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er.:.t(;r'.::tozina termo::-~ s tai.)le (T~nt ST) de Esche2 .. ichia col,i en el labo-

r a torio clonaron la región ST del plásmiáo pYKOO? (ST+ Apr Tra) 

en el vehículo pBR328 y o btuviero:n el m.i,.r'"-i..plásmido pYK103 (ST+ 

Ter) de 6 .73 ~egadaltones que determin6 la hi p erp roducci6n de la 

toxina en las bacterias que lo po~taban . ?ara inferir si esta 

::r:ac'?i.~n promotor- operador del geri•3 ST en el present.:; trabaj0 se 

determinó 1a dependencia de la actividad ST que codifican los 

plásm.idos pYK102. de 10 º ó megadaltones y pYK103 p~r el complejo 

3', 5 ' - monofosfatc de adencsina cí clico (AMPc) - prote!na recepto-

L·a c1.0l .:'d~I} c (C RP) , obsP.rvando 81 efecto ele mutantes def i cientes 

Los resul tactos mostraron que , al igual 11ue su.cede en el plás-
ot. 

mi do pYK007, J.a entero t ox_i11a 811 que coc.ii.fi can los plásmidos 

PYK10° y· n V 1"103 ~~, u~~_1,J~ndi e nte de.1 com~le.'..l~ o AMPc- CRP p~ra ex.inre-~- r_ lJ ~ '. - - ~ ~ - - - ....., 

sar su actividad en u~a mutan~e ca=e~te ie ~denil ciclasa ( C';a) • __ ..._ ' 

38 mu-

4-; ;.'·,.·,-• ·,~: •.'C·- (' • . '?.~.~ ·~":"', l t ,''. Q' r. .• · °'! ,-..- "' . ... r• ··,·J t P.~( _v. ', :· ~ y, ~. ( -. ""· ~ .Jl. () .,. ~. ,..:¡ ' °> ~ "1 · .. •· ·;:;. C ( ('J.'r> ) (' '°' '1"" "':¡na • -- '~ • - =' - ;: - -: ..., - ' "' : ' ~ ~ - - ... :; - •:; .. ) .'.. (;, ' ' t ·. .... ·' -' ! .e ' ... ..:..~ • e 1 ~" . 
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1 . - PLASViIDOS BACTEnIJ~1ms . 

Los plásmidos bacterianos confor!r.an un grupo de elementos g e-

r.é ti cos exi;racromos6mi _cos a.u t6nom2 .. T.ente r.;yl i cantes , dispens ables 

para la célula ·huésped . (Jaco b y col ., 1963 ; f.ownd y col . , ~966 ) .. 

Los plásmidos pueden dividirse en trar;.s feri bles y no trans ferí bl es 

p)r sí mismos . Los piá smidos autotransferibles son capaces de 

reali zar su propia tran3f eren cia y movilizar otros elementos ge

n é ticos existentes en la bacteria huésped mediante el proceso de 

conjugaci6n. Una cie las caracte:rísti cas que le confieren los 

plásmi dos autotransferi bles a la cél ula huésped es la fo:rma.ci6n 

de ap éndices fi l ifonnes l.~arriados pili , de relevan te importancia 

cr.. e l pro ceso de conjugaci6n (Meynell ·y col ., 1968) . Ad emás , 

estos ap éndices son el sitio de adsorci 6n de ciertos bacteri6fa-

gos e.:3pt:cí fi co e de plásrni do s y ello permite la dis tinci6n d e 3 

clases de pili espe cificados por plásmido s : pili tipo :F , t ipo I 

y tipo N (Meyr..el l y Lawn , 1967 y 1968 ; \Vatanabe y col ., 196 2.) . 

el priner plásmido 

autotransferi ble descubierto (Leder berg y cul . , 1952.) , tiene l a 

c.:apacidad de integrarse al croooso!!!a ba<.;teria'1o dando 2..ugar a 

ce:¡:.::is Hfr , que transfi ereíl .nó.rcacioi·cs cr·Jl7l;jSÓ.:: i c:o..; a al t a fre-

-cuencia. Al es cindirse el factor F puede lle~,'ar infori-_naci6n c:!'.'o·-

;::o sé:.u ca , i'o r;:!undo e J. e::: e!1to ~3 21.:. t6n.0::10 s F ~ ( Hay es , 1Sl5 ) ) • 

1 



Entre la diversidad de funciones que codifican los plásmidos 

están la resistencia a antioi6ticos , de gran i.rn:-;ortérncia en la 

epide~11iología de las enfer;nedades ir:.fecci ::isas (Kontomichalou y 

col ., 1970; 1:!atanabe , 1963); la síntesis de bacteriocinas ( Nomu-

ra, 1967 ), toxinas (Smi th y Halls , 1968) , hewolisinas (Smi th y 

Halls , 1967) y . antígenos celulares ( ~rskov- y ~rskov, 1966) ; re

sistencia a metales (Chakrabarty , 1976) , deg~adaci6n de hidrocar

baros (Ber.son y Shapiro, 1978) y pesticidas (Fisher y colº, 1978) , 

inducción de n:tumores" en vegetales (Drwr.Inond y Chel ton , 1978) e 

.inhibici6n de la propagaci6n de fagos (van Embden y col ., . 1976}. 

Muchos plásmidc~ con .la propiedad de transferibilidad no la 

manifiestan debido a que se ~ncuentran reprimidoa y s6lo se trans

fieren a baja frecuencia {Meinell y Datta, 1967 ). El factor Fes 

un pl ásmi do desreprimj_Q.o naturalmente y t r ans f eri ole en una al ta 

f.:Lecuencia. Sin emcargo, ae encontró que la coex~.stencia en una 

misma c~lul~ del factor F con ciertos factores R de resistencia 

a antibi6ticos puede reprimir la transferibilidad de F; a estos 
. . + . 

plásmidos se les cor.oce como de fenotipo fi • Otros pl ásmidos al 

coexistir con F no inhi ben su transferencia., son fi -· (Egawa e· Hi

rota , 1962). ELtre loa ~ecanismos de inhi~ici6n de la fertiiidad , 

el mejo r conocido es el mediado por el sister~a fin OP (Finnegan , 

y Willets , 1973). 

Los plásmidos no autotransferibles , incapaces de movi lizarse 

durante el proceso d d c~njugaci6n , pueden s er transferidos por 

mediaci6n de un plásmido can la p~opiedad de transferibilidad 

2: 



(o zeki y col., 1962). :Ent::-e los plásmidos no tr·ansferi bles, los 

factores ~oli cincgéni cos del gri.:.po E sor.. cie los rr.ás es tu di ad os; 

ellos determinan la síntecis de una protE:Ína antibiótica ( coli ci

n2) q_ue t:Lene v.n e fecto letal sobre b.?.cterias sensibles y confie

rer: inmunidad específica contra esta proteína a las células hués

pedes . De acuerdo a su especifici dad inrr:unológica se dividen en 

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

Si dos o más plásmidos no pueden coexistir en el mismo hués 

.i;iued , causándose la segregación de uno de ellos , ambos p~rtenecen 

a Ul1 mismo grupo de incompatibilidad (Meynell y colº, 1968) . Los 

:plásmidos pertenecientes a un mismo grupo de incompatibilidad 

80.n sin:.ila:r·es en secuencias . de DNA , ~s decir , que se relacionan 

estrecha.'Ile:Jte (Grindley ~r col., 1973) . 

Los plásmidos iio autotransferi bles existen e:-i múltiples co

pias por cromoso!!la (replicación r elajada) ( Rownd , 1969 ) a di feren

cia de los plásmidos 2:utotransferi bles que se encuentran en una 

o dos copias por cromosoma (replicaci6n restringida), a excepci6n 

del pláemido R6K que está bajo control relajado en ~· coli (Kon

tomichalou , 1970) . 

2 .- l)~ASMIDOS EDT1~ROTOXIGENICOS . . . . ... ... . 

