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enterctoxina termoestizible {(¥nt ST) de Escherichia coli en el labo-

ratoric clonaron la regidn ST del pldsmido pYK007 (ST ap® Tra)
4 — - NS +
en el vehfculo pBR328 y obtuvieron el minipldsmido pYK103 (ST

Tc*) de 6,73 megadaltones que determind la hiperproduccidn de la
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golvreproduceidn era causeda por una alteracidn del sitio de inte~
racciln promotor-operader del gens ST en el pr te trakajo se

pldsmidos pYK102 de 10.6 megadaltones y pYK103 por el complejo

2’7, 5°-monofosfatc de adencsina cfclico (4lMPc)-proteina recepto-
re del AMPc (CRP), obzervando =1 efecto de mutantes deficientes
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Los resultados mostraron que, al igual que sucede en el plds-

-

‘-.... - 1 i . - - . FL ) - -
mido pYKOO7, ia enterotoxina ST que codifican los plédsmidos

pYK102 v pY¥X1l03 es dependiente del com.lejo AMPc-CRP para expre-
sar su achtividad en una muitante cerernte i¢ adanil ciclasa (cya);
sacasa acotividad se detectd en la presencia de AHPC en una mu-
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.= INFRODUCCION.

1.~ PLASMIDOS BACTERIAROS,

Los pidsmidos bacteriznos conforman un grupo de elemeﬁtos ge-
ndticos extracromosdémicos sutdnomzmente replicantes, dispensables
para la célula huésped .(Jacodb y col., 1963; Nownd y col., 1966).
Los plésmidos pueden dividirse en transferibles y no transferibles
por ¢f mismos. Los plédsmidos autotransferibles son capaces de
realizar su propia transferencia y movilizar otros elementos ge-
néticos existentes en la bacteria huésped mediante el probeso de
conjugacién. Una de las carscterfsticas que le confieren los
plésmidos autotransferitles a la célula huésped es la formacidn
d2 apéndices filiformes 1lamnados pili, de relevante importancia
en el proceso de conjugacién (Meynell -y col., 1968). Adem&s,
estos apéndices son el sitio de adsorcién de ciertos bacteriffa-
gos especfficos de pldsmidos y ello permite la distincidn de 3
clases de pili especificados por pldsmidos: pili tipo F, tipo I

y tipo N (Meyrell y Lawn, 1967 y 1968; Watanabe y col., 1962),

1 primer pldsmido

3|
[
D
]
L]
o
'y
)
ks
|_h
i
o
Q
o
l._l
l_l
[

F1l factor sexual E

autotransferible descubierto (Lederberg y col., 1952), tiene la
capacidad de integrarse al cromosoma bacteriano dando lugar a
cepas Hir, que transfieren marcadorss cromosduicos a alta fre-
cuencia. Al escindirse el factor F puede llevar informacidén cro-

. - 3 — ;
moséuica, formando elemenios auténomos FY(Hayes, 1Y53).



Entre la diversidad de funciones gue codifican los pl4smidos
estén la resistencia s antipidticos, de gran imnertancia en la
epidemiologfa de las eﬁfermedades infecciosas (Hontomichalou y
¢col,, 1970; Watanabe, 1963); la sintesis de bacteriocinas (Nomu-
ra, 1967), toxinas (Smith y Halls, 1968), hemolisinas (Smith y
Halls, 1967) y antigenos celulares (Prskov y @Prskov, 1966); re-
sistencia a metales (Chakrabarty, 1976); degradacién de hidrocar-
buros (Benson y Shapiro, 1978) y pesticidas (Fisher y col., 1978),
induccién de "tumores" en vegetales (Drummond y Chelton, 1978) e

inhibicidén de la propagacidn de fagos (van Embden y col., 1976).

- Muchos plédsmides con lLa probiedad de transferibilidad no la
manifiestan debido a gue se encuentran reprimidos y sélo se trans-
fieren a baja frecuencia (Meynell y Datta, 1967). El factor F es
un plésmido desreprimido naturalmente-y transferible en una alta
frecuencia, Sin embargo, se encontrd que la coexistencia en una
misma célula del fzctor F con ciertos factores R de resistencia
a antibidticos puede reprimir la transferibilidad de F; a estos
plédsmidos se les conécé como de fenotipo fi*, "Otros plédsmidos al
coexistir con F no inhiben su transferencia, son fi~ (Egawa e Hi=-
rota, 1962). ZErtre los mecanismos de inhibicidén de la fertilidad,
el mejor conocido es el mediado por el sistema fin OP (Finnegan

CRE

y Willets, 1973). -

TLos plédsmicdos no autotransferibles, incapaces de moviligzarse
durarte el proceso de conjugacidn, pueden ser transferidos por

mediacidn de un plésmide con la propiedad de transferibilidad



(ozeki y col., 1962). Entre los pldsmidos no transferiltles, los
factores policincgéﬂiccs del grupo E son de 1los mds estudiados;
ellos determinan la sfntesis de una protefna antibidtica (colici-
ne) gque tiere vrn efccto letal sobre bazcterias sensibles y confie-
ren inmunidad especifica contra esta protefna z las células hués-
pedes. De acuerdo a su especificidad inmurnoldgica se dividen en

factores ColEl, ColE2 y ColE3 (Nomura, 1967).

Si dos o més pldsmidos no pueden coexistir en el mismo hués-
pued, causédndose la segregacidn de uno de ellos, ambos pertenecen
a un mismo grupo de incompatibilidad (Meynell y col., 1968)., Los
pldsmidos pertenecientes a un mismc grupo de incompatibilidad
son similares én secuencias de DNA, es decir, que se relacionan

estrechamente (Grindley y col., 1973).

Los plédsmidos no autotransferibles existen en miltiples co-
pias por cromosoma (replicacidn relajada) (Rownd, 19€9) a diferen-
cia de los plédsmidos esutotransferibles que se encuerntran en una
o dos copias por cromosoma (replicacidn restringida), a excepcidn
del pldsmido RE6K que estd bajo control relajado en E. coli (Kon-

tomichalou, 1970).
2.~ PLASMITOS ENTZROTOXIGEKICOS, u on E ol

Las cepas enterctoxigéncias de E. coli son una causa impor-

tante de enfermadades diarreicas en humanos v animales (Dean y



col., 1972; Sack, 1975). ZEsta patogenicidad depende de su capa-
cidad para colonigzar ia mucosa intestinal (Evars y cel., 1978) y
de la produccidn de una protefna termoldbil de zlto reso molecu-
lar (enterotoxina termoldlil, LT) (Sack, 1975) y/o un péptido
termoestable de bajo peso molecular (enterotoxina termcestable,
ST) (Jacks y Wu, 1974; Levine y col., 1977). Como se mostrd en
el asa ileal de conejo, la toxina ST tiene un efecto répido y de
corta duracidn sobre la acumulacién de 1ifquido en el intestino,
mientras que la toxina LT tiene un efecto lento y de duracién
proclongada (Evans y col., 1973). El mecanismo de accién de ambas
toxinas es difefente: la toxina LT estimula la adenil ciclasa de
las células del epitelio intestinal (Sack, 1975) y la toxina ST

1la guanil ciclasa (Field y col., 1978; Newsome y col., 1978).

