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RESUMEN

La Secuencia de Insercidén IS1 (IS1l) es uno de los Elementos Mo-
viles mas pequefios que se conocen, mide tan solo 768pb. A pesar
de su tramafio, este elemento es sumamente complejo, posee mas de
8 marcos de lectura abiertos capaces de codificar para péptidos
de cuando menos 50 aminoacidos. Este elemento se encuentra pre-
sente en pldsmidos y cromosémas de diversas enterobacterias:
como otros elementos moviles, genera una gran variedad de eventos
moleculares (reacomodo, duplicacidén, delecidn e insercion de
material genético). Uno de los eventos mas estudiados de este
elemento es la disociacién de los plasmidos FII.

Los plasmidos conjugativos del grupo de incompatibilidad FII
como el R1-19 y el R100, estan formados por 2 regiones funcional-
mente distintas: a) RTF con informacidén de transferencia y repli-
cacion del pléasmido, y b) r-det portadora de la mayoria de los
genes de resistencia a antibioticos presentes en estos plasmidos.
La region r-det esta flanqueada por dos secuencias de insercién
IS1. Las dos regiones RTF y r-det se disocian y rearreglan por
recombinacion mediada por las ISl.

La disociacidén de los pFII ocurre a una frecuencia muy alta en
S.typhimurium, dos ordenes de magnitud por arriba de su frecuen-
cia en E.coli.

En este trabajo se estudiaron algunos de los factores involu-
crados con el evento de disociacidn, con el proposito de entender
mejor este proceso, y tratar de identificar las posibles razones
del comportamiento diferencial entre S.typhimurium y E.coli. Se
investigd el efecto del replicén en el que se efectua la disocia-
cidn, y se determino que este elemento afecta su frecuencia y
regulacién. Se intentdé detectar actividades en trans que modifi-~
caran la disociacidén, codificadas por la ISl1l, pero no fue pdsible
en este sistema, por lo que se postula que si acaso existen tales
actividades en trans, su efecto es minimo. Tambien se estudidé el
efecto de los genes himA y dor en este evento, asi como el efecto
de la Novobiocina (inhibidor de la subunidad B de la Girasa
(Topoisomerasa II). Los resultados indican gue se regquiere de los
genes silvestres dor y himA, y de un superenrollamiento especif-
ico para que se lleve a cabo la disociacidén. Por ultimo, se
estudié el efecto tanto de dor como de la novobiocina en 1la
recombinacién homdéloga de plasmidos pequeiios multicopia y de
grandes plasmidos unicopia; lo que nos permite afirmar que dor no
afecta la recombinacién homdloga plasmidica, y nos permite supon-
er que su efecto es a traves de la secuencia IS1.




INTRODUCION

Los genomas eucariontes y procariontes son relativa-
mente estaticos:; es decir, cambian bajo la pausada escala de
tiempo de la evolucidn, bajo una presién de seleccidn sobre las
secuencias de DNA esenciales, lo que limita la dindmica de estos
sistemas (Lewin 1990, Watson et.al 1987).

La estabilidad de la organizacidn genética es evidente
al comparar los mapas genéticos de organismos préximos como el
del Hombre y los Simios, o en el caso de organismos procariontes

como las bacterias Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

Entre estos organismos existe un alto porcentaje de similitud en
las secuencias de DNA y un orden también similar en los genes gque
los componen. Sin embargo, las pocas diferencias que se pueden
observar entre estos sistemas, surgieron gracias a procesos que
modifican el DNA.

La adquisicidén o perdida de secuencias, o la modifica-
cién de las mismas, son los mecanismos esenciales para generar la
diversidad genética, materia prima de la especiaciédn.

La fidelidad con la que las secuencias de DNA se man-
tienen, ha sido estudiada tanto en eucariontes como en procarion-
tes. Actualmentes se conocen los mecanismos esenciales a través
de los cuales las secuencias de DNA pueden sufrir dafos o modifi-
caciones (mutacidén , recombinacidén y transposicién).

Mutacién.~Cambio en las secuencias de DNA. Estos cam-
bios pueden deberse a agentes fisicos, quimicos y a la propia

actividad de las enzimas que actuan sobre el DNA (enzimas de



féﬁlicééién;'repafaciéh;"fecdmbinacién y tfansposicién entre
otras). El numero de eventos que modifican al DNA es considera-
ble. Sin embargo, los sistemas bioldgicos cuentan con sistemas
de verificacidén de errores y reparacidén de dafios (verificacién
post-replicativa de las DNA polimerasas, reparacidn de aparea-
miento errdneo de bases, reparacién de cortes y deleciones en
cadenas de DNA, y hasta sistemas completos de reparacién para
danos generales como el sistema S.0.S8.).

A pesar de estos mecanismos para garantizar la fideli-
dad de la informacioén genética, algunas modificaciones no son
reparadas. La eficlencia enzimatica de los sistemas de verifica-
cion y reparacion, es conocida, asi como la frecuencia de apari-
cidn de errores generados enzimaticamente. Con base en lo anteri-
or, se han calculado los dafos y las reparaciones esperadas, y la
proporcion entre éstas, la cual genera la tasa de mutacion es-
perada (la cantidad de modificaciones que se espera que evadan
los sistemas de reparacidn). Sin embargo, la mutacidén esperada es
mucho mayor que la gque detectamos.

Lo anterior significa que unicamente algunos de los
eventos moleculares que modifican al genoma de manera importante
(adquisicion de nuevas secuencias, modificacidén de las exis-
tentes, etc.) se expresan, ya gque muchas de estas modificaciones
son seleccionadas negativamente (Lewin 1990, Alberts et.al. 1983,
Darnell et.al 1990, Gémez 1983).

Las mutaciones espontaneas (modificaciones espontaneas
de la secuencia de DNA, generadas por el metabolismo del DNA),
que escapan a los mecanismo de correccidn, eran consideradas

anteriormente como la unica fuente de variacién del DNA. Los



descubrimientos de la recombinacidén genética y la transposicién,
rgvolucionaron el esquema anterior de modificaciones al DNA.

Los mecanismos de recombinacién genética, permiten que
grandes regiones de DNA con mucha o poca homologia sean intercam-
biadas entre replicones. Gracias a la transposicién, secuencias
de DNA se mueven de un sitio a otro en el mismo o en diferentes
replicones., Este evento, pone en contacto regiones de DNA con
poca o nula homologia.

- La Recombinacién General u Homdéloga, implica la interac-
cién, apareamiento e intercambio de bases entre dos cadenas
homélogas de DNA., Las cadenas de DNA involucradas pueden ser dos
de doble hélice o bien una de doble hélice y una sencilla. Este
intercambio raras veces genera modificaciones en la secuencia
original de las moléculas involucradas, ya que normalmente se
lleva a cabo en regiones homdélogas, de moléculas homélogas.
Actualmente, en E.coli se conocen cuando menos dos sistemas de
recombinacidén propios y uno cuyo origen probablemente sea un
fago (RecBCD, RecF y RecE respectivamente) Tambien se conoce la
proteina RecA, esencial casi en todos los sistemas de recombina-
cién homéloga. En la Tabla 1 se presentan los sistemas de recom-
binacién homéloga que se conocen en E.coli, las proteinas y
moleculas involucradas, algunos de sus requisitos y sus funciones
conocidas.

- La Recombinacidn 8itio Especifica a diferencia de la ante-
rior, no depende de grandes regiones de homologia. En este siste-
ma, que requiere de un numeroc pequefio de bases similares en las

dos moléculas de DNA (<10pb), se intercambian secuencias alteran-



do los patrones originales de DNA. Un ejemplo de estos eventos es

la integracién y la escision del bacteriéfago lambda en sitioes

especificos del cromosoma de E.coli. Tambien se conocen secuen-

cias que por recombinacién sitio especifica, pueden cambiar su

orientacién. E1 cambio de orientacién de una secuencia de DNA y

su efecto en la expresién de genes vecinos da origen a la espe-

cificidad de huesped del fago Mu, y a la variacién de
flagelares en §.typhimurium.

TABLA 1.- SISTEMAS DE RECOMBINACION EN E.coli.

proteinas

RecBCD RecF

Genes involucrados en 1la recA,B,C,D, recai,F,J,
recombinacién (Rec) con- N,0,Q,Ruv
jugacional

Participacién en rec. .
conjugacional y trans- +++
duccional en células

silvestres

I+

Mutaciones activadoras de
sistemas para la rec. con- - sbcB, C
jugacional y transduccional :

Participacidén en rec plas-
midica en células... ‘
- silvestres - it

Requiere o implica extre- Si No
mos de doble cadena de DNA

Secuencia gque reconoce y Chi Fre
activa

RECOMBINACION PLASMIDICA

INDEPENDIENTE DE recA

EN PLASMIDOS PEQUEROS:

a) intrapldsmidica - =

b) inter-intraplasmidica - T
en mutantes sbcA- ) =
(RecE+)

sbcA

No

A

o -



- La Transpesicidén es una propiedad de las secuencias de DNA
denominadas elementos genéticos méviles, la cual les permite
movilizarse hacia secuencias de DNA con poca o nula homologia.
Los ELEMENTOS8 GENETICOS MOVILES (EM), juegan un papel muy impor-
tante en la dinamica molecular de la informacion genética. Son
secuencias de DNA capaces de insertarse (transposicidén conserva-
tiva) o insertar una copia (transposicidén replicativa), en otra
regicon de la molécula de DNA donde se localizan o en una molécula
vecina de DNA. Esta movilizacidén se denomina TRANSPOSICION. La
transposicidén de un EM bloquea la transcripcidén o traduccién
adecuada del gene en el gue se insertan, y gracias a esta propie-
dad fueron descubiertos. Estos elementos afectan tanto a la
secuencia receptora como a las secuencias vecinas generando
inversiones, duplicacidnes, deleciones, y frecuentemente cambios
en los patrones de regulacidén de la expresidon genética (Kleckner
1981, Lewin 1990, Fedorof 1989 y Watson et.al. 1987).

El descubrimiento de las secuencias moviles de DNA se
remonta casi 50 afios. En 1956 Barbara McClintock propuso la exis-
tencia en maiz de elementos genéticoes que se movian dentro del
genoma, lo que inducia cambios detectables en la expresidén gené-
tica y causaba rearreglos cromosomales. Sin embargo, fue hasta
1968 cuando Jordan et.al. identificaron por vez primera la inser-
cién de elementos genéticos discretos en el operdn gal de
E.coli. A este reporte le siguieron el de Shapiro en 1969 y el
de Brachet et.al. en 1970, los cuales tambien reportaban inser-
ciones de secuencias de DNA de tamarios especificos en el operdn

lac, y en los genes tempranos del bacteriofago lambda. Los tres



grupos descubrieron estas secuencias al estudiar ciertas muta-
ciénes espontaneas con propiedades diferentes a las conocidas
entonces. Estas mutaciones revertian espontdaneamente con la misma
frecuencia gue una mutacion puntual; sin embarge no revertian con
agentes mutagénicos, no eran supresibles y finalmente, eran mas
polares gque las mutaciones sin sentido descritas.

La primer pista en torno a la naturaleza de estas
mutaciones, provino del analisis comparativo de particulas vi-
rales de fagos lambda silvestres y mutantes, en gradientes de
cloruro de cesio. Los fagos mutantes resultaron ser mas densos, y
como todas las capsulas virales eran iguales (mismo tamafio y
peso), el incremento en la densidad, debia responder a un aumento
en la cantidad de DNA.

El manejo de los fagos en esa época, permiticd la elabo-
racidén y el entendimiento de modelos de insercidén a pesar de no
contar con las técnicas actuales de biologia molecular. Los Fagos
lambda gal transductantes llevaban estas mutaciones; su purifica-
cién y comparacion con los fagos silvestres demostrd gue poseian
DNA extra. El andlisis de heteroduplex de estos fagos por
microscopia electrénica hizo posible determinar que la insercion
siempre era de un tamaho preciso, y gque podia ocurrir en diferen-
tes sitios y orientaciones (Hirsch et.al., Malamy et.al. y Fiandt
etal., 1972).

Desde entonces se estudia el evento de transposi-
¢cién, y se han elaborado modelos moleculares muy completos.
Ademas, se han identificado un sinnumero de elementos méviles en
practicamente todos los sistemas biolégicos. Actualmente no es

raro que se reporte el descubrimiento fortuito de nuevos elemen-



tos méviles. En bacterias gram negativas se conocen cuando menos
43 Secuencias de Insercién (se describen mas adeiante). El avance
en su estudio, incluye a los elementos procariéticos como el Tn3,
Tn5, Tn?, Tnl0, Mu, IS1, IS5, etc. y a los eucarioticos Ty, Spm,
P, copia, Tu, LINEs, y SINEs entre otros. Su estudio ha dado
grandes frutos en el campo de la dinamica de moléculas de DNA
(Lewin 1990, Watson et.al. 1987, Klecner 1981).

El bacteriofago Mu, es un EM que posee la capacidad de
abandonar a su hospedero, pero la mayoria de los EM no pueden
hacerlo, Estos ultimos poseen sistemas de auto control en su
movimiento, pues de no ser asi, causarian un gran numero de
modificaciones en el DNA de su hospedero, las cuales pondrian en
riesgo la supervivencia de su hospedero, y de ellos mismog (Lewin
1990, Galas y Chandler 1989 y Watson et.all987). En células
bacterianas, la transposicidn es estrictamente regulada a niveles
muy bajos (10°% a 1079 por ciclo de division, Kleckner 1981).
Algunos transposones poseen por esta razon, genes o secuencias
para una regulacion negativa gue interfiere con la capacidad de
transponer ( Machida y Machida 1989).

Biasicamente todos los EM bacterianos poseen la misnma
estructura. Se trata de moléculas discretas de DNA. Sus extremos
son secuencias Invertidas Repetidas ((IR) excepto las del fago
MU, y del Tn554). Estos elementos tienen cuando menos un marco de
lectura abierto, el cual codifica para una proteina capaz de
reconocer dichos extremos, y de transponer al elemento a una
molecula receptora. Esta proteina es conocida como transposasa

(Cohen y Shapiro 1980). Ademas, cuando un elemento se mueve a un



huevo sitio, normalmente se genera una duplicacidén pequefia de 1la
secuehcia receptora. Es decir, estan flanqueados por una secuen-
cia de tamafio preciso para cada elemento, repetida en la misma
direccidén en cada uno de sus extremos. Esta secuencia, diferente
en cada sitio de insercién, es aparentemente el resultado de la
reparacioén de los cortes asimétricos ("pegajosos") generados por
la transposasa en el sitio de insercidn y reflejan por lo tanto,
un mecanismo de transposicidén similar. Hasta ahora, solamente el
Tn554 escapa a la regla general de la pequefia duplicacidén de la
secuencia receptora (Murphy et.al. 1985).

Dentro de los EM bacterianos se conhocen dos tipos: los
Transposones (Tn's), que portan informacién adicional a la invo-
lucrada con la transposicién (normalmente secuencias gue codifi-
can para la resistencia a antibioticos) y las Secuencias de
Insercién (IS's), las cuales no portan mas genes que los involu-
crados con la transposicion. cuando dos secuencias de insercidn
iguales flanguean otros genes, pueden moverse, como una unidad,
las dos IS's con el material genético interior como si fuese un
"pasajero", Este tipé de Tn se denomina Tn Compuesto (Cullum
J.1985).

Las Secuencias de Insercién, tienen entre 700 y 2500pb,
su numero de copias por hospedero varia desde unas cuantas, hasta
decenas por genoma. Estas sSecuencias son frecuentes en pldsmidos
naturales, en los gue estdn asociadas con genes de resistencia a
antibioticos, formando transposones que confieren resistencia a
drogas (Galas y Chandler 1989).

No existe actualmente un consenso sobre la clasifica-

cién de las secuencias de insercidn o transposones; sin embargo,
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én 1988 Syvanen propuso un sistema de clasificacidén que incluye a
28 de las secuencias de insercidn y transposones mas estudiados
en bacterias. Este sistema de cuatro grupos, contempla diferentes
propiedades, pero enfoca su atencidén en la similitud entre las
transposasas de sus miembros (Tab. 2). A continuacién se presen-
tan algunas de las caracteristicas de estos grupos:
Grupo 1.—- En éste grupo, los elementos cuentan con un solo marco
de lectura abierto para la transposasa. Las transposasas presen-
tan una estructura secundaria consexrvada. En el subgrupo la, esta
estructura es de 5aa en Beta, seguidos de 10aa en Hélice Alpha,
un espacio intermedio sin estructura de 4aa, y concluye con el
consenso de Tyr...Glu,...Lys;, que forma una Helice Alpha. El
subgrupo 1lb, sdlo posee clerta homologia con respecte a la trans-
posasa del la, conserva la ultima Hélice Alpha, Tyr...Glu;...
Lysjq.
Grupo 2.~ En varios de los miembros de este grupo, el patrén de
transcritos esta sobrelapado. lLas transposasas de los EM del sub-
grupo 2a, no presentan ninguna similitud en su transposasa, mien-
tras que las del subgrupo 2b si, Sin embargo, aun no se cuenta
con el analisis de su estructura secundaria. Las transposonasas
del subgrupo 2¢, tienen una regién similar de 300aa, de los
cuales casi el 30% coinciden perfectamente.

Los grupos 3 y 4 comparten la cualidad de codificar para
genes accesorios en la unidad transponible mas pequena.
Grupo 3.- Los miembros de este grupo poseen ademas de transpo-
sasa, una resolvasa, la cual participa en la resoluciodn de los

cointegrados generados por la transposasa. Ademas, comparten
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similitud en la transposonasa, resolvasé, extremos terminalés, y
sitios de resolucion. Solamente en este grupo se ha demostrado la
transposicién replicativa.

Grupo 4.~ Estos elementos portan 3 genes que codifican para su
transposasa, no forman cointegrados, ni poseen resolvasa, ademas

se transponen en sitios especificos.