Las cepas enterotoxigéncias de ]. c0l~ soL una causa i mpo r 

tante de en.Cermedades diarreicas en humauos y ani!:lale~ (Dean y 
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col. , 1972 ; Sack , 1975) . Esta patogenicidad depende de su capa

cidad para colonizar la r:iu cosa intestinal (E'.rar:s y col ., 1978) y 

de la producci6n de una proteína te:r:·nwlábil de alto peso 1I.Olecu-

lar (enterotoxina ter~olátil , LT) (Sack, 1975) y/o un péptido 

termoestable de bajo peso molecular (enterotoxina termoestable, 

ST) (Jacks y Wu , 1974; L.evine y col ., 1977) . Como se mostró en 

el asa ileal de conejo , la toxina ST tiene un efecto rápido y de 

corta duración sobre la 2.CUinulación de líquido en el intestino, 

mientras que la toxina LT tiene un efee;to lento y de duración 

prolongada (Evans y col., 1973) º El mecanismo · de acción de ambas 

toxinas es diferente : la toxina LT estimula la adenil ciclasa de 

las células del epitelio intestinal (Sack, 1975) y la toxina ST 

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

Ci ertos plásmidos controlan la producción de factores de co

l·:rni;?iación y enterotox.inas (Evans y col. , 1973 ; Gyles y col., 

1974). Se demostró que algunos de estos pJásmidos enterotoxigé

nicos ~( Ent) son similares a los factores R de resistencia adro

gas ; ellos son autotransferibles (Smith y Halls , 1968) y pertene

cen al complejo de incompatibilidad F (Santos y col., 1975; So y 

col ., 1975). 

En cepas enterotoxigéni cas de E. coJ.i de orígenes huinano y 

por~ino se mos tró que los factores R controlan l a multirresis

tenci a a antibióticos (Gyles y col ., 1974; Gyles y col ., 1977 ; 

Meynell y col. , 1968; Sack , 1975) . Muchos genes de resistencil 

a antibi6ticos pueden müverse de un genoma a otro por un evento 

tr2.n0:pos.i ci.6n (Cohen , 1976 ; 
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Eedges y .Ja<:..:ot , -Lc·7 !.l ) • 
.. ./ T ' e .s :.0 Jra:;e posi b.:e que en cepas que p0.r.'ten 

ambos fact.ores Ent y R ta.2- trarisf'erencia S·S realice y se :i.'orr.:e un 

l~ni co plásr.J.ido que determine la producció'n de e~terotoxina y la 

resistencia a droga (11 cConnell y col ., 1979 ). 

IJ2. cloriación ~r:olE:cular del D'..'JA, base de la ingeniería ge~.éti -

ca , puede de:Zlnirse c0r::¡o el aislamier:to de un frag.:nento de DKA. en 

U:1i6n cov2.lente con ur. vshículo capaz de replicarse que sirve co-

m0 vecto r de clonaci6n (Hershfi eld y col . , 1974) . Este pr oceso 

implica la restricci6n de dos DNAs en secuencias especí ficas me-
diante endonucleasas (Bigger y col ., 1973; Meselson y Yuan , 1968) 

q~~ generen extremos cohesivos complementarios o afeitados que 

p:,i.cdc;n volverse a unir coYal e:r.temente con D:!A liga.sa (.Dut;aiczyk 

y col ., 1975; Lobban y Kaisei·, 1973) ~ El vector recombi.nante re

S'l.l ta.nte se introdu ce a bacterias mediante trans f~)rmación ( Berg

mans y col . , 1981 ; Cosloy y Oishi , 197 3 ). o e:1caps ·J.lándolo dentr o 

de una partí cula fágica (Hohn y Murray, 1977) . El vehí culo de 

clcnació~ debe ser re.lativamente pf;queño y d.e replicaci6n relaj a -

da; se requiere que lleve uno o m~s marcadores selectivos para per-

. + · mi ... 1 r la ide~tificaci6n de ~ransformantes y mantener el plásmido 

en la colonia babteriana; y debe contener un ~nico sitio de rom-

pimiento para una o más enzimas de restricción en regiones que 

no sean esenciales para la re~:ilicaciCn (Cov2rrubias y · cóL ~ '.' I981 ; 

Hershfi eld y col ., 197 4) . La clonación mol e·cular del DXA se ha 

ernpl 8~!llO para 1.ü es t '._¡dio de 

t <=·s (<' -n~ng \' Cr>J-. ~n i 9·7i.:. 'J ' r ~ - _, . e;. . :> .. ! ~ •. t;; - , - · ..' J 1975; t.(o-

des y c~J. ., 1975 ; r;lorr ow y col ., 1974). · 
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Con el f í n de fa.c:il i tar la puri fi caci6n y s.ná:.isis del me canisJ:o 

de acci6n de la e~terotoxina ST , So y col . (1976) clonaron la re

gi 6n de DNA que dete=mina la producci6n de esta toxina p rocedente 

de un híbrido ST : :1•SC101 con un plásmido rr:ul ti copia ColEl (Hersh

fi eld y col. , 197 4) . Aun cuando el gene de la ~oxina se amplifi

c6 por estar en un pl~ámido de replicaci6n relajada, s6lo s~ ob

serv6 un i~cremento de 3 veces eh la síntesis de la toxina. 

3. - REGULACION DE U EXPRESION GEN-:ETICA . 

La expresi6n genética se cont~ola, en parte , en el nivel de 

l a transcripci6n del DNA . La síntesis de RNA se r egula mediante 

diversos mecanismos . 

a) El complejo promotor- operador. 

Los genes estructurales determinan la organizaci6n molecular 

de las proteínas . En 1961, Jacob y Monod propusieron el modelo 

del 11 oper6:n11 para. la expresj_6n genética. · Un oper6n consis te de 

dos o más genes estructurales adyacentes y f:J.ncion2lrnente rela

ci onados , regul~dos en conjunto a travás de una regi 6n conocida 

corno el complejo promotor- operador , si_tuad.a en un extremo de la 

unidad . El sitio promotor se requiere 1Jara la irüciaci6n de la 

transcripci6n del oper6n y el locus operador es el sitJo rie ac-

ci6n de una pr~te!na repr8sor2 codificada por el gene regulador 

del o:perón. 



En~ · coli , SaJ.~one.lla tynr~i:1,u2'.'i tun y otras bacterias se identi

ficar~n vari:>$ operor:e.;; ( Ber t.r2.:..'1d y col ., 197'.J ; Kasai , 1974; l·~us s o 

y col ., 1577 ; Zurawski , ~978) , entre los cuales el ODe2:'Ón lac de - --
la degradación de ~actosa en E. coli es el de organización ~ás 

sencilla (Jacob y Monod , 1961) . El operón de la bios!ntesis . de 

la histidina en .§. . tyu~-.irnurium , que incluye 9 genes estruct urales , 

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

Los pro~otores de bacterias y bacteriófagos se pueden dividir 

en ci.os grupos . En una clase de p r omotores la secuencia de nucleó-

tidcs contiene toda la información necesaria para el enlace de la 

RNA polimerasa y la formaci ón de un complejo estable para la ini-

ciaci ón de la transcripci ón . En otros promoto res la secuencia de 

n~.i cl eótidos , y por lo tanto. la estructura del DNA , no es s uficien-

t e para permitir la formación de tal es complejos estables y re-

quiere factores proteicos adicionales . Los pro~otores dependien

tes de 3 ' 5 '- mono.fosfato de adenosirra cíclico ( AMP cíclico ) per

tenec~n a est a segunda categorí a (Taniguct i y col ., 1979). 

b) Señales de ini ciación y terminación de la trans cripción. 

U!la variedad de señales situadas en el DNA regulan la s í ntesis 

de RNP_ ;;¡ensaj ero ; algunas determinan si ti os de ini ciaci6n y otras , 

sitios d.e terminaci6n para la RtrA polilTle rasa . El control de la 

transcripci ón se lleva a cabo po r la nudulacj.Ón de la e:ficiencia 
• *· 

con la cual la enzima puede reconocer e interactuar con es tos si -

tics ( Ron enberg y Court , 1979) . 