Ciertos plésmidos controlan la produccidén de factores de co-
lonizacidén y enterotoxinas (Evans y col., 1978; Gyles y Co1. 4
1974). Se demostrd que algunos de estos pldsmidos enterotoxigé-
nicos.(Ent) son similares a lqs factores R de resistencia a dro-
gas; ellos son gutotransferibles (Smith y Halls, 1968) y pertene-
cen al complejo de incompatibilidad F (Santos y col., 1975; So ¥y
coles 1875)s

En cepas enterotoxigénicas de E. coli de orfgenes humano y
porzino se mostrd que los factores R contrelan la multirresis-
tencia a antibidticos (Gyles y col., 1974; Gyles y col., 1977;
Meynell y col., 1968; Sack, 1975). Muchos genes de resistencid
a antibidticos pueden moverse de un genoma a ¢tro por un evento

de recombiracidn "ilesftima" llamado transnosicidn (Cohen, 1976;



Eedges y Jacolb, L974),
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que en cepas gque porten
ambos factores Ent y R tal transferernciz sz realice y se forme un
Unico plésmido que determine la produccién de enterotoxina y la
resistencia a droga (McConnell y col., 1979).

La clonacidn molecular dsl DHA, base de la ingenierfa gendti-

99

cz, puede delinirse como el aislamienrnto de un fragmento de DEA en

JJ

unidén covalente con un vehlculo capaz de replicarse que sirve co-
mo vector de clonacién (Hershfield y col., 1974). Este proceso
impiica la restriccidén de dos DNAs en secuencias especificas me-
diante endonucleasas (Bigzer y col., 1973%; Meselson y Yuan, 1968)
que generen exiremos cohesivos complementarios o afeitados que
pueden volverse a unir covalentemente con DNA ligasa (Dugaiczyk

y col., 1975; Lobban y Kaiser, 1973). El vector recombinante re-
sultante se introduce a bacterias mediante transformacidén (Berg-
mans y col., 1981; Cosloy y Oishi, 1973).0 encapsuléndolo dentro
de una partfcula fégica (Hohn y Murray, 1977). E1 vehiculo de
clecnacidn debe ser relativamente pequefic y de replicacidn relaja-

»

g regulere gue ileve unc o mas marcadores seglectivos para per-
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mitir la identificescidn de transformantes y mantener el pldsmido

ul

en la colonia bacteriare; y debe contener un Unico sitio de rom-
pimiento para una o m&s engimas de restriccidn en regiones que
no sean esenciales para la revlicacién (Covarrubias y cdl., I981;

Hershfield v col., 1974). La clonacidén molecular del DNA se ha

empleado pars ¢l estudio de determinantes gendticos de procarioc
es (Chang y Cohen, 1975) ¥y eucariotes (Glover y col., 1975; ¥e-

b
des y col,, 1975; Morrow y col., 1974).



Con el fin de facilltar la -u”ifiﬁaci6n y zné’isis del mecznismo
de accidn de la enterctoxina ST, So y cecl. (1976) clonaron la re-
gidn de DNA gue determine la produccidn de esta toxina procedente
de un hibrido ST::pSC101l con un pldsmido multicopia ColEl (Hersh-
field y col., 1574). Aun cuando el gene de la toxina se amplifi-
¢éd por estar en un pléémido de replicacién relajada, sélo se ob-

servéd un incrementc de 3 veces eh la sintesis de la toxina.

3.= REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA.,
La expresién genética se controla, en parte, en el nivel de
la transcripcidn del DNA. La sintesis de RNA se regula mediante

diversos mecanismos.
a) E1 complejo promotor-operador.

ILos genes estructurales determinan la organizacidn molecular
de las proteinas. En 1961, Jacob y Monod propusieron el modelo
del "operdn" para la expresidén genética. Un operdn consiste de
dos o mds genes sestructurales adyacentes y funcionslmente rela-
cionadeos, regulados en.conjunto a través de una regidén conocida
como el complejo promofor—operador, situada en un extremo de lé
unidad., El sitio promotor se requiere para la iniciacidn de la
transcripcldnldel operén y el locus operador es el sitio de ac-

Cd

cidn de una proveline represorz codificada por el gene regulador

B

pgil =

del operdn.



En E. coli, Salmenells typhinurium y otras bacterias se identi-
ficaron varios operores (Eertrazad y col., 1975; Kasai, 1374; Kusso
y col., 1877; Zurawski, 1978), entre los cuzles el operdn lazc de

la degradacién de iactosa en E. coli es el de organizacién mds

sencilla (Jacob y Monod, 1961). E1 operdén de la biosintesis de

la histidina en S. ityp.imurium, gue incluye 9 genes estructurales,

es uno de los méds complejos (Kasai, 1974).

Los prozotores de bacterias y bacteridfagos se pueden dividir
en dos grupos. En una clase de promotores la secuencia de nucled-
tides contiene toda la informacidén necesaria para el enlace de la
RNA polimerasa y la formacidn de un complejo estable para la ini-
ciacién de la transcripcidén. En otros promotoreé la secuencia de
nucledtidos, y por 1o tanto.la estructura del DNA, no es suficien-
te2 para psrmitir la formacidén de tales complejos estables y re-
guiere factores proteicos adicionales. Los promotores dependien-
tes de 3°5°- monofosfato de adenosina cfclico (AMP cfclico) per-

tenecen a esta segunda categorfa (Tanigucki y col., 1979).
b) Sefiales de iniciacidén y terminacidén de la transcripcidn.

Una variedad de sefiales situadas en el DNA regulan la sintesis
de RNA mensajero; algunas determinan sitios de iniciacidén y otras,
sitios de terminacién para la RNA peclimerasa. 21 control de la
transcripecidn se lleva a cako por la midulacidén de la eficiencia

- a

con la cual la erizima puede reconocer e interactuar con estos si-

tios (Rosenberg y Court, 1979).



