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ANTETC CETDENTES

Existe una serie de datos que hablan de la posibilidad de -
introducir y en algunos casos de estabilizar material gen€tico de un orga
nismo.en otro. Es claro la importancia que esto tiene para el hombre en -

cuanto a la posibilidad de generar una verdadera Ingenieria Genética.

Escherichia coli resulta el organismo iddneo como aceptor de

material genético por el amplio conocimiento que de esta bacteria se tie-
- - & o, - . )
ne, asi como por el gran nimero de procedimientos gené€ticos que permiten-—

manipular pequefios y selectos segmentos de su DNA.

Ya se ha demostrado que es posible transformar a E. coli Klz—
en un ambiente genético recB recC y sbcB usando DNA linear. Pero tal vez-
son alin mas importantes los trabajos de Cohen et al en donde se demuestra
la formacidn de pldsmides hibridos de DNA entre un pldsmide de Salmonella
panama y otro de E. coli,asi como tambi&n entre un factor de resistencia
a antibidticos de E. coli y los genes responsables de la produccidn del -
RNA ribosomal en Xenopus laevis, todo esto gracias al . uso de una endonu
cleasa de restriccidon de E. coli. Tambi&n ha sido posible la introduccidn
de estas estructuras hibridas en E. coli por transformacidn. Sin embargo
cabe mencionar aqui que no ha sido posible transformar a E. coli con DNA-

linear interespecifico.



En nuestro laboratorio hemos logrado la transformacidn hete-
réloga de E. coli utilizando como donador el DNA de otra enterobacteria-
como S. typhi. El receptor debe de ser una mutante que no posea el siste
ma de restriccidn genética. Analizando las transformantes por experimen-
tos de cotransduccidn, cotransformacidn, "curacidn" por medio de coloran
tes y por rifampicina asi como tambi&n ensayos enzimiticos se logrd de--
mostrar que el fragmento del DNA transformante ha sido integrado por un-
verdadero proceso de recombinacidn gen€tica y no se encuentra como un --
episoma. Se encontrd ademis que las regiones de homologia son importan -

tes para lograr este proceso.

No se ha logrado demostrar que exista transformacidn en E. -
coli Kl2 cuando se usa como donador DNA de otras fuentes que no sean en

terobacterias.



GENERALIDADES

Tres son los mecanismos de intercambio genético en bacterias:

a). Transformacidn
b). Transduccidn

c). Conjugacidn

En cada uno, una porcidn del material gené&tico de una cé&lula-
es introducido dentro de otra, dando origen a un merodiploide o zigoto -
parcialmente diploide. El material genético introducido de una cé&lula do-
nadora generalmente no puede permanecer como una entidad que se pueda mul
tiplicar independientemente, sin embargo, recombinantes genéticas como --
por ejemplo clonas de c&lulas que tienen caracteristicas tanto de la cé&lu
la donadora como de la receptora, pueden originarse de los zigotos, como-
resultado del intercambio genético entre regiones homdlogas de los geno--

mas originales.

En la transformacidn el agente de transferencia es DNA purifi

cado procedente de la cepa donadora.

En la transduccidn, son los bacteriofagos los que actiian como
vectores del material genético. Ambos procesos generalmente involucran la
transferencia de cantidades relativamente pequefias de informacidn genéti-

ca y su estudio ha sido de gran importancia para elucidar la naturaleza -



quimica y estructura del DNA. Cabe sefialar, sin embargo, que el conoci--
miento de la organizacidn glabal del material genético en bacterias se -
ha obtenido principalmente a partir del estudio de la conjugacién, por -
medio de la cual pueden ser transferidas ''grandes cantidades" de material

genético; a veces un genoma bacteriano completo.

Los estudios de Lederberg(l) y colaboradores, asi como los -
de Jacob y Wollman (3) y Hayes (10) han permitido establecer que los de-
terminantes genéticos de las caracteristicas de E. coli estdn dispuestos
de manera linear en una estructura {inica o cromosoma. Esto mismo se ha -
sugerido que ocurre en el caso de todas las otras enterobacterias y algu
nos bacilos y actinomicetales gracias a trabajos de conjugacidn en estas
cepas (4). Por otro lado también se tienen evidentias tanto fisicas como
genéticas de que el cromosoma de E. coli K12 es una estructura circular-

cerrada, es decir sin extremos. (2)
CONJUGACION:

La capacidad de conjugar es conferida a una cé&lula por la ==
presencia de DNAS circulares extracromosomales (5) y (6) que pueden re--
plicarse independientemente del cromosoma bacteriano, los cuales pueden-
ser transferidos con alta frecuencia durante la conjugacidn. Estos estdn
estrechamente relacionados con otros elementos extracromosomales tales -
como profagos (1), factores responsables de la produccidn de colicinas -
(4) y de la resistencia extracromsomal a antibidticos (5). El andlisis -
de los estudios que se han hecho sobre conjugacidn han permitido demos--
trar que algunos o casi todos pueden existir en dos estados alternativos;
un estado autdnomo en el cual son transferidos independientemente del .+
cromosoma bacteriano y otro "integrado" (7) en donde son transferidos co
mo genes cromosomales. Tales determinantes reciben el nombre de episomas
ylen algunos casos, como es el del profago Pl’ (8) el nombre de plasmi--
&os el cual ni se integra en el cromosoma ni es transferido a otra cepa-

por conjugacidn.
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Fig. l.- Representacidn diagramitica de los tipos
sexuales en E. coli K12, El1 factor F es-
td indicado por la linea corta en zigzag.
Las letras representan marcadores cromo-
somales hipot&ticos y las flechas los ex
tremos delanteros(origenes) de dos posi-
bles tipos de Hfr.

Unidn de F

7

Separacion de F




Fig. 2.- Representacidn hipotética de factores F
y F' y de un cromosoma Hfr. El material
genético del factor F estd representado
por una linea en zigzag y el del cromo-
soma bacteriano por una linea contfinua.
Las flechas indican el extremo de cada-
estructura que primero penetra en la cé
lula receptora y las letras representan
marcadores cromosomales hipotétices.



No todas las cepas pueden conjugar, existen cepas que actian
como donadoras- (machos) y otras que siempre son receptoras (hembras). El
episoma "F" (fertilidad) representa aproximadamente el 17 del cromosama-
bacteriano en tamafo, denominidndose F+ a la cepa que lo posee, siendo de
caracter dispensable para la célula y el responsable de que el denador -
(macho) sintetice una proteina llamada pilina, la cual se ensambla para-
formar estructuras conocidas como pili las cuales establecen el puente ci

toplasmitico por donde pasa el DNA hacia la cepa receptora (F ). (9).

El episoma F de una cepa F+ eventualmente puede integrarse =
en el cromosoma mediante un mecanismo de recombinacidn. A la cepas que -
tienen el factor F integrado se les denomina Hfr(10) (alta frecuencia de
recombinacidn). Esto le confiere la propiedad de "donar'" el cromosoma o-
por lo menos parte de €l, empezando a pasar hacia la receptora por el si
- tio donde se integrd, ocurriendo esto tanto en el sentido de las maneci-
llas del reloj como en sentido contrario, dependiendo de la direccidn de
integracidn del episoma. E1 factor F permanece en el extremo terminal e~.
del cromosoma y rara vez es transferido ya que el puente citoplasmitico-
es mantenido generalmente por corto tiempo. La ruptura del puente cito--
plasmitico detiene la transferencia y por lo tanto rara vez llega a pa-—-
sar todo el cromosoma completo, dando por resultado que la exconjugante-

de un Hfr X F casi siempre sea una bacteria F . Ver figura 1 y 2.

El fendmeno de conjugacidn se presenta en diversos niveles -
de la escala bioldgica: Bacterias, Actinomicetales, Hongos superiores y-
ciertos protozoarios, sin embargo es un mecanismo exclusivo y especifico
de individuos filogenéticamente muy parecidos como es el caso de las en-

terobacterias.
TRANSDUCCION:

En 1952 Zinder y Lederberg demostraron que ciertos virus —-—

bacterianos temperados pueden actuar como vectores en la transferencia -



de genes bacterianos de una linea de cé@lulas a otra. Este fenSmeno se ob
servd primero con el fago PLTzo en Salmonella y ha sido extensamente es-
tudiado con varios fagos de enterobacterias en géneros como Pseudomonas,

Bacillus y Micrococcus y en actinomicetos, lo que sugiere que sea un fe-

ndmeno general entre las bacterias. (4) y (12).

La transduccidn consiste bdsicamente en que una pequefia par-
te del cromosoma de una célula infectada por un virus puede eventualmen-
te llegar a ser empacada dentro de la cidpside de una particula viral du-
rante la infeccidén figica, los genes provenientes del huésped original -
pueden ser incorporados en el cromosoma de la segunda c&lula por medio -

de un proceso de recombinacidén. (13) Ver figura 2.
Hay dos tipos principales de fagos transductantes:

a). Generalizados

b). Especializados

Los fagos generalizados pueden ser portadores de cualquier -
parte del cromosoma bacteriano ya sea porque se puedan integrar en cual-
quier sitio del cromosoma bacteriano como es el caso de fago Mu-1l o por-
que nunca se integra como es el caso del de P1 el cual en la fase tardia
de la infeccidn produce nucleasas las cuales degradan el cromosoma bacte
riano en una variedad muy grande de fragmentos, eventualmente algunos de
estos pueden ser del mismo tamafio que el genoma del fago por lo cual pue

den ser "empacados" en la cdpside viral.

La transduccidn generalizada generalmente ocurre en las ce--
pas que poseen un profago integrado en un locus especifico del cromosoma
huésped el cual recibe el nombre de sitio de unidn del profago. S6lo los
loci inmediatos adyacentes a este sitio pueden ser transducidos. Un ejem

plo de esto lo constituye el fago temperado Lambda de E. coli K12 el - -

cual se integra de manera lineal en el minuto 17.4 del cromosoma de E. -

coli entre el marcador de gal y el de bio (conjunto de genes responsa —-



bles de la utilizacidn de la galactosa como fuente de carbono y la pro--
duccidn de biotina respectivamente). Como producto de la escisidn abe:——
rrante se pueden tener fagos Lambda defectivos que llevan estos loci y-
asi tenemos un Lambda gal o un Lambda bio respectivamente. (14)

Ver figura 3.
TRANSFORMACION:

El fendmeno de la transformacidn fué descubierto por Griffith
(15) al estudiar la inmunidad a infecciones por neumococo en ratones. —--
Cuando inyectaba subcutidneamente a ratones, unos cuantos neumococos cap-
sulados (tipo S o liso) los ratones morfan en dos dias, por otro lado so
brevivian cuando se les inyectaba neumococos no capsulados (tipo R o ru-
goso). Sin embargo si estos {iltimos eran inyectados junto con neumococos
del tipo S muertos por calor (vacuna) se desarroliaba otra vez una septi
cemia generalizada y los ratones morian, pudiéndose aislar de la sangre,
neumococos del tipo S vivos. En este tiempo se pensd que era el polisacd
rido de la pared el responsable de esta transformacidn. Posteriormente -
Sia-Dawson (16) observaron que esta sustancia no era precisamente el Qg
lisac@rido pudiendo lograr una transformacidn in vitro aunque no identi-

ficaron el principio activo responsable.

El descubrimiento e identificacidn quimica del principio ac-
tivo fué hecho por Avery, Macleod y Mc Cartey en 1944 (17). Se observd -
que pequefiisimas cantidades del agente (1l nanogramo/ml) producia bacte -
rias transformantes pero que cualquier cantidad deseada podia ser extrai
da subsecuentemente a partir de una clona transformante, lo que sugeria-
que el agente estaba siendo sintetizado y transmitido a la progenie en -

las células transformantes.