7 
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Una de las secuencias especí ficas del sitio pro .. :·,otor reconocí-

cias por la Ri\'A poliraerasa fro bablemerrte sea 1.)na r eg.:.6n al ta:-rier.t e 

c·ol1servadc. c::i~ocid.a como caja d.e ?ri b10Y.< o r:;;g:;._ón - 10 . Pribnow 

(1975b), cu2~do 2~tablecia 12 secuencia de nucle6 t idos de pr omo -

tores del colifago T? , localiz6 una regi6n característica de 7 

nucle6tidos de longi tud 

TAT?uATPu (Pu = pu!'ina) 

e~ l a 3ecuencia del promotor cerca del sitio de iniciaci6n de la 

t :~anscripci6n. Ija mayoría de los si tics pro:notores hasta ahora 

c~nocidos en los diferentes colifagos y en el crornosoca de ~ · 

coli conti enen una secuencia heptanucleotídica con un grado muy 

a lto de homologí a a la es~ructura de arriba en la misma posici6n, 

o sea , precediendo al sitio de iniciaci6n por 4 6 5 nucle6tidos. 

Esta región especí fica fo;.-ma. ·parte del si t i ::> de enlace ·de la 

RHA polimerasa ( Rezni koff y Abel son , 1978 ). 

La comparaci6n de las secuencias de diferentes pro~otores re-

vel6 otra regi6n al tai'Tiente consei·vada localizada a l rededor de 35 

nucle6tidos ante3 del sitio de iniciaci 6n y que se conoce como 

la ~egi6n - 35 ( Rezni koff y Abelso~ , 1978) . 

En 1974 , Chámbe:rlin propuso un inod e J_o para la iniciaci6n de 

l a trans crip ci6n . Propone que después de una e tapa ini cial·,.d:e· 

in t2racci ones no esr)e cí f i cas , ·la P..NA ~.::oJ .i:::e1·a3a re cono ce un sitio 

promotor ,y se enlaza a é..l fo r ma!.1.cio un com_pl e jo li bre pero es pe c!-

12. r egi ór1 - ::55 . C0!r::plej O 

se cono ce como 11 cor,1plejo ce.:::TB.do " (Ciiarnber:lin, 1974 ) o " c:omplejo 

de reconoci:nier~ to " (Pri br~ow , 197~~a) . lJOr ape:ctura .de 



unos cuantos pares ::le .ba'=>es , la enzima ha.e~ contacto con las ta-

se-

CU<::Ecia de ini'orme.ción enccr,tra.da en 13. región - 10; entonces la 

polimerización de nucleótidos puede comenzar. 

La tenninación de la transcri pción tq.rnbién ocurre en si tíos 

específicos , aunque la especificidad no es tan estricta en esta 

etapa como en la iniciaci5n. Un mecanismo regulador muy intere

sante basado en u.:'.la se-ñal de terminación en un sitio desusual 

fue descubierto en el oper6n de triptófano (trp) por Bertrand y 

sus colaboradores (1975) . Cuando determinaban la secuencia del 

RNA mensajero de este operón , ellos encontraron que , como ta:n-

uién ocurre en muchos otros RNAs mensajeros , una larga secuencia 

no t1·adu.cida precede al frimer cistr 6n el cual codifica para el 

p )lipéptido trli E, la pri:!1era proteírw. del operón trp . La se-

caencia no traducida de 162 nucleótidos de longitud, llamada 

" secuencia lícier11 , contiene una señal de terminación ••• CUUUUUUUU , 

alrededor de 30 nucleótidos antes del inicio del gene trE E 

(Bronson y col. , 1973). 

!ia preseúcia de esta se ii.al de teri:,~1:aci6n , lla.i1~a.j_a Patenuador", 

se estableci6 en e3tudL~s posteriores sobre las sec:J.c .:.~ cias de nu-

cleótidos de las regi ·,n1es de control del operón trp en DNAs de E . 

coli y.§.. _!y_p_hj.rr:.urium ( Lee y Yanofsky, 1977) . En experimentos 

la traL=: cripci6 n del oper·én .iEl2 ce2a. 12.n. e:ste si tio,. 
'· 

~ .... t ··e;.; J de t..,?::'tr! .L n:~c_i 6n y· continúan tr~.ms cri bi.e.ndo. ·~.:;¡ 8. ;:-_; -"La .. : v .. ,_ El ·aten u a-
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si6r; de loE genes del oper6n 1!:2· · El nivel de trip~~6fano en la 

célula afecta su funci6n . Los genes se expresan si el nivel del 

b~ -i o (:4 ~·.1.·,t"'"'' "' ·r ~(,Í .L- ~-- ..:... G.. J.. -. ~ j 

1976) . Hay inclicac.ic.i n-es de qu2 los atenaadores pueden controlar 

tarr1bién la producción de R~iA me1:sajero en otros genomas (Rosen-

berg y Court , 1979) . Estructuras similares se detectaron en los 

operones de fenilalanina e histidina (Barnes , 1978; Di No cera y 

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

e) RepresiCn catab6lica. 

10 

La presencia de glucosa en el medio de cultivo inhibe la s í nte-

sis de enzimas catab6li cos induci bles en ]; . coli (Pastan y Adhya , 

1976). Magasanik (1961) llamó a este fen6meno represi6n catabó-

li ca . Tia glucosa disminu.ye la concentración ir.trz. celular del AMP 

cíclico ( A~Pc ) (Mackman y Sutharland , 1965). La adici6n al medio 

de cul tiv0 de Al'1Pc exóg2.rro revierte la represión catabólica cau-

sada por la glucosa en los sistemas enzimáticos ( De Crombrugghe 

y col ., 1969; Perlman y Pastan, 1968) . Esto a causa de que el 

AMPc enlazado a la proteína r-eceptora del ANPc (CRP) es necesario 

para la iniciaci6n de la transci:i p ci6n ( ?a.stan y Adhya , · 197ó ; Ri -

ckerhpra i9·7A·) La adenil ciclasa catal iza l a conversi6n de .,,. _ __ ;..., ,-:;., , _._ 1 . 

ATP u AJvlP c . 

La síntesis de la cloranfenicol acetil transfarasa, un sistema 

constitutivo , está bajo el control del A~Pc, aunque no de manera 

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

i· , ....... , ... ,,.; ·• ·.: .~ : t""· -, C¡'( l ) 
i 1 (J ..:. \ I J ' .. ~ u J _ _. ~,. .L. ! .k t ... _. . !. e 



11 

Dos clases de mutantes se aislaron , las cuales presentan una 

i:::fi c i E:n c:ia pl eiot:r:Óplca en la f,2n:. entaci6r.:. de diferer.i.tes ca.rbo-

Li.d r c;,t·).:: ; rrn.~tantes con u.na é.der:il c.i..clas 2 defE:ctuos.r; ( cya ) y cuyo 

ruan y co~. , 1373; Perlman y Pastan , 1969) , y m~tant es carentes de 

la proteína rece~tora de ~ las cuales sobreproducen 

J);l Pc y cuyo fer~:::.tipo no 2e afecta por la adici6n. d8 JuY;Pc ex6geno 

(S a bourin y :Beckwi th , 1975). 

El cor. trol la 

alguLas ~¡oc~ones dtter~i nadas por plás~idos , t~les como la s ! n-

tesis de coli cina El y de ::.. os compone:nt es pr-otei ces del C0iiipl ej o 

rle r,,, 1 --ia ci·,..{ ..... de1 
•. ~.L~J - i ! J. f actor GolE.l (Katz y col. j 197 3), el es table-

cimiento de la lisogenia en. bacteri6.fagos como l3.!nbda en ~· coli 

y P22 en S . tv-o :.ü~:.v.rium ( :}rcdzick er y col . , 1971; Hong y col ., 

l .~,-· ., 

-'- : J (l. ; Yokota y Ks.sug2. , lactosa 

{ ,.,lll• ·~ o .. TTl' l •·i -·· 1 \ \ ·¡ ;;¡ .Y u . . ; J,d,1 ' Y r :, -::- ·,,1..,,u·~ y,_,_ ._.::i ~1· v31:-e- t.::i 1 ..., ~1"' ,-.... 0 s;s de ... , . t , 0 u ._ c-..... _ ... . dv c , ... ... u · " .d. ""', ...a... o. .:J . ... ~ _ .... . 

pili tipo I d e un f actor sexual Cie3rep:i..'iJüG.o en E . coli ( Ha rwood 

y Meynell , 1975 ) ~ 

4. - REPRESION C • .;.TABOLIC .A. DE 1.h ACTIVLJ~~~ ::9.B TOXI NA ST . 