Unz de las secuencias especificas del sitio prosotor reconoci-
das por la RIA polimerasa probablemente sea una regidn altamente
conservada conocida como caja de Pritnow o rsgidn -1C. Pribnow

cuencia de r
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uclaedtidos de promo-
tores del colifage T7, localizé una rezidn caracteristiéa de 7
nucleStidos de longitud

TATPUATPU (Pu = purina)
en 1z secuencia del promotor cerca del sitio de iniciacidn de 1la
t:ranscripcidn. La mayoria de los sitios promotores hasta zhora
conocidos en los diferentes colifagos y en el cromosona de E,
coli contienen una secuencia heptanucleotidica con un grado muy
alto de homologfa a la essructura de arriba en la misma posicidn,
0 sea, precedieﬁdo al sitio de iniciacién por 4 6 5 nucledtidos.
Esta regidn especifica forme parte del sitio de enlace de la

-

RNA polimerasa (Reznikoff y Abelison, 1978).

La ccmparacidn de las secuencias de diferentes promotores re-
veld otra regidn altamente conservada localizada alrededor de 35
nucledtidos antes del sitio de iniciacidn y gque se conoce como

la regién =35 (Reznikcff y Abelsoxn, 1978).

En 1974, Chamberlin propuso un modelo para la iniciacidén de
la transcripcidn. Propone que después de una etapa inieial-+de
interacciones no especificas, -la RNA polinmerasa reconoce un sitio

bromotor y se enlagza a él1 formando un complejo libre pero especi-

]

te complejo

(84]

fico, empleande lz informacidn de la regidn -35. &

U

se conoce como "complejo cerrado" (Chamberlin, 1974) o "complejo

de reconocimnisnto" (Pribrow, 1975a). Después, por apertura.de



unos cuantos pares de bases, lz engima hacs contacto con las ba-
ses, formando un "complejc atierto" usandc principaluenie la se-
cuecncia de informacidn encorntrada en la regién -10; entonces la

polimerizacidén de nucledtidos puede comenzar.

La terminacidn de_la transcripcidn también ocurre en sitios
especificos, aunque la especificidad no es tan estricts en esta
etapa como en la ;niciaciin. Un mecanismo regulador muy intere-
sente basado en unas sefial de terminacidn en un sitio desusual
fue descubierto en el operdn de triptéfano (trp) por Bertrand y
sus colaboradores (1975). Cuando determinaban la secuercia del
RNA mensajero de este operdn, ellos encontraron que, como tam-
Lién ocurre en muchos otros RNAs mensajeros, una larga secuencia
no traducida prebede al primer cistrdén el cual codifica para el
polipéptido ftrp E, la prisera proteina del operén trp. La se-
caencia no traducida de 162 nucledtidos de longitud, llamada
"secuencia 1fder", contiene una sefial de terminacién ...CUUUUULUU,

alredédor de 30 nucledtidos antes del inicio del gene trp E

Bronson y col., 1973).

-

Tz presencia de esta seiial de terminacidn, llamada "atenuador",
se establecid en estudics posteriores sobre las secugicias de nu-
cleftidos de las regiones de control del operdn trp en DNAs de E.
coli y 8. typhimurium {(Lee y Yanofsky, 1977). En experimentos

in witro, la tranzoripeidn del operdén trp cesa en es
aungue una freceidn eonor de moléculos de REA porliserzsa evaden
ssta szefial de terminacidn y contindan transcribiendo. El atenua-

dor jusga un papel regulador: puede prevenir o permitir la expre-



10

sidn de 10° genes del operdn trp. E1l nivel de tripidfano en 1la
célula afecta su funcién. Los genes se expresan si el nivel del

=

- ot . : Yy v e A e R o 0 X
minofcido es bajo (Pertrand y Yanofsky, 1576; korse y Morze,

0

!

1976)f Hay indicaciones de que los atenuadores pueden controlar
también la produccidén de RNA mencajero en otros genomas (Rosen-

berg y Court, 1979). Estructuras similares se detectaron en los
operones de fenilalanina e hiistidina (Bérnes, 1978; Di Nocera y

col., 1978; Zurawski y col., 1978).

c) Represién catabélica.

La presencia de glucosa en el medio de cultivo inhibde la sinte-
sis de enéimas catab8licos inducibles en E. coli (Pastan y Adhya,
1376). Magasanik (1961) llam$ a este fendmeno represidén catabd-
lica, ILa glucosa disminuye la concentracidn intrzcelular del AMP
cfclico (&MPc) (Mackman y Sutherland, 19€5). ILa adicidn al medio
de cultivo de AMPc exdgzeno revierte la represidn catabblica cau-
sada por la glucosa en los sistemas enzimdticos (De Crombrugghe
y col., 1969; Perlman y Pastan, 1968). Esto a causa de que el
AMPc enlazado a la proteina receptora del AMPc (CRP) €5 necesaric

para la iniciacién de la transcripcidn (Pzstan y Adhya,  1976; Ri-

wm

ckeriverg, 1974)., TLa adenil ciclasa cataliza 1a conversiédn d

ATY o AMPec,

La sintesis de la cloranfenicol acetil transrzrasa, un sistema

constitutivo, estd bajo el control del ANMPc, aungue no de manera

o

tan estricta comc sobre sistemas inducibles (Dottin y col., 1973;

Barwood v Snith, 1971).
o ’



Dos clases d= mutantes se aislaron, las cuzles presentan una
iciencia pleiotrdpica en la farmentacidrn de diferentés carbo-
Lidratos: mutantes con una aderil ciclasa defectuose {eya) y cuyo
ipo se revisrte al agrsezar AMPe al medio de cultivo (Brick-

mzn v col., 137%; Feriman y Pastan, 1969), y mutantes carsntes de

1¥)

la protefna receptora del AMPc (crp), las cuales scbreproducen
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A¥Pc y cuyo fenow de AMPc 2xdgeno

(Sabourin y Reckwith, 1975).

Bl contrel de la represin catabdlica tanbién

n
4

preseanta en

ih

comoc 1a sin-

o))

algunas furcciones determinadas por plésmidos, tzle

tesis de colicina El y de los componentes proteicos del complejo
de rslajacidn del factor ColEl (Xatz ¥ col., 1973), el estable-

cimiento de la lisogenia on bacteridiazos comoc lanbda en E. coli

RS

y P22 en S. typhirurium (Srodzicker y cel., 1971; Hong y col.,

.

=

371: Yokota y Kasuge, 1972), la exprecsidn ds genes de lactosa

.

(Guiso y Ullman, 1576) ¥, regulada negativamente, la sintesis de

5

pili %ipo I de un factor sexual desreprimido en B. coli (Harwood

y Meynell, 1975).

