3-4 dia y ya espo-
ruladas se inicié la extraccidén de esporas, agregando a la —--
caja de 2 a 5 ml. de agua estéril, con un asa se raspé6 la su-
perficie desprendiendo asi las esporas, se tomé con una pipe-
ta la suspensién de esporas y se pasé por una columna de vi--
drio de unos 10 cm. de largo por 1 cm. de didmetro teniendo =«
en sﬁ interior aproximadamente 1 cm. de altura de fibra de --
vidrio. E1 filtrado se guardé en un tubo de tapén de rosca,
se le agregd glicerol hasta una concentracidén final del 20%

y se guardé en el congelador a -20°C, pero antes, se extraje-
ron de cada tubo con glicerol 0.1 ml y se hicieron diluciones

para saber su concentracién de la siguiente manera:

A este 0.1 ml se le agregaron 0.9 ml de agua esté--
ril (1:10), luego de esta dilucién se tomaron 0.2 ml y se di-
luyeron con 1.8 ml (1:100) y asi sucesivamente hasta tener --
las diluciones 104, 105, 106, 107 y 108 de cada una de las -
diluciones se tomé 1 ml (en general de las filtimas 4 dilucio-
nes). - Y se sembraron en cajas de CM; se incubaron a 32°C por
3-4 dias y se contaron las colonias desarrolladas, luego se -

aplicé la férmula:
# esporas/ml = # colonias x dilucién/alicuota (1 ml) para ob-

tener el titulo original de la suspensién en glicerol.

# Se observé que las colonias esporulaban més rapidaménte en

MM + el requerimiento, que en medio completo.
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Cruzas y frecuencias de conjugacién.

Técnicas para llevar a cabo las cruzas
1.- Cruza Normal:
(1) Dia 1: Mezclar la suspensiédn de esporas. de

6 x 2.7 x 10%) y

sembrarlos en un tubo inclinado de CM (medio completo).

progenitores que se desean cruzar (1 x 10

(2) Dfa 4: Afiadir 10 ml de agua estéril al tu--
bo y hacer una suspensién de esporas raspando la superfi-
cie con un asa, agitar vigorosamente y filtrar a través -
de .un paquete de algodén, centrifugar a 1000 g o mis, sus
pender el sedimento en un volumen pequefio de agua y mez--
clar vigorosamente. Sembrar 0.1 ml de la suspensién, ha-
ciendo con anterioridad diluciones de 1:10 y 1:100, en --
cajas de MM con los suplementos nutricionales escogidos -

para que crezcan sblo las conjugantes.

(3) Dia 8: Hacer las cajas patrén en el mismo -

medio asi como en cajas selectivas; 50 colonias por caja.

(4) Dia 10: Clasificar cualquier marcador que -
sea visible y clasificar los marcadores auxétrofos por el
método de replicacién (ver mis adelante) en cajas selecti

vas.
(5) Dia 12: Determinar los genotipos.

Tengo que aclarar que el método utilizado nos -
sirve para mapear mediante seleccién de haploides, pero -
en el estudio de S. coelicolor también es importante (aun
que para este trabajo no nos es itil) y tiene otros méto
dos; la deteccién de heteroclonas por la prueba de comple
mentacién, el andlisis completo de heteroclonas y el ané-

lisis fenotipoco de heteroclonas.
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2.- Cruza por el método de replicacién en terciopelo:

Debido a la forma compacta de crecimiento de S.
coelicolor su replicacién en terciopelo resulta muy ade--
cuada, puesto que los parches, que se hacen tomando espo-
ras de una suspensién o tubo con un palillo, mantiene su
forma y tamafio y siguen siendo susceptibles a otra repli-
cacién. Este método introducido por Sermonti y Caaiano{ -
es particularmente valioso para apreciar la fertilidad de
un gran nimero de colonias o cepas cuando son apareadas --
con una cepa comin. Las colonias en las que se desea saber
su capacidad de conjugar, se les hace una suspensién, y son
puestas a crecer en un medio no selectifo (MC) o>bien se ha
cen parches con éllas en el mismo tipo de medio.>Cuando se
observen bien esporuladas, estos cultivos son replicados en
cajas de CM que han sido previamente sembradas con una capa

de esporas (107

a 108 esporas) de la cepa receptora. Estas
cajas donse se va a llevar a caﬁo la conjugacién son incu--
badas por varios dias hasta que estén esporuladas, y des—--
pués son replicadas en una serie de cajas selectivas en - -

las cuales diferentes clases de progenie se observan.

