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BEESUMEDN

La metilacion es un Tenbmeno bioleoaico presente en la
mayoria de las organismosyg es un evento postreolicatcivo
inmediato e involucra la transferencia enzimatica del gruoo
metilo de la S-adenosilmetionina a bases nitrogenadas de
secuencias especificas de nucleotidos. La metilacion en
procariontes esta presente en algunas adeninas yr0 citosinas,
mientras que en la mayoria de las celulas eucarionticas solo

se cgetecta en citosinas.

En las bacterias, se conacen algunas Turciones
biclogicas del patron de metilacion en la adenina de GATC
(patron Dam) mientras oue se saébe muy poca de la Yuncien

biologica de las citosinas metiladas.

En ‘'la bacteria Escherich:a coli, el gen dcm cadifica
para . la metilasa (Dcm) que metila la segunda citosina de la
secuencia CC(A/TIGB. La endonucleasa de restriccion EcoRil

.
corta a esta secuencia si no esta metilada,

Debido a la 1incertidumbre acerca de la tfuncion de este
patron de metilacion, nos hemos abocado a realizsr un estucio
comenzando con la daistribucion de ests metilasa centro del
grupo de las eubactarias, Para poder comprender ma;or las
posibles func&one; biclogicas de este patron aoe metilacion,

1



s& corralacionéd la presencia © ausencia oel patron bem en
giferentes qQeneros bacteriangs. con la posicion de estos
géneras en un arbol filogenetico de eubacterias. La eleccion
del arbol filogenetico se reali120 mediante un secuimiento de

la clasificacion bacteriana.

Se sabe que la busqueda de la filogenia bacteriana fue
inicialmente un fracaso . Los animales Yy plantas oresentan
muchos detalles morfolégicos que nan peraitrdo
clasificarlos, mientras que la murfuldéia de las bacterias es
muy sencilla. Las caracteristicas biddulmicas y visiologlces
da las bacterias bhan sido utiles para ciasificarlas: sin
ambargo, axisten especiaes enparentadas dificiles de

clasificar an base a estas caracteristicas.

fctualmente, la determinacion 'y comparacion ae las
secuencias de bases de un gran ndmerc dae genes de diferentes
bacterias ha permitido un avance importante en las

clasiticaciones filogenéticas de estos organismos.

Woese (1980) utilizé el rRNA ibS (1600 nucleotidos) para
proponer un arbol genealogico de bactarjag. Debidoc a las
:aractarl{ti:al de eata molécula sa ha visto aue es un buen
crondmetro evolutivo: esta universalmante distribuida,
presenta la misma funcidn en todaa las celulas, lol.cambxcs
en su secuencia han aido muy lentos debidoc a su importante
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funcion, etc.

El arbol filogenetico que se selaecciono fue ‘al propuesto
por Woese y recientemente modificago por Ochman y Wilson. A
este Arsbol fueé necasario adicionarle dos génaras a2
bacterias. Para ello., tomamos como base un trabajo de

hibridacion DNA-DNA de diferentes bacterias.

Fara poder‘r determinar la presencia del patron de
metilacion tipo Dcm en diferentes bacterias, se purificé el
DNA por el matodo des:v‘l-to por Manzatis en 1982, con ciertas
modificacionest se digirio can la enzima EcoRIl para
determinar la presencia o no de citasina maetilada en
CQ(Q/T)vBG y s realiczé una correlacion entre la oresencia del

patron Dem y el arbol filogendtico de pubacterias elegido

Los resultados nos muestran aue el patréen da metilacion

Dem sesencuentra distribuido en la familia Enterobacteriaceae

y s6lo esta presente an los generos estrechamente
relacionados con Escherichiac higella, itrobs N

Balmonella v Klebsiella, Estos experimentos sugieren que el
patron de metilacion tipo Dem se adguirio recientementes
ademds, es probable que haya surgido en una bacteria ancestv‘a'
comun cercano a Escherichis y tlebsiella.  La presencia de la
metilacion Dcm en cepas clinicas de E. gcoli, al Lquaf que en
E. blottas y an Q,_ ftrequsonii suqxereh que E; golib que
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naturalmente es Dcm—, podria tener el qenae dcm mutado.

Se ha sugerido gue la DD;LbIE tfuncicn de la mecilacicn
bem es‘la‘ de proteger el DNA de las bacterias de la
digestidén por la enzima EcoRII que se ancuentra codificada
por algunas plasmidos tivo N. Sin embargo, es0s nlasmidos han

side detectacos en algunas cepas de Ergteus. AsSl. para

probar s1 realmente la metilacion Dem  ejerce una funcion g
proteccign, es 1mportante determinar esta metilacicn en otraz
cepas de Eroteus; tamnign seria necesario transferis por
conjugacién estas plasmidos a bacterias Dem+ vy Dem— v poder
as!i determinar la actividad endonucleasasmatilazas del
.sistema ECoORII. Otro exparimentd interesanta gue ayudaria a
comprender un poco Mmas sobre este patron de metilacion seria
hibridar el DNA del gane dgm con @l DNA de las sunacterias.
con 1o cual podriamos ver si el e2ne esta mutado o en
‘ realidad no esta presente en las bacterias Dcm— vy Que tanta
similitud tienen 1os genes docm de las bacterias Dome.

v



LNIRDRUERION

El objetivo de este trabajo fue =21 determinar la
presencia del patron de metilacion tipo Dome  en el cual se
maetila la citosina interna de la secuencira CC(A/TIGE. an
diterentes vacterias: con esto ver 1 es un nat»aﬁ comun en
lag eubacterias v i la invormacion genatica cque lo datermina

originalmente estava localizaga en olasmiaas.