TABLA 2,~CLASIFICACION DE IOS ELEMENTOS MOVILES (a)
GRUPO EM EM similares Huesped
la IS4 E.coli
IS10 Tnl0 Tn2921 Entercbacterias
IS50 Tns Enterobacterias
IS186 E.coll
IS231 Tn4430 Bacillus thuringiensis
ISH1 Halobacter sp
1b Is26 IS15 IS46 IS160 Enterobacterias
Tn2680 Tnl525
Is52 Pseudomonas sp
IS903 1IS102 TnS03 Tné602 Enterobacterias
2a Is1 Tn9 E.coli
IS5 E.coli
IS66 Agrobacterium tumefaciens
IS91 E.coll
IS200 Salmonella typhimurium
ISH2 Halobacter sp
ISH50 Halobacter sp
ISHS51 Halobacter s
ISM1 Methanobrevibacter sp
(continuacién TABLA 2)
2b 182 E.coli
IS3 E.coli
IS136 Agrobacterium tumefaciens
2c IS30 E.coli
IS4351 Tn4351 Bacteroides fragilis
3 Tn2l Tn4 Tn501 Tnl401 Enterobacterias

Tn3 Tnl Tn2 IS101 Enterobacterias
Tn1720
Tn917 Tns551 Streptococcus faecalis
Tn7 Enterobacterias
Tn554 ¢I1S217? Staphylococcus aureus

a) Tomado de Syvanen 1988
11



Los sitios dé insercion de los EM pueden ser elegidos
de forma azarosa o especifica. Existen ejemplos en ambos senti-
dos; hay transposones que exclusivamente se mueven a secuencias
con cierta similitud con las secuencias de sus IR, asi como
transposones que no tienen ningun patron de reconocimiento. E1
ejemplo mas claro de ambas posibilidades es el TnZ. En el trans-
posén Tn7, hay dos marcos de lectura que codifican para proteinas
que modifican la actividad de la transposonasa en cuanto a la
seleccioén del sitio blanco. Estas dos proteinas dirigen la trans-
posicidén hacia una secuencia consenso, ¢ hacia un punto azaroso.
La regulaciodén de la transcripcién de estas dos proteinas determi-
na el patrén de insercidén del Tn7.

En relacidn a la selecciodn de un sitio blanco, pueden
proponerse varias posibilidades. Una, es que la transposonasa
reconozca a una estructura especifica de DNA. Esta estructura
puede estar formada por un doblez natural, propio de la secuencia
de DNA, o bien, uno generado por la unién al DNA de alguna pro-~
teina (similar a una histona). Otra posibilidad es que se selec-
cione una regidén, por la fuerza de unién entre sus cadenas (pro-
porcidén de A-T). Por ultimo, cabe la posibilidad de gue una
proteina involucrada en transposicioén, tenga afinidad por una
secuencia especifica de DNA (Galas y Chandler 1989, Galas
et.al.1980, Gamas et.al 1987, Meyer et.al 1980, y Stellwagen

1983).

Mecanismos de transposicidn.
La transposicién de los EM posee algunas caracteristi-

cas compartidas, como la pequefia duplicacién de la secuencia
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receptora; sin embargo, el mecanismo de transposicidén solamente
es claro para algunos elementos.

Basicamente existen dos modelos de transposicién, uno
replicativo, y otro conservativo, aungque se han postulado varia-
ciones y combinaciones de estos modelos. El modelo replicativo,
implica la replicacioén del elemento, ya sea antes o durante sﬁ
transposicidén. Una de las herramientas mas empleadas y en la cual
se apoya este modelo, es la identificacién de moléculas interme-
diarias o cointegrados. Los cointegrados son moléculas formadas
por 2 replicones unidos por dos secuencias repetidas, orientadas
en forma idéntica. ©Las secuencias de insercién y los transpo-
sones comunmente son las secuencias repetidas directas que unen
dos replicones para formar un cointegrado. El modelo replicativo
postula que sdéle una de las moleculas porta originalmente una
secuencia de insercion (donadora), y que como el cointegrado
porta 2, éste representa un intermediario, producto de una trans-
posicién replicativa. Siempre gue ambas moleculas involucradas
sean replicones, la resolucién del cointegrado genera 2 moleculas
autonomas con una copia de la secuencia de insercién cada una.

En el caso de los transposones de la familia del Tn3,
la formacién de cointegrados es un paso intermedio en el proceso
de transposicién (ver P&g.15).

El elemento movil IS21 en cambio, es un ejemplo en el
que la transposicién no replicativa genera cointegrados. Un
transposén compuesto de 3pb flangqueadas por dos IS21, ©
"Is21.2", genera cointegrados a una frecuencia especialmente

alta (1 x 1073). sus cointegrados, sin embargo, no poseen dos
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copias del IS21.2, éino que unen a la molécula donadora y' la
receptora por dos copias de la Is21 exclusivamente. '

Un aspecto que no considera este modelo, es que.sé
pueden generar cointegrados por recombinacion homdéloga de molécu-
las con secuencias de insercidén adquiridas en eventos de transpo-
sicidén independientes.

El modelo conservativo propone la "levitacién" del
elemento, el cual no deja una copia de si mismo en la molecula
donadora ( Galas y Chandler 1989) . Cuando menos tres evidencias
sugieren la existencia de este mecanismo. Los experimentos de
transposicion con heteroduplex de ISl0::lac demostraron que los
marcadores de ambas cadenas se encontraban en el nuevo sitio de
inserciodn (Bender y Kleckner 1986). La segunda linea de eviden-
cias proviene de rearreglos intramoleculares complejos generados
por transposones compuestos. En 1985 Isberg y Syvanen describie~
ron un transposén de la familia del Tn5, que produjo eventos de
insercién-inversion, los cuales se apegan a dicho modelo. Por
ultimo, el descubrimiento de formas circulares del Tnl0 que
demuestran la ocurrencia de cortes de doble cadena en los extre-
mos del Tnl0 (Morisato y Kleckner 1984) y la comprobacidn de que
esta circularizacién se lleva a cabo en sistemas in vitro en
ausencia de sintesis de DNA (Morisato y Kleckner 1987).

El estudio de estos modelos se basa en el aislamiento
de productos intermediarios o finales de transposicioén; sin
embargo estos productos pueden ser modificados por mecanismos de
recombinacidn. Ademas, moleculas similares a los productos de
transposicién pueden generarse por mecanismos diferentes a 1la

transposicidén. Estas opciones dificultan la acreditacidén de los
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productos finales e intermediarios de transposicién.

En la mayoria de los casos estudiados, los resultados
respecto al modelo de transposicién empleado por los diferentes
EM, prueban la utilizacién de uno de los modelos, perc no exclu-
yen la utilizacisén del otro modelo de transposicién.

Es claro, que eventos como los cortes y uniones de DNA
en las cadenas donadora y receptora, y cuando menos la replica=-
cidén necesaria para reparar el corte asimétrico, pueden incluirse
en cualquier esquema que pretenda explicar la transposicién de un
elemento.

A continuacidén se presentan los modelos de transposi-
cién mas aceptados para algunos transposones:

El bacteriofago Mu, es uno de los ejemplos mejor estu-
diados y del cual se dispone de evidencias experimentales sobre
su mecanismo de transposicidn. Experimentos en los que se infec-
taron células deficientes en metilacién con fagos completamente
metilados; o células deficientes en recombinacidén, con fagos
heteroduplex (generados por mutaciones en diferentes sitios en
cada cadena, o marcando con diferentes isétopos radioactivos cada
cadena) demostraron que el fago Mu puede transponerse sin repli-
carse. Este evento de transposicion conservativa, se lleva a cabo
despues de la infeccién con el fago, y no se sabe si durante las
transposiciones posteriores, se pueda repetir este mecanismo. Sin
embargo, durante la fase litica del fago Mu, se llevan a cabo
masivas transposiciones replicativas.

El Tnl0, es un transposon compuesto, cuyas IS son las
1S10. Solamente la IS10 derecha es completamente funcional, y
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suficiente para transponer todo el elemento. Experimentos en los
cuales se analizaron los productos de transposicién de Tnlo
heteroduplex, formados por marcadores diferentes para cada cadena
tanto en las ISl0, como en secuencias interiores del Tn, indica-
ron claramente que el TnlO (IS10), transpone principalmente por
un mecanismo conservativo, no replicative (Kleckner 1989).

El Tn3 y los elementos de esta familia, transponen
replicativamente. Se ha probado que la transposicién intramolecu-
lar del Tn3 ocurre en dos pasos secuenciales. El primer paso
involucra la replicacion especifica del Tn3, y la fusidén inicial
entre las moleculas donadora y receptora, para formar al in-
termediario de transposicién denominado cointegrado. El1 segundo
paso es la recombinacidn sitio especifica entre los dos Tn3, en
el cual se resuelve el cointegrado, para generar los productos
finales de transposicién. La enzima que cataliza esta recombina-
cion se denomina Resolvasa, y el gene gue la codifica se encuen-
tra en el propio Tn3 (no todos los EM poseen resolvasa).({Sherrat
1989).

Existen evidencias gue demuestran la transposicién
replicativa de cuando menos otras dos IS, IS903 e IS102.

Estos argumentos indican que ambos modelos existen en
la naturaleza, y gque probablemente varios elementos utilicen
ambos para transponer.

Uno de los EM mds interesantes desde el punto de vista
clinico es la secuencia de insercién IS1, ya que esta se encuen-
tra presente en plasmidos multirresistentes, implicados en algu-
nas epidemias de este siglo. Este estudio es una aproximacién al

comportamiento de la secuencia IS1 y a su participacién en el
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origen y propagacidén de los plasmidos multirresistentes.

Is1

DESCUBRIMIENTO Y DISTRIBUCION

La Secuencia de Insercidén 1 (IS1l) es uno de los elemen-
tos moviles mas pequefios, tiene tan solo 768 pares de bases
(pb). Fue Malamy, de comun acuerdo con Hirsh, quien en 1972
designé la nomenclatura de las Secuencias de Insercicén, como IS,
seguida de un numero itdlico que las distinguiera. Los grupos de
investigacidn de Malamy, de Hirsch, de Jordan, y el de Michelis
fueron los principales pioneros en el campo de las secuencias de
insercidén bacterianas. Es dificil determinar cual de ellos encon-
tré primero la secuencia de insercidn ISl. Desde 1966 estos
grupos iniciardén un andlisis intensivo de las mutacidnes genera-
das por estas secuencias. En 1968 Jordan demostré gque dichas
mutaciones se debian a la insercién de secuencias discretas de
DNA. Michelis en 1969, probé gque las inserciones de dos mutantes
independientes, compartian secuencias que hibridaban. Para 1972,
los grupos de Malamy y de Hirsch describieron las caracteristicas
de las secuencias de insercién; estas secuencias tenian varias
copias dentro del cromosoma de sus portadores. De todas las mu-
tantes que analizaron, solamente identificarén 3 secuencias de
inserciodn diferentes, las cuales se identificaron en varios
operones y en varias orientaciones; curiosamente ambos grupos
trabajaban exactamente con las mismas secuencias de inserciodn.

La secuencia IS1 se encuentra presente en el cromosoma

de diferentes bacterias y como puede observarse en la Tabla 3, su
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numero varia inclusive dentro de la misma especie. En promedio se
puede decir gque E.coli posee 6 copias de IS1 en su cromosoma
(Galas y Chandler 1989). En 1989 Birkenbihl et.al publiecé el
mapeo completo de la localizacién de secuencias ISl en el cromo-
soma de E.coli. K-12. El origen de esta secuencia no es muy
claro; sin embargo, Ohtsubo et.al. (1980) sugiere que éste no es
muy remoto, ya que la comparacidn de las secuencias de diferentes
iso~I51's, de E.coli y Shigella, muestran divergencias en secuen-
cia, de un 1 a un 44%; sin embargo, apatemente todas las iso Is1
conservan los marcos de lectura hasta ahora involucrados con su

actividad.

TABLA 3.- DISTRIBUCION DE LA IS1 EN DIFERENTES ORGANISMOS (a)

E.coli. Ki2

wt 6-8 S.typhimurium 0
Ymel 6 Shigella disenteriae 40
EMG2 [ sonnei 30
W1l485 €7 boxdii 2
W2252 Hfrc 7 flexneri 40
W2367 8 citrobacter freundii o]
W3110 7-9 Edwardsiella tarda o]
JE5519 10 Enterobacter aerogenes [o]
x101 6 Erwinia amylovora o}
C600 8 Klebiella aerogenes 1
w6 4 Serratia marcescens 2
B 17 Rhizobium japonicum o]
(of 3 Proteus mirabilis (o]
W 0 Streptomyces niveus o]

a) Tomado de Galas y Chandler 1989
La IS1 puede transponer dentro del genoma en el dque se
encuentra, lo que genera secuencias repetidas, pero ademas, al
transponerse a plasmidos conjugativos y fagos, puede introducirse

en diversas bacterias por conjugacidén o transducidn.
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ESQUEMA GENERAL DE TRANSPOSICION

La IS1 como las demas IS's, puede "moverse% de una
secuencia a otra de DNA. Su insercidn es considerada como azarosa
(Read H.A. et.al.1980), a pesar de que se han detectado cuando
menos dos sitios en los que su insercidn es muy frecuente (HOT-
SPOTS) uno en la regidon OP del operdn Gal (la cual representa
menos del 1% del operdn) y otro en el pldsmido pBR322. (Galas y
Chandler 1989, Galas et.al.1980, Gamas et.al 1987, Meyer et.al
1980, y Stellwagen 1983).

La ISl también genera secuencias pequerias repetidas
directas en el sitio de insercidén, como los demas elementos
moviles; en su caso, repite normalmente 9pb, aunque se han iden-
tificado variantes gque generan repetidas directas de 7 y hasta
14pb (Galas y Chandler 1989).

Normalmente, la ISl se duplica durante la transposi-
cioén, de tal manera que se obtienen 2 ISl como resultado final de

la transposicidén de una IS1.

SECUENCIA DE LA ISl:
I.-SUS EXTREMOS Y SUS SITIOS cis.

La secuencia nucleotidica de la secuencia IS1 ha sido
determinada (Ohtsubo H. 1978, Johnsrud L. 1979). Posee terminales
Repetidas Invertidas (IR) de 35 pares de bases (pb ) repetidos
casi perfectamente; estas IR's son denominadas insL e insR, iz-
quierda y derecha respectivamente (Gamas et.al. 1985, Ohtsubo y
Ohtsubo 1978, Grindley y Sherratt 1978, y Prentki et.al. 1987,

Zerbib et.al. 1990). Las dos IR son esenciales para el reconoci-
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miento del elemento por la transposasa antes de moverlo (Gamas
et.al. 1985, Machida Y. et.al. 1982, y Prentki et.al. 1987).

Las IR's de la IS1 son reconocidas cuando menos por
tres proteinas; la RNA polimerasa (RNAPol), el Factor de Integra-
cién del Hospedero (IHF), y una proteina codificada por la misma
Is1, la InsA. En caso de que la InsA, no sea la transposonasa,
debe considerarse gue tambien ésta reconoce los extremos de la
IS1l. Cualquiera de las IR'es funcional, y es reconocida por las
tres proteinas. Al igual que la RNAPol, InsA e IHF protegen
secuencias mucho mayores a las involucradas directamente con su
unién al DNA. La secuencia esencial minima requerida para 1la
actividad de transposicién de cualquiera de los extremos de la
ISl son 24pb repetidos casi perfectamente. Los extremos de la
IS1 pueden dividirse funcionalmente en 3 dominios involucrados
con la transposicién:

El primero involucra sitios esenciales para la transposicién,
son en realidad los verdaderos extremos del elemento, las 3pb
finales. Este dominio esencial para la transposicidén, no altera
la afinidad de union de proteinas a la IR.

En el segundo dominio, se unen las proteinas InsA, IHF y
RNApol. Su papel en la transposicién es mucho mas complejo. Los
sitios de reconocimiento de las proteinas InsA e IHF se sobrela-
pan, sin embargo los dominios de unién en la secuencia de las
IR's son diferentes. Se ha demostrado que mutaciones en ciertos
sitios de las IR's alteran la afinidad de la proteina InsA, sin
modificar la afinidad de la proteina IHF. Aparentemente cualquier
mutacién que afecte la unién de la proteina InsA, afecta también

la transposicién de forma severa. El1 papel de la proteina IHF es
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m&s incierto. Algunas mutaciones que disminuyen su afinidad pero
sin anularla (sin modificar la afinidad de unidén de la InsA),
pueden © no ser activas en transposicidén. Ademas, diferentes
combinaciones en las que se modifican las afinidades de unién de
ambas proteinas, en forma parcial o total, provocan una caida en
la transposicion (a excepcion de la combinacidén InsA++, IHF+ en
la que si se detecta transposicién).

Los ensayos de retardo de DNA en los cuales se ha
demostrado independientemente la unién de ambas proteinas, indi-
can gue la secuencia es doblada de forma especial al formar el
complejo DNA-PROTEINA. Sin embargo, no se ha podido detectar la
union simultédnea de ambas proteinas., Experimentos de retardo en
los gue se usaron extractos crudos de cepas IHF+ e IHF- para
detectar la unidn de la proteina InsA a 80pb gque incluian 24pb de
las IR's de IS1, no mostraron diferencias.

Esta regidén de unién de ambas proteinas, es parte del
promotor reconocido por la RNAPol y corresponde a la region =35,

El tercer dominio, no es esencial para la transposicidén, o
para la unién de las proteinas. La presencia de esta regidén en la
insL acompanada de un extremo insR integro, estimula la transpo-
sicién. En su ausencia, bajan la afinidad de IHF y la transposi-
cién, no dramaticamente, pero si de forma reproducible.

En la Figura 1, se muestra la secuencia de los extremos
de la ISl, los sitios indispensables para la transposicidn de la
Is1, y cuales de estos, afectan la union de algunas de las pro-
teinas involucradas (Zerbib,et.al. 1987 y 1990, Galas y Chandler

1989, y Prentki et.al. 1987).
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SITIOS IMPORTANTES EN LA
TRANSPOSICION DE ISI

A - IS 1 >

IR 768
L pb IR

1 10 20 30
IRL GGTzATG CTeCCAACTTACTGATtHtAGTGT ATGaTegtgt

B IRR GGTaATGaCT CCAACTTAtTGAT AGTGTtitATGtTcaga
1 0

10 20 3
* GGT
C union de InsA A- CtTAC-G
union de IHF A- cttac -G tagtg
promotor IRL CTgCCA T ATGarT
-10 -35

regiéon -35 hacia
afuera de IS 1 CT CCAA

Figura.1.- A, esquema de la IS] (768pb), se indica la orientacién de las IR's. B, secuencia de las IR's (sub-
rayado), y las coordenadas de las mismas; las mirnisculas corresponden a los sitios en los que no coinciden
ambas IR's, C, sitios involucrados (minUsculas) y esenciales (mayUsculas) en la unién de las protefnas InsA,
IHF y RNApol, Con un * se indican las 3pb finales del elemento en ambas IR's, esenciales para la transpesicién,
pero no afectan la afinidad de las protefnas fnvolucrodas con la secuencia.