Determinando las frecuencias de conjugacién para
diferentes mércadores es posible diferenciar las cepas IF -
de las NF al igual, por supuesto, que de las UF, También -
nos sirve para determinar en cudl relacién de concentra ---
ciones encontramos una mayor eficiencia de conjugacién., ---

Para determinar esto Giltimo, se hizo lo siguiente:

Se trabajé con las cepas A332 (NF pheAl) y la ---
1190 (UF his A1, ura A1, str Al), se tomaron esporas de am-

bas, se hicieron diluciones y se mezclaron hasta las concen

traciones deseadas en 1 ml por ejemplo:

Si uno desea una concentracién final de 1 x 106 -
esporas/ml de la A332 y de 2.7 x 106 de la 1190, siendo - -
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la concentracién original de estos de 1 x 10’ V 2.7 % 107
respectivamente, lo que se hace es tomar 0.1 ml de las dos,

ponerlas en un tubo y agregarles 0.8 ml de agua estéril.

Se sembraron en cajas de medio CM se incubbé a —-—-
- 32°C de 3-4 dfas y después se procedib‘a replicar en cajas

selectivas para:

His™ (MM + ura + str + phea)
Ura+ (MM + his + str + phea)
His+ Ura+ (MM + str + phea)

Se repitié la conjugacién pero ahora en vez de —--
replicar la caja patrén en medio selectivo para His+ Ura+ -
(MM + str + phea), se esperé a que esporularan las conjugan
tes de las cajas selectivas para His+ (MM + ura +str + phea)
y las de Ura® (MM + his + str + phea) y estas se replicaron
en cajas selectivas de tal manera que de las conjugantes - -
His+‘determinar también cuantas son Ura (MM + str + phea),
lo mismo para las conjugantes Ura+ se replicé para determi-
nar cuantas fueron His' (MM + str + phea), lo mismo se hi--

zo para el marcador negativo phea— o0 sea:

Ura+ ins
+
His' ¥ra \
(
Phea’ ~ Phea’
(HIS) Ura (HIS) phea (URA) His (URA) Phea

Bl siguiente experimento trata de hacer notar ladi
ferencia que hay en las capacidades de conjugacidén entre 1=

cepas diferentes a una misma concentracién y se realizé de la

siguiente manera:

Se hicieron diluciones para tener las siguientes -

concentraciones en la mezcla:
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1190 2.7 x 106 his ura str UF
A317 2.7 x 106 his ura str NF
A332 1 x 106 phea NF
12 1 x 108 phea IF (1 x 10° x 2.7 x 10° )

Las esporas se mezclan a la concentraciédn deseada,
llevandose a cabo las siguientes cruzas, haciendo 10 mismo --

que fue explicado en las conjugaciones anteriores:

A332 x 1190 NF x UF
A332 x A317 NF x NF

12 x 1190 IF x UF
1098 x 1190 UF x UF

5.- Aislamiento y caracterizacién preliminar de un donador --
His-SCP1 (IF).

"Como lo explica Hopwood en su articulo, lo que se
quiere obtener es un pladsmido en nuestro caso SCP1 con un -
fragmento cromosomal integrado, el que codifica para His A1,
que viene a ser en parte, andlogo al merodiploide F' Echeri-

chia coli.