( Duncan y Cho, 1972 ) y las t:útoroto A.L!c.J A, B y C de es tafilo ~o ;:-

cos ( Jarvis y Lawrcnc0 , 1975), la. est r ep toli3i na S de Stre otc20-



Peterson , 1976) , pero existe poca evi~encia sobre el podibie pa

pel del AMP c en el pr~ c e so reg~lador. 

;,.1deret e y Ho ber-tson ( 1977) s"Ugi :!'.·i e ron que la s í ntesis de la 

ent ero toxina ST de ~ · coli de orig en porcino se encuentra bajo el 

control de la represi6n catab6lica; ellos encontraron que la glu-

cosa reprimía la síntesis de la exotoxina en ruedio .L'i co o defini-

do . La adici ón a.e Al'IJ.Pc a estos cultivos revertía el efecto . 
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Stieglitz y col . , en 1980 , aislaron un plásmido de 80 megadal

t:n1es (Hd ) ( pYKOO? ) que determina la producción de una enterotoxi -

na ST ligada a la resistencia a ~1picilina de una cepa de ~ · coli 

de origen humano aislada duran.t e un estudio epidemiológico sobre 

la stiologí a de la diarrea . Mart!nez Cadena y col ., en 1981 , re

portaron que la expr esión de la a ctividad de la tvxina ST codifi

cada po r el plásmido pYK007 es dependi ente de A1'1Pc en un2. mutante 

cya . Observaror1 un i~cremento de 100 veces en la a ctivi 0:'.lad ST 

cuando crecieron la cepa CA8306( pYK007 )( cva) en la preoencia de 

AMPc . Ninguna act.i vid ad se detect6 . en mutantes .EfE o 2..'l.E: ~ en 

la pres encia de AMP c . Además , de;nos trar on que el efecto del com

plejo AMPc-C RP nó es cau.3ado pJr un:i ;nodi fi ca~i 6n del rrSme:r-o de 
. . 

CO,t)i as de DNA plásmido por equi va.lc:ita ero .. osó:r.i co , ya que la di-

f ere:icia e~t:re la cepa silvestre y la muta:-. te 22?: fi: 2 :ne~i.O L' d e 2 

~re (;.~s . Tal éL~cto tampo co 3e de be a ur.a al t'31·aci ón 2n la 3e ere-

ci6n de una enterotoxina intr2c2lular activa , ya que n~ encen tra-

-r:-o:r1 :-ür.gu~'. éJ. acti vi Jad ST en e .x-ti~a. cto.3 ::; ó.ni co s d 2 las c2pas 

CA8306 (pYK007 ) ( cya ) y CA8445 (pYK007) ( cy_a cr32). 



Con el prop6sito de analizar la regul ación de la síntesis de 

la enterotoxina.ST de ]. coli , Ku.persztoch y col . (comuni cación 

pe:!'sonal ) clonaron la región ST del plás:nido pYK007 en el vehícu

lo p13R328 (Covarrubias y col ., 1981) . Pa:-a ello H. Stieglitz · 

trató c0n enzima de restricción Pst 1 al pYK007 , unió los Srag

mentos can el vector de clonación pBR328 , transfor~ó los plásmi

dos recombinantes resultantes a·E. coli e investigó producción 

de toxina entre las bacterias resistentes a tet::L·aci clina (Ter) ; 

c0nstruyendo así el plásmido pYKlOl (ST+ Ter) de 16 . 9 kilopares 

de bases (kpb) . Posteriormente , L. Cervantes localizó en la re

gión S T del pYKlOl un si ti.o adi ci.onal susceptible a Ps t 1 , hizo 

esta restricción y obtuvo el pYK102. (ST+ Ter) de 15 . 9 kpb; re

dujo aJn más el fragmento al eliminar la · región EcoRl- EcoRl del 

pYK102 por restricción y aislar el .mi niplásmido pYK103 (ST+ Ter) 

de 10 . 1 kpb (Esquema l) . El plásmido pYK103 hizo a las bacte-

. rias que lo portaban hire rp roductoras de la toYina, presentán

dose ·un incremento de hasta 10 veces en relación a pYK102.. El 

objetivo del presente trabajo fue determinar l a dependencia por 

el complejo AMPc":""CRP de la actividad ST codifi cada. por los plás

midos pYK102 y pYK103 , observando el efecto de mutantes defi

cientes en repiesión catabólica sobre dicha actividad , con el 

fín de inferi r si la riiperproducci6n de la toxina especificada 

por el pl ásrnido pYK103 era causada p~r una alteraci6n del sitio 

de interacci6n promoto r - 01_,erador del ger1e ST . 
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pYK103 

Al digerir con endonucleasa de restricci6n Pst 1 a l plásmido 

pYKOO? (Apr ST+), ~nir cada fragmento co n el vector de clonaci6n 

pER328 de 4 º 9 kp b , tra.r~s i'orn;ai· los plásm.ici·:.s :!'e corn bj_ nantes r e

sultant es a ~ - _s;oli e invr:?st i gar las cél1..ilaa transformar .. tes r e

sistentes a tetraci clin~ ( Ter) para producci6n de toxina , Heath~r 
St i egl itz clon6 la regi 6n qu e determi ni la s í ntesis de la toxina 

ST_, contruyendo el pYKlOl. de 16 . 9 kpb ( 11 . 2 Md ). ?os terio!:'Illente . 

Lourdes Cerv&ntes eLcontr6 que la regi6n ST de pYKlOl pJsee un 

s itio a.d~.cional sw::ceptit.le a l'st 1, :L i::-~ o esta. :re3tricci6n y ob

tuvo el pY[l02 de 15 . 9 kpb (10, 6 Md ); =edujo adn w~s el fragmento 

al trc.~"t.a:!..· a~ ri~\.102 con el enzim8. :C~coftl y cc1r::::; truir el m niplásmi -

do pYK103 de 10 . 1 kpb ( 6 . 73 Md). 



II .- MATERIAL Y METODOS . 

Se utilizaron las siguientes cepas de E. coli : J54 (Sti eglitz 

y col . , 1980) con requerimientos de prolina y metionina y resis

tente al ácido nalidí xico (50 mg/ l); GJ.131 con requerimientos de 

tr~.;onina , leucina , his.tidina y tiarüna, def].ciente en la ferrnen-

t:;ción de lactosa y gal2.ctosa.; RRl con requeri::nie::.·1tos de l eucina, 
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;T'O::i.ina y tia.mina; C.A.8000 HfrH (Brick:r1an y col ., 1973) ~ue requie

re ti amina ( Tbi - ) ; CA8306 HfrH (Bricxn1an y ccl., 1973) Thi-, de-

ficiente en la fermentaci6n de maltosa (Mal-) y con una adenil 

el clasa defectuo3a ( Cya-) ; CA8445 Hf:r:H (S abourin y Eeckwi th , 1975) 

'l~~i-, Mal-, Cya- y carente de la proteína receptora del AMP cícli -

e:, (Grp~ ) ; y JZ8307 HfrH (Martí nez CéHlena y 801., 1981) rT'l ... -
.L I'..l. ' 

Mal y C:r:p • El Lr . Jacob:J Ku,;;:iorszt:>ch sur:üriistró aznablemente 

todas las cepas . 