IT.~-MARCOS DE LECTURA ABIERTOS, TRANSCRIPCION Y ACTIVIDAD.

La ISl posee un complicado esquema de transcripciodn.
Como las secuencias de insercién 1IS2, IS4, IS5, e IS903, la ISl

posee varios marcos de lectura abiertos (MLA), los cuales por el

22



tamafo del elemento, evidentemene estdn sobrelapados (Galas y
smith 1984, Machida et.al. 1984 a). Se conocen 8 MLA con capaci-
dad para codificar para polipeptidos de 50 aminoacidos cuando
menos; estos marcos han éido denominados como insA a insG e insB!
(Machida et.al 1984 a y Zerbib et.al. 1987).

La transcripcidén de estos MIA se lleva a cabo gracias
a gue las IR's de la IS1 contienen promotores fuertes (Machida
et.al. 1984 b). La RNA polimerasa se une a estos promotores (ins
Py,izquierdo e ins Pp,derecho) y cubre unas 70 pb. La unidn de la
RNApol es mas fuerte en el insP; que en el insPgr. El transcrito
del ins Pp inicia en una de las 5 adeninas dentro de la insL y
continua hacia el interior de la IS1l. La mayoria de los transcri-
tos gque genera, poseen 5 uridinas en sus extremos 5'. Los trans-
critos del insPg inician en una adenina, y siguen hacia el inte-
rior de la ISl, es decir en direccidn opuesta al otro promotor.
El insP; se usa para transcribir los MLA insA e insB,y posible-
mente insB' los cuales estan involucrados con la transposicidén de
la IS1 (Chan y Lebowitz 1982, Machida et.al. 1984 a, Zerbib
et.al. 1987 Jakowec et.al. 1988).

En la Figura 2, se senalan los MLA de la ISl1, las
coordenadas en las gue se ubican y su orientacidn.

Los ocho marcos de lectura abiertos se estudiaron
introduciendo mutaciones ambar que exclusivamente afectan a un
marco de lectura, y resultan neutrales para el marco de lectura
sobrelapado (Jakowec et.al. 1988). Los resultados de este ana-

lisis nuevamente sugieren que los genes insA e insB son los Gni-

cos esenciales en la transpoésicién de la IS1. Sin embargo, los
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MARCOS DE LECTURA ABIERTOS EN IS 7

202‘ insE 468
. 8] ,
92 ins 304 432 insC 718
[P Sy ..
(2) (3) .

IS 7

56 insA 328 are insB 750
{ f -
2y [§))

250 insB’ 750

(1)

insF insG
27 236 353 508
1a) ’ 8] >

Figurs 2.- Los posibles MLA capaces de codificar para péptidos de mas de 50aa. se muestran como flechas, en la
orientacién y coordenadas correspondientes. Entre parentesis se indica el marco de bases empleado para formar
los codones (ejemplo:la secuencia CCATCG se puede emplear en los siguientes codones, 1.-CCA ICG, 2.-C CAT CG,
y 3.~ CC AIC G.)

marcos de lectura insB', asi como insC,insD e insE, de alguna
forma son necesarios para el adecuado control de la transposicién
de la Isl.

Anteriormente se pensé que la transposasa de la IS1 era
exclusivamente InsA, aunque se proponia que el producto del gene
insB podria participar tambien en la transposicién. Los trabajos
de Machida y Machida de 1987 indican que la transposonasa esta
codificada por los marcos de lectura insA e insB (insA-insB).
Mutaciones en cualquiera de estos dos marcos de lectura, generan
la duplicacidén de un numero diferente de bases en el sitio de
insercioén. Esto sugiere gue las proteinas InsA e InsB participan
en la transposicioén, determinando el numero de bases gue se

duplican en el sitio blanco. En 1989  Moser et.al. propuso gue la

24



'transposasa estaba codificada por el marco de lectura de insA, y
parte de la secuencia de insB. Se propusoc que un corri-miento en
el marco.de lectura de traduccién podria eliminar el codon de
terminacién de insA, de manera que la traduccidén podria continuar
a traves del gene insB, y un nuevo marco de lectura se seguiria
traduciendo a traves del extremo 3! de insA, de la regién inter-
media y de insB. En 1989 Machida y Machida y en 1990 Lithi et.al.
presentaron evidencias que apoyan este modelo. Mutaciones de
corrimiento del marco de lectura (frameshift), generadas afadien-
do o eliminando 1 ¢ 2 pb en la regidén involucrada, eliminan la
actividad de transposonasa.

Los trabajos de Machida, de Luthi y de Jakowec utili-
zaron modelos de estudio similares: la deteccidn de intermedia-
rios de la transposicion. Estos intermediarios son cointegrados
formados por la transposicidn de una ISl de uno de los pléasmidos
(donador) a otro (receptor). Sin embargo, estos eventos pueden
ser considerados como el resultado de eventos alternativos, como
la recombinacidén mediada por la ISl. Un estudio realizado por
Braedt en 1988 involucra no sélo a los genes insA e insB en
eventos de recombinacién mediados por IS1l, sino gque les adjudica
un tipo de eventos de recombinacioén especifico. El modelo emplea-
do por Breadt consta de un plasmido con 2 ISl repetidas en 1la
misma orientacidn, separando dos regiones de DNA provenientes de
plasmidos diferentes, es decir, se trata de una estructura simi-
lar a un cointegrado. Con este sistema se detectaron dos tipos
de eventos dependientes de funciones codificadas por la ISl. El

primero involucra la delecidn de secuencias del pldsmido precur-
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sor; desde un extremo de 1la IS1 hasta un sitio preciso, no
azaroso en el plasmido. Este evento depende de los genes insA e
insB. Tambien detecté otro tipo de plasmidos recombinantes gene-
rados por las ISl. Este segundo evento, es la recombinacidén entre
las dos ISl repetidas directas. Este evento, reguiere un gene
insC intacto, y no requiere de insA e insB. Estos resultados
sugieren el posible papel de una resolvasa independiente de 1la

transposonasa.

LAS PROTEINAS DE ISl.

Los diferentes MLA de la IS1l, asi como regiones que
comprenden a varios MLA se han clonado en diferentes vehiculos
moleculares. Estos vehiculos permiten la transcripcién especifica
de las regidnes de DNA clonadas. Con estos sistemas se ha detec-
tado exclusivamente la transcripcidn y la traduccidén de una
proteina, la InsA, de 9.8kd . En los demas marxcos de lectura
abiertos, no se detectd la expresién de ninguna proteina. En un
principio se pensd que la transcripcidén de los posibles mensaje-~
ros de insB e insB' (que se encuentran codificados en la misma
cadena y hacia el 3' respecto al transcrito de insA) estaba
bloqueada por un terminador de la transcripcién Rho dependiente
que se encuentra entre los genes insA e insB. Sin embargo, se
demostro que la transcripcién por la RNA polimerasa de T7 atra-
vieza este terminador. Por lo anterior, se ha propuesto gque los
productos de estos genes son muy labiles ( mRNA o proteina), o

que se regulan a nivel de la traduccidén (Zerbib et.al, 1987),
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REGULACION

Aun cuando no se conoce bién el sistema de regulacion
de la IS1l, se ha postulado que la InsA es un autorregulador de la
transcripcién de insA, y de la Transposasa (insA- insB). Para
determinar el efecto de InsA o de otras proteinas codificadas por
IS1 en transposicién, medida por la formacién de cointegrados, se
realizaron experimentos de sobre-produccién de las proteinas
codificadas por los diferentes marcos de lectura de IS1l. Los
resultados indican que una sobreexpresion de insA e insB, o
exclusivamente de insA inhiben tanto la formacién de cointegrados
como la transposicién. Sin embargo, al expresar moderadamente
insA e insB, al igual que cuando se sobre-expresa insB, o en mu-
tantes derivadas de insA, la formacién de cointegrados y la
transposicidén son normales (Machida y Machida 1989). En otra
serie de experimentos se probd no sélo que InsA regula la trans-
cripecion de insA desde el insP;, sino que ademas puede ejercer su
papel en trans (Zerbib et.al. 1990). Esta serie de experimentos
incluyé la deteccidén de cointegrados y la cuantificacion de la
actividad de p-galactosidasa en fusiones de insA-lacZ bajo el
control del insPj en presencia y en ausencia de una copia del
gene insA entero insertado en lambda.

El papel de un inhibidor en trans codificado por la IS1
tambien se ha reportado en otros sistemas, en los que se detecto
inhibicién de transposicidén y la actividad de una posible resol-
vasa de cointegrados (Braedt 1985,1988).

Mientras que las funciones inhibitorias de la transpo-

sicidn y recombinacion mediadas por IS1 aparentemente operan en
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trané, se ha postulado, que las funciones de transposicién y de
- recombinacioén codificadas por este elemento, operan en cis
(Braedt 1988, Prentki et.al. 1987). Se sabe que la ISl puede
complementar algunas de estas actividades en cis, estando en la
misma molécula en la gue se encuentra el elemento al que comple-

menta (Prentki et.al. 1987).

FACTORES INDEPENDIENTES DE IS1 QUE OPERAN SOBRE 1A TRANSPOSICION
DE ESTA SECUENCIA

En la transposicion de la ISl participan tambien otras
proteinas y factores coho son la DNA polimerasa (DNAPol), las
enzimas involucradas en la topologia del DNA (Topoisomerasas), la
proteina DnaA, el factor de terminacién Rho, la transcripcidén a
traves de la ISl y de los sitios blanco, y por ultimo el Factor
de Integracioén al Hospedero (IHF).

Rho

El factor de terminacion Rho es importante para 1la
transposicion de la IS1 y de otros elementos. La transposicion de
la ISl en cepas rho- es mucho menor que en las cepas silvestres
isogénicas (Datta y Rosner 1987). Descifrar el efecto preciso de
Rho sobre la transposicidén es dificil, ya gque esta mutacidn es
pleiotrépica. La disminucién de la transposiciodn en cepas rho- se
puede deber a un desenrrcllamiento en el DNA, a la expresiodn
diferente de los genes involucrados en la regulacidn de la trans-
posicidén, o a un incremento en la transcripcidén de los sitios
blanco sujetos a una regulacién Rho-dependiente. Tal vez su papel
sea la regulacion de la expresién de los genes de ISl ya que se

sabe de la existencia de un terminador Rho dependiente entre los
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marcos de lectura insA e insB. Sin embargo, los reportes de
Zerbib et.al 1987, Machida y Machida 1987 y 1989, Moser et .al.
1989, y Lathi et.al. 1990, respecto a la transposonasa de IS1 (en
los que se sugiere que la transposonasa esta compuesta por los
MLA insA-insB) complican el sistema, ya gque el terminador Rho
dependiente, se localiza justamente entre los genes insA e insB,
en medio de la transposonasa, y tedricamente, en su ausencia, se
incrementaria 1la transcripcién de la transposonasa, y por lo
tanto, la transposicion de la ISl. Evidentemente, el reporte de
Datta y Rosner, es contrario al modelo tedrico anterior. Es
posible, sin embargo, gue Rho participe en el corrimiento de fase
de lectura que da lugar a la transposonasa, lo cual explicaria el
requerimiento de Rho en la transposicidén, Otra caracteristica de
las cepas con esta mutacidon, es que pueden ser infectadas por el
fago Mu, pero el ciclo replicativo del fago se ve disminuido (no
afecta su transposicioén conservativa, sélo la replicativa).
DNAPol

Algunas mutaciones en la DNA polimerasa (DNAPol) tam-
bién afectan la transposicién. Aparentemente no son las activi-
dades de polimerasa, ni de exonucleasa 5'-~3', las involucradas en
transposicién. Pero si es claro, que su papel en la transposicién
comparte funciones con la reparacién del dafno a DNA por U.V. o
metil etano sulfonato. Las mutaciones en pold gque afectan la
transposicioén replicativa de IS1l, afectan la replicacién del fago
Pl de la misma forma que la mutacidn de rho a Mu: es decir, estas
cepas pueden ser infectadas por Pl, pero no puede generar una
fase litica, no puede replicarse independientemente. Estos resul-

tados permiten suponer que tiene un papel en la replicacién

N
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especifica de ciertos elementos, independiente de la réplicacién
del cromosoma, ya que revertantes que restauran la actividad de
polimerasa no revierten el efecto sobre la transposicidén (Syvanen
et.al. 1982, Chandler y Galas 1983).
TOPOISOMERASAS

La transposicidén de la ISl se ve afectada tambien por
mutaciones en la DNA topoisomerasa I. No es claro si el requeri-
miento de superenrrollamiento es en la IS1, o en el sitio blanco.
Sin embargo, es claro que la topologia del DNA en eventos de
transposicién y de recombinacién es un factor clave. El equili-
brio de actividades de los genes de la topoisomerasa I y de la
girasa o topoisomerasa II (gyrA y gyrB), asi como de factores
externos que modifiquen estas actividades han sido estudiados
tanto en IS1 como en TnSs (Sternglanz et.al. 1981, Isberg et.al.
1982, Garibay 1990). A pesar de que se involucra directamente
la topologia del DNA en la transposicidn, aun no pueden descar-
tarse efectos secundarios de genes ajenos a la IS1, involucrados
en la transposicién, cuya expresién dependa del superenrrolla-
miento.

DnaA

Una proteina que posiblemente tambien juega un papel
importante en la transposicidén de la secuencia IS1l, es DnaA. Esta
proteina esencial esta involucrada en el inicio de la replicacién
cromosomal. La IS1 tiene dos sitios consenso de reconocimiento
para esta proteina (coordenadas 396 y 547) y es posible que estos
participen en la actividad de esta secuencia. En IS50, se ha

demostrado que DnaA reconoce y Se une a sus extremos, y gque de
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alguna forma participa én 1a7§c;ividad de estos extremos (Berg
1989).
IHF

El factor de integracién del Hospedero (IHF) es una
proteina bdsica relacionada estructuralmente con el grupo de
proteinas similares a las histonas (Friedman 1988). Este grupo de
proteinas se unen al DNA, cambian su estructura y generan comple-
jos de topologia especifica. La IHF es el producto heterodimérico
de los genes himA y himD (hip) de E.coli. La afinidad de la
proteina IHF al DNA es especifica, y depende de la secuencia de
unién consenso Py-AANNNNTTGAT~A/T. La unién de la IHF se ve afec-
tada también por las secuenclas gque flanguean el sitio de unidn;
sin embargo, este efecto no ha sido identificado con precisién.
E1l IHF se encuentra en una concentracion estimada entre 14,000 y
20,000 dimeros por célula en crecimiento.

El IHF participa en muchos eventos genéticos (recombi-
nacioén, replicacién, reparto de plasmidos, transferencia, etc,):
sin embargo, su participacién en la mayoria de ellos se limita a
facilitar la accién o unidn de otras proteinas, gracias a la
formacién de estructuras secundarias complejas. Estas estructuras
permiten la eleccidn precisa de sitios en los diferentes eventos
genéticos en los que participa la IHF (Echols 1986). A continua-
cidén se presentan algunos de los eventos genéticos en los que el
factor IHF participa:

~-Recombinacién sitio especifica. Su participacién es esencial
para que Se lleve a cabo la integracicén del fago lambda al cro-
mosoma (Sadowski,P. 1986), asi como para la variacidén de fase

"fimbrial" en E.coli (Dorman y Higgins 1987).
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~Recombinacidén homéloga. Es posible que la IHF participe en
la recombinacidén homéloga entre dos secuencias ISl en los plasmi-
dos FII. Dicho evento dependiente de RecA, ha sido ampliamente
estudiado en diferentes enterobacterias, por su efecto en la mul-
tiresistencia de los pldsmidos FII. cuando la recombinacién
homéloga de las dos Is1 de un plasmido FII se resuelve generando
dos moléculas, se dice que ha ocurrido una DISOCIACION, que es
como se denomina este evento. En 1990 nuestro laboratorio exploré
el papel de la IHF en la disociacién de plasmidos FII. Los resul-
tado obtenidos por A.Garibay sugieren que IHF bloquea la disocia-
cién.

-Regulacion de la transcripcidén. Contribuye a la regulacidn
de la transcripcién del bacteriéfago Mu. La unién de IHF a la
regién reguladora de Mu, induce la transcripcién de los genes
tempranos de Mu, o de su represor. La decisién entre estas dos
opcidnes depende de la seleccidn de unidén, a uno de los dos
sitios localizados en esta regidén (Krause y Higgins 1986). Ademas
es esencial en la regulacién de los genes ilv y xil de E.coli
(Friedman et.al 1984) y del operdn tra del plasmido F (Gamas
et.al. 1987).

-Transposicidén. Se han detectado sitios consenso de unién de
IHF en los EM IS10, IS50, ISl, en el Tnré, Yy en Tn5 (Galas y
Chandler 1989, Wiater, L.A. y Grindley,D.F. 1988, Berg,D.E.1989).
Sin embargo, el papel de la IHF en la transposicidén no ha sido
identificado; es posible que a pesar de los multiples sitios de
unién detectados, estos no sean importantes en la transposicién.

Cuando menos en el caso del Tn5, se ha postulado, gque su papel
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sea indirecto, a través de la regulacién de otros factores del
hospedero involucrados en la transposicion. El papel de IHF en la
transposicidén de la secuencia IS1 no ha sido estudiado, pues el
sistema experimental para detectar la transposicién de IS1 de-
pende de la conjugacidén de un plasmido, el pOX38, y el operdn tra
de dicho pldsmido, no se expresa en ausencia de IHF.

-Replicacién. Esta proteina es esencial para la replicacidn
del plasmido pSC10l1, y del fago fl1 (Gamas et.al. 1986, Greenstein
et.al. 1988). El origen de replicacién del plasmido F, posee
sitios consenso de unién para la proteina IHF, la cual aparente-~
mente juega un papel estructural en la funcidn del oxiT (Tsal
e_t_._a_l‘. 1990) .

-Reparto. El IHF contribuye al proceso de reparto lisogenico
del fago Pl. La distribucion adecuada de los fagos depende de la
unidén de la proteina ParB al sitio parS. La secuencia del sitio
parS, esta compuesta por dos dominios, uno pequefio (13pb) e inde-
pendiente de IHF, y otro mayor, en el cual la unién de ParB se
incrementa en presencia de IHF.