Se supone que al irradiar con luz UV, ésta provoca
la fragmentacién del DNA cromosomal y que hay la probabili--
dad que en alglin caso el plidsmido se abra y se haga sucepti-
ble de capturar algin fragmento del DNA cromosomal y que cuan
do ya no se encuentre bajo el efecto de la luz UV sea capaz
de volverse a circularizar pero con un fragmento de DNA cromo
somal. Se trabajé con el tubo con glicerol que dié la mayor

concentracién de esporas de la cepa 12 (IF) phea y se expu--

sieron a diferentes tiempos de irradiacién: 5'', 10'' 6 15'"',
20'', 25'', 30'" y 35''. De cada una de las cajas se toma--
2 3

ron alicuotas, se les hicieron diluciones (10, 107, 107) y -
se sembraron en cajas de MM + phea; se incubaron a 32°C de -
3-4 dias después de los cuales se contaron las colonias y se

hizo su curva de supervivencia.



(B) Proceso de aislamiento de la SCP1-His.

La cepa 12 (phea Al: IF fue irradiada con luz UV
hasta una supervivencia del 2% (36.4'') y sembrado en 60 -

cajas procurando obtener unas 1000 colonias por caja, o0 --

sea:
12 (phea A1:IF) 3.2 x 107 esporas/ml
dil 1.5 : en caja 3.2 x 106
UV hasta el 2% de sob. 6.4 x 104
dil. 1: 6.4 1 X 104
dil 6.4 : 64 1 X iOa

Las 60 cajas se incubaron a 32°C durante 3-4 dias.

Has que aclarar que todas las cajas fueron marcadas
con dos lineas perpendiculares que se intersectan en el cen--
tro, lo mismo se procedié a hacer con las cajas de CM y las -

cajas selectivas (ura str phea).

~La intencién de esto es que estas lineas nos van a
servir de referencia para localizar con una plantilla cuadri-
culada a los progenitores que originen a las conjugantes de--
seadas, por lo que es de vital importancia que en el momento
de la replicacién hacer coincidir en la posicién las lineas -
trazadas del original con las lineas de la replica en CM y --

con las de la caja selectiva.

Cuando se observa a las 1000 colonias esporuladas -
se procede a hacer la conjugacién, replicando, tomando en - -
cuenta la observacién anterior, sobre cajas de CM que han si-
do previamente sembradas en toda la superficie con la cepa --

1190 a una concentracién final de 2.7 x 10° esporas/plato ---

(E1 sembrado se realiza agregando 1 ml de la cepa 1190 a la -
dilucién deseada y esperar de 2 a 3 horas a que se absorba en
la caja), se ponen a incubar las cajas a 32°C durante 3-4 —-

dias. =
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Una vez esporulados los progenitores se procede a replicar
en las cajas selectivas para el marcador His, al igual que
el caso anterior, tomando en cuenta la misma observacién,

se incuban las cajas a 32°C 3-4 dias.

De las conjugantes que crecieron se les localizé
determinando sus coordenadas por medio de una plantillé cua
driculada y los ejes trazados en el reverso de la caja, y -
con estas mismas coordenadas se procedié a localizar en’las
cajas originales a los posibles progenitores que las gene--

raron.

De estas colonias se hicieron parches en cajas —-
de CM junto con una serie de 4 parches de la 12 IF y otros

4 de la A332 en cada caja como controles.
Se incubé a 32°C durante 3-4 dfas,

Con los parches esporulados se repitié 1la conjuga
cién, es decir, se replicaron sobre cajas de CM sembradas -
con esporas de la 1190 a la misma concentracién, incubar a
32°C 3-4 dias.

Después, estas cajas se replicaron sobre cajas --

de medio selectivo para His y Ura, incubar a 32°C 3-4 dias.