4,- REPRESION CATABOLICA DE LA ACTIVIDAD DE L4 TOXIRA ST.

presencia de¢ ziucosa en el madio de cultivo innite la sin-
tesis 42 variass exotozxinas lLacterianss, itales cuno l1a alfatcxina
(Duncan y Cho, 1972) y las entcerotoxiuas A, By € de esta:

cos (Jarvis y Lewrence, 1975), la ectreptolisina S de Sireptoco-
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27%) y ur facter de permeabi-
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Peterson, 1976), pero existe poca evidencia sotre el posibie pa-

pel del AMPc en el proceso regulador.

slderete y Robertson (1977) sugirieron que la sintesis de la
enterotoxina ST de E. coli de origen porcino se encuentra bajo el
control de la represién cétabdlica; ellos encontraron que la glu-
cosa reprimfa la sintesis de la exotoxina en medio wvico o defini-

do., La adicidn dae AMPc a estos cultivos revertfz el efecto.

Stieglitz y col., en 1980, aislaron un plédsmido de 80 megadal-
tones (Md) (pYK007) que determira la produccidén de una enterotoxi-
na ST ligada a la resistencia a ampicilina de una cepa de E. coli
de crigen humano aisiada durante un estudio epidemnioldgico sobre
1a etiologfa de la diarrea., Martfnez Cadena y col., en 1981, re-
portaron que la ezpresidn de la actividad de la toxina ST codifi-
cada por el plésmido pYKOOT7 es dependiente de AMPc en unz mutante
cya. Observaron un incremento de 100 veces en la actividad 3T
cuando crecieron la cepa CA8306(pYKOO7)(cya) en la presencia de

AMPc, Ninguna actividad se detectd en mutantes crp o cya crp en

la presencia de AMPc. Ademds, demostraron que el efecto del com-
plejo AMPc-CRP no es causado por una modificacidén del ndmero de
copias de DNA plédsmido por eguivalente cro.osémico, ya que la di-

ferencia entre la cepa silvesire y la mutante cya fue menor de 2

vecas. Tal efecto tampoco se debe a una alteracidn zn 1

Sgere-

w

cidn de una enterotoxina intracelular activa, ya gue nd> encontra-
ron nirnguna actividad ST en extractos sdnicos de las cepas

CA83%06(pYK00T7) (cya) y CAB445(pYK0O0T7)(cya crp).



Con el propﬁsito de analizar.la regulacidén de la siantesis de
la enterotoxina. ST de E. ccli, Kupersztoch y col. (comunicacién
personal) clonaron la regidn ST del pidsmido pYKOO7 en el vehfcu-
lo pBR328 (Covarrubias y col., 1981). Para ello H. Stieglitz
traté con enzima de restriccidn Pst 1 al pYKOO7, unié los frag-
mentos con el vector delclonacién pBR328, trarnsformd los pldsmi-
dos recombinantes resultantes a ' E. coli e investigdé produccidén
de toxina entre las bacterias resistentes a tetiaciclina (Tcr);
construyendo asf el pldsmido pYK101l (ST* TcT) de 16.9 kilopares
de bases (kpb). Posteriormente, L. Cervantes lcc¢alizd en la re-
gidn ST del pYK10l un sitio adicional susceptible a Pst 1, hizo
esta restriccidn y obtuvo el pYXK102 (ST mc’) de 15.9 kpb; re-
dujo adn més el fragmento al eliminar la regidén EcoRL-EcoRl del
pYK102 por restriccidn y aislar el minipldsmido pYK103 (ST Tc¥)
de 10.1 kpb (Esquema 1). EL plédsmido pYXK103 hizo a las bacte-
"rias que lo portaban hiperproductoras de la toxina, presentdn-
dose un incremento de hasta 10 veces en relacidn a pYK102, El1
objetivo del presente trabajo fue determinar la dependencia por
el complejo AMPc-CRP de la actividad ST codificada por los plés-
midos pYK102 y pYK103, observando el efsctc de mutantes defi-
cientes en represidn catabdlica sobre dicua actividad, con el
fin de inferir si la niperproduccidn de la toxina especificadé
por el plédsmido pYK103 era causada por una alteracidn del sitio

de interaccidn promotor-operador del gene ST.
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ST
kilobases

ST ST " pBR328 2

kilobases tilobeses

Pet L

pYK102 pYK103

ESQUEMA 1.~ PLASMIDOS ST.

Al digerir con endonucleass de restriccidn Pst 1 al plédsmido
pYK0CT (AgT 8T
pER328 de 4.9
sultantes a E. ¢

¢ con 21 vector de clonacidn

: e B r . e : . :
sistentes a tetraciclina (Tc™) para produccidn de toxina, Heather
Stieglitz clond la regidn que determina la sfntesis de la toxina
ST, contruyendo el pYKiOl de 16.9 kpb (11.2 Md)

Lourdes Cervantes encontrd gue la regidn
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sitic adiecional suzcepti
tuvo el p¥K102 de 15.9 kpd (
ime EcoRl y construir el miniplésmi-

me S S e s o T B o s
| s aLE g Jll.'j_i\-.lU;_'. con £l en

do pYK10% de 10,1 kpb (6.73 Md).



IT.- MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron las siguientes cepas de E; coii: J54 (Stieglitz
¥y col., 1980) con requerimientos de prolina y metionina Yy resis-
tente al 4cido nalidixico (50 mg/l); GM31 con requerimientos de
tr=zonina, leucina, hnistidina y tiamina, deflﬂiente en la fermen-
tacidn de lactosa y galasctosga; RR1 con reguerimientos de leucina,
prolina y tiamina; CA8000 HfrH (Brickiman y col., 1973) cue requie-
re tiamina (Thi”); CA8306 HfrH {Brickman y ccl., 1973) Thi™, de-
ficiente en la fermentaoiﬁﬁ de maltosa (Mal™ ) y con una adenil
ciclasa defectuosa (Cya ); CA8445 HfrH (Sabourin y Beckwith, 1975)
, Cya y carente de la proteifna receptcra del AMP cicli-
co (Crp ); v J¥8%07 HfrH (Martinez Cadena y col., 1981) Thi~,

Mal v Crp . Bl Dr, Jacobo Xupersztoch suministrd emablemente

todas las cepas.