El significado del descubrimiento de Avery et al culmind en-
reconocer que el DNA es el almacén del material genético y que puede o--

currir recombinacidn entre el genoma de una bacteria viva y el DNA de --



Figura 3.- Cromosoma de Escherichia coli (de acuerlo
con A, Taylor 1973).




una bacteria muerta liberado al medio.
EVENTOS MOLECULARES EN LA TRANSFORMACION GENETICA.

Para que un marcador genético que se encuentra presente en el
DNA en solucidn forme parte del genoma bacteriano debe penetrar en una cé
lula competente, aparearse con su contraparte cromosomal(sinapsis) y de -
alguna manera recombinar con el cromosoma(integracidn). La culminacidn a-
nivel celular del evento requiere que haya divisidn celular (replicacidn-
de los niicleos transformados) y sintesis de novo de enzimas y metabolitos

(expresidén fenotipica).
I). COMPETENCIA:

Es el estado transitorio fisioldgico que le confiere a las cé

lulas una mayor susceptibilidad a la penetracidn de dcidos nucleicos.

Aparece solo bajo condiciones de cultivo muy especiales por -

ejemplo en Pneumococcus o Hemophilus se requiere un medio de cultivo --

muy rico y en caso de B. subtilis es indispensable un medio minimo (18 y-

19).

La fase de crecimiento en la cual aparecen cé&lulas competen—-
tes varia también con las especies de que se trate: Asi por ejemplo se --
tiene que en el caso de Rhizobium (20) aparece en la fase temprana y por-
el contrario en la tardia en Hemophilus (21), en B. subtilis se presenta-
en la fase exponencial y al esporular y en Pneumococcus es una funcidn --

del indculo inicial. (22).

Existen dos hipdtesis que explican desde el punto de vista fi

sioldgico el fendmeno de competencia.

De acuerdo con una, la competencia de una célula es el resul-
tado de alteraciones producidas en la pared, las cuales hacen posible la-

penetracidn de macromol&culas (23).
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La segunda hipdtesis propone que la competencia de una célu-
la estd determinada por la sintesis de receptores especificos en la su--
perficie bacteriana, esto se ve apoyado por el hecho de que la competen-—
cia no se presenta si la sintesis de proteinas se encuentra inhibida co-

mo por ejemplo en Bacillus subtilis.

También ha sido posible purificar parcialmente un factor ex-
tracelular el cual es capaz de inducir competencia en cultivos que ori-
ginalmente no eran competentes. Este factor se aisld por primera vez de-
Streptococcus hemolitico grupo H pero también ha sido descrito en Pneumo

coccus (24), Bacillus cereus (25) y en Bacillus subtilis (26). Sus carac

teristicas indican que puede tratarse de una proteina ya que puede preci
pitarse con sulfato de amonio (70%) (27) y su actividad bioldgica es des

truida por tripsina, pero no con DNAsa, ribonucleasa, lipasa o lisozima-
(28).

Por otro lado existen sistemas en los cuales la fase de com—
petencia es obviada al usar como células receptoras a protoplastos (c&€lu
las carentes de pared celular). Esto se logra con un tratamiento de lisé
zima y en soluciones hipertdnicas como sacarosa en altas concentraciones.
De cualquier manera los resultados que se obtienen con este sistema son=
muy bajos tal vez debido a la fragilidad de los protoplastos. Otro meca
nismo es el tratamiento con soluciones de CaCl2 (45 y 46) y la transfec-

cidn de E. coli K, por DNA de fago gracias a "un fago ayudador". (29).

II. PENETRACION DEL DNA.

Unos cuantos minutos después de que el DNA transformante ha-
estado en contacto con bacterias competentes, se vuelve insensible a - -
inactivacidn por medio de deoxiribonucleasa adicionada al medio y por es
ta razdn se dice que ha entrado a las células o que ha sido incorporado-
(23 y 30).

Algunos factores que afectan a la penetracidn son:

12



1).- E1 medio en el cual se ponen en contacto las células y el
DNA. Estos medios no necesariamente permiten el crecimiento bacteriano.-
Un ejemplo concreto lo tenemos con E. coli K12’ la cual se pone en con--

tacto con el DNA en altas concentraciones de CaClz.

2).- Tamafio de DNA.- La penetracidn también va a ser funcidn -
del tamafio del DNA usado en la transformacidn. En el caso de Hemophilus-
el tamafio Sptimo resulta ser de 15 X 106d., en Neumococo ha sido estima-
do en 5 X 106d. y en E. coli en un rango que oscila entre 10 y 30 millo-

nes de daltones (31).

3).- La estructura secundaria (doble h&lice) ya que en todos o
en casi todos los casos el DNA transformante debe de ser de doble hélice
y el desnaturalizado no presenta ninguna actividad a menas que sea pre--
viamente renaturalizado (32). Se tiene tambidn noticia de transformacidn
con hibridos de DNA-RNA (33) asi como de RNA total en neumococo (34) y -

en Neurospora crassa (35). La razdn del requerimiento de doble h&lice po

dria ser la degradacidn del DNA de hélice sencilla por la accién de nu--

cleasas antes de que pueda ser integrado. (36)

4).- Presencia de sitios receptores en la membrana. Este hecho

se ve apoyado por experimentos de inhibicidn de la penetracidén del DNA -
2 .

homélogo marcado con P3“ por competencia de DNA de timo de ternera o de-

E. coli. en sistemas como Hemophilus y B. subtilis (19). Los datos obte-

nidos a la fecha sugieren que no existe especificidad de penetracidn del
DNA dependiendo de su orIgen ya que el DNA de E. coli penetra con la mis
ma eficiencia que el DNA homoespecifico en Pneumococcus. En este punto -
surge la inquietud de saber el porqué-el DNA de E. coli a pesar de pene-
trar no es un DNA transformante. Un poco mas adelante trataremos de dar-
una explicacidén a esto en base a datos de la literatura y a los obteni--

dos en este trabajo.

RESTRICCION Y MODIFICACION:
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Los fendmenos de la restriccidn y modificacidn fueron comprendi-
dos en E. coli K12’ gracias a la investigacidn de Arber y Dussoix entre-

otros investigadores. (37)

Muchas cepas de E. coli pueden reconocer y degradar DNA prove-
niente de otras cepas de E. coli o de otros microorganismos. E1 hecho de
que una mol8cula de DNA extrafio sea degradado depende de las caracteris-
ticas, de caracter no heredable, impartidas a ella por la célula de la -
cual se obtuvo. A esto se le conoce como modificacidn controlada por el-
huésped. Por ejemplo, el resultado de tratar de infectar a E. coli cepa-
K con fagos Lambda depende del huésped en el cual los bacteriofagos fue-
ron crecidos en el ciclo anterior. Los obtenidos a partir de ﬁna bacteria
que poseia el caracter de modificacidn m, se multiplican en E. coli K —-
con alta eficiencia, pero la infeccidn con bacteriofagos Lambda crecidos
en otros hu@spedes resulta abortiva. Aparentemente el DNA no modificado-
por un sistema m, es degradado inmediatamente al entrar. Arber y Dussoix
observaron que el DNA no modificado del bacteriofago Lambda marcado con-
fosforo 32, sufria un rompimiento muy extenso en los primeros minutos --
después de su penetracidn en un huésped restrictivo, dando lugar a frag-
mentos que iban desde fosfatos inorganicos hasta oligonucledtidos. E1 =~

rompimiento parece que se lleva a cabo en dos etapas:

1).- Primero un rompimiento endonucleolitico realizado por la-
enzima de restriccidén de la bacteria infectada, originando fragmentos —-

grandes.

2) .- Un segundo paso de caracter inespecifico, mds lento lleva
do a cabo por enzimas encargadas de la degradacidn del DNA, asi como de-
otras que se sabe participan en eventos de recombinacidén (exonucleasa V-

y exonucleasa I).

Puesto que tanto el DNA de fagos como el bacteriano, transferi

do_entre células por conjugacidén o transduccidn, estd sujeto a modifica-.
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cidn y restriccidn, se sugiere que este fendmeno juega un papel importan
te tanto en el mantenimiento de la identidad de una cepa como en la regu

lacidn de la informacidn genética entre bacterias.

MODIFICACION:

Existen evidencias de que este caracter de modificacidn de una
molécula de DNA estd determinado por un patrdn especifico de glucosila--
cidén o metilacidn (33). La hipStesis mas sencilla desde el punto de vis-
ta bioquimico que se puede elaborar, es que cada alelo de restriccidn --
que codifica para la formacidn de una nucleasa especifica para el DNA, -

no posea el correspondiente patrdn de glucosilacidn o de metilacidn.

Meselson y Yuan (39) en 1968 purifiearon y caracterizaron la -
enzima de restriccidn de E. coli K12’ una endonucleasa presente solo en-
las cepas K que usa como cofactores al ATP y a la S- Adenosil metionina-
y Mgtt. Esta enzima es sumamente activa contra todo tipo de DNA que pro-

venga de cepas que no posean el alelo .

TRANSFOBMACION EN Escherichia coli KIZ‘

En general hasta principios de 1972 se consideraba a E. coli -
como una bacteria no transformable por su propio DNA cromosomal. Hasta -
antes de esta fecha habidn sido publicados algunos reportes en donde se -
creia haber transformado .a E. coli K12 pero estos resultaban mas bien -
dudosos (40). Por otro lado ya se sabia para esta fecha que era posible-
la penetracidn de DNA viral en E. coli con la ayuda de particulas fagi--

cas defectuosas (41) y (29).

En 1970 hubo reportes en donde demostraban la penetracidn e in
fectividad de algunos DNAs de fagos como Ty» TA’ T5 y P22 con ayuda de -
sulfato de protamina y usando como receptor a esferoplastos (c€lulas tra
tadas con lisozima para quitar la pared celular) (42). En ese mismo afio-

Mandel y Higa desarrollaron un sistema de transfeccidn en donde se alcan

15



zaba la competencia por medic de soluciones de alta concentracidén de io-
nes Catt (43) y (44). Usando este método para producir competencia de —-
las células, Oishi y Cosloy (45) asi como Wackernagel (46) demostraron -
la transformacidn (ingreso y expresidn fenotipica del DNA del donador en
la cepa receptora) en E. ggli_Klz con DNA cromosomal linear.

BASES GENETICAS DE LA TRANSFORMACION EN E. coli KIZ'

Para que este fendmeno se llevea éabo es muy importante que el
genotipo de la célula receptora sea del tipo recB™ recC  sbcB o recB -
recC sbcA. Estas cepas muestran la frecuencia de transformacidn mas al-
ta mientras que una cepa recB-+ recC+ sbcB y una cepa recB+ recC+ sch+ -
producen el 20% y el 1% del niimero mdximo de transformantes respectiva--

mente (47).

Entre las mutaciones que causan una disminucidn considerable -
en la frecuencia de recombinacidn en E. EQli.Klz silvestre ("Wild type'),
estd el grupo situado entre thyA y arg A(alrededor de minuto 54 del cro-
mosoma de E. EQli.Klz (ver figura 3). En esta regidn se conocen cerca de
36 alelos de los cuales los primeros 20 caen dentro de los llamados recB
y recC. (48). Todas estas mutaciones tienen en comin que inactivan una -
nucleasa que se ha denominado exonucleasa V. Esta enzima es una exonuclea
sa cuya actividad depende de ATP y que degrada tanto DNA de doble hélice
como de hélice sencilla progresivamente hasta oligonucledtidos. La ac- -
cidén sobre DNA de doble hélice parece ocurrir en las direcciones 3' a 5'
y de 5' a 3' simultdneamente, no habiendo preferencia por el extremo 3'-
6 5' del DNA de hélice sencilla. No degrada DNA circular de doble hélice
y ademds hidroliza ATP en presencia de DNA a pesar de no haber degrada--

P
cion.