-Superenrrollamiento. Finalmente, la modificacidén del super-
enrrollamiento del DNA, es otro de los efectos de la proteina
IHF. En cepas de E.coli himA- se estudic con topoisémeros de
plasmidos multicopia, el efecto de IHF en el superenrrollamiento,
y los resultados sugieren gue a pesar de su unién sitio especifi-
ca al DNA, su ausencia tiene un efecto general sobre el superen-
rrollamiento del DNA (Garibay 1990). Este efecto es indirecto ya
gque en estas mutantes, la expresidn de la subunidad GyrA de 1la
enzima girasa, se encuentra disminuida cuande menos 4 veces

(Gellert et.al. 1983).
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Como se menciondé en una seccién anterior, la ISl posee
dos sitios de unidén para la IHF, los cuales estan sobrelapados
(pero no son los mismos) con los sitios de reconocimiento de la
proteina InsA. Ademas, se detectd que un sitio preferencial para
la insercién de IS1, es un sitio de unidn de IHF (Gamas 1987). En
este caso, como en el del Tnré§, no se sabe cual es el papel de
IHF, ya que puede estar involucrado en: a) la seleccidn del sitio
blanco; b) la estructura del complejo de transposicién o del
sitio blanco; c) la regulacidén de los genes codificados por el
elemento mévil o por el cromosoma involucrados en la transposi-
cidén; d) la generacién de una topologia general en la zona del
evento y e) la atraccién de enzimas involucradas.

Otros factores del hospedero cuya accién no este di-
rectamente involucrada con el evento de transposicién, pueden
interaccionar con la IS1l. Los sistemas de recombinacidn generales
son un buen ejemplo, ya gue estos pueden generar amplificaciones,
inversiones e inclusive deleciones al recombinar a dos ISl proxi-

nas.

EFECTOS GENERADOS POR LA I81l.

La ISl, como las demas secuencias de insercién, induce
mutaciones en el genoma donde se localiza al interrumpir diversos
genes, y alterar regiones vecinas. Esta secuencia genera fre-
cuentemente deleciones (operon gal), fusidén de replicones,
inversiones y promueve eventos de recombinacién homéloga (Sae-
dler gE.il. 1980, Galas y Chandler 1989).

Determinar la aportacién de la secuencia ISl en 1la
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mutagenesis general de las bacterias es dificil, ya que éste es
un proceso multifactorial. Sin embargo, se han realizado diversos
estudios en tornc a los efectos de la IS1.

La insercidn de la ISl genera una fuerte polaridad en
las secuencias corriente abajo respecto a la trancripcién (Fiandt
et.al.1972, Hirsch et.al. a y b 1972). Esta polaridad se debe al
efecto de una sefial de terminacidén parcialmente dependiente de
Rho, la cual ejerce su efecto en cualquier orientacién. Este
terminador, situado entre dos de los genes de la IS1, no funciona
plenamente en cepas Rho=- y cuando la transcripcién se encuentra
bajo el control del promotorPy de lambda y en presencia de la
proteina antiterminadora N.

Ademas de la polaridad negativa, la insercidén en cual-
quier orientacién de la IS1 puede modificar la expresidn de un
gene. En los extremos de las IR de la IS1, se encuentran cajas
consenso de la regién -35 de los promotores comunes de E.coli. Si
una de estas cajas queda alineada con una de la regidén -10,
entonces la insercién genera un promotor funcional para genes
vecinos. Pero este no es el unico mecanismo por el cual la IS1
puede inducir la transcripcidn. Las sefiales presentes en esta
secuencia, ademas de unir a la RNApol., también unen a otros
factores importantes para la transcripcién, como las proteinas
IHF y CRP. Al aumentar la cantidad de dichos factores en la
regién, se pueden modificar las condiciones de transcripcién pre-
vias a la transposicién de ISl en esta zona (Galas y Chandler
1989) .

Un estudio sobre los efectos de la ISl en la mutagene-
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sis bacteriana gque excluye los efectos de un sitio preferencial
de insercidén de ISl en el gene lacIl, indica que la IS1 aporta el
4% de las mutaciones en ese gene. En el caso del gene galT, de 10
mutaciones polares analizadas, 10 fueron por inserciones de IS1.
Por ultimo, de 25 mutaciones espontaneas en el gene CI de lambda,
15 fueron causadas por IS1.

En cuanto a la aportacién de la IS1 en eventos de
recombinacidén, se sabe que las copias de la secuencia ISl en un
genoma, funcionan como sustratos de recombinacidén. La recombina-
cién homéloga de secuencias IS1 genera diferentes productos. La
recombinacién de copias repetidas directas de la ISl generan
deleciones (operon gal) y amplificaciones (r-det plésmidos FII),
mientras que la recombinacién entre repetidas invertidas generan
inversiones (Cornelis y Saedler 1980). La recombinacidn entre
dos 1IS1 de diferentes replicones, genera intercambios de secuen-
cias entre replicones, o la fusién entre estos, dando lugar a
"cointegrados".

Los cointegrados plasmidicos generados por recombina-
cidén de secuencias IS1, poseen dos secuencias IS1 repetidas en la

~misma direccién, gue unen por sus extremos a las moléculas origi-
nales. Esta estructura es similar a los cointegrados generados
por la transposicidén replicativa de ISl; en los cuales la IS1 en
una de las moléculas originales, transpone hacia otra molécula,
peroc en estos ultimos, la transposicidn de la IS1 genera repeti-
das directas en el sitio de insercién. Esta transposicién une en
el proceso replicativo a las dos moléculas de DNA, las cuales se
separan a través de un evento de recombinacién intramolecular

entre las dos IS1, dando origen a los productos finales de trans-
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posicién, con una IS1 cada uno. Sin embargo, en ocasiones la
resolucidén no se lleva a cabo, y el intermediario de la transpo-
sicidén "cointegrado" permanece estable. Este cointegrado, tambien
tiene dos ISl repetidas en la misma direccidén, gque unen a las
moléculas originales por sus extremos. En general los cointegra-
dos generados por la secuencia IS1 y los transposones compuestos
por esta secuencia, son mas estables que los generados por el
Tn3. Otra caracteristica importante de los cointegrados de ISl es
que su frecuencia de formacién es diferente a la de transposi-
cién, por lo gue se ha postulado que en realidad no sean interme-
diarios de transposicidn, sino productos finales alternativos de
una transposicién directa (Chandler y Galas 1984).
Se ha postulado, que las deleciones de secuencias de

DNA causadas por la ISl, son ocasionadas por eventos de transpo-
sicidén abortivos. Tanto en las deleciones del operdén gal como en
un sistema plasmidico (Greadt,B. 1985 y 1987), se ha demostrado
que las deleciones originadas por IS1 terminan en uno de los
extremos de la IS1. En 1980 Calos,M et.al. propusieron que estas
deleciones tenian por extremo opuesto a la IS1l, una regidén pre-
ferencial de insercién para la propia IS1l. Por 1o anterior se ha
sugerido que las deleciones son eventos abortivos de transposi-
cidén, en los cuales una secuencia similar a la IR de la ISl es

reconocida como si fuera IR (Galas y Chandler 1989).

ALGUNAS CONSIDERACIONES S8OBRE EL MODELO DE TRANSPOSICION
Reif y Arber (1980) sugirieron que la IS} transpone
normalmente a traves de un intermediario replicativo. El1 sistema

de deteccidén que emplearon consistié de una IS1 a la cual se le
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clondé el gene que confiere resistencia a kanamicina en el sitio
PstI (interrumpiendo el marco de lectura insA). Los valores de
transposicién de esta IS1 Kan® en cepas recA+ fueron similares a
los valores de formacién de cointegrados en cepas recA-, en donde
se detectaron valores de transposicién mucho menores (dos ordenes
de magnitud).

Por otra parte, existen evidencias de que la IS1 trans-
pone a frecuencias relativamente altas en algunos sistemas en los
que no se detecta la fusién de replicones. Estos resultados
sugieren que los cointegrados no necesariamente son intermedia-
rios de la transposicién de IS1 (Galas y Chandler 1982).

A pesar de que la formacion de cointegrados se relacio-
na con la transposicién de la IS1l, los intermediarios son detec-
tados a altas frecuencias. Es decir, o la transposicién se inter-
rumpe en un paso intermedio a una frecuencia elevada, o los
cointegrados son el producto de un evento diferente a la transpo-
sicién. En el caso del Tn3, cuya transposicién involucra la
formacién de cointegrados, estos no son detectados a menos que se
afecten ciertas funciones del elemento necesarias para resolver-
los (Sherratt 1989).

Los datos anteriores, indican que los cointegrados
generados por la secuencia IS1 son mucho mas estables que los
del Tn3.

Es importante sefialar que la mayoria de los eventos
generados por I51 se han analizado solamente en E.coli, empleando
como herramienta fundamental de trabajo, plasmidos construidos

por ingenieria genética y plasmidos naturales multirresistentes.
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PLABMIDOS
Ademas del cromosoma, es frecuente que las células de
practicamente todos los géneros bacterianos contengan plasmidos,
moléculas extracromosomales cuya replicacidén es independiente de
la replicacidn cromosomal. El tipo de moléculas que forman este
grupo es variado. Normalmente se trata de moléculas circulares
covalentemente cerradas de doble cadena de DNA.

La informacidén genética codificada por los plasmidos,
es informacioén accesoria para sus huéspedes, ya que su presencia
no es imprescindible. En las bacterias, la informacién aportada
por los plasmidos incluye la resistencia a agentes téxicos como
metales pesados y antibiéticos, 1la utilizacion de fuentes alter-
nativas de carbono, y l1la facultad de establecer relaciones
simbiéticas . Una importante aportacidén de los plasmidos, es la
sexualidad de las bacterias. Los pldsmidos conjugativos codifican
informacién para transferirse de una bacteria a otra. Este
evento, puede ocurrir entre diferentes especies y géneros, depen-
diendo del grado de independencia del plasmido respecto a sus
posibles hospederos. Esta capacidad de introducirse en diferentes
especies o géneros de bacterias es conocida como el rango de
hospederos a los cuales tiene acceso un plasmido, y scon caracter-
isticos para cada uno de ellos, Esta propiedad permite el inter-
cambio de informacién genética entre diferentes organismos, y
somete a la misma informacidén (pldasmido) a diferentes ambientes
de reparacidén, recombinacién, restriccién, etc. (Gomez 1983,
Lewin 1985 y Novick 1987).

La informacidén genética de los plasmidos, al no ser

esencial, seguramente estd sometida a una precidén de seleccién
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diferente de la que opera sobre la informacidén cromosomal. En
este sentido, los plasmidos pueden considerarse como un dominio
genético diferente del cromosomal, formade por una poza de
unidades de informacién en continuo proceso de ensamble, rearre-
glo e intercambio. Ademas, gracias a su transferencia entre
bacterias, se consideran como una poza informacional accesoria,
comin a distintas especies.

La presencia en los plédsmidos de secuencias de DNA
capaces de movilizarse de una molécula de DNA a otra (IS's y
Tn's) asi como la recombinacidn entre secuencias homdlogas, son
factores importantes en determinar la dinamica molecular de los
pldsmidos. La frecuencia de recombinacidén y de transposicidn,
asi como la estructura de las moléculas resultantes es diferente
en cada bacteria. Sin embargo, una vez formado un plasmido con
una nueva combinacién de unidades de informacién, este plasmido
puede ser transferido a otra bacteria donde puede sufrir nuevos
rearreglos moleculares (Gémez-Eichelman 1983, Martinez-Salazar

1986 y Martinez-Salazar y Gémez-Eichelman 1987).

En una misma bacteria pueden coexistir varios plasmi-
dos. Para que esto suceda deben ser compatibles. Compatibles son
aquellos plasmidos que no compiten por los mecanismos de segre-
gacién y/o replicacidn. Si se encuentran dos plasmidos del mismo
grupo de incompatibilidad dentro de una misma bacteria, estos se
segregan de tal modo gue cada bacteria retiene solamente a uno de
los plasmidos (Scott 1984, Novick 1987 y Austin y Nordstrdm
1990) .

La secuencia de insercidén IS1 se encuentra repetida en
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pléasmidos tipoc F, y en los plasmidos multirresistentes (R). En
una bateria de 70 cepas clinicas multirresistentes de E.coli,
Salmonella spp. y Shigella spp. se determind que mas del 50%
poseen plasmidos portadores de la secuencia ISl (Ramirez et.al
manuscrito en preparacién) En otra bateria de tamafio similar, de
cepas naturales de E.coli obtenidas del hombre y de diferentes
mamiferos, se encontro un 30% de bacterias portadoras de plasmi-
dos con ISl (Sawyer et.al 1987).

Dentro de los plasmidos descritos en la literatura, los
plasmidos R del grupo de incompatibilidad FII (pFII) son un grupo
ampliamente estudiado. Son plasmidos conjugativos multirresis-
tentes, que se presentan en una o dos copias por cromosona
hospedero, y tienen un tamaho aproximado de 100Kb (Womble y Rownd
1988, Couturier 1988, Novick 1987, Daves y Rownd 1972).

Estos plasmidos fueron descubiertos por su importancia
clinica en epidemias causadas por bacterias patégenas multirre-
sistentes a antibioticos a finales de los afios 50's. Para la
década de los 60's, Hedges y Datta, Watanabe, y Ohtsubo entre
otros investigadores, reportaron las caracteristicas de estos
plasmidos, comparandolos con los plasmidos F, y con otros pldasmi-
dos R. En 1960 Nakaya et.al. reportéd el aislamiento del plasmido
NR1 (R100) de shigella y demostro que era un factor que conferia
multirresistencia a antibiéticos, y que era transferible entre
diferentes enterobacterias. La inestabilidad de estas moleculas
en diferentes hospederos, fue una de las caracteristicas mas
sobresalientes. Watanabe reporté en 1963 que las resistencias

conferidas por estos plasmidos a S.typhimurium se perdian a alta
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frecuencia durante el crecimiento de dicha bacteria, y postuls
desde entonces, que estos plasmidos estaban compuestos por dos
unidades geneticamente distinguibles, un factor de transferencia

(RTF), y una unidad con genes para la resistencias a antibioticos

(r-det).

Los pFII (como el R1-19 y el R100), estan formados por
dos regiones funcionalmente distintas: a) E1 RTF, que contiene 1la
informacidén genética para la transferencia y para la replicacion
del plasmido y b) el r-det, que contiene la mayoria de los genes
de resistencia a antibidticos presentes en estos plasmidos. El
r-det esta flanqueado por dos secuencias de insercién IS1 orien-
tadas en la misma direccién. La mayoria de los genes de resisten-

cia del r-det estan formando parte de transposones.

Tn2350

RTF RTF

Figura 3.- Esquema de los pFIT R100 y R1-19
La estabilidad de ambas regiones otorga una dinamica
muy especial a los plasmidos FII, ya que estas moleculas pueden

sufrir varios rearreglos, en los cuales se duplican, multiplican
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Yy separan el RTF y el r;det. Uno de ellos, es la DISOCIACION,
evento de recombinacidn homéloga dependiente de RecaA, entre las
dos ISl que flanquean el r-det de los pFII, lo gue genera dos
moléculas separadas (RTF::IS1 y r-det::ISl). La disoclacion de
ambas moléculas ocasiona la pérdida de resistencia a los antibio-
ticos para los cuales codifica el r-det, a menos que éste, se una
nuevamente a un replic?n, ya gue no es capaz de replicarse
autdénomamente. Sin embargo, estas moléculas podrian recombinar
con otros plasmidos que contengan también secuencias homdlogas
(IS1 por ejemplo), lo que permitiria la dispersidén de los deter-
minantes de resistencia a antibidticos hacia nuevos hospederos,

con diferentes sistemas de recombinacién.

DISOCIACION
151 recombinacion
%
TF
RTF r-det
151 .
. r-det resolucion
multirresistente
Isi +
—_—
. r-det . RTE
RT

RTF-FACTOR DE REPLICACION
, multisensible ¥ TRANSEERENCIA

r-det-DETERMINANTE DE RE-
SISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Figura 4.- Esquema de la disociacién de un pFIl multiresistente, que pierde la regién que codifica para las
resistencias a antibiticos. N
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Cuando cepas de P.mirabilis con el plasmide NR1 se crecen en
presencia de altas concentraciones del antibiotico Cloramfenicol,
se seleccionan células que tienen el plasmido NR1 con el r-det en
multicopia, ya sea como una molécula independiente, o unida al
RTF. Se ha postulado que la amplificacidén de la regién r-det del
NR1 es un evento molecular generado por la recombinacidén de
secuencias homélogas: en este caso, las IS1 que flanguean al r-

det (Rownd y Mickel 1971, Peterson y Rownd 1983).

En E.coli y en S.sonnei el r~det y el RTF, se mantienen
establemente unidos; sin embargo se pueden detectar eventos de
amplificacién o disociacién a muy bajas frecuencias.

En S.typhimurium los pFII se disocian frecuentemente, por
una recombinacién entre las dos IS1 (Chandler et.al. 1977,
Gémez~Eichelmann 1983, Martinez 1986, Davies y Rownd 1972, Datta
Y Hedges 1871a y b).

En S.typhimurium la recombinacién y transposicién de

las ISl es mas elevada que en E.coli a pesar de que los niveles

generales de recombinacidén homéloga son similares en ambas bacte-
rias. (Torres y Gomez-Eichelman 1983, Bustos~-Martinez y Gdémez-
Eichelmann 1987). La recombinacion de las ISl en la disociacién
de los pFII depende del gene recA en S.typhimurium y en E.coli.
En la primera bacteria se ha reportado la existencia del gene
dor, en la ausencia del cual, los valores de disociacién dismi-
nuyen dos ordenes de magnitud (Watanabe et.al 1980 y 1982). El
"sistema" dor no ha sido bien caracterizado; sin embargo, se cree
que estd involucrado en la recombinacién homdloga de secuencias

especificas como la ISl y de algunas otras, y se ha sugerido que
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no participa en la recombinacién homéloga general. En S.typhimu-
rium_es posible gque la regidén r-det funcione como unidad de
informacion genética intercambiable, a una frecuencia mucho mayor
que en bacterias como E.coli.

El numero de componentes involucrados en la disociacién
de los plasmidos FII y su papel, aun no es claro. Se ignora si
las ISl funcionan exclusivamente como sustratos de recombinacicén
homéloga, o si aportan sitios o enzimas especificas.