Para cubrir éste aojetivo fué necasario elegir un arool
filugnnétxco de bacterias que permitiara, va oetermihaca la
distribucion del patron de ) metilacicn an diferentas
bacterias. correlacionar esta diatribecion con 1s ftlooema

de lag bacterias analizadas.

En la prigmera parte de la introduccion se @resanta  un
recusnto de la historia de las clasiticaciones de 10s Eereg
vivos en.qeneral y da las pvacterias en garticular. donde se
confrontan las metodologlas impiicadas en la conformacion de
las clasiticaciones bacterianas, para seleccionsr asi la mas
adecuada para nuestros oD jetlvos. En la ssuurda parve sa

presenta un resuwnen de 1o gue hasta ahora se concce soore ia

matilacion dal DNA ern las bacterias.



HISTORIA DPE LAS CLASIFICACIONES DE {08 SERES VIVOS

Desde hace tiempo 8e ha Dret@ndiasl 10e€ar  un s1stema de
clasificaci16n gque abaraue la totalisad oe los organismos, no

s6lo los actuales, &ino también los fbsxlés.

A pesar de easa continua v tesonera lacor, aun no s2 ha
logrado un sl1stema cue clasifigque ae manera sati1sfactoria a

todos los organiemoa.

E€ste atan, ya con cierta forma. €2 renonts historicarants

a la época oe .’«r;stﬁ:elés ¥ suUS uxncx:.-.lhs. m21., Teotrasto,

censiderace el padre de la potsnica. clasificeaba a las

plantas de acuerdo con su morfologia y 6onlasciciuad. usanao

caracteres seleccionados a-priori ¥y . ©ando uﬁ tin
A -

utilitario a su sistema.

En la elaboracion de uwn sistena 1mpera une rfinalidaa y
8@ parte de categorias que se cgefinan por los caracteres d&
los saresa aque abarcan, tuyo eriterio de valoracicn v

seleccion ha cambiado en €l curso e la historia.



Desde Teotfrasta hasta Linneo se tratu. en weneral, de
" sistamas artificrales “, © sea. basados en  atripuvos
seleccionados arbitrariamente. oue sSirven oara glierenciar

los seres oge los grupos estanlecidos.

Esta etapa historica culmina con cinnea. E€n lo que se&
?ef;ere a las categorias., a partir de ésta famosc navuralista
escandilnavo, 1a tfuroamentsl o ounto de arrangue es  la
"espacie”y, y Ccono tal, &sta acguiera una ainengicon

universal.

Linneo y sus contamporaneas consigararan a la
especie 1nmutable y creada oor Dios. Aunave o nhewsdan  la
varisacilidad de los individuos, y por Bnae, ge sus
caracteres, la misma se atribula a orterencies 1NaUC1I0#E DOr

el ambiente.

Algunos de los meritos de vinneo fueran: e).
reconocimento de las especie come unidad base, la
nnmanc}s‘tura oinomial, el establecimiento a8 unea escale
VJ r&rguica de categorias, y ia 1ntrocuccion dé una

terminologia cientifica uniforme.

Linnea siempre reconecio el grado ce arnitrariedad de su
sistema y nunca pretendid que tuera perfectya. El wmomento asa
lo exigiag la espdlaracion y 2copic de material en riquisimas

regiones axt%aeuroneas nacesitaban una raocidsa clasiricacicn y



la ordenacion de (o descubierto segun un sistema sencillo.

&in mayor ambicion

Mas adelante, aunque el concaptc de aspecie S8 Mantuvo
81N varientes, muchos blologos ilegaron & la conclusion gue

a partir de un solo caracter o de 9occos oara clasificar a

ios organismos, nNo Y- podia lograr un sistema que
reflejara su "afinidad"”. £l empleo de un mayor Aumarn de
elementos de jJuicio y @1 no ACUrrir en una salaccion
arbitraria de los mismos, fueron las bases dea los

oenominados "si1stemas naturales".

Una de las preguntad planteacaa aras si lal‘especxee
tueron creadas y exlstieron siempre como talea, <de que
manera se axplica entoncas la icea ce relacion o afinidaa
natural?. Esta solo podria- ser intarpretada como uwna
éualldaa sobre—-natural, inhersnte a la espgecie desde el

-momanto de %W origen.

£1 uso de todos los caracteres’ posibles ae los ;arei
vivas en su clasaficacion planted a su vez el nrablem; de su
‘Jerarquizacion. <8an todos iguales. o aigunos son mas
importantes que oTros’. Y asl surge la Dasxﬁxcn. conacida
como “doctrina adansoniana®. fe acuerac can  su | autor.
Michael Acanson, botanico del si1alo aVIIl, en su sistema
clasifico éon todos los caracteres empizagos con el miamo

peso y valor. Adanson se adelanto a au epoca, Ya gque Bu



matodo de clagificacion pretendia eliminar la apreciacion

subjativa,

Eg decir. antes del advenimiento de la teoria d2 la
evolucion, 10s sistemas s& elanoraron bariienco ce la premisa
de que su unidac, la especie, @ra un encta 1nmuctable crsado
par 61n=. Al final de este paeriocdo se comienza & aboraoar
la ﬁﬁleccxon arbitraria ae los caracteres y sa bﬁica y& la

"atinidad natural®, entre especies, genercs. familias, etc.