Todas las propiedades antes mencionadas asi como también la --
dridstica reduccidn en la frecuencia de recombinacidn y una marcada sensi
bilidad a luz ultravioleta, estdn ausentes cuando hay una mutacidn en --

cualquier de los genes recB o recC (49 y 50).
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Clark y colaboradores (51) descubrieron dos clases de mutacio-
nes supresoras indirectas de las mutaciones recB y de recC. Estas muta -
ciones indirectas fueron desiganadas como sbcA y sbcB y restauran la ca-
pacidad de recombinar de las cepas con mutaciones en recB y en recC a un
nivel normal sin que vuelva la actividad enzimitica dependiente de ATP -
(exonucleasa V). El producto de gene sbcB fué identificado mas tarde co-

mo la exonucleasa I (51).

Aparentemente tanto la ausencia de la exonucleasa V como la de
exonucleasa I desenmascaran un nuevo camino o via de recombinacidn gené-

tica que se denomina la via recF.

En el caso de las mutantes sbcA aparece unnuevo tipo de activi
dad de DNAsa cuya actividad es independiente de ATP.(52). Esta cepa pare
ce ser transformable aunque no con una frecuencia menor que la recB - -
recC sbcB . No se sabe mucho acerca del mecanismo de accidn de esta en-
zima ATP independiente, lo que si parece estar claro es que no degrada -
al DNA entrante sino que mas bien participa como un componente de una -

via de recombinacidn denominada recE por Clark et al.

Las {inicas mutaciones supresoras indirectas que se conocen de-

recB y recC son sbcB y sbcA, sin embargo también se podria realizar al -
# e + . o
crear lo que se conoce como una condicidén rac ("activacidn de la recom-
binacidn") en cepas mutantes recB o recC . Por ejemplo en la introduc--
. ot = = P

cidn del gene rac de una cepa donadora Hfr rac a una F (recB o recC )-
puede producir un estado intracelular transitorio favorable para que se-

lleve a cabo la transformacidn.

Un aspecto interesante de la transformacidn genética en E. - -
coli 1(12 es una comparacidn con la transduccidn mediada por el bacterio-
fago Pl’ la cual se lleva a cabo como ya se dijo antes por medio de frag
mentos de DNA cromosomal envueltos en una cdpside figica. El mecanismo -

bidsico tanto en la transduccidén como en la transformacidn parece ser si-
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milar en el sentido de que ambos sistemas usan como fuente de informa --
cidn genética fragmentos de DNA relativamente pequefios. Sin embargo la -
accidn inhibitoria de la transformacidn por medio de la exonucleasa V no
tiene paralelo en la transformacidn ya que de alguna manera estos frag -
mentos son protegidos de la degradacidn, a pesar de que la enzima los --

use como sustrato ya que hay recombinacidn genética.

Como recapitulacidn podriamos decir que los factores principa-
les responsables de la transformabilidad de E. coli K12 son entre otros-
la competencia, la cual se alcanza gracias a soluciones de iones de Ca
que causan que sea posible la penetracidn de las moléculas de DNA y la -
ausencia de una exonucleasa capaz de degradar DNA linear y ademds la pre
sencia en estas mismas cepas de una mutacidn supresora la cual ocasiona-

una recuperacidn de la capacidad de recombinacidn. Ver figura 4.
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EXONUCLEASA V
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CEPAS BACTERIANAS:

Cepa

JM 250
JM 251
JM 252
JM 253

Sexo

F

MATERTIALES ¥ METODOS

Genotipo Derivacidn Fuente.

recB” recC  sbcB JC 7623 A. J. Clark
leu , treo , his™,
arg , pro , ara ,
xil , gal , mtl ,

lac_, sup E, SmR.

reB recC sbcB JM 250 Este Laboratorio.
leu, treo his , (Transforma -

+ - - o
arg , pro ara cidn.)

xil—, gal—, mtl,

lac-, sup, E. SmR.

+

JM 251 Mu . JM 251 Mu Este Laboratorio.
lisogénica.

recB recC sbcB JM 252 X Este Lab.

leu', treo”, his~  JM 59

pro , pirA~ (Mu),
ara , xil~, gal ,
mtl , lac , SmR,
sup E.
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M

IM

M

M

254

255

256

258

259

260

Hfr

Hfr

7

recB recC abcB

1eu+, treo , his_,
pro_, arg-, ara_,
xil , gal_, lac—,

mtl-, SmR, sup, E.

- - o+
treo , gal , A,

hsr_, hsm+.

Treo—, gal-, A+,

hsr-, hsm .

JM 250/R(Tc, Sm,
Cm, Su, Km).

recB recC sbcB

treo+, A ara leu,
his-, arg-, pro-,
xil ™, gal_, lac_,

mtl-, SmR, sup E.

reB recB sbcB
+ —
treo , leu ,
arg_, his_, pro_,
ara-, gal_, lac_,
™ - R
xil , mtl , Sm ,

sup. E. hsr , hsmf.

recB recC sbcB
+
treo , A ara leu,
S +
arg , his , pro ,
gal—, lac , xil ™,
- R
mtl , Sm , sup. E.

hsr_, hsm+.

21

JM 250
(Transforma -

cidn).

HB 94
(Hfr Hayes)

HB 155
(Hfr Hayes)

JM 250
(Transforma -
cidn con DNA
JM 104)

Transduccidn.

Este Laboratorio.

Herbert Boyer

Herbert Boyer

Este Laboratorio.

Este Laboratorio.

Pl vir 337 en rio.

JM 254,

JM 255 X JM 250 Este Lab.

JM 255 X JM 258 Este Lab.



M 261 F recB recC abcA JC 5183 A. J. Clark
gal_, Endo I .

IM 262 F recB recC sbcB JM 250 Este Lab.
A ara leu, leu+, (Transforma -
+ .- - .
ara , his , pro , cidn)

+ -— -
treo , gal , lac ,
xil~, mtl”, Su%,

sup. E.

JM 263 F recB recC sbcB, Plvir 259en - Este Lab.

pyrA (Mu—l),treo+, JM 253
1eu_, his_, pro+,
2 - -
arg , ara , lac ,
xil-, gal-, mtl—,

SmR, sup. E. hsr_,

+
hsm .
- +
M 264 F JM 250 xil . JM 250 Este Lab.
(Transformacidn)
JM 265 F recB recC sbcB JM 263 Este Lab.
+ + .
pPyrA , treo , Transformacidn
- - +
leu , his , arg , DNA de JM 1004.
ara , lac , gal , '
ntl”, xil~, sm',
sup. E, hsr-, hsm+,
Mu-1.
JM 266 F recB recC sbcB, JM 263 Este Lab.

pyrA+, treo+, pro+, Transformacidn
lew , his™, arg', DNA de JM 261.
ara_, lac-, gal-,

mtl-, xil-, SmR,

sup.E, hst , hsm

Mu-1".
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JM

JM

JM

M

JM

JM

JM

51

55

59

337

230

1004

1005

241

242

244

104

Hfr

recB recC sbeB

- +
pyrA ,(Mu-1), treo ,
+ + .-
pro , arg , his ,
leu , ara+, gal ,

xil_, mtl , lac_,

SmR, sup. E. hsr—,

+
hsm .

E. coli K12 protd-

trofa.

ara , B1 "

treo—, ara-, pyrA-,

Sm Ml

5.5
Plv1r

+ + -
treo , leu , ara (Mu-1)

pyrA~, (Mu-1), sM°

pdx-1 (Mu-1).

Bl-. (ara,leu);

+
P.cm .

s -
Sm, B1 s Py

Salmonella typhi

Salmonella typhi ara .

trofa.

E. coli B. +.

4+
E. coli B. Plcm .

treo , leu , lac

R S R
Tl g T6 5 Su

e
CmR, TcR, fi s

E. coli B. prote-

(lac)

23

Bl',

JM 11 inf. P
lem.

Mutacidn NTG

Infec.
M 241

con a

Infec, con Plcm
a JM 241

AT 736

len JM 263 Este Lab.

Hayes

A. Taylor

A. Taylor

A. Taylor

Cold Spring
Harbor 1973.

Este Lab.

Este Lab.

Esta Lab.

Este Lab.

A, Taylor,



NOMENCLATURA DE ACUERDO CON A. TAYLOR.

treo = treonina

leu = leucina

pirA = pirimidina A(gene estructural de la carbamil fosfato sintetasa)
pdx = piridoxina B

pro = prolina

met = metionina

his = histidina

trip = triptofono

arg = arginina

thy = timina

cys = cisteina

lac = lactosa; utilizacidn de ..
gal = galactosa; utilizacidn de ..
ara = arabinosa; utilizacidn de ..
mtl = manitol; utilizacidn de ..
Sms = sensibilidad a estreptomicina
Sm = resistencia a u

pirA” (Mu-1) = mutacidn producida por la integracidn del profago Mu-l en -

el locus pirA.

Hfr = Alta frecuencia de recombinacidn

F = células donadoras del factor F

F = cé&lulas receptoras o hembras

Plcm = Mutante del fago P1 cuyo represor es termosensible y ademds con

tiene el gene responsable de la resistencia a cloranfenicol.
3

DNAsa = Deoxiribonucleasa.
ENAsa = Ribonucleasa
UK = unidades Klett Summersson
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CEPAS DE BACTERIOFAGOS.

1).- FAGO LAMBDA.- Se obtuvo por induccidn de &ste por medio de
un antibidtico que inhibe la replicacidn del DNA como es la mitomicina a

partir de una cepa lisogénica para este fago (JM 100).

2) .- FAGO P vir.- Se propagd sobre una cepa silvestre (wild - -

type), obtenié&ndose un titulo de 5 X 109 fagos/ml.

3).- FAGO Mu-1l.- Se obtuvo por crecimiento de la cepa JM 146 =
posteriormente se recolectd el fago que se indujo espontidneamente y a —--—
continuacidn se propagd sobre la cepa JM 1, obteniéndose crecimiento con

fluente con titulo entre 5-8 X 109 fagos por mililitro.

4) .~ FAGO PICm.— El fago PICm es un fago cuyo represor es sensi
ble a la temperatura (42°C). Se obtuvo por induccidén con temperatura de-

la cepa JM 230.
MEDIOS DE CULTIVO( Cantidades por litro de HZO desionizada).

1) .- MEDIO COMPLETO (Medio Luria).-Bactotriptona (Difco) 10g, Ex
tracto de levadura (Difco) 5g, NaCl 10 g, Timina (Sigma Chemical Co.) ~-

30 mg, Se ajusta el pH a 7 con NaOH.

2).- MEDIO MINIMO.- NazHPO4
2ml, de solucién al 10%, Ca(NO

6g, KH,PO, 5.3 g., (NH,),S0, 2g., -

4 3)2 1 ml. de solucidn al 1%, FesSO, 1
ml. de sol al 0.05%. La fuente de carbono,que generalmente es glucosa, -

MgS0

se adiciona a razdén de 1 ml. de solucidn al 20% por cada 100 ml. de me—-
dio. Cuando se use algilin otro aziicar como fuente de carbono, se adiciona
igual cantidad que la anterior. Los requerimientos especificos para cada
cepa se agregan a una concentracidn final de 100 microgramos/ml, vitami-
na B1 0.1 m1/100 ml. de medio preparado. Cuando se desee trabajar con me
dio s8lido se adiciona agar-agar (Difco) a una concentracidn final del -

a7
foe
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3) .- MEDIO P.- Consiste en : Fosfato de potasio 0.02M, (NH
0.015 M., MgSO

. #2259
4 0.001M., FeSO4 1.8 X 10 "M. Se ajusta el pH a 7 con pota
sa. Glucosa 0.2%. Los aminoidcidos requeridos se adicionan a una concen-

tracidén final de 100 microgramos/ml y vitamina B, a 10 microgramos/ml.