Respecto al posible papel del RTF en la disociacion de
los pFII, no se sabe si es simplemente un portador del r-det, o
si esta directamente involucrado con la disociacidén. Cuando menos
dos trabajos permiten suponer que el RTF aporta informacién que
modifica la frecuencia de eventos de recombinacidén: I.- Chernin y
Ovadis (1980) sugirierén gque una exonucleasa dependiente de ATP
codificada por el RTF del R1-19 modifica la frecuencia de recom-
binacién postconjugacional en diferentes mutantes de E.coli.
IX.~- Chandler et.al. 1980 y 1982, reportaron el estudio de un
plasmido derivado del R100, capaz de generar CCC r-det y plasmi-
dos formados por un RTF y varias copias de r-det a altas frecuen-

cias en E.coli:; el comportamiento anormal de este derivado, es

suprimido en trans por un plasmido silvestre., Este estudio
involucra directamente a una regién del RTF proxima al Tnl0 con
la inhibicién de la disociacidén en E.coli.

El estudio de la dindmica molecular de los plasmidos
FII permite profundizar en el conocimiento de su origen y compor-
tamiento, asi como sobre algunas funciones bacterianas utilizadas

por los plasmidos, los elementos mdviles y por las mismas bacte-
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rias, en 1lo0s mecanismos de recombinacidén que participan en los
diferentes rearreglos moleculares.

Los plasmidos FII en especial, poseen una estructura
molecular que los convierte en un excelente modelc experimental
para el estudio de los mecanismos moleculares de ensamble, diso-
ciacién e intercambio de unidades de informacién entre los plas-
midos, y para el estudio comparativo de estos mecanismos en
diferentes bacterias. Particularmente se han empleadc como modelo
de eventos de recombinacién generados por la IS1l, ya que su
estructura es muy similar a la de los cointegrados generados por
la transposicion de la IS1 (Watanabe et.al 1980 y 1982, Gomez-
Eichelmann y Torres 1953, Bustos-Martinez y Godémez-Eichelmann
1987, Martinez-Salazar y Gémez-Eichelman 1987, Cruz y Goémez-
Eichelmann 1984, Chandler et.al 1977).

En la Tabla 4 se enlistan las diferencias esenciales
respecto a la disociacidén de los plasmidos FII entre las bacte-
rias E.coli y S.typhimurium con el propésito de resumir y resal-
tar los principales argumentos expuestos en la Introduccién. En
la Tabla 5, se presentan los valores de disociacidén de pFII en

E.coli y S.typhimurium.
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TABLA 4.-DIFERENCIAS ENTRE S.typhimurium Y
E.coli INVOLUCRADAS EN LA DISOCIACION DE pFll

CARACTERISTICAS E.coli S.typhimurium
Frecuencia baja alta

de Disociacion

ISt Cromosomal 8 copias 0 copias
Union de IHF Ins A ?
Proteinas

Mutaciones Him A- Dor-
Involucradas

TABLA 5.- FRECUENCIA RELATIVA DE DISOCIACION
DE pFII EN DIFERENTES MUTANTES EN E.coli
Y S.typhimurium

CEPA FRECUENCIA RELATIVA
E.coli we 0.01-0.05
recA- <0.01
himA- 0.3
dam- 0.3
S.typhimurium wt 1
recA- <0.01
dor- <0.01

Recopilacién de los trabajos de Gémez-Eichelmann y Torres H.K. 1983,
y de Watanabe, Mise y Hashimoto. 1982.



OBJETIVOS

Este trabajo tiene por objetivo general, comprender el
evento de disociacidn, y el comportamiento diferencial de los
PFII en S.typhimurium vy en E.coli y como objetivo particular,
la identificacidn y estudio de los factores involucrados en la
recombinacién mediada por ISl, que genera la disociacién de los
pFII. Para abordar estos objetivos, se plantearon tres hipote-
sis:

I.- E1l RTF de los pFII participa activamente en la disociacidn.
La expresidén de las funciones involucradas en este evento es
diferente en los diferentes hospederos de estos plasmidos.

II.~- La ISl codifica para factores gue actuan en trans en la
disociacidén de los pFII; estos factores pueden ser represores o
inductores.

III.- Los pFII responden a funciones cromosomales que varian de
hospedero a hospedero, dentro de estas funciones, probablemente

se incluyan a IHF y a dor.
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MATERIAL Y METODOS

MEDIOS8 DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 110°C y 15 libres de presién durante 25 minutos. Les
soluciones de antibiéticos se esterilizaron por medio de filtrado (filtros Millipore KA 0.25). Los medios de
cultivo con agar se vaciaron calientes en las cajas de Petri (20 ml/caja) y se dejaron solidificar a temperatu-

ra ambiente.
Medio turia (LB)

Bacto triptona 10.0 g
Extracto de levadura 5.0 g 50 g de Medio McConkey / Lt de H,0
NaCl 10.0 g
Timina 0.002 g Placas de medio mfnime (M1)
NaOH 2.5M 1.0 ml
0 1 Lt NH,CL 1.0 g
KPO, 3.0 g
Placas de Agar (L1) Napo, 6.0 g
NaCl 0.5 g
Bacto agar 20 g Bactoagar 20.0 g
Medio LB 1 Lt Dextrosa 20X 16.0 mt
Mgso, 25X 1.0 ml
Medio Luria-Maltosa Vitamina By 0.1X 0.16 ml
Medio Fry
Maltosa 20X 1 ml
Medio LB 100 ml Extracto de carne 10 g
Bactopeptona 59
NaCl 109
Placas con Antibiético Bactoagar 149
Hy0 1Lt
Cuando se usé algin antibidtico en las placas
de agar, éste ge agregé después de esterilizar el Medio Luria Calcio
medio, a las siguientes
concentraciones: CaCl, 0.25 4 5 ml
ampicilina CAp) [200 gg/ml) Dextrosa 20% S ml
cloramfenicol (Cm) [ 25 ug/mt) Medio LB 500 mt
espectinomicina  (Sp) [ 25 ug/ml)
estreptomicina  (Sp) { 50 pg/ml] y [200 pg/ml} Medio TSS 2X
kanamicina Km) [ 25 ug/mt) y t 50 pg/ml)
4cido nalidfxico (Nal) [ 20 gg/ml] Polietilenglicol 8000 20%
tetraciclina (Tc) [ 25 pg/ml) Dimetilsulfoxido 10%
Cloruro de Magnesio 50 Mm
Agar Blando Kedio LB
pH final:6.5
Bactoagar 7 9
NaGl 8 9 Medio para almacenar cepes en micro-serofilia
Medio LB 30 ml (STAB, 2 ml de medio por tubc de & ml}
HZO 1 Lt
Bacto caldo nutritivo 1.0 g
Medio de Ditucién (MO) NaCl 0.8 g
Bactoagar 0.6 ¢
unso‘-7 Ho0 2.5 ¢ Triptofano 20 mg/m! 0.1 mt
“20 1 Lt H20 100 ml
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Medio de Dilucién para fagos (SH) TBE

Tris.HCl [pH 8.3) 90 mM
NaCl t.16 ¢ Borato 90 mM
NgSO"T HZO 0.4 ¢ - EDTA 10 mM
Tris-HCl {pH 7.5] 10.0 ml HZO
Gelatina 0.02 g
HZO 200 mt COLORANTE DE FICOLL
Azul de bromofenol 0.25 X
Xilen-cianol 0.25 X
Ficoll 15 X

CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y FAGOS

Les cepss bacterianas, plésmidos y fagos utilizados en el presente trabajo se enlisten & continuacién.

CEPA CARACTERISTICAS

Escherichia eoli
K37 Protétrofa Lact Hima+ Sm',
X1299 protétrofa Lact /\ hima sm™ Tc'
€600 thr leu thi F- Lac-
w3110 Protrétofa F- Lacv
182 Protrétofa F-
JkBS glif A his§ argH thi 1 F- Llac-
si7-1

pro thi Tra+ (RP4-2 integrado) rec A

MX614 /\(pro-lac) gal E ilv thi Lac- Kal®

Mx881 /\(pro-lac) gal E ilv thi Lac-

Salmonella thiphymurium
SUL96 Auxétrofa Lac- Nal®

SUB9S Aux6trofa Lac- Nall sm™ reca-

Hw205 ser A thy Lac-
HwW204 ser A thy Lac- dor-
Hw21? ser A thy Llac- recA
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J.Martfnez

F.Bastarrachea

Nall Rec A- idem

G.Alfaro

J.Bustos

Watanabe
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PLASMIDOD CARACTERISTICAS FUENTE
R1-19 ap" smmesp” su” o ke C. Alfaro
R100 smf-sp” sy’ o 1" G.Alfaro
R100t smf-sp” su” " J.Martfnez
RTF-2 km” Te” J.Nartfnez
pHS01 A"y 7¢5 derivade de pBR322 J.Martfnez
pax404-7 T1c" y con un gen inactivo para km" idem
pBR322  Am" Tc" F.Bolivar
pBR322::1S1  Am" Tc© M.Chandler
F'lac lacyt A.d.Clark
via F.Bastarrachea
FAGO CARACTERISTICAS FUENTE
LAMBOA § 434 cllgg Litico en cepas IHF+ G.Guarneros
e IHF-
LAMBDA i 434 cin cllgg Lisogénico en cepas IHF+ idem
Lftice en cepas INF-
R17 Litico en cepas Hfr 6 F+ G.Alfaro
P1ts Cm” Lisogénico a 30°C, F.Bastarrachea

Iftico o 42°%, cm™
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METODOS DE GENETICA BACTERIANA

CULTIVOS BACTERIANOS

Los cultivos bacteriancs se hicieron siempre
8 partir de un precultivo fresco. Este precultivo
se preparé inoculando (a cepa en un tubo con 3 ml
de medio turia (LB) el cual se incubé sin agita
cién a8 37°C de 12 a 18 hrs.

Ltos cultivos bacteriancs se hicieron en
general inoculando una alfcuota del precultivo en
LB en una proporci6n de 1:100. Pera ello se utili
zaron matraces nefelométricos (con brazo lateral)
de 125 ml, con 50 ml de cultivo. Se incubé con
agitacion constante a 100 rpm a 37°C, hasta alcan
zar la densidad celular requerida.

La densidad celular del cultivo bacteriano se
calculé por medic de la lectura periddica de su
densidad 6ptica a 550 nm (DO 550 r!n) en un  espec~
trofotémetro. La lectura se realizé en el matraz
nefelométrico ¢ en tubos de ensayo de 8 ml.

CONSERVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

La conservacion de las bacterias por perfodos
largos, se llevé @ cabo en condiciones de micro-
serofilia. A portir de un cultivo en medio sélido,
una muestra del césped bacteriano se sembré por
piquete en un tubo (STAB) el cual se tapd y selld
con parafina. Los tubos se almacenaron s tempera-
tura ambiente en la obscuridad.

PROPAGACION DEL FAGO PiCm"t®

Se prepero un cultivo (1:40 precultive) a
30% con agitacién (200rpm) de la cepa liségena
en luria con ugso,. & una concentracién de 10aM
para E.coli y de 100mM para S.typhimurium., al
alcanzar una D'°'550nm de 0.3, se concentré 5 ve-
veces el cultivo en et mismo medio, ¥ se incubd
con agitacién (200rpm) a 42°¢ por 2 hrs. Durante
este periodo se detecta la lisis de las bacterias
liségenas. Posteriormente se incuba 8 37°C por
90's, se afiade cloroformo (1:20) y se agite (vor-
tex). Se centrifuga y se recupera el sobrenadante
decantando, y se afaden 2 gotitas de cloroformo.
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TITULACION DEL FAGO P1

La titulacién del fago P1 se realizé emplean
do !a cepa sensible AB1157. De un precultivo
estaciohario se inoculd 1:40 en medio Luria y se
incub6 8 37°C con agitacién (200rpm) hasta alcan-
zar una D.0.ggqn, 9¢ 0.3. Se concentré el cultivo
10 veces y se emplearon 100ul de este por cada mu-
estra, la cual incluye sdemas de las bacterias
concentra das, 50ul de CaCl, 15mM, 50ul de HgSO,
30mM y 100ut de lisado fégico en distintas con-
centra cidnes (1 x 10'5'-6 Y '7). A ceda muestra
se le afndieron 2.5ml de agar blande lfquido, y
templado, se mezclé y se sembré por vaciado en
cajas de Luria calcio, las cuales se incuban o
42°C por 12-24hrs,

LISOGENIA

para hacer lisogena de P1 Cm't® a las cepes
descritas en este trabajo, se siguié la siguiente
metodologfa;
Sembrar 200ul de un cultive fresco en fase esta-
cionaria de la cepa a lisogenizar en una caja
de agar Luris con Cm, dejar que seque y siiadir en
el centro, 50-100ul del fago a un titulo de 20-1.
Dejar la caja s 30°C por la noche y checar en las
coloniss resistentes, tanto sus marcadores, Ccomo
los conferidos por el P1.

TRANSDUCCION

La transduccién con P1 se realizé segin el
metodo descrito por Willetts,N. (1969), con algu
nas modificaciones. Se inoculd 1:40 un cultivo de
Luria con un precultivo en fase estacionaria de
lacepa deseada. Ls cepa bacteriana se dejo crecer
hasta una D.0g5n de 0.3 , el cultivo se centri-
fugd y se concentré 10 veces respecto al
vol.original. A 500ul del cultive concentrado se
lesfiadieron 250ul de CaCl, 15mM, 250ul de MgSo,
30mMy 500ul de lisado fagico titulado y diluido
en proporcion sdecuada para tener ta proporcion
de finfeccién de un fago por 20 bacterias. En los
controles de infeccidn se sustituyé el fago por me
dio de Luria. Se mezclé suavemente y se incubé por
20'a 37°C sin agitscién; posteriormente se centri
fugo Lla mezcla, y se lavé 2 veces en MD. Final-
mente se resuspendié en 100ul de MD y se sembré
en cajag con medios selectivos.



CONJUGACION BACTERIANA

El método utilizado normalmente esté basado
en Miller (1972}, y se realizé de la siguiente
mahera:

Se prepararon cultivos de las cepas donadora
y receptors en LB hasta alcanzar una DO 550 r,m=0.2
(Fase de crecimiento exponencial, aproximedamente
5 x 107 células viables/ml). Se mezclé 1 ml de
cada cepa en un tubo de ensayo y se incubé a 37°C
sin agitacién durante 1 hora.

Pars conjugar plésmidos de las bacterias
E.coli a S.typhimurium y viceversa, se sembraron
precultivos solidos en cajas de LB agar, de las
cuales se tomaron las conjugantes frescas, y se
serbraron nuevamente en LB agar, pero una encima
de la otra, y se incubaron sin Bagitacitn por
12hrs.

Las bacterias exconjugantes se seleccionaron
en medio sélido con los antibiéticos adecuados.
Los antibidticos se seleccionaron de acuerdo con
el fenotipo esperado para las exconjugantes.

Cuando se necesitdé seleccionar a8 las bacte
riss exconjugantes en ampicilina, se hicieron
diluciones 1071 y 1072 en WD, con el fin de obte-
ner un nimero menor de bacterias/ml. Esto se hizo
debido a que el mecanismo de resistencia de las
células exconjugentes se da a través de la produc-
cién de la enzima pJ-lactamasa. Esta enzima es
muy eficiente pars degradar a la Ap que se encuen-
tra en el medio, alrededor de la célula. Es por
ello que si la densided celular es alta, las
bacterias sensibles que estén alrededor de una
resistente pueden crecer, lo cual dificulta le
seleccion de las exconjugantes.

Se sembraron por espatulado 100 ul del culti
vo sin ditufr en una placa de medio con el antibid
tico. Lo mismo se hizo con los cultives dilufdos,
en el caso de seleccidn en ampicilina. Las placas
se incubaron a 37°C de 14 a 1B hrs. Se eligieron
algunas colonias exconjugantes al azar y se veri-
ficd su fenotipo en los antibiéticos adecuados.
Las exconjugantes de medio solido, se selecciona-
ron estriando varias asadas de la conjugacién en
las cajas de seleccion pertinentes.
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OBTENCION DE CUENTAS VIABLES

Para determinar el namero de bacterias
viables por ml de cultivo bacterianc se utilizé la
metodologfa propuesta por Miller (1972), descrita
a continuacién:
se determind la DOg50rm del cultivo bacteriano a
analizar, el cual se ditluyd en M. Las diluciones
adecuadas para obtener colonies aisladas fueron: o
una DOgsgn, entre 0.2y D'fg 10° -Z 107, y a
Dossum entre 0.5y 1.0, 10°° y 10°°. Se sembra
ron en L1, 100 ul de cada dilucién por espatulado
con una varilla de vidrio en forma de L. Llas
placas se jncubaron a 37°C de 14 a 18 hrs, con el
fin de obtener colonias aisladas. Apartir de una
célula viable se forma una colonia bacteriana.
Pars calcular las cuentas viables se contaron las
colonias en las piacas de la dilucién donde creci-
eron entre 50 y 500 colonias aisladas, El mmero
de células viables / ml de cultivo se calculd con
la siguiente férmula:

Células/ml=

Numero de colonias por placa x 10 x Factor de
’ dilucion

TRANSFORMACION BACTERIANA

Se utilizé el metodo descrito por MWiller
et.al 1989, el cual se describe a continuacién:

A partir de un precultivo fresco, inocular
(1:100) 10 ml de LB con la cepa a transformar,
incubar a 37°C con agitacién (200rpm) hasta llegar
a una DO 550 m=0.3-0.4. Al llegar a esa DO, se
dituyen 1:1 con medio T55 2X y se toman 100 mt de
cultivo por cada transformacion, y 100ml més como
control, los cuales se transfieren a tubos preen
friados, se afade el DNA a transformar en volume-
nes no mayores de Sul, y en concentraciones desde
100pg hasta 1ug, y se agita la mezcla. Se mantije-
nen en hielo los tubos por 30 min. Posteriormente
se someten a 43°C por 5'. y se regresan 5¢' al
hielo. Se afiaden 900ml de LB dextrosa, y se incu-
ban en agitacién a 37°C por 3hrs, Para seleccionar
las bacterias transformantes, se concentra el cul-
tive centrifugando y tirando el sobrena dante, vy
se resuspercie en t00ul de MD, del cual se sieabran
en cajas de LB agar con los entibiéticos requeri-
dos, diferentes cantidades e inclusive diluciones
de la mexcla de transformacién., Las cajas se
incuban @ 37°C por 12-18hrs.