TAXOnNOMIe ¢ EvOLUCION

Sin duda alguna, el factor aue cambia radicalmerte ios
tinea, métodos y naturaleza de 108 s1stemas de c)asxf:caélan

68 la teoria de la evolucién.

Esta teoria propone qua los animales y plantas pueaan .

Cambiar-en el procesc da %u reproducclon y dar origen a
N .

.ntros ‘con ciertos caracteres distintos. Hay una materia
prima dindmica que hace factible ia variacion y sobre ella
nctqan complajos factores da calificacion, fijacion Y]
mantenimiento de laS nuévan tormas que s& 1oQran,

La especie no @s una entidad i1nputable ni tamooco puede
estar tipiticada por un ajemolar, sinoc DOor “poblaciones"; es

decir, un conjunto de 1ndividuos Qque ocupan una axtansian



definioa \en tlempo y espacio:, bajo detarminadas condiclones
ambientales y aue, por cruzamento ‘tsi1empre cue se traten de
poolaciones con reproguccion sexuail, 1ntercamolan [0}
mataerial genético. Coma se puede apreciar., aon compleascs
dinamicos. No estaticas ni fortultos, como S1 3@ tracase d2
un especimen de planta o animal conservaso en una

coleccion.

‘La idea de la evolucion va sa8 lInsinuwa en 1a epoca
precegente o creacionista. El mismo Linneo, en 176X, un sialo
antes ae Darwin, anticipa una teoria evolucionista, zegun la
cual sn la creacion de la especie i1ntervienen la Divinicged vy
la Naturaleza.  Hasta llega a aamitir aus cirertas esoecies

pueden haberse otr1ginado por cruzamiento.

Fara pensadores Ccomo San AQuatin y otros filoscfcos
Paturslistas, la evolucion era el cumplimiento de planes
praestablecidos por la Divinicad. Aun paleontologos de la
talla oe Cuvier, que tenian a su alcance 21 testimoONic de una
sucesion historica de Tauna, s@ Mmanterlian aterracos al

Creacionismo @ inmutapilioad de lcos seres vivos.

L.a aceptacian genaral ae la evolucion nha llegsaco a
sopesar y jJuzgar 1los caracteresz que ocefiner losa ne)qaaos ae
la Taxonomia. 3 partir de otros patrong:z. Egtae orazasa
tmolica la adquislCilon de NUevos Jatrlbutos ef un Grupo. dug

se denomina "avanzado o especial®, &n opesicion a los



* pramitivos © generales “, presentes an sus ancastros
rantecesores). Se 1ntroduce un JECTOr mas, €l tiempo. vy s@
distinguen niveles de especializacicn’ alcanzagos o0or una

caracteristica, estrucCTtura u OrQanismo.

Al margen ae estos nechos. se planteo el 1nterrvgante de
como acontece el tastinante praoceso ae la evolucion, es
decir, cuales SOn SUS Causads y COMd actua. La tauaéamxa pasa
de su etapa estatica a una dinamica.

Hemos pasaco a vuelo ge pajaro cusde T2orfrasco haste ios
principios del s19la XX, desde lcs cistemas artificiales
hasta los fllnqeneti:aé. oesde los uttlitarios y arcitrarios
hasta los mas recientes, oonde la tinalicaa e&sancial es
precisar las relacicones de parent2sco oe los qrupos vy los

hechos aue e@xpliauen la evolucién del amundo viviensea.

Como ya se menc 1010, Linnzo haoia basado su
clasificaci6n en las estructuras vnnnieu‘ ge los organismos.
cht-v‘lo.rmen:e aparecen en escena los organismos extintos.
En el siglo XIa se sabe gque los gaescubrimientas

paleontologicos y la publicacion de la Teoria Evolutiva ge

LDarwin animo & los alstematicos a pensar que las
clasificaciones podrian reflejar la hiztaoria a=2 la

vioa. Las clasiticaciones se convirtieron en tiloosnia,

arbolies genealdgicos de especias o de Tacones mayores.



En  resumen, se pueden disbinguar tres tipos de

clasificaciones, que corresoonden o otras tantas epocas en

el desarrollo historico aa l1a Tasanomtia y la
sistematica: artificial. natural y tiiomenética. En 19&l.
Alston y Turner. proponen  la sigulente divisicn de los

Dérladcs de la historia de la taxonomiai

a) Megamorficos (desde 4300 afos a.C hasta 170¢) .~ 1a
clasifticaciones se hacen a base de ¢aracteres ae la

morfologla externa.

b) Micromonfico (desde 1700 hasta l8eds.- el estudio a2 los
seres vivos Yy su clasificacion Ee protfundiza gracias a la

tnvencion del microscapto.

) EvolugioniBta (aesde 18&¢ nasta la Yachér.—- los
si1atemas se fungdan en relaciones de paranctasco - se

abangona el fijismg y creacionisme a2 la especie.

d) Citogenetico (desde 1900 a la fechalr.~ A partir del
redascubrimiento de 1las leyes de la herancia, la
takonomia comienza a transtormarse en una discioltna

experimental, y se presta especial atencion & las causas

genéticas de la evolucion.

@) EBiggquimico \desde. L1950 a la ftechar.- El parentesco
dae los organismos %2 @establece ae acueroo  con pat-ones



bioguimicos.

Es decir. en la actualigdad la Taxonomla esta atrasezanco

dos oeriodos simultaneos: el citocenético y &l bicawamica.