Las cajas de Medio P selectivas para transformacidén contienen:
KZHPO4 10.5 g, KHZPO4 4¢3 g, Na3 Citrato 3H20 0.47 g, (NHA)ZSOA lg, - -
MgSOA. 7 HZO 0.1g, agar—agar (Difco) al 1.5%. Este medio va suplementado
con glucosa al 0.27% como fuente de carbono, los aminoidcidos requeridos y
la vitamina B1 se adicionan a una concentracidn final de 50 y 5 microgra

mos/ml, respectivamente.

4).- MEDIO COMMINGS ( para induccidn del fago lambda).

Este medio ha sido disenado especialmente para inducir al fago-
lambda por medio de mitomicina. Contiene:
NaZHPO4 6g, KHZPO4 3g, NH4C1 2g, Na 2.1 g, MgSO

0.001 M, FeCl, 2X -

7oy

7
10—6M. Glucosa 1%, Bl 50 microgramos/ml.

3

5) .- MEDIO MACCONKEY.- Este medio estid diseflado para la selec--
cidén de mutantes de azlicares. Las colonias capaces de fermentar un deter-
minado azlicar aparecen de colo rojo, de lo contrario son de color blanco.
Se prepara de la siguientemmanera: 40g, de Mac Conkey agar-Base (Difco)-
por litro de medio. El azlicar seleccionado se adiciona a razdn de 10 g.-

por litro de medio preparado.
REACTIVOS:

Deoxiribonucleasa pancredtica, Worthington Biochemical Corpora-

tion.

Ribonucleasa pancreidtica, Worthingyon Biochemical Corporation.

Mitomicina C. de Streptomyces caespitosus, cristalina, Sigma -

Chemical Co.
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Lisozima, Worthington Biochemical Corporation.

Pronasa grado B, Calbiochem.

Ampicilina, Pentrexyl. Laboratorios Bristol.

Sulfato de Estreptomicina, Sigma Chemical Co.

Bicarbonato sodio Cl4 0.25 mCi/2.5 mg, New England Nuclear.

Sulfato de amonio (Especial grado enzima, ULTRAPUTO) Schwarz/Mann.
Sephadex G-25, Pharmacia Fine Chemicals.

Fenol, Baker Chemicla Co. (Se destild dos veces antes de usarse y se
guardd congelado a -20°C).

Dowex IX-8 400, Sigma Chemical Co.

Mezcla de Centelleo para muestras acuosas (Bray): Naftaleno 6g,

PPO 0.4g, POPOP 0.02g, Metanol 10 ml, etilenglicol 2 ml, dioxano,
todas las cantidades anteriores se aforan a 100 ml con dioxano.
Todos los aminodcidos son de Sigma Chemical Corporation.

La glucosa empleada fué de Difco y todos los demds azilicares en cambio

son de Sigma Chemical Co.
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M E T O D O S

PROTOCOLO DE UNA TRANSDUCCION MEDIADA POR EL BACTERIOFAGO Plvir.

I. Propagacion del fago Plvir.

. 9 .
a) Crecer la cepa donadora a una concentracidon de 1 X 10 célu

las por ml.

b). Diluir el "stock" del fago a 5 X 106 fagos/ml. en medio Lu

ria.

c). Fundir 4-5 tubos de agar al 0.5% de medio completo y agre-

gar a cada tuvo 0.05 ml. de CaCl, 0.25 M. estéril.

d). Trabajando con un tubo a la vez, agregar 0.1 ml. de culti-

vo a la cepa donadora y 0.1 ml, de la dilucidn del fago.

e). Platear 4-5 cajas de medio completo-agar al 1% con CaCl, -

2
0.25 M. (1 ml., por cada 100 ml).

f). Incubar las cajas durante 4-5 horas a 37°C.
g). Agregar a cada caja 2.5 ml. de medio completo e incubar 90

minutos mas a 37°C.

h). Tomar el liquido sobrenadante y centrifugar a 2 500 rpm.,-

en tubos que contengan 0.5 ml. de CHCl, (evitar el crecimiento bacteriano).

3

i). Recoger el sobrenadante y agregar 1 ml., de CHCl,. Guar--

3
dar a 4°C.

j). Titular el fago sobre una cepa sensible (JM1).

II. Transduccidn.

1). Crecer 5 ml. de la célula recéptora hasta 1-2 X 109 célu--
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las por mililitro.

2). Centrifugar a 3 000 rpm. durante 10 min. y resuspender las C&
lulas en 1 ml. de solucidn salina (NaCl-0.85%). Afadir 0.l ml. de CaCl, --

2
(0.25M).

3). Colocar en 4.5 ml. de medio completo 0.5 ml de suspensién-
de c&lulas y 0.1 ml. de dilucidn de fago profagado sobre la cepa donadora -
(Generalmente se usa una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.5) y 0.1 ml.
de CaCl, (0.25M).

4). Repetir la operacidn anterior con el 0.5 ml de células res
tantes, solo que esta vez sin adicionar fagos con el objeto de temer un con

trol que nos indique un rango de reversidn espontdnea de la cepa receptora.

5). Dejar las mezclas sin agitacién por 30 min. a 37°C.
6). Transcurrido este tiempo someter la mezcla a agitacidn vi-

gorosa por 30 segundos en un vortex.

7). Centrifugar a 2 500 rpm. por 10 min. y resuspender las cé-

lulas en 1 ml de solucidn salina.

8). Platear las siguientes diluciones de la mezcla: 10°, 1071,

10_2, en cajas de medio selectivo.

9). Incubar a 37°C. por 24-36 hrs y tomar recombinantes.

Usar el método de "replica plating' para encontrar la cepa bus-

cada.

PROTOCOLO DE UNA CONJUGACION

- + am
1. Crecer la célular donadora (Hfr o F ) a una concentracion de

1 X 109 cel./ml.

2). Crecer la célula receptora (F ) a la misma concentracién.
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3). Colocar 0.5 ml. de células donadoras y 1 ml de receptoras -

en matraces de 125 ml. que contengan 10 ml de medio completo cada uno.

4). Crecerlas con agitacién moderada (con especial atencidén en-—
la cepa macho ya que una agitacidn violenta puede romper el pili) hasta una-

concentracién de 35 uk. el macho y 45 u.k. la hembra.

5). Mezclar 0.5 ml. de la donadora con 4.5 ml de la receptora.
6). Incubar en bafio de agua a 37°C. sin agitacién durante el —-

tiempo adecuado.

7). Al término de este tiempo agitar las bacterias por 1 min. -

con el objeto de romper los puentes citoplasmaticos.

8). Centrifugar a 2 500 rpm. por 10 min. y resuspender en 1 ml.

de solucidn salina.

9). Platear las siguientes diluciones, 10°, 10_1 en medio selec

tivo.

10). Control. Platear células receptoras y donadoras en los me-

dios selectivos.

ATSLAMIENTO DE DNA TRANSFORMANTE DE E. coli K12

Se crecid la cepa JM 261 (Endo I ) en medio completo, enfriada a
4°C. y cosechada en la fase logaritmica tardfa o principios de la fase esta-
cionaria (aprox. 100 u.k.) por medio de centrifugacién a 3 000 rpm. por 10 -
min. a 4°C. Be resuspendieron en 1/20 de su volumen original en una solucidn
frfa de NaCl (0.1 M.)-EDTA (0.IM) pH=8.5. Se adiciond Pronasa (Calbiochem --
grado B), 10 mg/ml., en SSC. 0.1X, previamente digerida por 4 horas a 37°C.-
(con el objeto de eliminar posibles nucleasas contaminantes) para dar una --
concentracién final de 500 microgramos/ml. (En algunas cepas se encontrd que
es conveniente la adici6én de lisozima a una concentracidén final de 10 micro-

gramos/ml. ya que este tratamiento acorta mucho el tiempo en que se lleva a
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cabo la lisis). Seguido de la adicién de Dodecil Sulfato de sodio (10% en -
Buffer Tris-HC1 1 M. pH=9) para dar una concentracién final de 1% y 0.IM. --
respectivamente. Después de incubar a 37°C. por 30 min., se adiciond igual-
volumen de una mezcla de fenol (recientemente bidestilado)—CHCl3 preparada -
inmediatamente antes de usarse. Se agita vigorosamente por 5 segundos hasta
volver homogénea la mezcla, a continuacidn se continfia la agitacién muy sua-
ve por 20 min., a temperatura ambiente. Se centrifugé la emulsién en una —-—

centrifuga Sorvall automdtica MS, con un rotor de columpio por 10 minutos a

2
10 000 rpm. Se extrajo la fase acuosa (superior) la cual volvié a ser ex—-—-—
traida dos veces m3s sGlo que estas dos dltimas, se adiciond igual volumen -
de una mezcla de CHCl3 alcohol isoamilico (24:1) y agitando suavemente por -
20 minutos. La fase acuosa fue precipitada con etanol absoluto (2 voldmenes
marca Merck grado espectro) frio (-20°C.), dejando escurrir suavemente el --
etanol por las paredes del vaso de precipitados. El1 DNA crudo se recogio --
por medio de una varilla de vidrio al mezclar las dos fases. Una vez sacado
todo, se secd por medio de una corriente de N2 para eliminar el etanol rema-

nente.

Posteriormente se disuelve el DNA en 1/20 de su volumen original

de SSC 0.1 X (15 mM. NaCl - 1.5 mM. Na, Citrato) que contenia 5 mM. EDTA. --

3
Cuando estuvo completamente disuelto se adiciond 1/10 de su volumen de una-

solucién de SSC 10 X (1.5 M. NaCl-0.15M. Na, Citrato) y RNAsa pancreatica --

(RNAsa A cristalina Worthington Biochem.>Co?) 2 mg./ml. precalentada a 90°C.
X 10 min. en 0.1M NaCl-0.01M. Buffer acetato pH = 5.2 a una concentracidn-
final de 25 microgramos/ml. Se incuba la mezcla por 30 min. a 37°C., adicio
nando al término de este tiempo la cantidad necesaria de una solucidn Tris -
HC1l (pH=9) para dar una concentracidn final de 0.1 M. Se extrae dos veces -
mds con cloroformo-isoamilico tomdndose en cada caso la fase acuosa. Se pre
cipitﬁ}con etanol (2 vol.) y se resuspendid en un volumen apropiado de SS —-
0.1X péra tener una concentracidén de 100-400 microgramos/ml. Se dializa ---

exhaustivamente contra SSC 0.1 X por 24 horas a 4°C. y se guarda a la misma

temperatura con una gota de cloroformo en el fondo del tubo.
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Para la obtencidn de DNA de diferentes fuentes se siguid basica-
mente el método anterior salvo pequenas modificaciones en lo que respecta a
la manera de lisar las células, asi por ejemplo en el caso de B. subtilis es
necesario adicionar lisozima a una concentracidén de 50 microgramos/ml. e in-
cubar por 15 minutos a 37°C. antes de adicionar pronasa y detergente con el

objeto de alcanzar una lisis confluente. En el caso de Streptomyces phaeo--

cromogenes se adiciond una mayor cantidad tanto de pronasa (25 mg/ml.) como-
de lisozima (2 mg./ml.) y dejidndose actuar por 45 minutos a 37°C., antes de-

la adicidén del detergente. Por lo que respecta a Neurospora crassa, después

de recolectarse el micelio, se congeld y macerd con hielo seco en un mortero
y después se homogenizd en presencia de detergente, adicionando a continua--—
cidn igual volumen de fenol recientemente bidestilado y prosiguiendo la ex—-—

traccidn como antes se menciond.