Se utilizgaron los siguientes pldsmidos jue determinan la pro-
ducecidn de la toxina ST y confieren resistencia a tetraciclina

(25 mg/l) obtenidos por Kupersztonh ¥y col. (ecomunicacidén parso-

nal) duraste la ¢lonacidn ue lz regide &7 J6) plismige pYEQOT:
YK102 (1° Md) derivado de pY¥YK10l por elinminacidn de un frag-
P ) x ~

mento por restriccidn con enzima Pst 1 y p¥K103 (6.73 Md) deri-
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"vado de pYK102 por eliminacidn del fragm

duccidn, Esquema 1).
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2.,- MZDIOS DE CULTIVO,

Para el aislamiento de 158 plédsmidos las cepas se desarrolla-
ron en medio minino M9a suplementado con casaminodcidos (Difeco)
(5 g/1), glucosa (2 g/l) y tetraciclina (Calbiochem) (10 mg/1).
En los experimentos de transformacién se empled el medio L. Para
la determinacidén de los niveles de toxina se utilizd el medio T.

Los medio sdélidos se prepararon afladiendo agar (15 g/l).

La seleccién de extransformantes se realizé sobre cajas de
medio L suplementado con tetraciclina (25 mg/l). La respuesta
fenotipica de las cepas CA8000, CA8306, CA8445 y JK8307 a la fer-
mentacidn de maltosa se estudid en medio MacConkey (Difco) suple-

mentado con maltesa (10 g/1) y AMP ecfclico (Sigma) (1 g/1).

%.= ATSTLAMIENTO DE DNA DE PLASMIDOS,
a) Preparacidén de lisados claros,

Para la preparacidn de lisados claros se utilizé el método de
Ciewell (1972) modificado. Las centrifugaciones se realizaron en
una Sorvall RC-5B (Du Pont Instruments) con el rotor 5S34. Culti-
VOS desarrolladoé durante 1la noche de las cepas (GM31(pYK1l02) y
RR1(pYK103)) a 37°C en medio M9 con casaminodcidos, glucosa y te-
taciclina fueron diluidos 1:100 en el mismo medio y se incubaron.
a 37°C con agitacién hasta alcanzar una cdensidad dptica de 100
unidades Klett (U.K.), eon el filtro verde, Después se¢ les afis-

did eloranfeniecol (Calbiochez) (200 mz/l, concentracidn finsl) ¥

% Ta composicidn de los medios de cultivo y soluciones se descri-

N W e e R
be en @i apcndice,
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se continué la incubacién por 18 horas mds. Cada cultive se cen-
trifugd a lb, 000 rpm pST 5 nin a 4%¢ y se lavé 2 veces con 10 ml
de aszortiguador TES, Lz pastilla celular se resuspendid en 2 ml
de sacarosa 0.25 M en Tris 0,05 M, pE 8.0, frfa. Se afiadid 0.4 ml
de lisozima (Sigma) (5 g/1 en Tris 0.25 M, pH 8.0), se mezcld e
incubd por 5 min a 0°c. Posteriormente se agregd 0.8 ml de

dcido etilendiaminotetracético disddicol(NazEDTA) 0.25 M, pH 8;0,
continuando la incubacidn por otros 5 min, Después se afadieron
3.2 ml de mezcla 1litica con sarkosil y se continud la incubacidén
hasta que la suspensidén se aclard y se hizo viscosa. La separa-
cidén de la mayor parte del DNA cromosdémico se realizdé por centri-

fugacién a 18, 000 rpm por 20 min a 4206,

) Gradientes de CsCl-bromuro de etidio.

De los lisados claros se prepararon gradientes de CsCl-bromu-
fo de etidio (Kupersztoch y col., 1974). El1 volumen de cada.li-
sado se 1llevd a 7 ml con TES y se transfirié a un tubo de polia-
18mero (previamente hervido por 5 min en TES) propio para el ro-
tor Beckman Ti 50, el cual contenfa 7.06 g de CsCl (Analar); se
disolvié la sal y se afiadié 0.6 ml de bromuro de etidio (Calbio-
chem) (5 g/1 en agua) mezclando por inversidn. Después se colocd
la tapa 2l tubo y se llené la cdmara de aire con nujol., ILa cen-
trifugacién se realizd a 40, 000 rpm por 35 h a 15°C en una Beck-

man Mod. I5-50.

Despuds de la centrifugacidn se iluminé el tubo con luz ul-
travioleta y se colectd la banda del plésmido perforando el fondo

del tubo con una aguja.
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c) Concentracidn de la solucidn d=1 TNA.

El bromurc deé etidio de la fraccidn colectada del gradiente
se extrajo ae la siguiente meanera: se negclaron un volumen de una
solucién saturada de isopropanol-CsCl (Sebring T e83.,.,; 1971).y un
volumen de la solucidn de DNA, se permitid gue les fases se se=-
pararan y se removid la alcehdlica; esto se repitié 3 veces, A
continuaci&n se afiadieron 2 voldmenes de ancrtiguador TES y 0,3
volumen de acetato de sodio 3 M, pH 6.0. Después se agregaron
6 volUmenes de etanol absoluto a -20°C. Se congeld durante la
noche y se centrifugé a 10, 000 rpm por 30 min a 4°C. E1 DNA se

resuspendid por pipeteo en amortighador TE,

4,- TRANSFORMACION.

Cultivos desarrollados durante la noche de las cepas recep-
toras en medio L se diluyeron 1:100 en 50 ml del mismo medio ¥y
se incubaron con agitacién a 5700 hasta alcanzar una densidad
Sptica de 35 U.K. con el filtro verde. Cada cultivo se enfrid
a 0°C por 15 min y luego se centrifgg6 a 10, 000 rpm por 5 min a

4°0. Tas céluias se lavaron una vez con 50 ml de MgCl 0,1 M y

3

la pastilla celular se resuspendid en 25 ml de CaClz_Ool M., ILa

°C; se cventrifugé a

suspensidén: celular se incubd por 20 min a O
10, 000 rpm por 5 min a 4°C v 1a pastilla se resuspendid en 2.5 ml

de CaCl, 0,1 M, BSe afiadid el DNA en solucidn concentrada y la

e
- 4 ; 0] . 2 3

mezcla se incubd a 0°C por 30 min seguida por 2 min a 42°¢,

Posteriormente la megzcla de transformacidn se diluyd 1:10 .en me-

R : : 0 e
dio L 2 3700 y se incubd per 90 min a %7 °C con agitacidn, Se

inocularon cajas de medio L suplementado con tetraciclina (25 -mg/1)
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con O.1 ml de diferentes diluciones del cultive, Las cajas se in-
o} % : < : . . .
cubaron por 24 h a 37 C, Varias colonias crescidas en el medio de

seleccidn se purifiicaron estridndolas en el mismo medio.