Se uti lizaron los siguier:tes 1)lásm.:!.dos 1ue determ:.nan la pro-

ducci6n de la toxina ST y confieren resistencia a t etraciclina 

(25 mg/ l ) obtenidos por · Kuperszto~h y co~ . . ( c~municaci6n perso-

~a·1) a'·· x·-., - +""' l.:, ,... \,.l ..:...&.. ~! V 1._-, 
1 ,. "'·-=> .. 1· .(r · :r.' ~ >l ... ¡ -~ ,~..,, .: c.-¡r. nVK"'J 1 7 • _._a ~ v ~~,· l · - ...;-L .... · .... -.. _¡J _.__ .;.......).1. .• .1...L ... ._. l - ·),.\ ·.._, • 

~y"'l '\ ') ( l " 6 ' " ' ' ~ . d p .!\. lJ._ ~v. dÜ } uer1 va o de ·nVK1•01 "'O"' ,,_ ,i· r~~ r. ., c -il'~..., c·l"' p~-. _+':;::<=>g-.t. ........ .. __ _:.J ~ c...l , _ .. _L ...... ..._ ·- -~l.i .V • "'"l.:. ~r ~ 

meato por r estricci6n con enzima Pst l y pYK103 ( 6 . 73 Md) deri-

·vado de pYK102 po r eliminación del fragmento Ec1).'.1l- Ec0Rl (Int ro-

ct·J.cci6n , Esquema 1). 



2 • - r.J~DI 03 DE CULTIVO . 

Para el aisla~iento de los plásmidos las cepas se desarrolla

ron en medio o í nir:io M9ª suplementad-o. con casa11inoácidos (Di.feo) 

(5 g/l) , glucosa (Z g/ l ) y tetraciclina (Calbiochern) (10 mg/l) . 

En los experimentos de trar..sformaci6n se empleó el medio L. Para 

la determinación de los n ivel es de toxina se uti l i zó el medio T. 

Los medio s ólidos se preparar9n añadiendo agar (15 g/l). 

La s elección de eX:tra.nsfo.:ma.-rites se r ealizó sobre cajas de 

medio L suplementado con tet raciclina (Z5 mg/l). La respues ta 

fenotípica de l as cepas CA8000 , CA8306 , CA8445 y JK8307 a la fer

mentación de maltosa se estudió en medio MacConkey ( Difco) suple

mentado co n mal tosa (10 g /l) y AMP cíclico (Sigma) (1 g/l) . 

3 . - AISLA.i.TVIIENTO DE DNA DE PLASMIDOS . 

a) Preparación de lisados claros . 

Para la preparación de l isados claros se utilizó el método de 

Clewell (1972) modificado . Las centrifugaciones se realizaron e n 
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una So!'vall RC- 5B ( Du Pont Instruments ) eon el rotor SS34 . Cul ti

vos desar r ollados durante l a noche de las cepas (Glll3l( pYKlOZ) y 

RRl (pYK103)) a 37ºc en medio M9 con caaaminoácidos , glucosa y te-

taci clina fueron diluidos l:lQO en el mi smo medio y se incubaran_ 

a 37ºc con agitaci6n hasta alcanzar una densidad 6ptica de 100 

·:..midades Klett ( U,,Ko ), con el fil tro verde., r .:;s pués se les 2~1~ ?.. -. ". 

4 ; o< c~ o Y";'ln.t' ,., ~ ; co, f C·· l h3· ""f"' i¡ ·- ·~) ( '')QO m ·· /1 !" r .• ~ . ... c:c..~,1~ ...... -·~-' r.~i· uh_i f . .; •. r:a. l._) '·' U ..._ .J_ .:.. <:...,.l. ~ü-'• . .L \ ;~~.-'-' . V "• <;,;. , .¡ f-· ~ t::-, ' -• . · - . • H J 

ªLa c~~posici6n de les medios de · cultivo Y. s~lucions s se d e scri -
- ., ~ . '- -- d _. C "' De ;:;;11 8} .. c.il.J c ll· l ~. ~ 
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se continu6 la incubaci6n por 18 horas más . Cada culti vo se cen

trifug6 a 10, OOQ rpm por 5 nin a 4ºc y se láv6 ? veces CJn 10 ml 

de ~Jortiguador TESº La pástilla celu:ar se resuspendi6 en ~ ml 

ae sacaI·osa 0 . 2..5 J\1 en ·rr is 0 º 05 M, pH B. O, fría . Se añadió 0 . 4 ml 

de lisozir.ia (Sigma) (5 g/ l en Tri s o . 2.5 M ~ pH 8 . 0) , se mezcl6 e 

incub6 por 5 min a oºc. Posterior~ente se agreg6 0 . 8 ml de 

á cido etilendia'11ino t etracéti co di·s6di co ( Na2EDTA ) O. 25 M, pH B. O, 

continuando la incubac:i 6n por otros 5 min . Desp1.:és se añadier on 

3. 2 ml de mezcla lítica con sar kos i l y se continuS la incubaci6n 

hasta que la suspensi6n se a clar6 y se hizo viscosp. º La separa

·c.-L ón de la mayor parte del Dl\'A crorp.osómico se realiz6 po r centri -

fugaci6n a 18 , 000 rpm por 2.0 oin a 4ºc . 

ñ) Gradientes de CsCl- bromuro de etidio . 

De los lisados claros se prepararon gradientes de CsCl- br omu

ro de etidio ( Kupersztoch y col ., 1974). El volumen de cada .li

sado se llev6 a 7 ml con TES y se transfiri6 a un t u bo de po l ia

lómero ( previamente hervi do por 5 min en TES ) propio para el ro 

tor Beckman Ti 50 ," el cual con-~enía - 7 . 0ó g de CsCl (A:nalar) ; se 

disolvi6 la sal y se aft~di6 0 . 6 ml de bromuro de etidio (Calbio

chern) ( 5 g/ l en agua ) m~zclando por inversi6n . De~pués se colo~6 

la tapa al tubo y se llen6 la cái11ara de- aire con nujol . La cen

trifugación se r ealiz6 a 40 , 000 rpm por 36 h a 15°C en una Beck-

man ;·tiod. L5- 50 . 

Después de la centrifugaci6n se i lu11ün6 el tubo con luz ul 

travioleta y se colect6 l a banda del plás~ido perforando el f ondo 

del tubo con Uila aeujao 
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c) Concentración de la solución del LÑA. 

El bromuro dé etidio de la fracci6n col0ctadá del gradiente 

se extrajo d.e la siguiente manera : se mezclaron un volumen de una 

solución saturada de isopropanol-CsCl (Sebring y col . , 1971) y un 

volumen de la solución de_ DNA, se permitió que las fases se se

pararan y se removi6 la alcahólica; esto se repitió 3 veces . A 

continuación se añadieron 2.. vollil1enes de a:nor·tiguador TES y o. 3 

volumen de acetato de sodio 3 M, pH 6º0. Después se agregaron 

6 volúmenes de etanol absoluto a -20°c . Se congel6 durante ·1a 

noche y se centrifugó a 10, 000 rpm por 30 min a 4ºC . El DNA se 

resuspendió por pipeteo en amortiguador TE. 

4.- TR.ANSFORMACION. 

Cultivos desarrol lados 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 .agitaci6n a 37°C hasta alcanzar una densidad 

óptica ue 35 U.K. con el filtro verde . Cada cul tivo se enfrió 

a oºc por 15 min y luego se centrifugó a 10 , 000 rpm por 5 min a 

4°c. Las célQlas se lavaron una vez con 50 ~l de MgCl 0.1 M y 

la pastilla celular se resuspendi6 en 25 m: de CaC12.. Ool M. La 

suspensión· celul ar se iftcubó por 20 min a oºc; s e centrifugó a 

10, 000 rpm por 5 min a 4ºc y la pastilla s e resuspendió en 2.o5 

de CaC12- O"l Mo Se añadi ó el DNA en soll.~CiÓn .;oncentrada y la 

rae zcla se incuo6 a oº('\ 
V por 30 miri seguida por 2 min a t~2.ºC º 

ml 

Posterior:nente J.a. mezcl a de tran3formé:.ci)n se diluy6 1 :10 en me·-

dio L a, 37ºc y se incubó por 90 min a 37ºc con agitación.. Se 

inocularon ca j as de :r1edio ):¡ suplerne.'.ltad·J Cú~1 tetracj.clina ( 2.5 -mg/l) 
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con 0 . 1 rnl de diferentes diluciones del cultivo . Las cajas se in
o 

c~baron por 24 h a 37 C. Va~i as colonias crecidas en el medio de 

selecci6n se puri ficaron estriándolas en el mismo medio . 