Se volvié a reciclar y con las colonias finales -
se procedié a determinar su cardcter como SCP1-His para ello
fue necesario: - ‘

a) Determinar si tenfia el factor SCP1, 1lo cual se
logra observando si inhibe el micelio aéreo --
de 1la 1190, y esto se realizé como ya fué ex—-
plicado.

b) Determinar si el marcador His lo trasmitia ---
con mucha mayor frecuencia que el de un IF nor

mal y que un NF normal.
c) Demostrar que el marcador Ura 1o transfiere --

igual que un IF normal y a una frecuencia mu--

cho menor que un NF.
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d) Determinar el tamafio del fragmento cromosomal
integrado al plésmido y esto se logra sacando
las frecuencias con que son transferidos los
marcadores vecinos de His A1 o sea Pro A y --
Arg A,

RESULTADOS :

a) Caracterizacibén de las cepas de S. coelicolor:

De los primeros tubos con suspensién de esporas -

en glicerol se obtuvieron los siguientes titulos:

Cepa Caracteristicas Concentracién esp/ml
12 IF phea i % 105
A332 NF phea 3.6 x 106
1098 UF  phea 9 x 10°
]
104 IF his ura str 4 x 105
A317 NF  his ura str 3.5 x 10°
1190 UF  his ura str 1.087 x 10’ .
916 NF his mth phea str 1 x 105

Con respecto a la verificacién de los marcadores

los resultados fueron como era de esperarse:

Cepa MM + phea MM + phea + str MM

12 o -' ”

A332 + - =

1190 + . . =

MM+his+ura+str MM+his+ura MM+ura+str MM+his+ str

104 : + + - -

A317 + # - -

1190 + + - -

La inhibicién del micelio

En la prueba de inhibicién del micelio aéreo las

supuestas IF y NF inhibieron solamente el micelio de las —-
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UF independientemente de su marcador (fue algo més notable
la inhibicién sobre 1la 1190) y, asi lo podemos ver en la --

siguiente fotografia:

Después de repetir las extracciones de esporas --
varias veces se mejoraron las técnicas de extraccién, logrén
dose obtener titulos mds elevados como los siguientes de los

tubos con suspensifén de esporas en glicerol, finales:

Cepa esporas/ml

12 3.2 x 10’
A332 1 x 10’
1098 7.6 x 10’



Cepa ’ " esgoras/mi
104 i x 10°
A317 9 10°
1190 2.7 x 108

b) Cruzas y obtencién de recombinantes:

De los resultados para las cruzas de la A332 x 1190
que se obtuvieron, fueron los siguientes: (variando la concen

tracién de esporas de ambos):

A332 x 1190 His Ura His-Ura
a 1x10% g.7x10° 1200 3600 368
b 1x10? 2.7x10°  400-500 700-800 150
¢ 1x10° 2.7x10% 140 472 18
d 1x10’ 2.7x10° 100 485 30

De la tabla anterior podemos observar una notable -
.diferencia cuando la relacién NF con UF es de 1:27 (b) es mu-
cho mayor el niéimero de conjugantes que si fuese al revés o --
sea 10:27 (c); aunque la relacién 1:2.7 se encuentre mis ele-
vada (a), lo méds probable es que una relacién 1:27 pero sien-
do NF de 1 x 106 y UF de 2.7.x 107 den mejores resultados, --

sin embargo, para trabajar nos conformamos con el caso (a).

Por otro lado, hay que notar que la frecuencia de
conjugacién para Ura resulta mlds elevada que para His, lo que
era de esperarse, puesto que Ura se encuentra mds cerca del -
sitio de insercién de plésmido SCP1 (9 h.) gque His. (Témese
en cuenta que la transmicién es bidireccional; ver mapa gené-

tico en antecedentes).

Los resultados de la segunda conjugacién con la va-
riante explicada en el capitulo de métodos se obtuvo lo si---

guiente:



Condicién:

A332 (1 x 106 esporas/ml) x 1190

HIS URA HIS (ura) URA (his)

1200 3600 545 500

De aqui podemos concluir que en
His" de entre las 1200 que resultaron ser
resulté ser también Ura’ (545) ; es decir,

: 2
estas recombinaron para His , no todas 1lo

(2.7 % 106 esporas/ml)

HIS (phea )

482

la seleccién para -
His', sélo el 45.5%
que aunque todas --

hcieron para Ura --

a pesar de estar mids cerca del sitio de iniciacién de la trans

misién.