5.- DETECCION DE PLASHIDOS.
a) Extraccién del DNA,

Se empled el método descrito por Stieglitz y col. (1980),
Todas las centrifugaciones se realizaron en uma microcentrffuga
Eppendorf (aprox. 12,-000 rpm).' Porciones de 3 ml de cultivo de
las cepas desarrollados en caldo L suplementado con tetraciclinag
(10 mg/1l) durante la nocke a 37°C se centrifugaren por 2 min.

Se ¢limind el sobrenadante y el paguete celular se resuspendid

en 75 pl de Tris 200 mi, Ph 8.0; se afiadieron 75 pl de sacarosa.
1 M en Tris-HCL 200 vM, pH 8.0, frfa, 1 pl de Na,EDTA 100 mM,

pH 7.6, 1.2 pl de una solucidn de lisozima. (5 g/l en ague) y

150 pl de agua y se incutd = temperatura ambiente por 30 min.
Después se agregaron 60 pl de mezcla 1itica de Boyer, se mezcld
por inversidn repetida y se incubd a 0°¢c por 15 min o hasta que
la solucidn se volvid clara y ligeramente viscosa. Al lisado

se le afiadieron l;O pl de agua, 45 }l de NeCl 5 M y 84 pl de pro-

3 o]
yor 15 min a 37°0C)

-

nasa (Calbiochem) (5 g/l en TES, predigerida
y se incubd por 15 min a BTOC, Posteriormente se realizd una ex-
tracecidén por inmersidén durante 15 min con una megzcla de un volu-
men de fenol y 0,5 volumen de clcroformo, Las fases se separa-

i i L
ASC ‘gcuosa se extrajo 1li-

s
[®]
=
LS
£
=
i_.l
Y]
[

rorn por centrifugacidn
bre de fenol con &ter Gietilico y entonces se zjustd a pH 12.2

2 g 4 & i 8 : '
con NaOH 5 M y se incubd por 30 min a 37 {p después se neutralizd
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con Tris-HC1 2 M, Inmediatamente se agrezd un gramo de rnitrocelu-
losa (Comercial Mexicana de Pinturas, S. A.) por ml de solucién

Lt =]

‘y o

Cn

rnezcld por inversidr durante 15 min. Ia nitrocelulosa se

m

removié por centrifugzacidn por 3 min y el INA fue precipitado con
0.1 volumen de acetato de sodio 3 M, rH 6,0 y 2 voluUmenes de eta-
nol absoluto. La solucidn fue incubada a -20°C durante ia noche,
Se obtuvo el pfecipitado por centrifugacidn por 2 min y se lavd
una vez con 200 ul de acetona. Después de dfenar y secar la pa-

red interior del tubo, la pastilla se resuspendid en 50 Pl de

amnortiguador TE.

t) Electroforesis.

La electroforesis se realizd en geles de agarosa (Bio-Rad) al
0.7% en placa., La agarosa fﬁe disuelta en amortiguador Tris-bo-
rato, calentando sin que ebullera. Se enfrid en agua corriente

asta alrededor de 50°C y se aplicd en el espacio existente entre
los vidrios de la cdmara vertical, previamente sellada con agaro-
sa al 1%, Inmediatamente se colocd el peine y la cdmara se dejd
a la temperatura del ambiente hasta gue la agarosa gelificd.
Después se agregd smortiguador Tris-borato al recipiente superior
del dispositivo hasta qﬁe el 1¥quido cubrid el extremo superior
del gel; se retird el peine. En cada carril se aplicaron 15 pl
de una alfcuota de DNA con 3 pl de una solucidén colorante; se co-
rrieron a 125 V, a voltaje constante con una Tfueate de energia

~

Mod., 493 (Instrumentation Specialties, Co.), ror 2 h o hasta que

el eolorznte 1llegd al [ondo del gel. Despuds el gel se colocd

en una solucidn de bpromuro de etidio (0.4 mg/l) por 15 min; en



seguida se observé sotre un transiluminzdor de luz ultravioleta

de onda larga, Modelo LJ-8 (La Jolle Scientific, Co.).

6.~ FFSCTO DEL AMPc SOERE LA ACTIVILAD ST.

El efecto del AMPc sotre la actividad ST se estudid emplean-
do el método déscrito por Miller (1972) modificado por Martinez
Cadena y col. (1981), Las cepas se desarrollaron durante la no-
che a 37°C en medio T suplementado con tetraciclina (10 mg/l).
Los cultivos fueron diluidos 1:50 en el mismo medio y se crecie-
ron hasta alcanzar una densidad dptica de 1.0 en 620 nm. " Enton-
ces cada cultivo se dividid en dos fracciones iguzles y a una de
elias se le agregd AMPc (concentracidén final, 3mM)., Se continud
la incubacidén por una hora mds; se centrifugaron los cultivos a
10, 000 rpm por 5 min a 400 y se obtuvieron los sobrenadantes

para determinar actividad toxigénica.

7.~ DETERMINACION DE LA ACTIVITAD ST.

En el ensayo de la toxina se utilizé el m&todo de Dean y col.
(1972) mcdificado por Martinez Cadena y col. (1981) empledndose
4 rztores albinos lactantes por muestra. Estos ratones se ino-
cularcn intragdstricamente con 0.1 ml de cultivo celular filtrado
conteniendo 50 pl/ml de una solucidén de azul de Evans (Merck) -al
2%s 4 h después de la inoculaciér, los ratones se expusieron a
.vapores de cloroformo., Después de muertos, de cada grupo de 4
ratones, los intestinos fusron extraiaos, reunidos y pecados.
El resto de los cuerpoé se pesd y se determiné la relacidn entre

el peso del intestino y el peso corporal menos .2l intestino.
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Los animales sin coloraﬁte en el intestino o con colorante den-
tro de la cavidad peritoneal se descartaron., La actividad de
toxina es reportada como el reciprocc de la dilucidén gue dio

una relacién de peso del intestino a peso corporal mayor o igual .
gue 0,090, Como control negativo se empled la cepa J54 y como
control positivo la cepa 54(pYK007); los valores promedios y
sus desviaciones esténdares de dos experimentos diferentes para
estas cepas fueron, respectivamente, 0,0564 + 0,0021 y 00,1064

4+ 10,0022,



EFENDT

MEDIOS DE CULTIVO,
¥Medio mfnimo MS:
NH4Cl 1.00 g
Na,HPO 5,00 g

H P ok
KH,P0, 3,00 g
NaCl 5. 00 “g

o
Mg_uodf.THzO 0.13 g
Agua destilada 1 000 ml
ledio Tz
casaminodcidos. (Difco) 20,00
extracto de levadura 6.00
NaCl 2.50
KH2PO4 Baid
solucién de sales 1
agnua destilada 1 000