PRUEBA DE SENSIBLILIDAD AL FAGO R17

El fago R17 es espec{fico para bacterias F+ y
Rfr. Este hecho se debe a que el receptor para
este fago es el pilus formado por 1a protefna
pilina. El gen gue codifica para esta protefna es
parte del operén tra, presente en los plésmidos F.
Por lo tanto las bacterias que poseen un plésmide
F sintetizan estos piti ¥ son sensibles a este
fago.

Con el fin de determinar si una cepa era F+ §
Hfr, se probd su sensibilidad a este fago. Para
ello se hizo un cultivo de la cepa y de una cepa
control Hfr en LB, hasta una DO ggg=0.6, Se
sembraron 100 gt de éste en una cajas de medio Fry
y se incubd bajo s flama de un mechero hasts que
se seco6 el indculo, Una vez seco, se colocaron 20
Kkl de dilwidn del fago R17 en el centro de 1a
zona del indculo bacteriano y también se dejé
secar. Se incubd & 37°C hasta que se observé la
placa de lisis en el control {(aproximadamente 14
hrs.)

TITULACION DEL FAGO LAMBDA

bacteriéfago
usando la

Se titularon dos cepas del
tambda: {434cll,, e i434cin cllgg
siguiente metodologfa:

Se hizo un cultivo de bacterias lambda sensi-
bles en LB adicionada con 0.2X de maltosa y se
fncubd por 14 hrs, hasta llegar a ta fase de
crecimiento estacionaria. 10 ml de este cultivo
se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min. a 5°C y
la pastiila se resuspendid en 10 ml de W>. Se
volvié a centrifugar y se resuspendié en 0.4 del
volunen original. Se aimacend a 4°C.

Se hicieron diluciones 107> y 1076 de
cada muestra de fago en SM y se mezcld 0.1 ml de
cada dilucién con 0,1 ml del cuyltivo bacteriano.
Esta wmezcla se incubd a 37°C dursnte 20 min.,
transcurridos ltos cuales se mezclé con 2 ml de
agar blande fundido a 45°C y se sembrd en L1. Se
incubs a 37°C de 12 a 16 hrs., hasta observar la
sparicién de placas de lisis en el césped bacte-
riano. Cada fago activo produce una placs, por lo
tanto el ndmero de unidsdes formadoras de placa
(UFP) / mL se calculs con la siguiente férmula:

UFP / ml = Ndmero de placas x 10 x
factor de dilucion
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VERIFICACION DEL FENOTIPQ HimA+ Y HimA-

Con el fin de analizar el fenotipo HimA- en
La cepe K1209 de una manera Indirecta, se utiliza-
ron dos mutantes del fago lambda, las cuales
inducen un grado de lisis diferante en las cepas
IHF e IHF- ¢himA- & himDs/hip-). La metodologfe
utili{zeda fué (a siguiente:

Se preparé un cultivo de la ceps [HF-, asf
como de un control 1HF+ en medio Lurie-Maitosa,
hasta llegar a una DO 550rm =0.5. Se sembraron
100 4l de este cultivo en ptacas de L1 y se dejd
secar. Se colocaren 20 ki de la diluciédn 1072 ge
cada cepa del fago lambda scbre ta zona seca del
indculo bacteriano y se dej6 secar. Se incubé a
37°C hasta observar lisis en el control (aproxima-
damente 18 hrs.).

Ademis del método enteridr, también se empleé
el descrite por Friden, P.et.al. en 1984, el
cualconsiste simplemente en sembrar la cepa en
cuestion en 3 medios minimos, con el medio minime
requerido por la cepa pertinente, otro con leuci-
na, y finalmente uno con laucina, isoleucina vy
vatina. Esta coleccidn de WM's permite detectar la
suxotroffa de Isoleucina y valina generada porla
presencia de leucina en cepas himA-.

PRUEBA DE MARCADORES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A portir de un cultivo ajustads & DOgep .=
0.2, se hicieron diluciones 1074 y10°° en W,
Se espatularon 100kl en cejes de agar LB y se
incubaron a 37°C pera obtener colonias aisladas.

Se traspasaron 100 colonias aisladas de cada
ceps & una caja de L1, utilizando patilios de
madera estériles y se incubaron a 37°C de 14 a
16hrs.

Se duplicaron tos parches por el wétodo de
replica de placas (Nitler, 1972), en los wmedios
con los antibiéticos adecuados para verificar {a
presencfa de los marcadores de resistencia del
piasmido y de la ceps correspondiente. Se incuba-
ron las cajas 8 37°C de 14 & 16 hrs,



METODO8 DE BIOLOGIA MOLECULAR
VISUALIZACION DE LDS PLASMIDOS
Se utilizaron las técnicas de lisados claros

y su separacién en geles de agarosa por electrofo-
resis, descritas por Maniatis (1982), 6 [a separa-

cién de topoisémeros de acuerdo & las siguientes
técnfcas:
a) Obtencidn de plésmidos por lisados claros.

Se ¢recié un cultivo de coda cepa en 3 ml de
LB hasta una DO 550rm’1'° (Fage estacionaria con
14 a 18 hrs de cultivo). Los cultivos se centrifu-
garon en microcentrf{fuga a 10,000 rpm por 2 min.
Las células concentradas en la pastilla se resus-
pendieron en 100ul de solucién I con Llizosima y
RNAsa, se dejaron reposar por 5' a temperatura
ambiente, y se lisaron con la enzima (isczima,
NaOH y detergente 5DS. Se centrifugaron los restos
celulares a 10,000 rpm por 15 min a 4°C. ELl sobre-
nadante se mezclé con fenol-cloraforme (1:1) y se
centrifugd 2 min a 10,000 rpm. La fase acuosa
superior se mezclé con 2 volumenes de etanol
abgsoluto e temperatura ambiente. Se incubbé a -20°C
de 16 a 24 hrs,

Se centrifugé 15 min & 10,000 rpm a 4°C. La
pastilla de DNA obtenida se lavs con etanol al
70%. Se centrifugé y se secé al vacio. Cada mues-
tra se resuspendié en 8 & 30ul de YE 1x [pH 8.0}
y se se afadié 1/6 de volunen de colorante de
Ficoll.

b) Separacién de los plésmidos por electrofo-
resis en geles de agarosa.

para ello se prepararon geles de agarosa al
1X en solucién amortiguadora TBE 0.5x y se monta-
ron en cémaras de electroforesis verticales para

corridas de poco tiempo u horizontales en el caso
de corridas largas.
Se colocs la muestra de DNA en el gel y se

corrié por electroforesis a 80 6 100 volts, segun
el caso, siempre con voltaje constante. Al finali-
zar la electroforesis el gel se tifd con bromuro
de etidio [0.5 wg/ml] por 45' y se fotografiaron
Las bandas observadas en un transiluminador de luz
ultravioleta,

55

c) Separacién de los topoisdmeros del pldsmi-
do pMSO1 por electroforésis en geles de agarosa
con cloroquina.

Para ello se utilizé el plésmido pMSO1 (Mar-
tfnez, 1983) con marcador de resistencia Ap". Este
plésmido se introdujo en las cepas por transforma-
cién. Para extraerlo se utilizé la técnica de lisa
dos claros. EL volumen de cultivo total utilizado
para cads extraccidn fué distinto. Esto se debe a
que en fases de crecimento iniciales, la concen-
tracibén celular es menor y se necesita un mayor
volumen de cultivo para obtener el rendimiento de
DNA necesario para visualizar los topoisémeros. El
volumen utilizado para cada extraccién fué el si-
guiente:

D0 sppe= 0.6 volunen= 12 ml

0.8 9 ml
1.0 6ml
1.3 Imt
1.5 3mt

En todos los casos se centrifugé el wvolumen
total y la pastilia se repartié en dos tubos
Eppendarf, en los cuales se hizo la extraccidn.

EL DNA obtenido se resuspendié en 6 a Bul de
TE y se le afsdieron 2ul de colorante de Ficoll.

Se hizo un gel de agarosa al 1X en TBE con
Fosfato de Cloroquina [25 wgg/ml}. El tamafio del
gel fué de 9 x 14 cm con un espesor de 5 6 10 mm
(40 y 80 ml de agarosa respectivamente). Se dejs
dentro de la canastille y se monté en {a cémara
horizontal de electroforesis con 750 G 850 ml de
TBE con |a misma concentracién de fosfato de
cloroquina,

se colocé la muestra de DNA en el pozo del
gel, sc tapé la cémara y se splicé corriente & 35
volts (voltaje constante) durante 18 hrs.

se retiré el gel de la canastilla y se lavé
en agua destilada con agitacitn lenta. Se hicieron
dos cambios de agua de un litro (uno cada dos
horas). Posteriormente se tifié en bromuro de
etidio 5 ug/ml} por 30 min y se lavé 10 min en
agua corriente, para quitar el exceso de colo-
rante,



RECOMBINACION DE PLASMIDOS {ncFIl

La estrategia empleada para detectar eventos
de reconbinacién entre los plismidos incFll se
describe a continuacidn:
se introdujo por conjugacién el RTF-2 (km", Tc™)
en las cepas desesdas, posteriormente, se introdu-
jo de la misma forma el R100t (Cm", Sm-Sp™). Las
bacterias portadoras de ambos plésmidos fueron
presionadas con antibiéticos, pars que los mantu-
vieran o al menos sus marcadores, por sélo une no-
che. De estas cajas, se tomaron asadas que fueron
resuspendidas en Luria, y se ajusté la DOggy. 8
0.3 ra todes los cultivos. Con la dilucién a la
1X10°¢ de estos cultivos, se fnocularon 50 ml de
LB en matraces nefelometricos de 250ml. Estos ma-
traces se incubaron a 37°C a 200rpm hasta alcsn-
zar una D°550nm de 0.6, y posterjormente se ditu-
yeron para inocular nuevamente S0ml en las mismas
condiciones. El cultivo se mantuvo en fase expo-
nencial hasta por 100 doblajes repitiendo las dilu
ciones. Al finalizar el crecimiento de las cepas,
se seleccionaron bacterias capaces de crecer en
presencia de los antibiéticos para los cuales codi
fican resistencia ambos plésmidos. Gracias a la ip
compatibilidad, al final de este cultivo, ls mayo-
rfa de las bacterias poseen solo un replicén de
los 2 plésmidos incFIl. Las bacterias capaces de
crecer bajo la seleccion de los marcedores de am-
bos plésmidos fueron purificedas, y se les extrajo
el material genético extracromosmal y fueron some-
tidos a electroforesis en geles de agarosa. Aque
(las bacterias multirresistentes portadoras de un
solo plédsmido fueron consideradas como eventos de
reconbinacisn.

EXPERIMENTO DE DISOCJACION DEL R100t

Para realizar estos experimentos se introdujo
por conjugacién el pldsmido R100t en las cepes
deseadas. Los experimentos de disociacidn se
hicieron a partir de precultivos frescos mjustados
a una DOg5p =0.2 con LB, Los cultivos se hicie-
ron inoculando con 20xl de la dilucién e la 1 X
1072 det precultivo, en 50 ml de LB (dilucién 1:
2,500,000). Previamente se calculé que el nimero
de células viables en 50l a esta DO es de 1x106.
El cultivo se fncubbé en matraz nefelométrico de
125 mi, & 37°C con sgitacién costante a 100 rpm.
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RECOMBINACION DE PEQUEROS PLASMIDOS MULTICOPIA

A partir del césped bacteriano de una cepa
portadora del plésmido p8X404-7, se hizo un culti
vo infcial en 5 ml de LB con Tc (12.5ug/ml] hasta
uns DO 55°m=0.3. En el caso de la cepa HB101, por
ser ésta una cepa RecA-, se necesita dejer crecer-
el cultive hasta LneBOssam=lJ.5, ya que en esta DO
tiene un namero de bacterias viables sgimilar al
cultivo de las RecA+,Se usé LB con Tc para ejercer
presidn selectiva y que no se perdiera el plésmido
al hacer los cultivos. Cuando cada cultive llegé a
laD0 especificads, se colocé 8 &4°C y con una
alfcuota del mismo se probd L& frecuencia de
recombinacién del plésmido. A esta frecuencia se
le llaméFrecuencia de Recombinacidn Inicial (Fy).
Elevento que indicé la recombinacién en el plasmi
do, fue la adquisicién de la resistencia a km en
las bacterias.

A partir de la Fi, se calculd para cada cepa
el mimero de bacterias/ml de cultive con plésmido
no recombinado. Con el mimero sdecuado de bacte-
rias para cada cepa se comenzé el experimento de
recombinacion homéloga. Estas bacterias se tomaron
de una alfcuota del cuitivo a 4°C, y con ellas
seinocularon cultivos en LB con 12.5 ug de Te/ml.
El rdnero de bacterias sembrado se verificé hacien
do cuentas viables en placas con Tc (12.5 pg/ml).
Se incubaron los cultivos haste alcanzar una
densidad celular que permitiera observar el
evento de Fecombinacién del plésmido. La frecuen-
cia de recombinacién de este plésmido, reportada
para bacterias RecA- es de 6.54x10°5, por lo
tanto se incubé hasta que las bacterias alcanza-
ron ia densidad celular de 1x10° cél/ml con el
fin de poder cbservar el evento. Al [legar a esta
densidad, se calculdé la Frecuencia de Recombina-
cién Final de la forma ya mencionada.

Cada 12 hrs se diluy6 una parte del cultivo
con medio LB hasta llevarlo a una DOge, 1 =0.2. Con
20 ul de la dilucién a la -2 de este cultivo se
inocularon 50 ml de LB fresco y se incubd nueva-
mente & 37°C con la misma agitacidn. La pruebe de
marcadores de resistencia a antibiéticos se prac-
ticé al finalizar el experimento de disociacién.



RESULTADOS.

En este trabajo se estudiaron los factores involucra-
dos en la recombinacién hémologa de las IS1 durante la disocia-
cidén de los pldasmidos multirresistentes FII en S.typhimurium y en
MODELO EXPERIMENTAL, -

La disociacidén de los pldsmidos FII es un evento depen-
diente de RecA, en el que la recombinacién homdéloga de dos ISl
separa los médulos informacionales de estos plasmidos:

1 pFII (RTF.ISl.r-det.IS1l)-==-->1 RTF::IS_]; + 1 r-det::IS1l.

Este evento puede detectarse gracias a que el r-det, el médulo
que porta la mayoria de los genes de resistencia a antibiéticos,
no es capaz de replicarse autdnomamente. Esta caracteristica
provoca que las cepas bacterianas portadoras de plasmidos FII,
pierdan la resistencia a antibioticos cuando ocurren eventos de
disociacién.

En este estudio, se utilizdé como herramienta basica de
trabajo, la deteccidén de eventos de disociacidén del plasmido
R100t (incFII), y a menos dque se indique de otra forma, los
resultados reportados se refieren a experimentos de disociacidn
del R100t. La regidén r-det del plasmido R100t porta la informa-
cién para conferir a su hospedero, resistencia a Cloramfenicol,
Estreptomicina-Espectinomicina, Sulfas, asi como a Mercurio (Cnm,
Sm-Sp, Su y Hg respectivamente) (Figs. 3 y 5). Los genes de
resistencia a Sm-Sp, Su y Hg forman parte del transposon Tn2i;
mientras que la resistencia a Cm, no esta en un transposén. Los
eventos de disociacién (Fig.5) pueden cuantificarse detectando

unicamente la aparicion de células cm® y verificando después en
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estas, la pérdida de los otros marcadores de resistencia sm¥-spt
y sul, Finalmente, la presencia de plasmidos tipo RTF en estas
células se determina analizandolos por electroforesis en geles de

agarosa (Fig. 6).

FIGURA § Disociaci6n del R100t
MULTIRRESISTENTE

Cadm.3p.Hags
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REPLICACION Y |
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FIQURA 6.-ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DE
PLASMIDOS RESISTENTES (1) Y SENSIBLES (2) A Sm-Sp Y Cm,
AISLADOS DE LA CEPA HW206 DE S.typhimurium AL
FINALIZAR UN EXPERIMENTO DE DISOCIACION
1 2
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EFECTO DE LA INFORMACION GENETICA DEL RTF EN LA DISOCIACION DE
108 PLASMIDOS FII.

Uno de los puntos claves en el evento de disociaciédn,
es la identificacion de los factores involucrados. Hasta ahora,
no se sabe si el RTF de los pFII aporta alguna funcidn estructu-
ral o enzimatica involucrada con la disociacién. Como se men-
cionéd en la introduccién, existen reportes que sugieren que el
RTF codifica para moléculas que modifican la frecuencia de recom-
binacién de la IS1 de los pFII (Chandler et.al 1982) y la fre-
cuencia de la recombinacién generalizada (Chernin et.al 1980).
Sin embargo, no sabemos si estas funciones son esenciales para la
disociacidén, ni si estan involucradas o no con la regulacion de
la misma.

Para probar la aportacién del RTF al patroén de disocia-
cién de los pFII, se construyeron pldsmidos con replicones que no
pertenecen al grupo de incompatibilidad FII, portadores de un
médulo similar al r-det (pMG). Como replicdén se empled el plasmi-
do F'lac, y como médulo similar al r-det, se eligid al Tn3, que
es un transposén con un gene de resistencia a Cm flangqueado por
dos ISl directas.

Para construir a los pMG, primero se transfirio por
conjugacion el F'lac a la cepa GM2198 dam::TnS. Posteriormente
para seleccionar a los plasmidos F'lac::Tn9, esta cepa se conjugd
con la C600 (lac-, ¢cm®), y se seleccionaron células cmR (Tns), en
el medio selectivo adecuado. Se verificd la presencia del plasmi-
do F'lac en las células cmR con el fago R17 que unicamente infec-
ta a células con pili codificados por estos plasmidos. Se selec—

cionaron 20 colonias independientes Lac- en medio McConkey, y se
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les verifico nuevamente tanto la infeccidén con R17, como la
resistencia a Cm. Los pMG (cmR Lac~) permiten la deteccidn de
eventos de disociacidén pues generan un fenotipo CnS, Lac-. Este
sistema permite diferenciar el evento de disociacién de otros
eventos, como la transposicién conservativa (cmR lact), la trans-
posicidn replicativa (Cmp Lac-) o la escisién precisa (Cmg,
Eesj). Para estudiar el fenotipo Lac conferido por el plasmido,
se utilizardn células con una delecidén del operén lac (/\ lac),
lo que evita la restauracion del fenotipé Lac+ por recombinacién
homéloga (plasmido/cromosoma) .