ROMPIMIENTO DEL DNA.

Denominamos DNA entero al DNA que no ha sido sometido a ningilin -
tratamiento para romperlo. Segin datos de Cosloy y Oishi asi como de Wacker
nagel, el peso molecular promedio de este DNA oscila entre 30-300 millones -
de daltones. Si el DNA es pasado 5 veces por una aguja del No. 22 se obtie-
ne un peso molecular promedio de 15-40 millones de daltones. Un peso de —---
aproximadamente 10 millones se alcanza con 5 pasadas por una aguja del No. -

22 y 3 por una del 27. (46).

PROTOCOLO DE UNA TRANSFORMACION

Toda manipulacién salvo en donde se indique otra condicién, se -
realiza entre 0°-4°C. Se crecen 10 ml de la cepa receptora en medio P con -
requerimientos durante toda la noche con agitacidn y son usados para inocu=-—
lar 200 ml de medio fresco y precalentado a 37°C. Estas células son crecidas
con agitacidn hasta 80 unidades Klett Summerson, en este punto se enfria el
cultivo, se centrifugd a 3 000 rpm a 4°C durante 10 min. Se lavan las célu-
las (100 ml) con CaCl, 10 mM y se resuspenden en CaCl2 30 mM, (100 ml). Des

2
pués de haberse incubado a 0°C por 20 minutos se centrifugan y resuspenden -
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en CaCl2 30 mM (5 ml). Una porcién de la suspensidn de células (0.3 ml) se-
260 mM (0.1 ml). Se in-

cuba la mezcla de reaccidn por 60 minutos a 0°C y la reaccidn es terminada -

transfiere a tubos que contienen DNA (0.1 ml) y CaCl

por la adicién de DNAsa pancredtica a una concentracidn final de 1 microgra
mo/ml (50 microlitros de una solucidn de DNAsa a una concentracidn final de
20 microgramos/ml en 0.01M Tris-HCl 0.001 M CaC12, pH = 7.6). Se platearon-
0.3 ml de mezcla por caja. Las transformantes aparecen después de 36-48 h.

de incubacidén a 37 °C.  Se usaron cajas de medio completo para contar el nd

mero total de células viables en la mezcla de transformacidén.

INDUCCION DEL BACTERIOFAGO LAMBDA POR MEDIO DE MITOMICINA

Se crece la cepa lisogénica en medio Cummings hasta 60 aunidades-
Klett Summerson. En este momento se adiciona mitomicina disuelta en un poco
de H20 estéril a una conc. final de 2 microgramos/ml. Se adiciona también -
en ese momento triptona al 5% a razdn de 10 ml. por cada 100 ml de cultivo-
con el objeto de proporcionar los aminodcidos suficientes para la produccidn
de proﬁeina que va a formar parte de la cdpside viral. La lisis ocurre apro
ximadamente entre 2-2.30 horas después de la induccidén. Una vez que se ob-—-
serva lisis total, se adiciona 1 ml. de cloroformo y se enfria el medio de -
cultivo con el objeto de evitar crecimiento bacteriano y con &sto la pérdida
de fago por adsorcidn en estas células. Rdpidamente se centrifuga el lisado
a 3 000 rpm. quedando el fago en el sobrenadante. Se puede guardar a 0°-4°C.

con un poco de cloroformo. Se titula sobre una cepa sensible.

CURACION DE UN FACTOR EPISOMAL POR MEDIO DE ANARANJADO DE ACRIDINA Y DE RI--
RAMPICINA.

Naranja de Acridina.

Se crecen las células en medio completo durante toda la noche --
aproximadamente a 1 X 109 cel./ml. Se diluyen hasta 5 X 107 cel./ml. en me-
dio Luria. Se toman 0.1 ml de esta dilucién y se adicionan a 10 ml. de Lu--

ria ajustado a un pH = 7.8 con sosa. El colorante se adiciona a una concen
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tracidon final de 40 microgramos/ml. Se cubre el titulo de ensaye con pa-
pel estano ya que estas sustancias son sensibles a la luz y se incuba --
por 24 horas a 37°C. Al término de este tiempo se aislan colonias por el

método de estrias y se determina el porcentaje de curacidn por medio de-

método de réplica.
Rifampina.

La curacidén de un factor episomal por medio de un antibidtico -
como la rifampicina (inhibe transcripcidn); es b&sicamente la misma ope-
racidn arriba descrita solo que en este caso no se usa medio Luria a pH=
7.8 sino neutro y la concentracidn del antibidtico no debe exceder de 5 -
microgramos por mililitro ya que &éste resulta ser sumamente tdxico para-

las células a mayor concentracidn.
DETECCION DE UNA CEPA CARENTE DE RESTRICCION (hsr-).

Con el objeto de determinar si una cepa es capaz de restringir-
DNA preveniente de una cepa no homdloga se montd la siguiente té&cnica:

Se usaron dos indicadores que son el fago lambda y el fago Pl-
Cm. (temperatura sensible). En el primer caso se propagd en una cepa E.-
coli K12 (JM 1) lograndose de esta manera que tenga la modificacidn es--
pecifica de E. coli K9 asi como tambi&n en una cepa E. coli B. En este
Gltimo caso surgid el problema de que el tipo B presenta dificultad a la
infeccidn por lambda por lo cual se pensd introducirlo por medio de con-
jugacidn y puesto que la cepa donadora se buscd que fuese una cepa liso-
génica y la receptora no lo es, se presenta un fendmeno denominado induc
cidn zigdtica, es decir que en el momento de entrar el segmento cromoso-
mal que lleva insertado el profago, &ste pasa a fase vegetativa ya que -
en la célula receptora no existe represor. La gran mayoria de estos fa--
gos producidos por induccidn zigdtica van a ser degradados por el siste-
ma de restriccidon de E. coli B. pero existe la posibilidad de que algu--

nos de ellos sean modificados por la metilasa de modificacidn antes de -
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ser alcanzados por los sistemas de restriccidn de esta cepa. Una vez en-
contrada una cepa lisogénica entre las sobrevivientes de la conjugacidn-

se crece y se induce por medio de mitomicina.

E1l fago Pl cm se propagd en un medio sdlido, como ya se descri-

bid antes, también tanto en una cepa tipo K como una tipo B.

La eficiencia de plateo (nimero de placas) de un fago lambda mo
dificado por B es de cuatro drdenes de magnitud abajo que la eficiencia-
de plateo del fago con la modificacidn de K en E. coli K12’ siendo igual

en el caso de una cepa que no posea mecanismos de restriccidn (hsr ).

En el caso de P, cm la eficiencia de plateo oscila entre 1 a 2-

1
Ordenes de magnitud abajo para un fago crecido en la cepa tipo B con res

pecto a otro crecido en E. coli K1 al infectar una cepa tipo K y bdsica

2
mente la misma cuando se trata de una cepa hsr .

SEMIPURIFICACION DE CARBAMIL FOSFATO SINTETASA

Se crecieron las cepas JM 263, JM 1004, JM 265 y JM 266 en me--
dio minimo con requerimientos. Se colectaron al llegar a 80 U.K. por me-
dio de centrifugacidn a 3000 rpm durante 15 min. y a 4°C. Se resuspendie
ron en una solucidn amortiguadora de fosfatos, KH2P04 0.05 M, pH= 7.5 y-
se sonicaron (sonicador tipo B-12 marca Bronson)'hasta tener una lisis -
total teniendo cuidado de mantener la temperatur;\abajo de 7°C. Se cen--
trifuga el lisado a 30,000 Xg. durante 15 minutos de 4°C y el sobrenadan
te se pasa por una columna de Sephadex G-25 (30 X 0.9 cm) previamente —--
equilibrada con el mismo amortiguador. El lisado semi purificado de esta

manera se guarda en fracciones pequefias de 0.5 ml y en presencia de gli-

cerol (10%) a -20°C.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CARBAMIL FOSFATO SINTETASA RADIOISOTOPI-
CAMENTE.

La actividad de CPS se determind por método de Anderson y Meis—-
ter (53). Los extractos guardados a -28°C se descongelan en hielo, se dia
lizan por una columna de Sephadex G-25 con el objeto de eliminar al gli--
cerol y se les determina cantidad de proteina por el método de Lowry. Se-
hacen las diluciones necesarias para tener los extractos a una misma con-

centracidn de proteina.

La mezcla de reaccidn contiene en un volumen final de 1 ml: Amor

tiguador de fosfatos (KHZPOA) pH=7, 100 micromolas: MgClZ, 12 micromolas;
ATP, 12 micromolas; KCl, 80 micromolas; glutamina, 10 micromolas; C14 - -

NaHCO3, 15 micromolas, 500 000 cpm y el extracto de las cepas deseadas.

La mezcla se incubd a 37°C. por 10 min. en bafio de agua, pardndo
OH 0.7N y KOH-

4
2.7 N (preparada inmediatamente antes de usarse). De esta manera el C14 -

se la reaccidn con 0.1 ml de una solucidn que contenia; NH

: . . . 1 i
carbamil fosfato formado se convierte cuantitativamente a C ¥ cianato, -
- = 4 5 = ; 1
Después de dejar reposar 10 min. adicionales a 37°C se convierte el C .
401 4M, pH = 8,5 (0.4ml),

seguida por un calentamiento a 100°C durante 10 minutos. A continuacidn -

cianato en Clh—urea por medio de la adicidn de NH

se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos con el objeto de eliminar la-
proteina densaturalizada y se pasd una alicuota del sobrenadante por una-
columna de Dowex 1 X 8 400 en su forma OH (las columnas contenfan 6 ml -
de resina lavada primero con HCl IM y posteriormente neutralizada hasta -
un pH neutro con agua, lavada a continuacidn con NaOH 1 M y otra vez neu-
tralizada con HZO desionizada. La resina asi preparada estd lista para --
ser usada como intercambiador idnico fuertemente bdsico). El principio de
este método se basa en la propiedad que esta resina tiene de retemer el -
100% de bicarbonato C14 y permitir que el 907 de la urea sea eluida con -

agua. La elucidn de la urea se llevd a cabo con 10 ml de agua. Se tomd —-

una alficuota de 50 microlitros, coloca@ndola en un vial que contenia 10 ml.
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de Bray (Mezcla de centelleo para muestras acuosas). La actividad del --
14 . " -
C presente se determind en un espectrofotdometro de centelleo liquido -

marca Nuclear Chicago con una eficiencia del 80%.
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RESULTADOS

TRANSFORMACION DE LA CEPA E. coli K
ROLOGO CON DNA LINEAR.

12 recB recC sbcB QUE RESTRINGE DNA HETE

Cuando la cepa JM 250 de E. coli B multiauxdtrofa que no po--

see actividad de la exonucleasa V(recB recC) ylie la exonucleasa I (sbcB) pe
ro que retiene su capacidad de recombinar fue tratada con CaCl2 y puesta en-
contacto con DNA linear aislado de una cepa protStrofa (JIM 261) endol se -
obtuvieron colonias transformantes en medio selectivo el cual no permitia -

el crecimiento de la cepa original. (Ver Tabla No. 1).

La frecuencia de reversidn de la cepa JM 250, dependiendo del --

marcador de que se trate es de:

ARG = 2.9 X 1078
HIS = 6.6 X 107
LEU = 5.5 X 10 °

Otro parametro importante en transformacidon es el tamafio del DNA
usado para transformar. Asi por ejemplo en el caso de B. subtilis se ha de
mostrado que el tamafio mas apropiado cae en un rango de 1-10 X 10-6 daltones.
En neumococo por el contrario parece ser que un DNA de alto peso molecular -

(100 X 10_6 d) es el mas adecuado (Ver Tabla No. 2).