€n el sivlo AX, loas avancas an  Embriolcgia v en
Bioguimica nan proporci1onaco nue os tnstrumentos a la
Taxonomia. Ultinamente se hsan perfecclcnsac @n Qran manara

las tecnicas oe microsconia ootica y e&lestroniza, lo que
permite estudiar la estructura interna ae las Trormas mas
pequefas de vida » O las ce&lulas comnstituysntes ds las

formas de mavor tamans. 116, 43)

Hasta 1503, &rfoe en aue Alston » Turner croboanen ests’
divigion. las clasificacionaa ce lcs BICroorganlsnads no
implicaban relaciones fiiocpenatizes. & diferencis de 13s
animales y plantas. en los cuales, los cecalies mortgloglicos
sirvieron oe base para su clasificaciaon TARRONOMLICE, 1a
morfologia de ias bacterias es taen gencxlia qua No 8irve pPara
clailfkc;rlas- Lo anterior aunaao a la ®acacesn de
fosilizacion bacteriana nicieron que la buscuega ae  la

tfilogania bacteriana tuera inicialmente un Yracaso. {(16.43)

CLASIFICACIGH DE LOS MICRIGRSANTSM



La ciencila ancargada del estudio ag i0os microorganismos

es fa denominada “Microbiocicaira”.

L& Mcrobiologia moderna B€ né Cconvarlido en  una

extensa alacinline, Sue se sucdl.ige en fActerioical

viroglogla, Micologla, v Frotatadiowla. 85,

Sa pueue gacir gL la MlZrsoiciogils na desarrcllada

en 4 periodost <1, oerigoo &NzeErior a

auranta el cual
se2 tenia ﬁucos daros  acerca de las oacrteries vy 0Gros
Mmi1croblos, y MUCha especuvlacion. Mas O METOS Corracta, acersa
de los wmismos, <Z) periodo ancre 18«3 ¢ 1882, cuwando s
asantaron con seguridad 1as DaBes 0@ Una S12NSléa NuaEyay {3
peri1oda da 18562 & 1549, aproxaimadamente. durante ei cual huoo
una produccion racida ce nueva 1ntarsEcion  acerca ce los
chrnoxas. eapecialmente ae los argamiamcs Dartoy3nci. o
tanaimente, {3) el pericdo de 154¢ a la fecfie. &M la oue la
. Hi:roblclpgxa llega a una completa macgurs: came oilseciplina
‘basica de la Biologia moderna.

Log microorganismos son los recresantantes mas antiguos
de los gseres vivientes sobr2 la tierra.  Hu aparicion data due
hace # mil millones de arfos. Lesoués ae formarse la
tierra, el agua oceanica lleno iss noncanagas entre 1as
montafas y las degresionesa en lai rocas. vLa atmostera
incluila vapOr de aQua, MEt&ana, afOf1a00 2 NIroaeno.

pero carecia de2 O0x1Qen0 © D1Otico d2 tarbonc. Los fogsiles mas



antiguos encantrados nasta ahora son unas vilamentos formados
por unas estructuras pParecidas a bacteriss. deslubilertos an
las rocas de los campos auriteras de Flibara, cerca de Norsn
Fole « Aauatralia Oecardental 1, y tienen unos 500 millones ae
ados. En el sistema rocoseo ce Swalilend. ai sur dE HTIICA, B8
han sncontreoo unas formas parecicas & bcacterias estfercides

an roc2s ge la miema ecad. (13

o8 foslies mas abundantes antariores &l Farerciolco son
unas formaciones roccsas llamadas escpromatolitos. Un
estromatolito tiplco as una columna o cupdla ge rocs  de
algunocs centimatros ae anchura formeas oot wvariag Caoaz
 horizontales que parecen ser los restos oe un sedimento
precipitado y consolicado por comunidagas de mlceoorganlamos
{(bacterias y cianobacterias). Lomunidades como esTtzs enisten
hoy en dia, pRro e hallan rastringldes & amolentss mu.
2183008 ¥ Q2 condlciones extramas :omo.' por  ajemplc. lem
salinéé. En @1 Arqueozoico y protarcicizo eran las farmas
damlpqﬁten ae viga. w#s1  pues, durante 2500 milionas oe anrow
como'miﬁ;mo, el planeca fue territcelo indiscutaioie aal grupo
de ias pacterias., Las cCOmMuN1oaoes de 10s estromatolitos solo
smow;aron a declinar con el desarrollo ae los oprcotiztss y 2e

los animales, quienes depileron pastar .orazmente en  la

apecitosa® praceras bactarianssh.

LOB M1Croorganismos. @n U Mayor Dérte, Mo S8 gi1stinguer:

a simpla viata y puedan ser acalulares viruss, Argsntemis



unicelulares (bacterias, actinomicetos, esp iroguatas y
protozoos) y multicelulares (algas 4 verae-azules,. algunos

hongos etc.: (55)

La existencia de este MUNAS MICroDlanNd s Ja3conocis
hasta la invencion ae los m1crosconlos. Los microscoplos,
invencaoos al comienzeo gel sigilo AVIL. abrreron el gomtnia
birologico de lo muy panﬁeﬂn & las obsesvaciones caentificas

sisvematicas.