Disolver y ajustar a. pH

8eDe

09

o9 0o Oy

ml
ml
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Medio Lz

triptona (Difeo) 10,0 g
extracto de levadura

(Difco) 5.0 &
NaCl Ue5 B
agua destilada 1 000 ml

Disolver y ajustar a pH 7.0

con NaOH 1 M,

Solucidédn de saless

.‘I""'..gs O4 b - 0 g
HZ‘SO4 1 mN 100 ml



Medis de Mac Conkey (Difco):

Peptona de gelatina 179 £
Mezcla de peptonas | 3.0 g
Megzcla de sales biliafes 1.5 &
NaCl 50 &
Agar ) 135 &
Rojo -neutro  0.030 g '
Cristal violeta 0.001 g

pd final 7.1 aproximadamente

MZtodo de preparacidn:

52 sucspenden 50 g del medio deshidratado en un litro de agua des-
tilada. HMezcle bien hasta que se obtenga una suspensién uniforme,
Se calienta suavemente agitando frecuentementse y se hierve durante
un minuto, Esterice en aatoélave a 12100 (15 1libras de presidn)_
durante 15 minutos. El medio estéril fundido se enfria a 4500,
colocdndolo en ca2jas, con 20 ml aproximzdamente en cada una., Dé-

%
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SOLUCIONES @

Amortiguador TES: Amortiguador Tris 1 M, pH 8,0;
(Concentracidn o :
final ) ‘ Tris HCL 83.8 g

NaCl 0.050 M 2,92 g Trisma base 53.0 g

Na.EDTA 0,005 M 1.46 g Disolver con un litro de agua
2 - LR e

Tris . 0,050 M - 6,085 g bidestilada, Checar el pHo

agzua destilada 1 000 ml

Disolver y ajustar a pH 8.0.



Mezcla 1ftica con sarxkssi
sarkesil al 10% 35 ml
Na,EDTA 0.25 M, pH 8.0 75 ml
Tris 1 M, ¢H 8,0 15 ml
agua destilada 7 ml
Hezcla 1ftica de Royer:
Tritédn X-100 al 10% 3 ml
NagEDTA 0:,25 M, pH 8.0 75 nl
Tris 1 M, pH 8,0 15 ml
agua destilada 7 ml

Salucidn saturada de iscp

CsCL 10.€5 g
TES 12.30 ml
cisolver y agregar

isopropanol 15,00 ml

Megzclar la interfase y permitir-

les separarse,

LAbreviaturas:

ropanol:

25

hmoriisuador TB:

(cunc,

final)
EaZEDTA 1 mM 0.372 g
Tris 10 mM YoZ2ll g
agua destilada 1 000 ml

Disolver y ajustar a pH 8.0.

Amortiguador Tris-borato:
(conc.
final)
Trics base 89,0 mM 10,80 g
NazEDTA 2.5 mM 0.93 g
4cido bérico 8,9 mM 0.55 g

Solucidn cclorante usada

en electrolcresis:

azul de bromofenol 0,07 g

ol plad
o

T-90 g
‘glicerol 3%.00 ml

aguea destilada 67.00 ml

EDTA = Zcido etilendiamino tetracético
SDS = sulfeto dodecil de sodio
Tris = tris(hidroximetil)aminometano
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II1i,.- RES ULTADOS

i ""T“"' = - (T AT TOVMD LRI T AT AT
L.— OBTE K DE 1AS CEEAS EZXTRANSFORMANTES,

De 1las ¢ epas CA8000, CA8306, CA8445 y JK8307 transformadas con
DNA de los plédsmidos pYK102 y pYKi03 se obtuvieren células con
resistencia a tetraciclina (25 mg/l) la cual es conferida por ta-

les pldsmidos. Las cepas originales no presentan resistencia a

este antibvidtico (Cuadro 1).

2.~ DETZRMINACION DEL FENOTIPO DE IAS CEPAS EXTRANS FORMANTES,

Las cepas extransformantes crecieron en medio mfnimo suple-
mentado con tétraciClina, pero no las cepas originales. Las ce-
pas CA8306(pYK102) y CAB306(pYK1l03) carentes de adenil ciclasa
solo fermentaron la maliosa en presencia de AMP ciclico y las
cepas carentes de CRP no lo hicieron aun en la presencia del nu-

cledtido (Cuadro 1).

3«- DETERMINACION Di LA PRsSENCIA FISICA DE LOS PLASMIDOS,

Bn los resultados obtenidos se nota la presencia de pidsmi

dos de igual movilidad electroforética rara cada grupo de extrans-
formantes (con pYK102 y con pYK103), no presentes en la cepa con-
trol CA8000, En los carriles correspondientes a las cepas ex-
transformantes pYK102 se observan las bandas correspondientes al
mondmero sup nrollado (P, K. = 10.6 1id) y &l wmondmerc circular

abierto (mca—Q); en los carriles de lzis cepas con pYK1ICD se no=--

tzn los mondmeros superenrollado (P. M. = €.73 Md) ¥y Cllﬂwla”
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CUADRO 1.~ FEROTIPO DE LAS CEPAS EXTRALSFORMAXTES EN LOS DIFEREN-
- TES MEDIOS. |

CEPA MEDIO ,  MEDIO MAC-CONKEY MAC-CONKZY
MINIMO?  MIKIMC MALTOSA MALTOS A
TETRACICLINA AMPc
CA8000 Cya+, Cfp+ . - T +
CA8306 Cya™ + - t . %
CA8445 Cya~, Crp~ + - -l s =
JK8307 Crp + - o o
CA8000(pYX102) + + + | +‘
CA8306(pYK102) + - + - %
CA8445(pYK102) & + . "
JK8307 (pYK102) o 4 - _
CAB000(pYK103) + £ + +
CA8306(pYK103) " % + - +
CA8445(pYK103) + % " =
JX8307 (pYKL03) + + - -

(a) Los medios de cultivo se describen en el apéndice.
+ = crecimiento
- = no crecimiento
En el medio de Mac Conkey-maltosa con y sin AMPc:
+ = F.rmentacidn de maltosa

- = - fermentacidén de maltosa



- 28

abisrto (mca=-3), ademds s¢ observan las bandas del dfmeroc (13.46
¥Md) y trimero (20,19 Kd) (Fotograffa 1). La cepa 78-IEC contiene
rldsmidos de pesos moleculares conocidos (Stieglitz y col., 1980),

gue sirven como marcadores.

4,~- EFECTO DEL AMP CICLICO SOBRE LA ACTIVIDAD ST.