Dos de estos plasmidos, pMGl y pMG2, se transfirieron
por conjugacién a diferentes cepas de E.coli (wt y recA-) y de
§.tx2himurium (wt, dor- y rechA-) para poder comparar sus patrones
de disociacién con los reportados para pFII,

En la Figura 7, se presenta un esquema del modelo
experimental F'lac::Tng, la construccién de dicheo modeleo, y los
resultados de los experimentos de disociacidén. En algunas de 1las
becterias finalistas se probdé la presencia del pF'lac infectando
con el fago R17.

Los pMGl y pMG2 se disociaron a baja frecuencia en la
cepa silvestre de Ezggli Y en las cepas silvestre, dor-~, y recaA-
de S.typhimurium. Este resultadc es claramente diferente al
reportado para la disociacidén de los pFII (tabla 5 y Fig 8):
lo.-Los valores de disociacién para S§.typhimurium y para E.coli
resultaron similares. 20.- Las cepas recA- y dor- de S.typhimuri-
um no presentaron la reduccién de dos ordenes de magnitud respec-

to a la cepa silvestre e inclusive la cepa recA- mostré valores
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‘superiores ‘a los de la silvestre.

FIGURA 7.-MODELO, CONSTRUCCION Y DISO-

CIACION DE LOS pMG EN S.typhimurium
Y E.coli

El Tn9 como modelo de r-det
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DISOCIACION DEL R100t EN CEPAS DE E.coli Y E.typhimurium CON UN

NUMERO DIFERENTE DE COPIAS DE I81.

La similitud entre la disociacién de los plasmidos FII
y la resolucién de un cointegrado de transposicidn replicativa de
la IS1 permite suponer gque ambos eventos comparten cuande menos
algunas funciones. En este sentido, resulta importante determinar
si la presencia o ausencia de la IS1 modifica los patrones de
disociacidn, y poder determinar si esta, aporta factores que
actuen en trans involucrados en la disociacién (FTD).

La presencia de ISl cromosomales en E.coli y su
ausencia en S.typhimurium resalta al andlizar las diferencias
entre estas bacterias, respecto a los patrones de disociacion de
los pFII. Una posible explicacién de este comportamiento diferen-
cial, es que la IS1 codifique o titule algun factor, involucrado
con la disociacién de los pFII, de tal forma gque la presencia de
multiples copias de la ISl repriman la disociacidn.

Para detectar la existencia de la actividad reguladora
o inhibidora de algun FTD codificado por IS1l, que bloquee 1la
disociacidn de plasmidos FII en E.coli, se utilizaron cepas con
y sin 181 cromosomales, portadoras del pldsmido R100t. Las cepas
empleadas fueron la 182 (J.Ramirez, carente de ISl), la C600 (8
copias), la K1299 (8 copias) y una cepa de S.typhimurium HW205
(carente de ISl). La cepa K1299 (himaA-) se empleo por ser una
E.coli con una disociacidén detectable (aunque baja respecto a
S.typhimurium A.Garibay 1990).

En la Figura 8, se muestra un resultado representativo
de los experimentos de disociacidén realizados con estas cepas. lLa

cepa 182/R100t, a pesar de que no posee copias cromosomales de
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Isi, no es capaz de disociar élﬂRlobt.;

FIGURA 8.-DISOCIACION EN AUSENCIA
" DE IS1 CROMOSOMAL
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El resultado anterior sugiere la ausencia de FTD nega-
tivos. Sin embargo, es posible que en E.coli esté reprimida la
disociacidén independientemente de las copias de IS1 cromosomales,
por lo que se investigd el efecto de multiples copias de IS1 en
la disociacién en S.typhimurium.

Para modificar el numero de copias de IS1 en S.typhi-~
murium, se empled un derivado del plésmi@o multicopia pBR322 con

una IS1 activa (pIS1l). La cepa Su695.se transformé con el pISl y
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con el pBR322, y posteriormente por conjugacidn se les transfi-
rié el plasmido R100t.

En la Figura 9 se presentan resultados representativos
de los experimentos de disociacién con la cepa Su695 con y sin
copias de ISl. Como puede apreciarse, no hay un cambio signifi-
cativo al modificar el numero de copias de ISl. Lo anterior,
sugiere la ausencia de FTD reguladores o represores codificados

por la IS}:

FIGURA 9.- DISOCIACION EN PRESENCIA DE
MULTIPLES COPIAS DE ISTEN S.typhimurium

% DE DISOCIACION

g1 88

5U695 SU6B95\pBR322 SUBY5\pIS1
0 copias 0 copias > 10 copias/cél.

V¥ 78 doblajes [ 196 doblajes  #ZZ 120 doblajes
En este trabajo, se intento detectar la accidén de una
resolvasa (Pags 9 y 12) codificada por la IS£ capaz de disociar
los pFII, que tienen lavestructura esperéda de un intermediario
de la transposicién replicativa de la Isl. Para detectar la
resolvasa, o algun FTD que la incrementase, se utilizaron dos
cepas, SU695 rec A- (§:typhimurium) Yy K1299 EiE_ﬂf (g:ggli).

La cepa Su695 rec A- representd un modelo ideal para la deteccidn
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de estos FTD positivos, ya que es una cepa en la que los eventos
de disociacidén (que normalmente ocurren a alta frecuencia) han
sido disminuidos por una mutacién involucrada con los sisfemas de
recombinacién homdéloga general. La cepa Ki299 fue seléccionada
por ser una E.coli en la gue ya hay un poco de disociacidn,
pensando que tal vez los FTD positivos incrementen su frecuencia.
A ambas cepas se les modificd el numero de copias de ISl activas
transformandolas con el pISl, y posteriormente se les transfirio
por conjugacién el R100t.

Los resultados obtenidos en los experimentos de diso-
ciacién (Fig.10) muestran claramente que el incremento en el
numero de copias de IS1, no tiene ningun efecto sobre la disocia-
cién. Estos resultados junto con los anteriores sugieren la
inexistencia de FTD positivos o negativos codificados por ISl

involucrados en la disociacién de plasmidos FII.

FIGURA 10.- DISOCIACION EN K1299 y SU896
EN PRESENCIA DE MULTIPLES COPIAS DE /87

% DE DISOCIACION

46

50 7

401

301

20 1

10 )

T ] T T a T
sus9s" pBR3z2" pist®  K1299" pBR322" pist*
| recA- || _IHF-
B 75 DOBLAJES YV 120 DosLAJes [1300 DOBLAJES
a=0 COPIAS DE IS1/CEL
Y e

*=>10
b=8 ” 3 "

65



EFECTO DE LOS8 GENES dor y himA SOBRE LA DISOCIACION
DE LO8S PLASMIDOS FII EN E.coli.

Respecto a las diferencias entre E.coli y S.typhimurium

gue pudieran explicar los patrones de disociacién en ambas bacte-
rias, es posible que cierta informacién, no sea idéntica, o no se
encuentre en alguna de las bacterias: A) Es probable que el gene
dor identificado en S.typhimurium no sea funcional o no se en-
cuentre en E.coli y/o B) la proteina IHF que se une a las IR's
de la ISl blogquee la disociacién en E.coli y tal vez la IHF de

S.typhimurium (Him A 3 Aa. diferente a la de E.coli) no lo haga.

A.Garibay (1990) estudidé la disociacidén de pFII en mutantes IHF-
en E.coli y postulé que la IHF inhibe la disociacion en E.coli.
El caracter pleiotrépico de la IHF dificulta el entendimiento de
su participacién en la disociacién.

Para estudiar el efecto de ambos genes, se construyé
una bateria de cepas de E.coli en las cuales se introdujeron por
transduccién con Pl los genes dor+ y dor- de S.typhimurium, y el
gene himA-(IHF-) de E.coli. Esta bateria de cepas se derivd de la
cepa JK85 (hisS- y gliA-). Los genes hisS, y gliA flanquean el
gene dor en el mapa de S.typhimurium (Figura 11). Las cepas Su695
dor+, HW205 (dor+) y HW204 (dor-) de S.typhimurium se lisogeniza-
rén con el fago Pl tS Cm,. También se lisogenizé la cepa K1298%
(himA-) de E.coli, la cual porta una resistencia a Tetraciclina
en una regidn muy préxima a la delecidén de himd, lo que permite
seguir facilmente su transferencia. Los Fagos obtenidos al indu-
cir por temperatura (42.C) el ciclo litico en estas cepas fueron
empleados para transducir la cepa JK85 (Figura 11). La bateria de

cepas asi construida nos ofrece los siguientes genotipos: JK85
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wt, JK85D dor+, JK85d- dor-, JK85h- himA, JK85Dh- dor+,himA-.
La deteccidén del gene dor es indirecta, a travez de la obtencion
de transductantes His+ y Gli+, ya gue estos marcadores flanquean

a dor en S.typhimurium.

FIGURA 11.-TRANSDUCCION DE dor Y himA A E.coli

LOCUS DEL GENE E,coll S.typhimurfum

e o
dor EN EL D(a":"l‘:,on gene D‘Oml[:)un gene
CROMOSOMA 54| gua A B 52| gua AB
. . his S 83| nis 8
DE S.typhimurium dor
&5 gli A 54| gli A
pur I{G) pur G{I}

CONSTRUCCION DE LAS CEPAS DE E.coli
himA-, dor ,dor-, y dor himA-

P1 JK85 P1
hBimA- his- gli-  dor ¢ dor-

JKSSD
Thzm.‘i-

JK85H JI\BSD JK8SDH
himA- himA-

JK85d- dor
dor-

Los P1 empleados para transducir a la cepa JK85(hisS-,gliA-
Te') se obtuvieron de las siguientes cepas: K1299 (himA-, Tet®),
HW205 y HW204 (hisS+,gliA+y dor y dor- respectivamente),

VERIFICACION DEL FENOTIPO himA EN E.coli

LAMBDA TC himA
Cin Cin CII
JK85 lisis lisis S +
JK85H lisis no ° R -
JK85DH lisis no R -
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Posteriormente se les transfirié por conjugacion el
plasmido R100t, y se llevaron a cabo experimentos de disociacidn.
Los resultados que se muestran en la Figura 14 indican que en
todas las cepas de esta bateria, la.frecuencia de diéociaéién es

menor que la obtenida en’S:typhimurium.

FIGURA 12.-DISOCIACION EN S.typhimurium
Y E.coli dor , dor-, himA-Y dor himA-

Cm 8 \ \\\\

Cm R
cm R 100%
22%

HW205 JKBS

{wi) {wt,dor dor-himA-dor-himA-)

78 doblajes.

A.Garibay (1990) reportd que al afadir 80ug de Novobio-
cina (Nov), un inhibidor de la subunidad B de la girasa, se
incrementaba la disociacidn del R1-19 en aproximadamente un 20%
en 120 doblajes celulares. A partir de este dato, se penso en
utilizar Nov o COumermiéina ((Cou) otro inhibidor de la.girasa)

en experimentos de disoclacidén en la bateria de cepas JK85.
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Se hicierén experimeﬁtos &é aisociACién con las cepas
JK85 y JK85D utilizando diferentes concentraciones de Nov y de
Cou, para rastrear el punto de efecto maximo (estos experimentos
de disociacidn tuvieron una duracién de =38 doblajes por cepa).
En la cepa JK85D, pero no en la JK85 se observaron eventos de
disociacién. También se rastred el efecto de la Nov en la cepa
HW205/R100t y el efecto observado corresponde al mismo de la cepa
JK85D. Las concentraciones de mayor efecto, fueron 40 y 60 ug de
Nov/ml, pero con 60 se afectd mas la curva de crecimiento que con
40, por lo gue se escogio esta ultima concentracioén para efectuar
los experimentos posteriores en toda la bateria de cepas. La Cou
se probd exclusivamente en la cepa JK85 y en dos concentracidnes
(2.5 y 3ug/ml). Los resultados correspondientes a los experimen-
tos de disociacidén, con la cepa HW205/R100t, con Nov, se presen-
tan en la Figura 13.

Los resultados que se obtuvieron con la cepa JK85/R100t
y sus derivadas en experimentos de disociacién con y sin Nov, se
muestran en la Figura 14.

La cepa JK85 no modificd su patrén de disociacién en
ninguna de estas circunstancias. Los valores de disociacién en la
cepa JK85D dor+ al tratarla con Nov, son similares a los obteni-

dos en S.typhimurium. E1 efecto del gene dor se hace evidente al

comparar estos valores con los obtenidos en la cepa JK85d-, en
donde ne se presentdé la disociacién en las condiciones experimen-

tales utilizadas. La cepa JK85H himA- no mostro disociacién, pero

el resultado respecto a la participacidn de IHF en la disociacién
se ve claramente con la cepa JK85DH, donde no sdlo no incrementa

la disociacidn, sino que disminuye, respecto a la cepa JK85D; la
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disociacién disminuye en ausencia de la proteina IHF.

FIGURA 13.- EFECTO DE LA NOVOBIOCINA
EN LA DISOCIACION EN S.typhimurium
(HW205)

% DE DISOCIAGCION

100 : o
80 39 ) 46 42
& %
40
20 / )
o 40 50

pg de Novoblocina/mi

IN\VEH] doblajes

FIGURA 14.- EFECTO DE LA NOVOBIOGCINA
EN LA DISOCIACION EN E.coli wt, dor
dor-, himA-y dor himA-.
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La Cou produjo un efecto Simiiér éﬁnéue nérfahrmafcado
como el obtenido con Nov en las cepas JK85 y JK85D. Los resulta-
dos anteriores indican que la Nov activa o induce la disociacién
de los plasmides FII en cepas de E.coli portadoras de un gene
dor.

Para estudiar el efecto de Nov sobre el superenrrolla-
miento e identificar el patrén topoldégico del DNA adecuado para
la recombinacién de las secuencias IS1 durante la disociacidn de
los pldsmidos FII, se decidid analizar los topoisdmeros de las
cepas claves con y sin inhibidores. Con la colaboracién de
A.Garibay y de J.Membrillo, se transformaron las cepas HW205,
JK85, JK85D, JK85d-, JK85h-, y JK85Dh- con el plasmido multicopia
PMS01, y se obtuviercn lisados claros en las mismas condiciones
de los experimentos de disociacién. Los topoisdmeros del plasmido
se separardn por electroforesis en un gel de agarosa con cloro-
guina y el negativo de la fotografia del gel se sometio a barrido
densitometrico a 620nm en un espectrofotdémetrc DU-8B de Beckman,
las coordenadas obtenidas para cada curva se regraficaron usando
el programa Harvard Grafics (Fig.15). En la fotografia gque se
muestra es evidente la diferencia entre el patrén de topoisdmeros
de las cepas silvestres de E.coli (JK85 fig 15-1I) y S.typhimuri-
um (Su695 fig 15-I). El patrén de S.typhimurium estd relajado re-
specto al patrdén de E.coli. La cepa JK85D (der figl5-III-1), no
presenta ninguna modificacién respecto a la JK85 (fig 15-II-1),

mientras que las cepas JK85H y JK85DH (himA~, y dor,himaA- fig

15-IV y V respectivamente) tiene un patrén casi tan relajado como
el de S.typhimurium. Al afadir Nov, todos los patrones se rela-

jan, pero en las cepas JK85 y JK85D el efecto es mucho mayor dque
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FIGURA 15.- Efecto de la novoblocina en el patrén de
superenrollamiento del pMS01 en E.coli y S.typhimurium.

A).-Fotografia de la elsctroforesis de! pMSO1 alslado de iaa
ospas:(l) SUBBS, {(I1) JK8S, (11} JKBBD, (1V) JK8BH y (V) JKB85DH

l il il v V
! 1 |
T ] r \ f ]
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 1.
%’* o w |
-y @ u  eon z-gk g
somg "“ ﬂ
oy m. F
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[Novl/mE 0 (1}, 40 (2) y 60 (3).

B).-Graficas elaboradas con sl programa Harvard Graphioa, del barrido
densitomatrico (DO ¢39xm) del negativo de la fotografia eyperior
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en la cepa Su695. Esto sugiere que los inhibidores de la sub-
unidad B de la girasa generan un patron TOPOLOGICO adecuado
para que la disociacién de los plasmidos FII se lleve a cabo en
E.coli dor+.

Es evidente que el gene dor es indispensable en la
disociacién de los pFII, pero no sabemos si su efecto resulta de
un incremento en la recombinacién homéloga de plasmidos, o de un
efecto directo scbre la disociacién. La siguiente seccién de-
scribe los trabajos realizados para determinar el efecto del gene
dor en la recombinacién homéloga de plédsmidos grandes (FII) y

pequenos (pBX404-~7).
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EFECTO DEL GENE dor EN LA RECOMBINACION HOMOLOGA DE PLASMIDOSB

Watanabe et.al. (1980 y 1982) al descubrir el gene dor
y su efecto en la disociécién, estudiaron su papel en la recombi-
nacisén homdloga postconjugacional y de transferencia, y concluy-
eron que qEE_no las afecta. Como diferentes enzimas de recombina-
cion operan sobre diferentes sustratos, se decidié analizar el
papel del gene dor en la recombinacién homéloga de dos sistemas
plasmidicos (en plasmidos FII, y en plasmidos pequerios multico-
pia).

La recombinacién homéloga entre plasmidos FII se estu-
didé en los pléasmidos R100t y RTF-~2, detectando moléculas recombi-
nantes con los marcadores de resistencia a antibioticos de ambos
pléasmidos,

El estudio de la recombinacién homdloga entre plasmidos
pequefios multicopia se realizé con el plasmido pBX404-7 (pBX). El
pBX fue diseiiado para cuantificar eventos de recombinacioén,
simplemente por la aparicidén del marcador de resistencia a kana-
micina. La resistencia a kanamicina, se regenera cuando dos se-
cuencia repetidas del interior de este gene recombinan (Xu
et.al. 1988).

En las cepas de S,typhimurium HW205, HW204 y HW211

(wt, dor- y recA- respectivamente) se estudid el efecto del gene
dor en la recombinacidén hdmologa de plasmidos empleando ambos
sistemas. Los resultados obtenidos siempre mostraron la misma
tendencia. En la Figura 16 se presenta el promedio de varios
experimentos, y en la parte inferior se muestran algunos plasmi-

dos recombinantes obtenidos de las cepas HW205 y HW204.