Descubrimiento de }los migroorganismos

Antony van Leewenhoex 11632 - 1723), el hombre. gue
descubricd el mundo microbianc, llamd Janxmal::ulne" a los
microorganismcs que encontraba en  granaes cantloaces Jor
ubquiar- Mags ae un sBi10lo uesnuesvaun se pengaba oue ftos
paquedos organismos sUrglan espopntanants Je@ la  mataria
inanimada. Louis Famteur (16834-1%1%) y  John Tyndall (1320~

.
1893) demostraron, de farma conclurente. que log organismos
mx;roncapx:as 80lo0 eran producidos por Otras OoreaNismos
Mmicroscopicos, al iqual que opcurre con los organismos

macroscopicos. «a3)



pificultades taxgnomicas para clesificar a4 los

mICroorganl SMos

vesde los tiempos de Aristoteles. 2 Galileo, pasando por

la Edad Medlia. la invencion ge &suhin gel sistama binomial,

las tfloras v taunas de Linnao. RAay. Button y Reaumur. hasta
llegar a ics tiempas MoOAGrncs, los biologos nan geasrito v
nomorado mUchos S1eNTOSs de Mmlles ae &BREeCIes 08 Organlsmos
vivos au'l planeta, cpn 1nctencion ge pressntar algun Sraen ae

esta diversidad,.

Las prameras clasificaciones, basadas Mas &M S8 JanlIss
superficiales que &n relaciones avolutivas fueron como va Bw

menciono, artificiales. £1 objetivo actuai 2a realizar una

clasificacion natural que retieje las relaciones
verdaderas, tantoc comno podamos 1ndagarlas & parcir de

caracter:sticas DioQuUimica. citologicean. moriologicas.

empriolagicas y ®tolagicas.

‘Los  primercs reinos 1NCOrpar #0008 Jentec a2 las
clasificaciones formales de winneo (1735) y ce otros. tueron
nquel‘lo‘s dos qvup:;s Qe organismos qua & los orimeros
naturalistas les parecieron obviamenta di1stintos: Las plantas

y los animales.

vEtn embargo, desade meaiados del sGiglo AIX, mucnos

sistensticos OoDsSErvaron que ciertos arganismos, cama las



bacterias y los hongos diferian de las plantas y los animales

mas de lu aue diferian entre i las plantas y lo= animales.

For tvanto. geblos a oQue  cierios

garismos no 5@
puecen clasificar en ei reino vegeval, ¢ 21 animal, 2 han

estaniecios nuevos r2inos pars clesificerlos.

Lna g2 las orimeras procosiclanss e hins, an 1688z, &l

coologo aleman E.H.Ha@ckei. QUIEN SULIM1I0 UN Tercer relNo que
comceenaiera los mareergantsnos untcelalares aque N scn
tipicamante vegetales. n1 animsles » les catsiogs & &€l re.no

de los Protistas (Fig 1.).

A medida auve s2 profundiza en &l conccimiento ca ia
ultraestructura celular. los mizroorganismos - & BU vel se
dividen en 2 categorias. los procarioncss » los ewiaciortes.
E8ta division se pDasa en diferencias ae los aetxlies de
1a Qrganizacion de la astructursa celular (Tabla (.0,

La opinion cientifica empeza a cambisr en los

sagentas principslmente a causa dei conccimientoc  adgearsidc

con las nuevas te@cnicas bioguiMICas ¥y MICrOECOD1CAB. Estas

@criicas revelaron atinidades fungamentales y aiferencias
a nivel suncelular que ocriginaron gran cantided e Nueyas
Propuestas de un dSistena de “Multipies Reince” Tuno de
ellos 1nclula trece r2ihasl). Entre elicos, el Bistema da

los Cinco Retinos proouesto por f. H. Whittaker en 1767 sa



.
ha distinguido por haber alcanzado amglic crédito durcanta

las ultimes decadas.
‘Brevemente los Cinco Relnos sant
- Monera.

- Frotista,

- Fumgi,
- Antmale y
= Flantas.
El s1stema ge leose & ra1nos s& Gaza en 3 onrveles ae

organlzscion  celular, &s) comd en lOs TILOS Q8 Cou&NiTaction

@n ralacian con los Lres modos  principal

aa  Aussiciont
+

{fotosintesis, absorcion e 1NZEBLLON. Los procarionies

pertenecen al reino flonera, porque carecen gel wode tNuestivs

de nutricion: los microorganismos eutarionticos wniceiulares

sa clasifican dentro del reino frovistai flancae para los
eucariontes multicelulares totosintaticos, Drogus tores:
Fungi para .los eucariontes multiceluiares resuztores ,

Animalia vpara loa eucariontes multiceluisres CINEUNICOres.
{43).

ventajaa y Desventajaz

La separacion. ae los oroamsmos vives en Flarntas Yy
Animales, no permite raconocer la discontinuidad @.0ivtisa
entre Frocariontes y Eucariontes., Adiclonalmente. 10s hongos
y otros organismos unicelulares. no en:Jaaﬂﬁn &n diche

esquema te clasificaciént s1n empargo. el sistems o2 los



Cinco Reinos . es ampliamenta aceptado por considerar las
relaciones evolutivas y es compatiblae con estudics
‘biaauim)cas. gen&ticos y oge ultr;esvvuctura Que nacen sunoner
que la endosimbiosis hereaitaria lleva & la ceiula
eucariotica tal como la conocemds. @ Gartir de (na variedad
de procariontas oue aerivan de  un  ARCESEro  Drocariontico

comun.

CLASIFICACIOH LE a3 SACTER[AS

A pagar de su pgaueda tamaro, las bacteriss tienan un
papel clavp en aspectos tan ‘fundamentales como la malud, la
agricultura, los bosgues, y la misma existencia ael &ire aus
respirames. Con  la aindustria alimentarla mauern# s€ C10 un
gran empuje al :onacxmxanta‘de la naturaleza de los basterias
ienvasado, gconservacién, deshidratacion y pasteurizacioni.
.l.as bactarias cubren la pial., los conauaccos naralez y
bucales, viven en -las enzias y entre los dientas v - se

aglomeran en el tubo digestivo. especiaimente ern @l colon.