Con respecto a la seleccién Ura
.+
sulté simulténeamente ser His , 1o que no

puesto que el marcador Ura mapea més cerc

" s6lo el 13.88% re-
es de extrafiarse - -

a del sitio de inicia

cién de transmisién como se mencioné ya anteriormente.

De 1a His' 482 si recibieron el
que viene a ser el 40.6% de la poblacién,
que el marcador phea se localiza poco més

sitio de replicacidn.

De las conjugaciones entre dife

marcador negativo --
lo que fortalece el -

atrds que Ura del --.

rentes cepas se obtu-

vo la siguiente frecuencia: dada por el niimero de esporas del

donador.

A332 x 1190 UN x UF 1 x 10% x

A332 x A317 NF xNF 1 x 10% x 2.7

12 x 1190 IF x UF 1 x 10°
6

1098 x 1190 UF x UF 1 x 10 x

<

2.7 x 10° His®

900 0.09%
10% 482 0.04%
10® 97 0.00972

2.7 x 10° 86 0.0086%

t]

b

Como es de notarse la frecuencia de conjugacifn de -

una NF x UF resulta mucho mayor que la de

supuesto mayor que la de una UF x UF,.

una IF x UF y por --



.

¢) Curva de superviviencia de 1la cepa 12 IF a 1la

luz UV.

Gréfica donde se observa la curva de supervivencia
de una cepa Streptomyces coelicor ( 12 IF ) al ser irradiado

con UV,

bact,

1000} \\\

1007

10 15 20 25 30 35 40 sea.

ol
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d) Aislamiento de la SCP1-His.

De las 60,000 colonias obtenidas después de la --
irradiacién, 120 fueron escogidas como posibles poseedoras
de una alta capacidad donadora del marcador His® ya que lo
donaban a una mayor frecuencia que la 12 IF sin irradiar --

(control).

De estas 120 colonias se reciclaron 2 veces, que-
dando s6lo 10 y después finicamente 3 y de éstas 3 con una -

se hicieron las pruebas comprobatorias o sea:

La inhibicién del micelio (ver foto)

La transmicién del marcador His y Ura (% de par--

ches) :

His Ura
12 1IF 1 4
A332 NF 97 100
1098 (¢) 0
SCP1i-His IF 100 k 18

Como se carecia de las cepas UF que poseyeran los
marcadores Pro A y ArgA, no fue posible determinar el tama-

fio del fragmento cromosomal integr;do al plésmido.



DISCUSION.

El1 trabajo aéui presentado consistié en la obten--
cién de una cepa de'§; coelicolor con un plédsmido SCP1 con -
un segmento de ADN cromosomal integrado (que codifica para -

"his A1), ésto no es mas que la primera etapa de un proyecto
cuya continuacién consistird a grandes rasgos, en la puri--
ficacién de este plésmido prima, y formar un plésmido com--
puesto con el plésmido Col E1 de E. coli, el cual va a ser-
vir como vehiculo, para ser transferido, por el método de -
transformacién, a una bacteria receptora E. coli. Al tra--
tar esta bacteria con cloromicetina (la cual inhibe 1la sin-
tesis de proteinas a nivel de ribosomas, pero curiosamente
no inhibe a las proteinas del Col E1) 1a informacidén del --
gene His A1l proveniente del estreptomiceto, al igual que --
toda la informacién del resto del plésmido compuesto, seré
amplificada hasta unas 3,000 veces mAs, logrando una sobre-

produccidn de este metabolito.

Si se logra establecer esta técnica, es de espe--
rarse que la transformacién con plésmidos compuestos, se --
vuelva un método muy aplicable, tanto para la obtencién de
cepas microbiolégicas sobreproductoras, como también una --
llave de entrada para el conocimiento del comportamiento --
genético de una amplia gama de microorganismos cuyo estudio

en este campo es raquitico.

El método de transformacién genética con plésmi--
dos compuestos, ofrece amplias ﬁerspectivas en el campo de
la microbiologfa industrial, ya que seri posible en cierta

forma aislar y concentrar genes de algiin interés.