El DNA aislado como se describe en materiales y métodos consiste
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Tabla l.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE DNA EN LA FRECUENCIA DE TRANSFORMACION.*

CONCENTRACION

N° DE TRANSFORMANTES

EN 9x 10°®

cel/ ml .

MARCADOR SELECCIONADO.
MICROGRAMOS / ML. ARG. LEU. HIS.
| 14 5 I
8 :'59 36 I
295 80 53 36
80 83 56 i3
290 s 46 27
o] 20 5 6

* Tamafio del DNA = 30 X 106 d.
DNA del Donador = JM 261

DNA del Receptor = JM 250.




Tabla 2.- EFECTO DEL TAMANO DEL DNA TRANSFORMANTE EN LA FRECUENCIA DE TRANSFORMACION., *

ON.*

TAMANO.

N° DE TRANSFORMANTES.

EN L5xl09 cel /ml.

MARCADOR

SELECCIONADO.

MILLONES DE DALTONES. PRO. HIS. ARG. LEU.
30— 300. 14 35 23 23
20— 40. 36 125 129 76

10 15 48 128 140

* CONCENTRACION DEL DNA = 66 microgramos/ml.
DNA DEL DONADOR = JM 261
CEPA RECEPTORA = JM 250




6

en su gran mayoria de moléculas que son mayores de 60 X 10 ~ d. Como se ——-
muestra en la Tabla No. 2 cuando este DNA se fragmenté a un peso molecular -
mas peguefo, la actividad transformante aumentd considerablemente (46). Se-
obtiene un maximo cuando el DNA tiene un peso molecular promedio de 10-30 X-

10_6 d. Oishi (45) reporta que cuando el DNA tenia un peso molecular infe—-

" -6 . i -
rior a 10 X 10 = d, la frecuencia de transformacién cae drasticamente, lo --
cual estd de acuerdo con lo reportado en otros sistemas como neumococo y B.-

subtilis.

Existen en la literatura algunos reportes previos asi como otros
que aparecieron en el transcurso de este trabajo en donde se menciona la in-
troduccidon de informacién genética heterdloga entre organismos de diferente-
especie. (Ver Tabla No. 3). En 1973 Cosloy y Oishi (45) intentaron trans-—

formar a E. coli K con DNA heter6logo (DNA de timo de ternera, B. subti--

1
lis y E. coli B) feportando resultados negativos sin mads investigacidn a -
fondo al respecto. En nuestro laboratorio decidimos intentar transformar a
E. Egli.Klz recB” recC sbcB con DNA de B. subtilis, Neurospora crassa ¥y
Salmonella typhis. (Ver Tabla No. 4)

Como puede observarse en la Tabla No. 4, tampoco fue posible --—-

transformar a E. coli K12 recB” recC sbcB  con DNA heterdlogo salvo en -

el caso de Salmonella typhi en donde parecia haber un ndmero de transforman--

tes un poco arriba de la frecuencia de reversidn de la cepa JM 250 para los-
marcadores seleccionados. En base a todo lo antes mencionado pensamos que
la ausencia o la baja frecuencia de transformacidn con DNA heterdlogo podria

deberse entre otras cosas a;

1). Selectividad en la penetracidn a nivel de pared o de membra

na.

2). Restriccién del DNA heterdlogo
3). Falta de homologia

El primer problema fue lo suficientemente aclarado por Wackerna-
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TABLA 3

ALGUNOS SISTEMAS EN LOS CUALES SE HA REPORTADO EL PASO DE MATERIAL CENE-
TICO ENTRE DOS ORGANISMOS DE DIFERENTE

MECANISMO

Conjugacidn

Transduccidn

ORGANISMOS INVOLUCRADOS
DNA DNA
DONADOR. RECEPTOR. REF.
Salmenella Escherichia (55)
typhimurium coli
Klebsiella Escherichia (56)
pneumoniae coli
Pseudomonas Escherichia
aeruginosa coli
Lambda gal Fibroblas - (57)
(E. coli) tos humanos
galactosémi
cos.
Lambda gal Callos de - (58)
(E. coli) Tomate
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ESPECIE.

TIPOS DE GENES TRANS
MITIDOS.

Todos los cromosoma-

les.

Operdn nif, genes —-
que codifican para -
enzimas de la fija--
cidn de nitrdgeno at

- 3
mosférico.

Resistencia a penici
lina, episomal en --
Pseudomonas y cromo-

somal en E. coli.

Genes del operdn de-
galactosa de E. coli
que permiten utili--
zar a la galactosa -
como fuente de carbo

no.

Operdn de la galacto

sa.



Transformacidn

DNA de Stre-
tomyces coe-

licolor

DNA de Salmo
nella typhi.

DNA Episomal
Hibrido en--

tre Salmone-

lla panama y
E. coli.

DNA Episomal
Hibrido en—-
tre Staphilo
cocus aureus

y E. coli

DNA Episomal
Hibrido en--
tre Xenopus-
leavis y E.

coli.

| =t
.

| =
H

subtilis

coli

coli

coli

coli
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(59)

(61)

(62)

(63)

(64)

Genes que codifican-
para enzimas biosin-
téticas. Curacidn de

auxotrofia.

Genes que codifican-
para enzimas biosin-
téticas. Curacidn de

auxotrofia.

Resistencia episomal

a antibidticos.

Resistencia episomal

a penicilina.

Transcripcidén y Re--—
plicacidn del DNA de
Xenopus leavis que -
codifica para el RNA
ribosomal 28S y 18S.



TABLA 4. TRANSFORMACION DE LA CEPA JM 250 (recB recC sbcB treo ,

leu”, his , arg , pro ) USANDO DNA DE DIFERENTE FUENTE.

N° DE COLONIAS
DNA DEL CONC. DE DNA EN 10° cel / ml.
DONADOR EN wug/ml.
LEU ARG HIS
JM 250 (control) 230 5 26 7
JM 261 (silvestre) 66 143 146 127
Salmonella typhi 240 1O 38 12
B. subtilis 210 3 IS 7
LStreptomyces phaeo. 320 4 |7 D




gel (46) quien demostrd que tanto el DNA homSlogo como el heterdlogo (DNA de
timo de ternmera en este caso) tenfa la misma probabilidad de entrar. Tam---
bién encontrd que existia un efecto de inhibicidn en la transformacién por -

medio de DNA heterdlogo cuando compite con DNA hemdlogo.

En cuanto al segundo punto, los datos obtenidos en este laborato
rio sugerian que probablemente los mecanismos de restriccidn de E. coli Klz—
combinados con la falta de homologia entre los genomas del donador y recep--
tor eran los responsables de que se pueda llevar a cabo transformacidn hete-

réloga en E. coli.

Decidimos investigar tanto la restriccidn asi como la falta de -

hemologia por separado.

Para estudiar el efecto de la restriccién en la frecuencia de --
transformacién con DNA heterdlogo construimos la cepa JM 259 por conjugacidn
entre la JM 55 X JM 250, seleccionando para Treo +y buscando aquellas recom
binantes en las cuales la eficiencia de plateo del fago lambdaK y lambda mo-

dificado por E. coli B fuese la misma.

TRANSFORMACION EN E. coli recB recC sbcB hsr (JM 259) QUE NO RESTRINGE-
DNA HETEROLOGO.

Como puede verse en la Tabla No. 5, la frecuencia de transforma-

cién de esta cepa (JM 259) con DNA de Salmonella typhi aumentd considerable

mente con respecto a una cepa hsr+. Los resultados para los otros DNAS son-
negativos, por lo que pensamos que aparte del problema real que es la res-—-

triccidén para la''supervivencia" del DNA no modificado por E. coli la -

K
12°

homologia de bases es la que en Gltima instancia va a permitir que se inte--

gre el DNA lineal en el cromosoma de E. coli mediante el fendmeno de recombi

nacidn.

Con el objeto de demostrar hasta que punto es importante que —---

exista una regidn de homologia de bases para que se lleve a cabo la integra-
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Tabla 5.- TRANSFORMACION DE LA CEPA JM 259 (recBC sbcB hsr treo 1leu his arg pro
gal mtl ). *

xil ara lac

CEPA DONADORA

FRECUENCIA DE

FRECUENCIA DE

TRANSFORMACION REVERSION
ARG HIS LEU § ARG HIS LEU
x 10~8 x10™9

JM26I| (recBC sbcA Endo I gal-) | 10 2.0 50 29 6.6 5.5

JMI004 (Salmonella typhi) 7.0 9.6 40| » " u

Strep. phaeocromogenes — —_ _ n " "

B. subtillis —_— — — " " "

Neurospora crassa _— — —_ " " "

* CUENTAS VIABLES + 1 X 10° células/ml.

CONCENTRACION DE DNA = 196 microgramos/ml.




DE TRANSFORMANTES / ml

NO

Fig. 5 CURVA DE CONC. DE DNA VS. N° DE TRANSFORMANTES/MI._
TRANSFORMACLON DE LA CEPA JM 259 (rec BC sbcB hsr
leu , arg , pro , xil , lac , mtl , gal , ara ). -
POR DNA DE LA CEPA JM 2éé (rec BC sbcA Endo I gal—)
CUENTA VIABLES 9.5 x 10 cel/ml.

100

T T T
90 180 270 310

[DNA] x 10°%g /mI



DE TRANSFORMANTES / ml

N.

Fig.

b

CURVA DE CONC. DE DNA VS. N° DE TRANSFORMANTES/ml.
TRANSFORMACION DE LA _CEPA JM 259 (rec BC sbcB hsr

leu , his , arg pro , zil , lac , mtl , gal , ara )

POR DNA DE LA CEPA JM 1804 (salmonella typhi prototrofa.)
CUENTAS VIABLES 1 x 107 cl/ml.

100 o c: ‘Et:
x—/’/
_
X o—— his
F—— Qarg
x— leu
10 4
1 1 || 1 ) ¢ | L]
30 60 90 120 150 180 210

(DNA] x 1078 g /mlI



cidn de una regién determinada, construfmos la cepa JM 258 con la cual dise-

namos el siguiente experimento:

TRANSFORMACION EN E. coli recB  recC  sbcB hsr+, A ara - leu|(JM 258).

La cepa JM 258 se obtuvo por transduccidén del fago Plvir59 sobre
la cepa JM 250, seleccionando para Treo+ con el objeto de tener una cepa con
una delecidn de los genes que codifican para la utilizacidn de la arabino
sa como fuente de carbono y de los genes encargados de la biosintesis de --

leucina en una cepa con caracteristicas recB recC sbcB .

Los resultados obtenidos al transformar a esta cepa con DNA de-
una cepa protdtrofa (JM 261), fueron sorprendentes en el sentido de que en -
1013 células se encontr§ solamente una colonia transformante que resultd —-
ser fenotipicamente Leu+ y Ara+. Con el objeto de conocer el genotipo de es
ta nueva cepa a la cual denominamos JM 262, se crecid el fago Plvir en ella-
y se infectd con &l a una cepa JM 59 (treo_leu+ara+). Se encontrd que el -—-
100% de las cotransductantes Treo+ - Leu también resultaba ser ara . Este-
hecho demuestra que la delecidn sigue existiendo en el mismo sitio y que pro
bablemente el segmento cromosomal que lleva la informacidén para la utiliza—-
cidén de arabinosa y la biosintesis de leucina (aproximadamente 0.5' del cro-
mosoma bacteriano) de la cepa donadora se encontraba integrado o estabiliza-
do de alguna manera en otra regidn del genoma. Esto nos recuerda el caso —-
del profago lambda el cual se inserta linearmente en el minuto 17.5 del cro-
mosoma bacteriano de E. coli K, en un locus denominado "sitio de unidn del
profago lambda". Cuando se infecta una cepa que posee una delecidn de este-
sitio se encuentra que en la gran mayoria de los casos al no encontrar un si
tio de homologia con el cual recombinar, é&ste pasa a fase vegetativa y mata

a la bacteria hu@sped. S56lo en casos muy raros es posible encontrarlo inser

tado en otras regiones del cromosoma.