5 . - .DE·:rECCIOK D:S PLASHIDOS . 

a) Extracci6n del DNA . 

Se emple6 el método descrito por Stieglitz y ~olº (1980) . 

Todas las centrifugo.cionEs se realiza:ron en urna microcentr!fuga 

Eppendorf ( aprox. 12 , 000 rpm). Porciones de 3 ml de cul tivo de 

las cepas desarrollados en caldo L suplementado con tetraciclina 

( 10 mg/l) durante la noche a 37ºc se centrifuga.ron por 2. min. 

Se 01imin6 el sobrenadante y el paquete celul ar se resu.spcndió 

en 75 pl de Tr is 200 mM , P~ 8 . 0 ; se . añadieron 75 p.l de sacarosa. 

1 M er1 T:r.is·-HCl 2.00 Il'JVI , pH 8 . 0 , f:r·í a , l. p.l de Na2.EDTA 100 mM , 

pH 7 . 6, 1 02.pl de una soluci6n de lisozima. (5 g/l en agua) y 

150 Jll de agua y s e i ncub6 a ter;'lper~tura aJ;}biente por 30 min . 

Despu~s se agregaron 60 µl de mezcla l ítica de Boyer , se mezcló 

por i nversi6n repetida y se incubé a oºc por 15 min o hasta que 

la soluci6n se volvi6 clara y ligeramente viscosa. Al lisado 

se le afiadieron 1 20 p.l de agua, 45 pl de N2Cl 5 M y 84 pl de pro

nasa (C2.lbiochem) (5 g / l ~n TES, predigerida por 15 min a 37°C) 

y se incub6 por 15 min a 37ºc. Posterior::1ente s e realiz6 u.na ex-

tracci6n por inmersi6n durante 15 min con una mezcla de un volu-

men de fenol y 0.5 volumen de clcrofor:mo. Las fases se separa-

:con por cent:.-:-ifugaci.6n por 5 nin ; 
.. ' 

la f'::1s 0 ·acuos a s e extra j o Li_-· 

bre de fcnol con ét r~r 0i"etflico y en.ton.r.!eS se 2.,jus t6 a pH l ~?. . 2 

con NaOH :,) M y se i n c~1 bó por 30 r:; in a 37 ° C ;· después ~~e n¿;.¡ trali z6 
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con Tr·i s - ECl 2. M. Ir.::.:::edi atarriente se agr·e,:;:-ó un gramo de r,.itrocelu-

losa (Comercial Mexicana de Pinturas, S . A. ) por rnl de ·saluci 6n 

y se f:i8z cl6 por inv2rsi ó.:" dur2.nts 15 oin. La ni trocel ül osa s·e : ~· 

re;ncvió por centrifug2siCn poi· 3 min y el I:EJ, fue pre ci oi tado con -- - . ~ 

Ool volu.Den de acetato de sodi'.) 3 M, pH ó.O y 2. volúmenes de eta

nol absoluto . La soluci6n fue i ncubada a -2oºc durante la noche. 

Se obtuvo el precipitado por centrifugación por 2 mi n y se lavó 

una vez con 2.00 pl de acetona. Después de drenar y secar la pa

red i~terior del t ubo , l a pastilla se resuspendi6 en 50 pl de 

a~ortiguador TE. 

b) Electroforesis. 

La electroforesis ·se realizó en geles de agarosa ( Bio- Rad ) al 

O. 7% en placa . La agar osa fue disuelta en ai.11ortiguador Tris- bo-

r ato , CD.lentando sin que ebullera. Se en.fr.i.6 en .J.gua corriente 

hasta alrededor de 50°C y se a~licó en el espacio exi stente entr e 

l os vidrios de la cánara vertical , previamente sellada con agaro-

sa al 1%º Inmediatamente se coloc6 el peine y la cámara se dej6 

a la temperatura del a.~biente hasta aue la ágarosa gelific6. 

Después se agreg6 2.::i.oi-ti guador Tris- borat o a l r e cipi ente superior 

del di spositivo hasta que el l íquido cubr i 0 e l. 8~{tremo superior 

del gel ; se retir6 el peine . En cada C<::.rril se aplicaron 15 pl 

de ~-lna alícuota de Dl~A con 3 y.l de una solución coloran~te; .. se 'co

rrieron a 125 V, a voltaje cons t ante con una fuent e de ener gía 

~fod. 493 ( I n:3trumentatio:n Special ti e s , Co . ), y,or 2 h o has ta que 

el c 1) J.o rant e l ·leg6 al .I:':; Y1 dO del g el . .De s11ués el ·ee1 se col o có 

en un a soluci6n de . ·oro!r.uro de etidio (o . 4 m¿~/l) p~r 15 min ; en 



seguida se observ6 so eré un transilu..-:iin=..dor de luz ultravioleta 

de onda larga, Moáelo LJ- 8 (La ._Tallé. Scie; :t.:..fi c , Co . ) . 

6 . - ~P3CTO DEL AMPc SOERE LA ACTIVIBA.:D ST . 

El efecto del AMPc · sotre la acti vida.d ST se estudió ernple2.n

do el método descrito por Miller ( 197 2) .modificado por Martí nez 

Cadena y col . (1981 ) º Las cepas se desarr·ollaron durante la no

che a 37°c en medio T suplementado con tetraciclina (10 ffig/ l ). 

Lo s cultivos fueron diluidos 1 : 50 en el mismo medio y se creci e

ron hasta alcanzar una densid2.d 6ptica de 1.0 en 620 nm . Enton

ces cada cultivo se dividi6 en dos fracciones i gu2lee y a una de 

ellas se le agregó AMPc ( concentraci6n ftnal , 3mM) . Se continu6 

la incubación por una ho ra m~s ; se centri.fugaron los cultivos a 

10 , 000 rpn por 5 min a 4°c y se obtuvieron los sobrenadantes 

para determinar actividQd toxigéni ca. 

7 .- DETERM!NACIOK DE LA ACTIVTCAD ST . 

En el ensayo de ia· toxina se utilizó el método de Dean y col . 

(1972 ) rncdifi cado por Martí nez Cadena y col . (1981) ernpleándo.se 

4 rato~es albinos lactantes por muestra . Estos ratones se ino

cularen intragástricamente con O. J_ ml de cultivo celular filtrado 

con'teni endo 50 p l / ml de una solución de azul de Ev~ns (.¡·J!e-rek ) ·al 

2%; 4 h después de la inoculació~ , los ratones se expusier~ti a 

vapores de c:!_oroforno g Después de muer to s , de cada grupo de 4 

raton3s , los intestinos fue roE extraiá.os , reunidos y p es:ado s . 

El resto de los cuerpos se pes6 y se deten~in6 la relaci6n entre 

el p·::;so deJ_ j_ ntentino y el peso corporal :-:10 ~ ~os .?. l int estino . 

2-1 



Los animales sin colorante en el intestino o con · colorante den

t ro de la .cavidad peri toneal se descartaron . La a ctividad de 

toxina es reportada cono el recíproco de l a diluci6n que dio 

una relaci6n de peso del intestino a peso corporal mayor o igual . 

que 0 . 090. Como control negatiyo se emple6 la cepa J54 y como 

control positivo la cepa J54(pYK007) ; los valores promedios y 

sus des.viaciones estándares de dos experimentos diferentes para 

estas cepas f ueron, respectivamente , 0 . 0564 ± 0 . 0021 y 001064 

+ 000022 . 

• • • fl' 
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HEDIJS DE CULTI VO . 

1-~edio mí nimo M9 : 

l'U1
4

Cl 

l~a2HPO 4 
KH P0

4 2: 

NaCl 

MgSO 
4

-> 7H
2

0 

Agua destilada 

i·fodi o m . _,_ . 

1 . 00 g. 

6 . 00 g 

3.00 g 

5 . 00 ·g 

0 . 13 g 

1 000 rnl 

cas ai11i no á cido s. ( Dif co) 

extracto de levadura 

NaCl 

KH2Po
4 

solución de sales 

ag11a des t.i.la.da. 