Las cepas CA8306(pYK102)(cya) y CA8306(pYK103)(cya) muestran
un incremento de 32 veces en la actividad ST cuando son crecidas
en medio T en la presencia de AMP ciclico. Las cepas CA8445
(pYK102) (cya crp) y JK8307(pYK102)(crp) en la presencia de AMP ci-
clico mostraron 32 veces menos act;vidad que CA8306(pYXK102); ¥y
las cepas CA8445(pYK103) y JK8307(pYK103) en presencia del nu-
cledtido mostraron 64 veces menos actividad que CA8306(pYK103).
Existe un increménto de dos veces de la actividad toxigénica de
1zs cepas CA8000(pYK103) y CA8306(pYK103) con y sin AMP cifclico
en relacidn a las cepas CA8000(pYK102) y CA8306(pYK103). TLas.
cepas silvestres extransformantes duplicaron su actividad ST

en prgsencia del nucledtido ciclico (Tablas 1 y 2).
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:RAFIA 1.

coli

TRATADOS
EXTRANSFORMAKTES ,

GMZ1(pYK102)

2.~ CA8306(pYK102)

CON NITROCELULOSA DE

3,~- JK8307(pYK102)
4.~ CAB445(pYK102)
5.- CA8000(pYK102)

6.- 78-1EC

n " N <
CR = cromosomico

DA

meca=-2 = mondmerc circular

mca-3 = mondmero circulax
La cepa 78-1EC pousee plécmidos
conocidoe que son usados COMO

o Rt | ke
ablerto

cgbierto de

RR1(pYK103)
CA8306(pYK103)
9.~ JKE307(pYK103)
10.~ CA8445(pYK103)
l.- CA&000(pYK103)
12.~ CAB000

15.- 78-1EC

centaninante

de
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TLELA 1.- DETERMINACION DE TA ACTIVIDAD DE LA ENTEROTOXIEA ST EN
LAS CEPAS EXTRALSTFORIANTES (SIN AMPe),

CEPA F2NOTI PO RAZON P,I./P.C.%  ACTIVIDAD
BLEVANTE ST
CA8000(pYK102)  Silvestre 0.1091 + 0.0289 32
0A8306(pYK1029 Cya 0,10456 + 0,0111 .
CAB445(pYK102) Cya , Crp 0.,1063% + 0.0004 1
JK&307 (pYK102) Crp~ 0.0955 + 0,0034. i
CASC00(pYK1L03) Silvestre '0.0924 + 0,0090 64
CA8306(pYK103)  Cya~ 0.1007 + 0.0094 2
CAB8445(pYK103) Cya , Crp 0.0909 + 0,0051 | 1
JK8307 (pYK1L03) Crp~ 0.1002 + 0.0116 i

Las cepas se crecieron en medio T como se describe en Material y

Métodos,

(a) Ios datos presentados para la razén del peso del intestino al

peso corporal son los valores promedios y su desviacidn estédn-

dard de la mayor dilucidn en la cuszsl el sobrenadante libre de

cédlulas dio una respues

tante, de dos difer

rentes

te positiva en el modelo del ratdén lac-

experimentos,
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TABLA 2.- EFECTO DEL AMPc SOBRE L4 ACTIVIDAD DE LA ENTEROTOXIRA ST.

CEPA FIHOTI PO RAZON P,T,/F.C.2 ACTIVIDAD
RELIVANTE ST
CA8000(pYK102) Silvestre 0.,1179 + 0,0153 | 64
CA8306(pYK102) Cya | 0.1178 + 0,0026 | 32
CA8445(pYK102)  Cya~, Crp~  0.1166 + 0.0129 1
JK8307 (pYK102) Crp~ 0,0980 + 0,0125 !
A8000(pYK103) Silvestre 0.0980 + 0.0089 - 128
CA8306(pYK103) Cya -0.1011 + 0,0006 64
CA8445(rYK103) Cya , Crp 0;0900 + 0,0010 | 1
JX8307 (pYK103) Crp~ 0.1042 i 0,0066 T

Las cepas se crecieron en medio T suplementaco con AMPc como se
describe en Material y Métodos,

(a) Los datos presentados para la razdn del peso del intestino
al peso corporal son los valores promedios y su desviacidn
estdndard de la mayor dilucidn en la cual el sobrenadante
libre de células dio una respuesta positiva en el modelo

del ratdn lactante, -de dos diferentes experimentos.



Iv.- ri3CUSION.

En el presente trabajo se describe el efecto de bacterias mu-
tantes deficientes en represidn catabdlica sobre la zctividad ‘de
la enterotoxina ST codificada por los pldsmidos pYK102 y pYK1l03,.
Se observd que las cepas. mutantes con pYK102 y con pYK103 en la
ausencia de AMP cfciico muestran una actividad toxigénica muy re-
ducida, lo que concuerda éon la baja sintesis reportada para pro-
ductos sometidos a represidn catabdlica en ese fondo gendético de
la bacteria (Brickman y col., 1973; Perlman y Pastan, 1968),

En las mutantes cya este efecto se revertié al afiadir AMP ciclico

ex8geno.

E1 gumento observado en la actividad toxigénica de las cepas

32

silvestres extransformantes en presencia de AMP ciclico concuerda.

con 1o observado por Katz y col. (1973), de que la velocidad de
replicacién del DNA del plédsmido es estimulada por el nuclédtido,

aumentando asf el nimero de copias.

+

Ya no se observé un gran incremento de la actividad ST =n las
células portadoras del pYK103 en relacidén a las que llevan el
pYK102., El incremento de dos veces en la actividad ST determi-
nada por pYK103 puede deberse a gque este pldsmido se encuentre
en un numero mayor de copias por equ
vYK102, a causa de su menor tamafio (Zsguena 1, Introduccién),
Ezto se podrfa comprobar investigando el nimero de copias de es-
tos plésmidoslpor cromosoma, realizando pfuebas de hibridizaciéh

de cultivos marcados con timidina tritiada contra un exceso de

50 veces dz DNA de pldsmido purificado enlazado & filtros de ni-
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troceinlosa (Frey y col., 197%9).

La hriperproduccidn de la toxira yz no se presenta; la

i)
w
m
]

u

minucidén en la actiividzd T puede deber que las bzcterias
gue sobreproducfan toxina son letales y se selecciond una mutan-

te que ys no sobreproduace toxina,.

Con lus resultados obtenidos se pueae decir que la actividad
ST codificada por los plésmidos pYKLl02 y pYK1l03 se encuentra bajo
el control de la represién catabdlica, por lo cual se puede su-
poner gque el sitio de interaccidén promotor-operador del gene ST

rio ha sufrido alterazcién durante el proceso de clonacidn.
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