En base a todos los datos anteriormente presentados pensamos que
en el caso de que tuvieramos transformantes de E. coli con DNA heterdlogo -

(Bacillus subtilis, Neurospora crassa y Streptomyces phaeocromogenes) éstas-—
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iban a ser una o dos colonias de un ndmero muy grande de células plateadas.-
Un problema que nos impediria ver este fendmeno es la reversidn, que aunque-
es baja, existe y por lo tanto no nos permitiria distinguir entre una verda-

dera transformante y una colonia revertante.

CONSTRUCCION DE LA CEPA JM 263 recB  recC sbcB  hsr pyrA (Mu).

Con el objeto de tener, un marcador cuya frecuencia de reversidn
fuese igual a cero construimos la cepa JM 263. Cabe mencionar aqui que las-
Unicas formas que se conocen hasta el momento para tener un marcador que no

revierta son:

a). Tener una delecidén de esa regidn en particular, y
b). Que haya sido mutagenizado por medio de la insercién lineal

del profago Mu-1 en ese gene en particular.

El fago Mu-l es uno de los mutdgenos m@s poderosos y eficientes-
que se conocen. Cuando se inserta linealmente intergénicamente puede causar
una mutacidn silenciosa pero en cambio si se inserta intragénicamente produ
ce mutacidn. Es posible producir mutantes auxotrdficas para cualquier meta-
bolito, asi como tambi&n aislar mutantes para fermentacidn de azdcares, re-

sistencia a bacteriofagos, etc.

Decidimos introducir el gene pyrA (Mu-l) (gene estructural de la
enzima carbamil fosfato sintetasa) por trahsduccidén en una cepa con caracte-
risticas recB” recC shcB  hsr para lo cual crecimos el fago Plvir en la-
cepa JM 259 e infectamos con éste a una cepa recB recC sbcB pyrA (Mu-1) -
(JM 253) la cual habia sido obtenida por conjugacidn entre una cepa Hfr pyrA
(Mu-1) (JM 59) X JM 252. De las 50 colonias transductantes para Treo+ toma-
das, se seleccionaron aquellas que presentaban una igual frecuencia de infec
cidn tanto con un fago lambdaK como con uno modificado por coli B. Esta ce-

» . - - - +
pa se denomind JM 263. Su genotipo es: recB recC sbcB treo , pyrA (Mu-1)

pro+, hsr , hsm+, sup SmR.
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TRANSFORMACION DE LA CEPA JM 263 recB  recC sbcB hsr pyrA (Mu-1). (ver -
tabla No. 6).

Los resultados obtenidos no fueron muy diferentes a los obteni--
dos con la cepa JM 259, en el sentido de que tampoco fue posible lograr -——-

transformacién con DNA de B. subtilis, Neurospora crassa y Streptomyces phae

ocromogenes .

Un punto importante que cabe mencionar aqui es que Kono G, en —-
1973 (65), en este laboratorio encontrd datos suficientes que sugieren que -
la presencia del fago Mu-1 en un locus determinado del genoma bacteriano au-
menta la frecuencia de recombinacidn para ese locus en particular. En nues-
tro caso encontramos un pequefio aumento en la frecuencia de transformacién -
cuando se transformd para un marcador en el cual se encontraba integrado li-
nealmente como profago el fago Mu-1l. Por el momento no sabemos hasta que —--
punto es significativo el hecho de que en esta cepa la frecuencia de trans—-
formacidn cuando se usa como DNA donador tanto de Salmonella como de E. co-
1li, sea la misma. De cualquier manera seguimos trabajando sobre Este en par

ticular.

DATOS GENETIC0S QUE INDICAN QUE EL SEGMENTO DE DNA DE Salmonella typhi O DE
E. Eﬂli.xlz QUE LLEVA LA INFORMACION RESPONSABLE DE LA BIOSINTESIS DE ARGI-
NINA Y DE PIRIMIDINAS INTRODUCIDO POR TRANSFORMACION EN LA CEPA JM 263, ESTA
INTEGRADO EN EL GENOMA DE LAS CELULAS TRANSFORMANTES JM 265 y JM 266.

Tanto la cepa JM 265 que es una bacteria transformante de la ce-
pa JM 263 para pyrA con DNA de Salmonella, como la cepa JM 266 con DNA de -
E. coli no son lisogénicas para Mu-1, hecho que sugiere que hubo una recombi

nacidn con la posterior segregacidén del segmento que llevaba a Mu-1 inserta

do linealmente en él. (Ver diagrama No. 7).
Posibilidades alternativas a lo antes descrito son:

I). El nuevo segmento introducido por transformacién que lleva-

el gene pyrA suprime fenotipicamente la expresidén de Mu-l y ademis:
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Tabla 6.~ TRANSFORMACION DE LA CEPA JM_263(recBC sbcB hsr  pirA(Mu-1) leu”
his xil ara lac mtl gal ) *

FRECUENCIA DE FRECUENCIA DE

CEPA DONADORA REVERSION PARA
TRANSFORMACION oy rA (mu=1)
JM26| (recBC sbcA Endo I gal-) 12x 10— 8 0%
JMIOO4 (Salmonella typhi) 11.5x10™8 0%

* CUENTAS VIABLES = 1.2 X 107 células /ml.
CONCENTRACION DE DNA = 250 microgramos/ml.
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Fig. 7.- Diversas formas alternativas de esta-
bilizacidn del segmento de DNA intro-
ducido por transformacién, propuestas
en el presente trabajo.



II). Este segmento quedara como un DNA con caracteristicas ex—-

tracromosomales (episoma) y se replicara.

I11). Estuviera adosado.

IV). Estuviera insertado en algilin otro sitio del cromosoma.

Con el objeto de probar cual de las opciones antes descritas es-

la mids probable se realizaron los siguientes experimentos:

I. COTRANSDUCCION CON EL MARCADOR TREO+ DEL GENE PYRA.

Se crecid el Plvir en las cepas JM 265 y JM 266 respectivamente.
. . + + ; -
Estas cepas tienen un genotipo treo pyrA y se infectd con ellos a la cepa-
- - - +
JM 55 (treo pyrA (Mu-l) y a la cepa JM 255 (treo pyrA ). En ambos casos-
; + P = -
se seleccionaron transductantes para Treo , preguntandonos de éstos el 7 de

cotransduccidn para el gene pyrA+ asi como para pyrA . (Ver tabla No. 7)

Este experimento de cotransduccidn sugiere que el segmento de —-
DNA transformante esta localizado en el mismo sitio en donde estuvo el fago-
Mu-1 integrado, es decir adyacente a treo en el minuto 0.5 del cromosoma de-

E. coli K,,. (ver tabla No. 7). Este hecho también sugiere que el fragmento

2
transformante no se encuentra ni adosado ni en forma extracromosomal.

IT1. CURACION CON NARANJA DE ACRIDINA Y RIFAMPICINA.

El colorante anaranjado de acridina se sabe que se une selectiva
mente a DNAs de naturaleza "supercoiled" como son la gran mayoria de los epi

somas y plasmides que se conocen, impidiendo su replicacidn.

La rifampicina es un antibidtico que interacciona con la subuni-
dad beta de la RNA polimerasa impidiendo la transcripcidn del mensaje gen&ti
co. En ninguno de los dos casos se sabe con certeza cual es el mecanismo in

volucrado en la inhibicidn selectiva de la replicacidn de estos elementos ex
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Tabla 7.- FRECUENCIA DE COTRANSDUCCION ENTRE plr A y treo+

. CRECIENDO P1 vir ENJM 265

Y JM 266(Cepas transformadas para pyrA de la cepa JM 263 por DNA de JM 1004
EL MARCADOR SELECCIONADO FUE Treo.

y JM 261 respectivamente).

Treot FRECUENCIA DE
CRUZAS -
pirA+ pirA COTRANSDUCCION. %
Pl viré65 XJyM55 (BI- treo— pirA7) 18740 22/40 45
Pl vir266 XJmM55 19/40 21740 47.5
Pl vire65 xJyM255(hsr-treo- pirA+) 120/120 0/120 —
Pl vir266 xym2ss 1207120 0/120 —




tracromosomales. El resultado de tratar a las cepas transformantes JM 265 y
JM 266 a una concentracidn tal que se obtiene el 90% de curacidn de un fac--
tor F'Lac el cnal fue introducido por conjugacién (JM 377 X 265 y JM 377 X -
266) fue negativo, hecho que sugiere que esta informacién introducida por --

transformacidn no tiene un caracter episomal.

III. COTRANSFORMACION

Otro dato que habla en favor de la integracidn mediada por un --
verdadero mecanismo de recombinacion es la cotransformacién de un marcador -
negativo para lo cual se construyeron las cepas que se mencionan a continua-

.-
cion:

4 - = - - =
1). JM 267 (treo pyrA (Mu-1), ara+ recB recC sbeB hsr ). -
Se obtuvo por medio de transduccién, para lo cual se infectd a la cepa JM —-

263 con el fago P.vir crecido previamente sobre la cepa JM 51. Se seleccio-

1
naron las colonias ara’ (capaces de utilizar a la arabinosa como fuente de -
carbono) en un medio selectivo para azucares llamado Mac Conkey (Difco) el -
cual contiene un colorante que tine de rojo a las cepas capaces de utilizar-

un azlicar determinado como Gnica fuente de carbono.

2). Salmonella typhi ara a la cual se le denomind JM 1 005, -

la cual fue aislada también en medio Mac Conkey solo que esta vez se sometid

a un mutdgeno quimico como es la nitrosoguanidina.

La cepa usada como receptora fue la JM 267 y las donadoras la --

JM 1005 (Salmonella) y ta JM 51 (E. coli) (Ver tabla No. 8).

EVIDENCIAS BIOQUIMICAS DE QUE LA ENZIMA CARBAMIL FOSFATO SINTETASA EN LA CE-
PA TRANSFORMANTE POR DNA DE SALMONELLA ES LA CARBAMIL FOSFATO SINTETASA DE -
Salmonella typhi.

El carbamil fosfato, producto de la reaccidén catalizada por la -

enzima llamada carbamil fosfato sintetasa, es requerido para la via de bio--
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Tabla 8.- COTRANSFORMACION DE MARCADORES CERCANOS EN LA CEPA JM 267 (recBC sbcB hsr_

- . - - + = e -
leu his~ pirA~ (Mu-1) ara lac mtl gal ) *

CEPA DONADORA FRECUENCIA DE % DE COTRANSFORMACION
TRANSFORMACION leu¥r —ara-
JM 51 (leut ara-) 6x10™8 10 %
JM 1005 5 1 10-8
x [+)
(Salmonelia typhi) 3.2%
ara~ (NTG)

+ CUENTAS VIABLES = 1 X 109 células/ml.

CONCENTRACION DE DNA = 196 microgramos/ml.




sintesis de arginina como para la de pirimidinas. Este hecho contribuye a -
muchas de las propiedades Ginicas de la enzima en el sentido de que su activi
dad estd regulada por intermediarios de ambas vias metabGlicas. En las ente
robacterias asi como en B. subtilis solo se ha demostrado la presencia de --
una sola especie de carbamilfosfato sintetasa-glutamino dependiente responsa
ble de la biosintesis del carbamil fosfato. Esto aparentemente no es un he-

cho general entre los microorganismos ya que en Neurospora crassa existen -

dos CPS distintas, una especifica para la biosintssis de pirimidinas y la -
otra para la biosintesis de arginina. El carbamil fosfato producido por una

de ellas no esta disponible para la otra via biosintética.