20 000 

6000 

2 .. 50 

8071 

l 

1 000 

Disolver y ajustar a . pH 8 . 5. 

e; 
= 

g 

g 

g 

ml 

r::l 
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Medio L: 

tr.iptona ( Di f co ) 10º0 g 

c.:r:tracto de levadura 
(Difco) - '"'\ :::> . 1.., g 

NaCl 0 . 5 g 

agua destilada 1 000 ml 

Disolver y ajuatar a pH 7. 0 . 
con NaOH 1 M. 

Soluci6n de sal es.: 

··1 so i .g 4 ) .O g 

.MnC12 0 . 5 g 

Fec13 0 . 5 g 

H2~04 1 mN 100 ml 



MedL:, de f•lac Conkey (Di1'co) : 

Pe1;tona de gelatina 

Mezcla de peptonas 

Mezcla de sales biliares 

NaCl 

Agar 

Rojo ·neutro 

Cristal violeta 

17. 0 e 
c.:i 

3o0 g 

1. 5 g 

-5 o0 g 

13 . 5 g 

0 . 030 g 

0 . 001 g 

p~1 final 7 . 1 aproximada.mente 

Método de p reparaci6n: 

88 suspenden 50 g del medio deshidratado en un lit:ro d e agua des-

tilada. I·Jie zcle_ bien hast3. que se obtenga. una suspen.si6n uniforme . 

Se calienta suavemente agitando frecuentemen te y se hierve durante 

un :ninuto . E3ter.i.ce en a·~_toclave a 121°c (15 libras de pre3i6n) . 

durante 15 minutos . El medio estéril fundido se «m fría a 45ºc , 

colocándo lo en cajas , con 20 ml a;iroxi;!1a:lame::i.te e:1 ca.da un.a . Dé-

SOJ;UCIONES : 

A~ortiguador TFS: 
(Concent.ra ci6n 

finei.l ) 

NaCl 

fü.:l
2

EDTA 

Tris 

0 . 050 M 

0.050 11 

·agua destilada 

2o 92. 

1 . 46 

ó . 05 

l 000 

Disolver y ájustar a ~H 8 . 0 . 

g 

'"' ó 

g 

ml 

Ar1Drtiguado r T:cis 1 M, pH 8 . 0 : 

T:cis HCl 88 . 8 g 

T:riis~a 1-·\~ :.. ... "-;) 
vr_..~ .J ,.,, 53 . 0 g 

Di :301 ver c0n un · 1i tro de agua .... ,.. . . 

bidesti:adaº Checar el pH. 
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sarko3il al 10% 

11" v l)T ll ~a2...:.. -· 0.25 M, pH 8 . 0 

Tris l .M , pH 8 .0 

agua destilad~ 

HE.~zcla lÍti C2. de I3oyer : 

'.f ri t6n X- 100 al 10% 

Na EDTA 2: Oo25 M, pH B.O 

Tris l M .. , pH 800 

agua destilada 

3 :Ttl 

75 ml 

15 rol 

7 ml 

3 ml 

75 w.l 

15 ml 

7 ml 

Am•:;:::·t.:'._~ ·~:::.¿o r TE: 

Na EDTA 
2. 

Tris 

( C~;nc . 
fina~. ) 

1 mN 

10 mM 

agua destilada 

ºº 372.. g 

lo 211 g 

1 000 ml 

Dis::> lver y ajustar a pH 8.0. 

A.mortigu3Jor Tris - borato : 
(con c. 
final ) 

Tris bas e 89,0 mM 10 .$0 g 

Na2EDTA 2...5 mM 0.93 g 

ácido b6ri co 8 . 9 mM 0 . 55 g 

Solución saturada de iscpr0panol: Soluci ón cclo.rante US8.da 

TFS 

d.Lsolvar y agregar 

isopropanol 

l0 . 65 g 

12 .• 30 ml 

15 . 00 ml 

Mezclar la interfase y ·permitir-

les separars e. 

Abreviaturas : 

en e l e ct:ro foresis : 

azul de bro:no f enol 0 .07 

SDS 7 . 00 

·gli cerol 33. 00 

agu~ des tila.da 67 . 00 

EDTA = ~cido etilendi~nino tetrac~tico . .. .. .. , . . 

SDS = sulfato dodecil de sodio 

Tris = tr.is(hidrox.imetil)amir.ometano 

25 

g 

g 

rol 

ml 
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III .- P3SULTADOS . 

De las cepas CA8000 , CA8306 , CA8445 y JK8307 transformadas con 

DNA de los plásmidos pYK102 y pYK103 se obtuvieron célul2s con 

resistencia a tetraciclina (25 mg/l) la -cual es conferida por ta~ 

les plásrnidos . Las cepas originales no presentan resistencia a 

este antibi6ti co (Cuadro 1) . 

2º - DET ;~RJ·UNACION DEJJ FENOTIPO DE I)AS CEPAS EXTRANSFORMANTES . 

Las cepas extrans fox-rnantes crecieron en medio m:(nimo suple

n:1entado con tetraciclina , pero no las cepas originales.. Las ce

pas CA8306(pYK102) y CA8 3J6(pYK103) carentes de adenil ciclasa 

solo fermentaron la mal tosa en presen<>ia de AI1P cíclico y las 

cepas carentes de CRP no lo l-:i ci e ron aún en la presencia del nu

cl eótido (Cuadro 1) . 

3.- DETERMINACION DE LA PR.23.BNCIA FISICA DE LOS rLASl'1IDOS . 

En los resultados obtenidos se nota l a presencia de plásmi

dos de i gual movilidad electroforéti ca p a.::-a cada grupo de ext rans

f ormantes (con pYK102 y ~on pYK103), no· presente::> en la cepa con

trol CA8000. En los carri les correspondientes a las cepas ex

trans fonnant es pYK102 se observan las bandas correspondi entes al 

monó::<ero rrnp eJ.:·enr8lJ_ado ( P º E . = 10 . 6 Ed ) "':'/ é'il ; ::or~Ó~i:ero :.:::i:c cu1;::.r 

a bi e rto (mca- 2); en los carriles de l ~~ cspas c0h pYXl O; ac no- · 

t::rn los m.or!6meros superenrollado (P . .M . = 6 . 13 Nd ) y ci.r-c..:ular 
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CUADRO l .- :PEIWTIPO DE LAS CEPAS EXTRA:~.:3FORM.Ai'~TES EN LOS DI FEREN-

TES MEDIOS . 

CEPA 1·1EDIO f1EDIO Vi..!.C- CONKEY I-íAC- COi-fLEY 
MINIMOª Mil·~IMO !fd~LTOSA ViALTOSA 

T:STRACIC LINA AMPc 

CA8000 Cya + Crp+ + + + , 
CA8306 Cya - + + 

CA.8445 Cya - , Crp - + 

.TK8307 Crp - + 

CA8000 (pYK102) + + + + 

CA~306 (pYK102.) + + + 

CA8445 (pYK102.) + +. 

JK8307(pYK102 ) + + 

CA8000(pYK103 ) + + + + 

CA8306(pYK103 ) + + + 

CA8445(pYK103 ) + + 

J'K8307 (pYK103) + + 

(a) Los medios de cultivo se describen en el apéndice . 

+ - creci:nieD-to 

- = no crecirüento 

En el medio de Mac Conkey- m&ltosa con y sin AMPc : . .. .. ,, ... .. 

+ = ±.'-. -:·:1entación de mal tosa 

= =ermentación de maltosa 
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abierto (mca- 3) , adem~s se ob3ervan. las bandas C.el d.í:;iero (13 . 46 

I·fo) y trí mero (20 . 19 Ed) (:Eot-::>grafí a l ) o La cepa 78- IEC conti ene 

plás~idos de pesos moleculares conocidos (Stieglitz y col ., 1980) , 

que sirven como marcadores . 

4.- ~FECTO DEL AMP CICLICO SOBRE LA ACTIVIDAD ST . 