En la bibliograftia bacteriana se reconocen mas de BO0D
descripciones de especias Yy Queda wuna cantldad mayor oor

tdantiticar,



Las bpacterias pueden etfectuar un gran numaero da
transtformacionas quimicas diferentas v son metapalicamante

mUcho mas diversas qQue los eucariontes.

.Las bacterias tianen una niatoria antigua. Fueron
probablemante. 105 ©rimeros Organlsmos  vIvVes Yy, a pesar
ae su tamado, nan gominado la sida en la tierra a traves de
108 T1eMpOS. La Mas antigua evigencla fosil o0& Dact&rias s
remonta & carca de 3400 millones de ados. migntras aue la
evioencia mas antigus oe 1os animxles es de hece uncs 700
millones ce afes. y de las olantas y hengos. de nage 470
miliones oe afos. La prueba mas antigus e los protoctistes
@8 m§! insaegura pero praovpaplemante, nOo scorepasan los

1000 millones de afos.

‘Laﬂ bacterias <omo grupo son los sa2c28 viviEs  nas
rasistentes. Fueden sobrevivir & temoeratures L2M1B1MBS O
incldgo superar la congelacion totai.

'ﬁur‘ su gran ubicuidad, ne Aay  comunicadsz o8
organismos vivos @n tocdo @l globo que carezcan ue DAGLarian
Darq; por otro ladao, pocos san los lugares donde agtas sean

dominantes. (8)

Erincipales griter da glasificagion bacterisns



Un punto 1mportante & discutir e s1 las pscverias vienen

o no una filogenia, 25 decir, una h1s%Crla Lnlcs., Eskta duda

surge desde el moments en gque  esto prlan gocumentada
la transferencia harizoncal da informaiion qerstica aners
las wacterias, ya saa medi1ana por ciasmida taqos
O tsransiormacion QenESICa, Flguna fums 1on oude hueoae
e olucidnade ern  un  arganisms er pEruizalar

transferloa  NOrIIONTaLMSENT2 3  OCre  Qrganis

an&lisls Qe E5Tes BECUENI1&E3S O&rla  AroCi®s  T1.00EnETiC05
alscorslonanns ya aue rsflajeris la ristoris a2 ia ssza303la

en particular ¥ no ia 2l genchme de 1Ralvidud

Esto pouria llegar al a2 gwe @i weercancla 92 3]

entre PADED186 Tuers tEN Or&ANCE Jus L SHECTELLAE NS CusiEran

una N1ELOrla Prool1a F1AS  gue  fusran. en osalasras ce woass,

"UME& QUIMAra BvOiLtlva., UWNE  COlEZZ1DNn Q& JEN2S. Sada& WND ZOn

‘B A1BtIr1aT wocesa. i3S

La 1nt@yrsc1on  =sStecis ag  LenEs O wha @sceslz en el

genoma de olra s raro €n l& naturilesa. =1 fuede trecuente.,

el genama ae cagda especly $&ria un

SonEgLSu1d0,

‘soora todo, por carsgTer transteriass

norwtzontalmanse entre giversas  eso &N  weKe casd un

arbocl b©asaco en un Qen oarticular discreparia
oropablemente de otro arbol ge un gen distinto. En la
oractice sin  &mbargo. 10% arbIlas construiloos con  Genes

diferentes generalmente coinciden entre sl.



Comparardo las rtilogenias del grupc de las bactertias
purpura obten:das con secuencias oe rikNA 165 y de citocromo
C. se encontro que las filogenias optenidas con cada

sezuencia no eran marcadamente diverentes entre sSi1. lo cual

1ngica que estas cuenclas al mencs. na  han  esteao
1nvolucradas en eventns de  transterencia norizontal. For
tantc. se pueae proponar  con S12rtd F20uriai0  qQua las

baZteriss  Tienen @N Principlco  une MIEtOris QeNETiCa Dropls,
y Gua esta registrada por alavnosz “oe  laos cronom2cess

e olutivos Ge la celula.
Tanto en el MuUNdo  micrcolano cana en el de  los
eucariotes superiores el modo de evoluclon pregdominante ha

sioo vertical: ge pedares & hijos.

Otro punto por discut:ir €5 E1  la taionomia oe las

acterias @8 comparacle a la ge loe mecazcarios en al santigo
age que si los arboles ti1logeneticos pDueden Ai1VIILIree @n taxa

naturalmente y aue los grubos encontrados s& caloouen & Bue

vaz en estructuras Jerarqulcas sencillas. For el momento
no parece ser siempre este @l caso y# gue pocos €ON
los conjuntos de ’bacterias Que oveden ser durucados
por propiedades fenotipicas particulares comunes & £9od03
los miembros. For ejemplo, aunaue IaE Dacterias wt am—
positivasy, definidas por la estructura ae U pared

celular, forman un claaga, este tambiédn 1ncluye Dacterias




gue Mo tienen parad celuiar Qram-peBitivas. ura

explicacion a estas aparentes inconslitensias =5 aue aun
no se bhan buscado las caracteristices f=notinices que
realmante son comunes a las pacterias pertenaciantes & ur

mesmo grupo fllogenetico.