Se lograria obtener cepas sobreproductoras de ami
nodcidos, vitaminas, antibibticos y cuando se conozca mis -
acerca de la genética de los eucaribétes, tal vez sea posi--

ble lograr tener microorganismos sobreproductores de hormo-
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nas y enzimas de importancia fisiolfgica para el cuerpo hu-

mano.

Incluso la microbiologfa industrial se extenderia
a regiones en las que actualmente es incosteable por falta
de recursos por los gastos que implicaria la esterilizacidn
de las gigantescas incubadoras. Esta es una desventaja en
esta rama de la industria, debido principalmente a que la -
mayoria de los microorganismos f{itiles al hombre, viven y --
crecen en condiciones de temperatura, pH, osmolaridad, etc.
que resultan también 6ptimas para un gran nimero de microor
ganismos contaminantes y por lo tanto dafiinos a la Industria

-

de este tipo.

En cambio, si por el método de transformacién con
plédsmidos compuestos se lograra estabilizar las propiedades
de estos microorganismos que viven en condiciones extremas

como por ejemplo:

pH muy &4cido (Thiobacillus, etc.)

Haléfilos (que viven a altas concentraciones de -
sales).

Terméfilos, etc. Se disminuiria notablemente el
rango de contaminantes, y los gastos, si es que hay que es-

terilizar las incubadoras serian minimos.

Como podremos observar en la tabla 1, ya se ha lo
grado una transgenosis entre organismos de diferentes espe-
cies; incluso con células eucariotes como son los fibroblas
tos humanos y células vegetales. Con estos antecedentes, —
podemos imaginar el alcance y la importancia en el estudio
de este tipo de investigacién, puesto que conforme mis se -
conozca en estos aspectos llegarid el momento en el que se -
podridn abordar problemas actualmente sin solucién como son
la curacibén de errores congénitos, y esto vendria a consti-
tuir lo que se denominarfa Ingenieria Genética, ya que se--

ria posible el dirigir los mecanismos genéticos a solucio--



nar problemas de deficiencias metabdlicas.
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TABLA 1

Sistemas en los cuales se ha reportado transporte de material gené

tico entre dos organismos Ze ciferente especie

Mecanismos

Organismos Involucrados

Tipos de genes transmi-

tidos.

Conjugacibn

Transduccién

Transformacién

Donador ADN

Salmonella
typhimurium
Klebsiella
pneumoniae

Pseudomonas

aeroginosa

Fibroblastos
humanos

Células de
plantas su
periores -
(tomate).

ADN de
Streptomyces

coelicolor

ADN de
Salmonella

typhi

ADN episomas
hibridos
Salmonella

panama +

_E. coli

Receptor ADN

E.

tr

oo}

Il‘d

=}

Im

tr

coli (26)

E. coli (27)

coli (28)

coli (30)

coli ( 35)

subtilis
(29)

coli (31)

coli

(32)

Todos los cromosomales
y episomales

Operén nif, genes que

codifican para enzimas
fijadoras de nitrégeno
atmosférico.

Resistencia a penicili
na episomal en Pseudo-
monas a cromosomal en
E. coli.

Genes del operén de ga
lactosa de E. coli que
permiten utilizar la -
galactosa como fuente
de carbono.

Genes del operén de ga
lactosa de E. coli que
permiten utilizar la -
galactosa como fuente
de carbono.

Genes que codifican pa
ra enzimas biosintéti-
cas; curacién de auxo-
trofia

Genes que codifican pa
ra enzimas biosintéti-
cas; curacién de auxo-
trofia.

Resistencia episomal -
a antibiéticos



ADN episomal E. coli (33)
hibrido

Staphylicoccus

aureus +

E. coli

ADN episomal E. coli (34)
compuesto

Xenopus

laevis +

E. coli

Resistencia episomal
a antibidticos

Transcripcién, y re--
plicacién ADN 28S y -
18S de X. laevis
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