PROPIEDADES DE LAS CARBAMIL FOSFATO SINTETASAS DE Salmonella Y DE E. coli.

Anderson y Meister demostraron que la reaccidn catalizada por la

enzima altamente purificada de E. coli B era: (66).

+ . 2+

2 ATP + GLUTAMINA + HOD, + HO AR EBAMIL
FOSFATO + Pi + GLUTAMATO + 2 ADP.
Esta reaccién procede en 3 pasos:
1). Enzima-C03PO3 + Glutamina + H20 Enzima 002P03

+ ADP.
2 En21ma—CD3P03 + Glutamina + HZO Enzima NH2C03
3). Enzima—NHz(Dz_ + ATP Enzima + Carbamil

fosfato + ADP.

En (1) el ATP reacciona con el HCO, , formando un anhidrido ---

3 ’
(carbonato-fosfato) unido a la enzima. En 2 este anhidrido reacciona con -

58



glutamina para producir un carbamato enzima. Finalmente en 3 este carbamato

es fosforilado con una segunda molécula de ATP, dando un carbamil fosfato.

La glutamina es el donador preferido de grupos amino, a pesar de
que con amoniaco trabaja también aunque con un Km 200 veces mas grande que -

para glutamina.

La CPS de E. coli muestra un efecto cooperativo para la unién -
de ATP ya que presenta una curva sigmoidal en una grafica de velocidad de —--
reaccidn contra concentracién de sustrato. El Km para la reaccién es de 8 X

-4 ) A
10 M. Los otros sustratos, bicarbonato y glutamina no dan curvas sigmoides

4

sino hiperbGlicas con Kms aparentes de 12 X 107 M y 3.8 X lO_AM respectiva--

mente.

La actividad de la enzima estd sujeta a retroinhibicién por UMP
(uridin monofosfato) y es activada por ornitina o por IMP (inosin monofosfa-
to). El mecanismo por el cual estos reguladores alostéricos positivos o ne-
gativos modulan la accidn de la enzima no se conoce, pero la presencia de un
efector positivo (ornitina o IMP) disminuye la concentracidn de ATP requeri-
da para alcanzar la mitad de la velocidad midxima. La presencia de un efec—-
tor negativo (UMP) causa el efecto contrario. Todo &sto sugiere que lo que-
parece ser alterado es la afinidad de la enzima por ATP. La vital importan-
cia de estos efectores se hace md3s obvia cuando se observa el efecto de la -
presencia del modulador en el patrén de sedimentacidén de la enzima en gra---

dientes de sacarosa. (Ver diagrama No. 8).

La CPS de Salmonella typhimurium al igual que la enzima de E. -

EPli’ es inhibida por UMP, ornitina revierte la inhibicidn causada por UMP -
asi como también activa a la enzima en ausencia de UMP. (67). Las curvas de
concentracidén contra velocidad son muy parecidas en ambas enzimas tanto para
ATP como para bicarbonato y glutamina. Sin embargo existe una diferencia b3
sica encontrada por Abd-El/al e Ingrahan (67) y es que mientras la CPS de E.
coli es activada por IMP (66), la de Salmonella no presenta tal activacidn.

(Ver Tabla No. 9).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CARBAMIL FOSFATO
SINTETASA DE LAS CEPAS TRANSFORMADAS POR DNA DE -

Salmonella typhi y E coli en y sin la presencia -
de IMP.

ACTIVIDAD ESPECIFICA¥] o o
CEPAS —IMP +IMP actividad

JM26! (recBC sbcB Endo1 gal-) 1.672 2.84 170 %
JMIOO4 (Salmonella typhi) 1.2275 L212 299%
JM266 (TRANSF. DNA Coli) 1.497 3.18 x> 213%
JM265 (TRANSF. DNA Sal) 1.4925 1.2090 = 82%

JM263 (Cepa receptora.) _— _— S

CP = Carbamil fosfato.
IMP = Inosin monofosfato
* ACTIVIDAD ESPECIFICA = p moles de carbamil fosfato formado
por mg. de proteina por hora.




Por dltimo en base a los resultados presentados en este trabajo,
podemos conclufr que la integracidn del segmento transformante se 1llevd a ca
bo en el sitio correspondiente del cromosoma de E. coli y que es en efecto -

la enzima de Salmonella typhi la que se estd expresando ahora en E. coli.
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CONCLUSIONES

La transformacidn se presenta en este momento como el mecanis-
mo mas iddneo para introducir y estabilizar fragmentos selectos de DNA,-

tanto de microorganismos como de organismos superiores en E. coli.

\

Las evidencias obtenidas en este trabajo demuestran sin embar-
g0 que existen limitaciones serias, siendo tal vez la mas importante la-
falta de regiones de homologia entre el DNA del donador y el del recep--

tor.

Pensamos que el hecho de haber logrado transformar con DNA li-

near de Salmonella typhi a E. coli se debil en gran parte a que ambos mi

croorganismos son enterobacterias, por lo cual es de esperarse que se —--

presente un cierto grado de homologia entre ambos genomas.

Por otro lado cabe mencionar que la transformacidn con DNA 1li-
near nos limitaria a poder introducir solamente DNAs de organismos filo~
genéticamente cercanos. Ya que nuestro objetivo dltimo es la estabiliza-
cidén de informacidn genética proveniente de cualquier organismo en E. --
coli, tendriamos que encontrar un sistema que presentase un alto grado -
de generalidad y versatilidad para lograrlo. Un sistema que presenta mu-
chas ventajas y caracteristicas como las antes mencionadas es la trans--

formacidén con DNA circular como por ejemplo pldsmides, los cuales no tie
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nen que recombinar con el genoma bacteriano para poder estabilizarse, --
son capaces de autoreplicarse, de caracter dispensable para la célula y-
se pueden transferir con relativa facilidad entre algunas especies de mi

croorganismos.

En 1973 Cohen et al (62)demuestran la transformabilidad de E. -
coli K12 con un factor de resistencia a varios antibidticos. Otra venta-—
ja que presenta este sistema es que la cepa -receptora no requiere ser -
recB recC sbcB debido a que el DNA circular es el {inico tipo de DNA re--
sistente a la accidn de deoxiribonucleasas tales como la Exo V(recB recC)

y la Exo I(sbcB).

Algunas preguntas que surgen en este punto en cuanto a la trans

formacién con DNA circular son:

1).- (Hasta qué punto es posible encontrar episomas de cualquier

organismo (procariote o eucariote) que se desee?
2).- ;Qué tipo de informacidn estaria en ellos incluida?

3).-¢(Hasta qué punto es posible la estabilizacidn de un episoma
de un eucariote, en dado caso de que existiera, en E. coli Klz?

Recientemente, Cohen y Boyer (62) lograron transformar a E. co-
1i con un factor de resistencia construido "in vitro". Cuando un plasmi
de como por ejemplo el R-6 que confiere resistencia a Sulfonamida (Su),-
Cloranfenicol(Cm), Kanamicina (km), Neomicina (Nm), Tetraciclina (Tet) y
Estreptomicina (Sm) con un peso molecular de 65 X 106 daltones, es some-
tido a la accidn de una endonucleasa de restriccidn <R1) el plasmide es-
hidrolizado en 12 distintos fragmentos, esto sugiere que en este pldsmi-

de se encuentran solo 12 sitios que son reconocidos por esta enzima.

Si el producto limite de la hidrdlisis de la enzima de restric-
cién R1 sobre el plidsmide R6(12 fragmentos), se incuba durante un tiempo

determinado a 40°C. y se toman de esta mezcla de reaccidn tanto muestras
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para transformar como para su observacidn al microscopio electrénico y -
separacidn por electroforesis en geles de agarosa, se obtienen una gama-
de pldsmides de todos tamafios, desde uno pequefio al que denominaron ps -
101 el cual pesa 5.8 X 106d. y que lleva la informacidn genética necesa-
ria tanto para su propia replicacidn como para la expresidn de la resis-
tencia a tetraciclina, hasta otros con los mismos patrones de resisten--

cia y peso molecular del R-6 original.

La enzima de restriccidn Eco R, rompe DNA de doble hélice en --
una secuencia {inica, haciendo dos rupturas de hélice sencilla de una ma-
nera alternada generando con esto extremos 5' fosfato y 3' hidroxilo. --
Los extremos de h&lice sencilla producidos en cada corte tienen secuen—-—
cias idénticas y complementarias de 4 a 6 nucleftidos de largo, por lo -
tanto el sitio de rompimiento de la enzima posee un eje rotacional de do
ble simetria perpendicular al eje de la hélice. Este hecho da lugar a lo
que se conoce como 'extremos translapantes' de tal manera que los frag--
mentos generados por esta enzima pueden asociarse por puentes de hidrdge
no con otros fragmentos producidos por la misma enzima. Una vez estable-
cidos los puentes de hidrdgeno, los extremos 3' -OH y 5' fosfato pueden-
ser unidos por una ligasa, obteniéndose de esta manera especies hibridas

entre moléculas que poseen el sitio de restriccidén de la enzima.

Se ha calculado que la frecuencia con la que se presenta esta -
secuencia de 4-6 pares de nucledtidos es.de 1 en 4 000 a 16 000 pares de
nucledtidos, lo que significa que la mayoria de los fragmentos generados
por la enzima EcoRI deben de contener al menos 1 & mds genes intactos.

(68).

Finalmente en 1974 hay tres reportes muy importantes. En el pri
mero de ellos que aparece, se reporta la transformacidn de E. coli K12 =
con pldsmidos hibridos construidos "in vitro" entre un factor de resis -

tencia de E. coli y otro de Salmonella panama (62. Posteriormente apare-

ce otro reporte en donde se menciona la construccidn de un pldsmido en--
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tre uno de E. coli y otro de Staphylococcus aureus (63) que confiere re-

sistencia episomal a penicilina. Por @iltimo el reporte mis importante —-
por el precedente que sienta es la transformacidn de E. coli K12 con un-
pldsmido hibrido entre un factor de resistencia de E.coli y los genes --
que codifican para la produccidn del RNA ribosomal de la rana Xenopus --
laevis (64). Esto tiene una importancia tremenda en cuanto que se trata
de la primera evidencia que se tiene de la replicacidn y transcripcidn -
de un DNA de un organismo superior en un procariote. Se abre ademids un -
panorama amplisimo que permite vislumbrar lo que serd en un futuro la ——

Ingenieria Genética, sus posibilidades y sus alcances.

En un futuro no muy lejano se podrdn estudiar los mecanismos de
regulacidn tan sutiles y complejos de una célula, como es la de un euca-
riote, en un sistema "mas sencillo" y fdcil de manipular como es E. coli,
Surge también la posibilidad de erradicar errores congénitos del metabo-
lismo, tales como la diabetes o la galactosemia mediante el uso de una -
Ingenierfa Gen&tica planificada, asi como también la posibilidad de solu
cionar uno de los problemas mds graves a los que se enfrenta ya la Huma-
nidad, como es la falta de alimentacidn de un mundo cada vez mis sobrepo
blado. Una solucidn a esto seria, por ejemplo, que microorganismos tales
como E. coli, levaduras u hongos produzcan proteina de origen animal que

posea un alto contenido en aminoicidos esenciales.

En un futuro cercano, se podrd hablar de cepas sobreproductoras
de hormona del crecimiento o de insulina, siendo estas unas de las otras

promesas que ofrece la Ingenieria Genética.
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