Los anaiigig  molecciares nen parmiciod ver la 2xtansion

del arpol filouen2ti1co ge 1odos ies ESres

conoce cudai es el punto an ia estrictura qua cCersEoonads

realmente al  ancestro UM -SrEsi. aurque  debe
entra el oominic bacteria % los ObrIE. Zsca argai
presenta WNa separacion  baztante clara deg los cominios
Primarios. Todos 1os miembros ge un  dcoinic se caracen
mas entre S1 que a cualgulir memoro de otro com:inio arool

propuesto por woese. se discute mas adelantes. al’

La mayoria de las ciasificacianes =0on O0& oraen

médico, pocas tienen relaci10n con rilagénis bacteriana.
A. Primeros criterios de clasificacion:

i) Morfoiogica. €1 primar 1ntentc notable para clastficar las
bacterias fue el de &nrenoerg, en ‘1838. Ehrencery
distinguio entre bacterias estericas, en forma CL
bastancitos y de espiral, y fué el pramero en utiilzar 1los
téerminos Facterium, 3pirtllium : y Spirocheta. en relacion con

las bacterias. (Fig.2.2.



ii) Tincion oiferencial de 123 bacterias. &1 mavodo mas

utilizaoo @s el de la tincien Gram, Un test unisarsalmnenns
anlicson es el gesarrollaco pIr el m2o01C0 Qanes Rang
Christian Gram 11855-1538) a42 difarencie ace <Slases e

bacterias mediarte el empleoc o= ias soluciores tenclica de
vicleta de genciane y una sclucicn de lucci iodo-i1oauragas

gestifendo con alaohal evilicse as 35 arsdos.

"FUNCAMENTGES DE LA COLGRACIGH LE

1.~ El colarants ifnizial t1de oracticyments  toOes 3 An
bacterias.
2.~ El yodo es un mordiente aue fija el colorante 2n  lca

organiasmos aram positivos.

3.- Las bacterias que se decolcran pSr accion del aiconal ai

5% son gram negativas.

\ .
4.~ Las bacterias g@ran Negativas toman la coleracicn de
cContraste &N tantd gque léa bacierilas gram DOS1Itl a& retienen

el violata.

€sto se basa en las cifarencias en la estrucrtara
molecular de la en.olturs zeiviar. Fresentarac lss aram
negyativas I membranas, a diferencis do las gram DoSiCivas gua

s0lc oresenta una., £3 posible gue las gram negativas sean las



Drecursorss de las miltocondrliaz v Cioroslastos de organl gmes

sugeriorss,

Esta clasificacion @@ muy wbil »s ague a3 correlsziona

con otras propiedades de 102 Organismost

=Hay diferenciss gentro de la permeantilicea a2 las celuias
bacterianas para los am:n2ac1dos. SCI100 Qiutamizo y 1izine enm

€s Gram. Lés

particular. qua guardsn reiacton con la rea
bacterias grgm OGOI1T1vas S d1sTlhaven oG Eu‘:ﬁDéCldid e
concentrar tales amlNoAacLOCcs @xLlStEnted 20 €1 MRILS ANOLENKE.
mientraa que en ia3 bszterias uram NEeL3Tivas., agtos

aminoacidos se sintetizan intracalularmence.

-L.a presencia el complz o de riadnuclesto o8 mipnesid,
protelna de las bacteriss gram DOSITIVAE, €53Ca auzenta en ias

gram negativas,

>—La ioarea celular de lag gram positivas eI QuiMmicImEnne mas
cnmpléaa.uue la pareg celular ge las urem nedgativas. L& Dared
celular de lag gran positivazs CoNtienNe Nas eMlACACIGOI Jua
las gram negativas. LOs acidos tel£olZos s30n proclos Oe e
pared celular de lags gram pesitivas. £i conteniac lioloico 28
considerablemente mayvor en las gram negativas. Uno os los
constituyentes de la carsa celular de lés | 9ram nagatives,
@] lipopolisacarido, determina la antigenicio&ac,

toxigenecidao y sensibilivad a Is infazcion oor fagea. Hay



diferencias encre la composicion de la parea calular a2
esoeci1es diterentes. De hecno, e ha Suueridd que wné sspecie
podria sar idencificada car los conscituyentes 42 Eu oarea

ceiular.

Las ditferencias entre las Dacterl&s grsm  DOELGIVAE v
negativas (Table.Il.) son muchas. e aue sugilere qgue la

reaccion &i coiorante ae Groam trxflage a1tErancLas

tungamentales entre los I t1pos gz Lacterlast  aunlus tales
diferencias SON reaies oara la mavoria de las OACLEr1&s. Na.
ercepciones. For ejemclo el LONOCOC T eurique ez  Gram

negarivo. pre<enta algunas Droplegaaes de Oran coslbilvo.

(10,21.31,. .

iis) Bioaguimica.Fara reaiizar este +t10C de claszificacianss
se toman en cuenta diterentas crocpledaces o tunciones

bioauinicas:

—-Respiracion. En raeleclen a la utilizacien o ne a2
.

onigenc, las bacteriuas se clasificsn ens .
a) Aerobias,

b} Anzerobias y

c) Aeroblas facultativas.

- Fuente de energia. En Yfuncicn con le& fuenca de



energla que requleren s cueden dividir an:

a) bacterias fovotrofas. - la @n2rg1a @3 prosviscss  ocr La

"

reacciones fotoqQuimices. Fueden tratarse oes

totolitotréficas.-daaor oe hidecgzno mineral,

toreoryanstrotrotas. —daoor de r1or2Qend Lroeanico.