Las cepas CA8306 ( pYK102)( cya) y CA8306 (pYK103)(sxg.) muestran 

un incremento de 32 ve ces en la act i vidad ST cuando son crecidas 

en medio T en la presenci a de AMP cí clico . Las cepas CA8445 

(pYK102)(~ cr;e) y JK8307 ( pYK102 )( crp) en la presencia de AMP 

clico mostraron 3Z veces menos actividad que CA8306(pYK10c) ; y 

las cepas CA8445(pYK103) y JK8307(pYK103) en pr esencia del nu

cle6tido mostraron 64 veces me~os actividad que C~8306 (pYKl03 ) . 

Existe un incremento de dos· veces de la actividad toxigénica de 

, 
Cl. -

l .:i.s cepas CA8000(pYK103 ) y CA8306(pYK103) eón y sin .AMP cí clico 

en relaci6n a las cepas CA8000 (pYK102 ) y CA8306 ( pYK103) . La& 

cepas silvestres extransformantes duplicaron su actiYidad ST 
' $ 

en presencia del nucle6t ido cíclico ( Tablas 1 y Z). 

. · ·l . 



.2 3· 4 5 :.,, 7 

mc~- 2~ 

8 ~ 10 111213 

-20 . 19 Md 
- 13 . 46 Md 
Ch 
- mca- 3 

- 6 . 73 Md 

POTO·'.: RA?IA 1 º - ELECTF.OFORE3IS Br·: GEL :CE AG !~?. JS J1 AL O. 7 ~~ DE I1ISADOS 

TRATADOS C011 NI I:tOCELULOS A DE CEPJ,S D:2 Es cheri chia 

coli EXTRANSFOIWiAJ·:;TES º 

1 . - GM3l (pYK102) 7. - RRl (pYK103) 

2. - CA8306(pYK102 ) 8 .- CA8306 ( pYK103) 

3. - JK8307 (pYK102) 9. - JKH307( pYK103) 

4 " - C/~8445 ( pYK102 ) 10º - CA8445 ( pYJ<l03) 
Jo - CM3000 ( ¡1YKJ 02 ) n . - C/1é.~OOO(pYKlO)) 

6.- 78- IEC 12., - CA8000 
13.- 78- IEC 

CR = Dl\A cromos6mi co cor1ta:11i nante 

mea-~= mon6mero circular abierto de pYll02 
mca- 3 = mon6mero circular abierto de pYK103 
La cepa 78- IEC :¡:;osee fJlásmidos · de pesos molecular es 

conocidos que son usados como marcadores . 
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TP.BLA 1 .- DETEPJ"lINACIOlJ rn~ LA ACTIVIDAD DE LA ENTZROTOXIl:-A ST EN 

LAS 

-·--·--------·---

CEPÁ 

CA8000(pYK102) 

CA8306 (pYK102:) 

CAG'~-45 (pYK.102) 

JK8307 (pYK102 ) 

UA8000 (pYK103) 

CA8306 (pYK103) 

l'A8445(pYK103 ) 

.JK83ü7 (pYK103) 

F~XOTIPO 
RELEVANTE 

Silvestre 

-Cya 

Cya -
' 

Crp 

Crp -

Silvestre 

-Qya 

-Cy8. 
' 

Crp 

Crp -

------ --·--~----

H.AZON P . I . / P .C . a 

0 . 109.1 + 0 . 0289 

0.1045 .± ' 0.0111 

- 001063 + o . ººº'~ 

0 . 0955 + o. 0034. 

·o . 0924 + - 0 . 0090 

001007 + 0 . 0094 

- 0 . 0909 + - o. 005J. 

0 . 1002. + 0 . 0116 

ACTIVIDAD 
ST 

32 

1 

1 

1 

64 

2. 

1 

l 

Las cepa~ se crecieron en medio T como se describe en Material y 

Métodos. 

30 

(a) Los datos presentados para la raz6n del peso del intestino al 
. . 

peso corporal son los valores proQedios y su desviaci6n están-

daI·d de la mayo r diluci6n en 1a cual el s o bren3.dante li ore de 

c~lulas dio ~na respuesta positiva en el modelo del rat6n lac-

tante , de dos difer·G!ltes experir::entos. 
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T.t.BLA 2o - EFECTO DEL AH.P e SOBRE L4. ACTIVIDA:J DE LA ENT~EOTOXINA ST. 

CEPA 

CA8000(pYK102 ) 

CA8306(pYK102) 

CA8445 ( pYK102 ) 

JK8307(pYK102) 

CA8000 (pYK10 3) 

CA8306 (pYK103) 

CA8445 (pYK103) 

J K8307(pYK103) 

FSNOTI?O 
R::::L~V .43TE 

Silvestre 

Cya-

Cya-, Crp 

Crp -

Silvestre 

Cya -

-Cya , Crp 

Crp-. 

-

RA 7 0 ' ' P T ,.,.._ C a 
4J h O- • /.I:o • 

Ooll79 + 0 00153 

0 . 1178 .:!: 000026 

0.1166 + o. 012.9 

000980 + 0 . 0125 

0 . 0980 + 0 . 0089 . 
·0 . 1011 + 000006 -
000900 + 000010 

0 . 1042 + - 000066 

ACTIVIDAD 
ST 

64 

32. 

1 

1 

128 

64 

1 

1 

Las cepas se crecieron en medio T. suplementac.o con AMP c como s e 

describe en Mat eri al y Métodosº 

( a) Los dat os presentados para la r az6n del peso del intestino 
al peso corporal son los valo res pro~edios y su d esvia ci6n 

estándard de la mayor diluci6n en l a cual el sobrenadante 

libre de células dio una respuesta positiva en el modelo 

del r at6n l actante , -de do s di ferentes experimentos. 



IV. - 1;13CUSION. 

En el presente trabajo se describe el efecto de bacterias mu-

tantes deficientes en represi6n catab6lica sobre la actividad ·de 

la enterotoxina ST codifica1a por los plásmidos pYK102 y pYK103 . 

Se observ6 que las cepas.mutantes con pYK102 y con pYK103 en la 

ausencia de AMP cí clico muestran una actividad toxigénica muy re

ducida, lo que concuerda con la baja síntesis reportada para pro

ductos sometidos a represi6n catab6lica en ese fondo genético de 

la bacteria ( Bri_ckman y col . , 1973 ; Perlman y Pastan, 1968) . 

En las mutantes cya este efecto se rev.3rti6 al añadir JL'l\l[p cíclico 

sx6geno . 

E2. aumento observado en la actividad toxigénica de las cepas 
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silvestres extranaformantes en presencia de AMP cíclico concuerda. 

C)n lo observado por Katz y col . (1973), de que la velocidad de 

replicaci6n del DNA del plásmido es estimulada por el nuclé6tido, 

aUDentando así el nú~ero d~ copias . 
~ 

Ya no se observ6 un gran incremento de la actividad ST en las 

células portadoras del pYK103 .en relaci 6n a las que_ llevan el 

pYK102 . El incr~mento de dos veces en la actividad ST deter~i-

nada por pYK103 puede deberse a que este _plásmido se encuentre 

en un nú;:¡ero mayor de copias por equ.i val~nte cromosómico que 

.r,,· YK102~ a causa de su ::h;nor ta.:.1:afio ( Es q_u.;;:12. 1 , I n troduccién) . 

E2 to se podría comprobar investiGando el n:~ero de copias de es -
• · · 1. 

tos pl ásmidos po:r cromo.soma , rea~i zando pru;~bas de hi bridi zaci6n 

de cultivos marcados con timidina tritiada contra un exceso de 

50 veces de DNA de plásmido purificado enla~ado ~ f il tro s de ni -
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trocelulosa (Frey y col ., 1979)º 

La tiperproducci6n de la toxina ya no se p~esenta ; la dis-

~inuci6n en la acttiv~d~d puede debE:r:·se a que :l.as bacterias 

que sobreproducían toxina son letales y se sele:ccion6 una mutan-

te que ya no so t1~eproc:l cE: toxina. 

Con 10s resultados obtenidos se puede decir que la actividad 

ST codifi c;ada por los pJ.(smidos p-YK102. y pYK103 se er:cuent ra bajo 

el control de la repr~sién catab6lica , por lo cual se puede su

poner que el sitio de in~eracci6n promotor-operador del gene ST 

no ha sufrido alteración durante el pro ceso de cl.onación. 

• · 1. 
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