74



FIGURA 16.- EFECTO DEL GENE dor EN LA
RECOMBINACION HOMOLOGA DE PLAS-
MIDOS EN S.typhimurium

CEPA PLASMIDOS Fil| pBX404-7
HW205 wt 1 1
HW204 dor- 1 0.2-0.5
HW211 recA- <0.01 0.01

Frecuencia relativa de recombinacién de dos sistemas: pFII)
grandes plésmidos unicopia (R100t y RTF-2). pBX404-7)
pequefio plésmido multicopla, los resultados de cada sistema
son independientes.

Electroforesis en gel de agarosa de los pldsmidos
recombinantes obtenidos de las cepas HW205 (1)
y HW204 (2) de S.typhimurium, aisladas al con-
cluir un experimento de recombinacién con los

pldsmidos R100t y RTF-2 (3).

3 1 3 2

R100t —
RTF-2 —
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En las cepas de E.coli JK85, JK85D y JK85DH (wt, dor y

dor himA-) se estudio el papel del gene dor y el efecto de 1la
Novobiocina en la recombinacién homéloga de plasmidos pequefios.
Como en el caso anterior, los resultados siempre mostraron la
misma tendencia, y en la Figura 17 se presenta el promedio obte-

nido.

FIGURA 17.-EFECTO DEL GENE dor Y LA NOVO-
BIOCINA EN LA RECOMBINACION HOMOLOGA
DEL pBX404-7 EN E.coli

CEPA Novobiocina
Oug 40ug

JK85 1 1

wt

JK85D 0.64 0.46

dor

JK8SDH | 0.14 0.19

dor himA-

Frecuencia relativa de recombinacién homologa del pBX404-7
con y sin Novobiocina en E.coli wt, dor , y dor himA-

En esta serie de experimentos se puede observar que el
efecto del gene dor no es significativo sobre la recombinacién

homéloga de plasmidos FII, ya que en la cepa Hw204, se obtuve la
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misma frecuencia de recombinacién que en la cepa silvestre. En la
cepa Hw21ll (recA-} en cambio, no se detectaron eventos de recom-
binacion. Respecto a la recombinacién homéloga de plasmidos
pequefios, en la cepa Hw204 se aprecia una leve disminucidén re-
specto a la cepa silvestre. En este caso la mutante recA- esté
ostensiblemente disminuida en su capacidad de recombinacién.
Respecto al efecto del gene dor en la cepa JK85D, este
no incrementé los niveles de recombinacién del pBX404-7, sino que
inclusive, los disminuyd un poco. Este resultado contrasta con 1la
disminucién en recombinacién del mismo pBX en la cepa dor- en
S.typhimurium. En la cepa JK85DH, en la que ademas del gene dor+,
se introdujo tambien el gene himA-, puede observarse un decremen-
to de un orden de magnitud (en ocasiones llego a ser de dos
ordenes de magnitud) en la recombinacién homdloga de pldsmidos
pequefios. Los experimentos con novobiocina, no alteraron sensi-

blemente a ninguna de las cepas empleadas.

Estos resultados indican que el gene dor no afecta la

recombinacién homologa de plasmidos FII.
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DISCUBION

En el presente trabajo se estudic la participacién de
diferentes factores en la disociacidén de los pFII, con la finali-
dad de comprender mejor el fendémenc y entender el comportamiento

diferencial de estos plasmidos en E.coli y S.typhimuriunm.

EFECTO DEL REPLICON EN EL QUE SE LLEVA A CABO LA DISOCIACION

cuando nos referimos al efecto del replicén en el que
se lleva a cabo la disociacidn, nuestro interés principal es
determinar si el RTF de los pFII estd involucrado activamente en
la disociacidén, o si simplemente ésta se lleva a cabo de igual
forma en cualquier otro replicén. En el caso de los plasmidos F y
FII, existen reportes que involucran secuencias y funciones de
estos con eventos de recombinacién especificos para cada uno
(Hopkins et.al. 1980, Chandler et.al. 1982); sin embargo, no se
sabe si dichas funciones estan involucrada de alguna forma con la
disociacién. Considerando esta posibilidad, se decidid probar la
disociacién de un plasmido estructuralmente similar a los pFII,
pero con un replicén diferente.

Para construir dicho plasmido se eligieron el F'lac, y
el Tn9. La estructura del Tn9 es similar a la del r-det cuando se
encuentra unido al RTF, con las IS1 repetidas directas flanguean-
do la resistencia a Cm para la gue codifica. Los plasmidos pMG
(F'lac::TnS con el Tn9 insertado en lac, cmR Lac~) nos permiti-
eron identificar eventos de disociacién (cmS Lac-) sin confun-
dirlos con eventos de transposicidén conservativa o replicativa

(CmR lac+ y lac~ respectivamente) ni de escisién (CmS lac+) .
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Los pPMGl y 2 se empleardn en experimentos de disocia-
cidén en las mismas condiciones en las que se realizan para los
pFII, para determinar el efecto del F'lac sobre este evento.

Los resultados (Fig 7) son claramente diferentes a los
reportados para los pFII (Tabla V). La disociacién del F'lac::Tn9
no responde a las condiciones de disociacién de los pFII. Los
valores de disociacidén resultaron similares para las cepas

silvestres de E.coli y S.typhimurium; dichos valores son en el

caso de la primera muy altos y en la segunda muy bajos respecto
a los reportados para pFII. En el caso de las mutantes de
S.typhimurium, es claro que estas no resultaron esenciales para
la disociacién de los pMG, e inclusive muestran un ligero incre-
mento respecto a la cepa silvestre. Estos resultados indican la
participacién de factores aportados por el replicén en la diso-
ciacidén, sin embargo, no podemos diferenciar entre las dos si-
guientes posibilidades:

a) el F'lac aporta funciones que alteran la regulacidn de la
disociacidén (Hopkins et.al. 1980)

b) el F'lac no posee las funciones que responden a factores
involucrados con la regulacidén de la discciacidn.

Estas alternativas si bien son diferentes, ambas nos
permiten suponer la participacién del replicén en la disociacidén
al aportar o no funciones esenciales en la regulacién de esta
recombinacién, y por lo tanto permiten suponer gque el RTF si
juega un papel importante en la regulacidn de la disociacidn de

los pFII.
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Una consideraciodn debe hacerse en torno a estos experi-
mentos: la estructura del r-det y del Tn9. Como se indica en la
Figura 7, la unica diferencia importante es el tamafio (respecto
al conocimiento actual sobre disociacién), y su importancia
radica en la flexibilidad de ambas moléculas para poner en con-
tacto a las ISl. En diversos eventos de recombinacién intramolec-
ular se reconoce gque existen distanclias éptimas para poner en
contacto a las secuencias homélogas involucradas. En este senti-
do, tal vez los eventos detectados en el F'lac::Tn9 hayan sido
afectados por este factor.

Finalmente, es recomendable gue se hagan nuevos experi-
mentos en los que se elimine el numero de variables desconocidas
gue participaron en este experimento. Nos referimos a la utiliza-
cion de los plasmidos pMG, pues no fue posible obtener el pldasmi~
do F'lac::r-det, ni el RTF::TNg, ambos necesarios, pues se desco-
noce el comportamiento tanto del F'lac como del TNS en cuanto a

disociacién.

EFECTO DEL NUMERO DE COPIAS DE ISl EN LA DISOCIACION

Los pFII se disocian con mucho mayor frecuencia en
S.typhimurium que en E.cecli, curiosamente, la primera carece de
copias cromosomales de IS1, mientras que en la segunda hay en
promedio 8 copias. En P.myriabilis que tampoco posee copias de
IS1 cromosomales, esta secuencia tambien recombina a alta fre-

cuencia, pero a diferencia de S.typhimurium en lugar de disociar

los pFII, se amplifica el r-det. Esta observacién nos llevo a

suponer que la secuencia IS1 porta informacién que actua en

80



trans, la cual inhibe la disociacién. Ademas de este argumento,
la similitud estructural entre los pFII y los cointegrados inter-
mediarios de transposiciodn replicativa, tambien permiten suponer
una actividad de la IS1 en la disociacién, sdélo que en este
sentido, seria una actividad de resolvasa o algo similar, que
ayudara en la disociacién, y un represor de la misma.

Ante cualquiera de las alternativas anteriores, resulta
de gran interés determinar la existencia de actividades que fun-
cionen en trans, codificadas por la IS§1, que modifiquen la diso-
ciacién. En los trabajos realizados por diversos investigadores
con propositos similares al nuestro, se ha intentado determinar
la existencia de factores que actuen en trans codificados por
ISl; solamente los trabajos de Braedt han podido identificar
alguna actividad, pero su estrategia experimental como se mencio-
no previamente, se basa en la deteccién de eventos generados y
aislados rapidamente tras la transformacién. En terminos gener-
ales, se ha tratado de buscar la actividad de factores codifica-
dos por ISl en sistemas que no son actives para la recombinacién
de ISl (E.coli). En este trabajo se estudiaron los efectos de
miltiples copias de IS1 en la disociacién de pFII en el sistema
tradicional, y en un sistema activo para la disociacidén, S.typhi-
murium.

En 1989 J.Bustos reporto la disociacién de pFII en una
cepa clinica de S.typhimurium con copias cromosomales de ISl1l. Sin
embargo, se debe considerar la verificacién de la actividad de
las copias de ISl involucradas, y no solo probar su presencia.
Umeda y Ohtsubo (1991) reportaron la existencia de 4 tipos de ISl

con diferencias en la secuencia nucleotidica en E.co0li K12, 1lo
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que nos permite suponer que el numero de copias de IS1 no indica
el numero de copias activas de IS1l. Es por esto que en nuestro
trabajo incluimos como portador de copias de ISl al plasmido
multicopia pBR322::IS1, que porta una secuencia IS1 activa
(Bustos y Gomez 1987).

Para identificar actividades en trans codificadas por
la IS1 involucradas en la disociacidn, se emplearon cepas de
E.coli y S.typhimurium con diferente numero de copias de IS1,
partiendo de las siguientes estrategias:

~se trato de identificar un papel inhibitorio de 1a IS1,
determinando la disociacién de pFII en una cepa de E.coli sin
copias de ISl (182) y en una cepa de s.typhiﬁurium con multiples
copias de ISl (Su695/pISl).

-se trato de identificar un papel positivo de la ISl, deter-
minando la disociacidén de PFII en la cepa K1299 de E.coli que por
la delecién que porta en himA disocia pFII (aunque a baja

frecuencia) y en una cepa de S.typhimurium recA- que por esta

mutacién no disocia pFII; introduciendoles multiples copias de
ISl (K1299/pISl y Su695 recA-/pISl respectivamente).

La construccién de estas cepas nos permitio el andlisis
directo del efecto del numero de copias de IS1 en sistemas que
normalmente estan activos o inactivos en disociacion. Como puede
apreciarse en las Figuras 8, 9 y 10, el numeroc de copias de IS1
no modifica (ni positiva ni negativamente) el patrdn de disocia-
cién de las cepas empleadas. Este resultado nos hace suponer que
la IS1 no aporta FAT's positivos ni negativos involucrados en la.

disociacién. Sin embargo, cabe la posibilidad de gque el efecto de
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estos no sea detectable con el sistema empleado, ya sea por que
tienen una actividad muy baja, o por que factores ajenos a la IS1
involucrados en la regulacién de la disociacién restringen su
actividad. De cualquier forma, la regulacidén gruesa de la diso-
ciacidn no se vejafectada por el numero de copias de ISl en
E.coli ni en S.typhimurium.

Partiendo de esta conclusion, resulta intrigante el

numero de copias de IS] en E.coli y en §.typhimurium. Tal vez, la

alta actividad de disociacidén de S.typhimurium inestabiliza 1la

permanencia de copias de ISl en su genoma. Seria interesante
determinar si el numero de copias activas de IS1 en una bacteria
es inversamente proporcional a la capacidad para recombinar a la

ISl de cada bacteria.

EFECTO DE LOS GENES dor Y himA EN LA DISOCIACION

La mutacién del gene_ggz_descrito por Watanabe et.al.
(1980) reduce dos ordenes de magnitud la disociacién en S.typhi-
murium. Este efecto, no ha sido caracterizado a fondo, apenas se
sabe que no involucra recombinacién homéloga cromosomal, y se
sugiere que dor solamente participa en eventos de recombinacién
sitio especifica, de secuencias particulares como la IS1. A diez
afios de su descripcidén, aun se ignora si dor es parte de un
sistema de recombinacién o si es una recombinasa gue opera junto
con RecA, tampoco se sabe si participa en eventos de recombina-
cién plasmidicos, o si en efecto, su accidén es secuencia espe-

cifica. También se ignora si E.coli tiene un gene equivalente.
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Por lo antes expuesto, se decidid introducir una regién
del genoma de S.typhimurium que contiene el gene dor en E.coli, y
probar sus efectos en ambas bacterias, determinando patrones de
disociacidén, y recombinacién de plasmidos grandes de bajo numero

de copias y pequerios multicopia.

La proteina IHF participa en diversos eventos de recom-
binacién especifica, aportando aparentemente una topologia espe-
cifica en el DNA sobre el que tiene afinidad. En los extremos de
la ISl se identificaron sitios de unién para la IHF, gue se
sobrelapan con los sitios de unién para las proteinas InsA y la
transposonasa (que codifica 1S1). Estos sitios participan en 1la
regulacién de la expresidén genética y en el reconocimiento de la
transposonasa de la ISl. Nuestro grupo ha estudiado la disocia-
cién de pFII en cepas de E.coli sin IHF (delecidén de hima) y 1los
resultados sugieren que la presencia de esta proteina bloquea la
disociacién. Sin embargo, no se sabe si el incremento en la
disociacién de las cepas IHF- se debe a un efecto directo sobre
los sitios de reconocimiento de la IHF o al relajamiento general
en el DNA que su ausencia provoca. Esta ambigliedad, requiere gue
se pruebe el efecto de IHF en una cepa en la que la disociacién
sea frecuente.

Para estudiar el efecto de ambos genes en la disocia-
cién, se construyd una bateria de cepas derivadas de la JK85
(Figura 11), JK85D dor, JK85d dor-, JK85H himA- y la JK85HD dor
himA~ y la isogénica silvestre JK85 wt. Para nuestra desilu-
sidén, en ninguna de estas cepas se detectarén eventos de disocia-

cién (Fig. 12).

84



Al considerar que el patron de superenrrollamiento del
DNA de S.typhimurium es mas relajadoc que el de E.coli, y que Nov
(que relaja el patron de superenrrollamiento) incrementa cuando
menos en un 10% la disociacidn en S.typhimurium (A.Garibay 1990),
decidimos modificar las condiciones de superenrrollamiento en la
bateria de cepas JK85. Se identificéd la concentracidn adecuada de
Nov por sus efectos en la curva de crecimiento y en la disocia-
cioén en S.typhimurium (Fig. 13), se procedio a probar su efecto
en las cepas JK85.

Los resultados (Fig.14) indican claramente que se
requiere el gene dor y Nov para obtener niveles de disociacién
proximos a los obtenidos en S.typhimurium, y qgue la ausencia de
IHF disminuye los niveles de disociacidn.

El efecto en la disociacidén en las cepas JK85 se asocio
con la presencia de dor y con una medificacidén en el superenro-
llamiento que genera la novobiocina.

Como se aprecia en la Figura 15, los patrones de super-
enrrollamiento de la cepé de S.typhimurium (Su695) sin Nov es mas

relajado que el de las cepas JK85 himA+ sin Nov, mientras que las

cepas himA- presentan un patron similar al de S.typhimurium. Al
afiadir Nov, los patrones de las cepas JK85 himA+ se hacen mas
parecidos a los de S.typhimurium. Debe aclararse que el patron de

topoisdmeros en S.typhimurium tambien se releja en presencia de

Nov, Yy que como ya dijimos esta incrementa los niveles de diso-
ciacidén; sin embargo, el efecto en el patrdén de topoisdmeros es
mas dramatico en E.coli. Queda claro gue todas las cepas JK85

fueron probadas en condiciones de superenrrollamiento similares a
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las de S.typhimurium, Y que s6lo en las cepas ng se observd
disociacién. Es decir que se requiere de un ambiente topolégica-
mente adecuado, ademas de un gene dor activo, para poder disociar
con alta frecuencia.

Estos resultados sugieren que E.coli carece del gene
dor. Para provar lo anterior sugerimos que se pase por transduc-

cioén con Pl la regién hisS-gliA de E.coli a una doble mutante de

S.typhimurium, la cual perdera la actividad de dor si esta hipo-
tesis es correcta.

Para descartar un efecto del gene dor en la recombina-
cién homdéloga plasmidica; se disefiaron varios experimentos tanto
con pFII como con el pBX404-7 en cepas dor+ y dor- de S.typhimu-

rium. Tambien se realizaron experimentos de recombinacidén con el

PBX404-7 con y sin Nov en la bateria de cepas JK85. Los resulta-
dos obtenidos (Figs 16 y 17) no muestran un efecto claro de dor o
de Nov sobre la recombinacién plasmidica, por lo que suponemos

que el efecto del gene dor si es sobre scuencias especificas.
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CONCLUSIONES

La disociacién de pldsmidos F'lac::Tnd9 de estructura
similar a los pFII no responde a los mismos requerimnientos que
los pFII, por lo que concluimos que el replicén RTF de los pFII
afecta la regulacién de los patrones de disociacién por cualquie-
ra de los dos sigentes mecanismos:

-El1 RTF provee funciones enzimaticas especificas involucradas con
la disociacién.

-E1 RTF porta sitios reconocidos por enzimas involucradas con la
disociacién.

La presencia o ausencia de secuencias IS1 no es un
factor determinante para activar o reprimir la disociacién de los

pPFII en E.coli o S.typhimurium. Y es claro, gue esta secuencia no

aporta FAT's lo suficientemente fuertes para modificar los pa-
trones de disociacién de los pFII en ninguna de las dos bacte-
rias.

La trangdticcion del gene dor a E.cecli junto con una
adecuada topologia del DNA, son suficientes para la activacion o
liberacién de la disociacién de los pFII.

La ausencia de la proteina IHF puede generar un patrdén
topoldgico adecuado para la disociacidn, sin embargo esta ocurre

en frecuencias mucho menores a las reportadas para S.typhimurium.

En presencia de un gene dor y con una topologia adecuada, la
ausencia de IHF reduce la disociacidén, es decir, apesar de su
efecto en la topologia del DNA, la proteina IHF es requerida,
aparentemente en los extremos de la IS1, para alcanzar los maxi-

mos niveles de disociacién.
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