D bacterlias Quimldtrciag.—30 @nergii 88 JroparciinNaca

car
urMa reaCcian quimisa. aenh i

nulmi‘oiLcac"afxce\é.—u:nxdacxcm g SUSCENCIAS MLIr2raies.
QUAMLCLIrGANOTrotiICas, —0s138CI0N O8 BUEIENI1aE OrGaniidi.

c) Autotroticas, aprovechan ei ACi00  carsonico an c2licad

de fuente ge carvono.

Algunas da esvtas tienan la propiedsad ag acrovechse al

polietileno, acido borico, tenol v ctras

BUETAMNC1a5

inorganicas.

d) Heterocroficas.—- precisan el cargouno  organica Ccard  BL

nusricion, (Tabla.11l.).

Las bacterias tanoien se clasificen tomance en cuenta



otro tipo de estudios bioqQuimicos coma soni fermnentacion de
azucares, redguccion de nitratos © nNitritos, Droduccion  ge
sulfuro ae hiorogeno. etec. Existen agdenas clasificacioreg mas
complejas, gue toman en cuenta tarto propizasdes

wmorfologicas, como fisioldgicas y bicoulmicas. (F19.3.2

B. Criterios actuales age clasificacaion. Clasificacion en case
& estudios con macramcléculas.

- partar de la Segunda Guerrs Mundial., comenzo @
dagarrollaree una nueva aisciplina en Biologla: ia £1ciszla

Molecular.

La FBiologia Malacular nacio CUanoO  un Grugs asz
investigadores  comenzo a buscar un meoelo bislogico sencillo
que les permitiera responder a la pragunta: 4En que molaecula
de la ceélula se localiza la 1ntformacion genéticav. Ern 1544
los experimantos de Avery, MacLeod, y McCarty Jdemcstraron aus
el DNA ‘uel neumococo. una bacteria, tenia la i1nformacion
genatica, La siguienta oragunta a respondsar Fua: (Cual es la
e@structura quimica del DHNAY, Watson y Crick en 1952, la
contestaron al presantar un mooels de la estructura Quiimica
del DHNA.

A partir de ese afo los biologos moleculares ‘tracalan

intensivemente en la formulacion de preguntas claras, en el



planteamiento de nipot=zis y &N la busoueas ge metoddoloEles vy

estratecslas experimentales acacuacas cAra  resoi.artas. La
%i010g1a Molecular vTiliza tcoos los METEIAs s herrsmientss
AECESAM106E CLSCLLIMICSE, Plsico-guimico di1frazzien we

rayos Rs M1CroBcoOpi1a  elsctronisa. azy coms 1os assarrollsdos

por ella misma.

ta Biologia Molesular en general pretencs:

1. nplicar 1os A&2&m18N38 wor 108 wal=z  camols  la

ia e.sluciz~ ds

intcormnacion genétice y sE NACE DO

seres vivoa.

. Eapitcar las TECAMLINCS ce reaulacizn a2 la

EAQresIon genetica.

3. Decodificar toax la informacion escrita en el  ADN.
4. Determinar la organizacion , dinamica moleculisr ade loa

ganomas.

Es clara, que estos estudics Dermiten ardodunalzar @0 Fl
;Dno:xmxento de log mCL&N1SIMOS Que generan diversicac en :oa
Seres vivos en  un crimer nisel Jerarduico de camclejicsd: el
ge los Qenomas: es ogecir. ael AN cue contiene la 1nformacidn

genetica gque gdefine a un QOrQanismo dado. La verianiiidac en



los genotipos se expresa a sU ves en un nuevo nivel de mayor
complejiaad: el oel Fenotico. For  ser  los cambios €n las
secuencilas del ADM de log o2nomas (nutaciones: el oriners
Nnivel ge gsheracion ae d4iversigad biologsza, a partir cel
cual S construyen Niveles jerarquicos cada vez mas conplejos
de aiversidad en la piostfers,. su conacimiento es esencial

para la Biologla Evoiutiva.

La Biologira Molecular ha ocermit100 un gran avance «n al
conocimiento de ia filoggenia ge 105 Microorganismos,
gracias orincipalmznte a la giatecnologis illamaga. Ingenteria
Benetica. Se conoce como  lngenieria Genetica al disedo y
construccion in vitro de molecuwlas de DMNA formadas po- la
union de diterentes fragmentos naturales 0 sinteticas de DA
Gapaces de reolicarse v espresarse an una cz2lula. Easa
permite la ootencion ae granages cantidaces de DNA para su
secuenciscion o uso como sanda y de grandes cantidades de
pratelnas coditficadas por ese DiA.

la obtencion a2 le secuancia de bases de un  Grsn AUMREro
ae genes. oe muchos . organi1smos ditferentes. paermite
avanziar an el conocimiento de la informacion ganatica.
asi como comDarar secuencias nomaloaas ae organ1smos
difarente y hacer intarencias flioganarticas. BSin empargo,
los criterios mortologlcas, vioquimicos y fisi1o0louicos,
siguen sienoo impocrtentes ya que una buena clasxfxcaqun daeba

de i1ntegrar, %in contradicciones, ®1 conocimiento aportaco



por cads uno de @s8t0s esTtudics: &3 decir, depne wuaistir la

concordancia con otros crlterics de clegificacion, (I

Las clasyficaciones en pase &l @studilo a2 mscromoleculas
se bagan en el analisis de laz proteinas. s de log aci1qo8

nucli=2icos (RNA y DHA) .

1} Froceinass

~ Fropleosdes antlesnicas de lag proteinss,  Je
nan raalizaao clasiticaciones con ayuga de metocoes ae
inmunclogia. La caracterizacion antigenica L orotainss

supone la& 1NY@CC1ON 08 MISrOOMUsnNiIsMOR, © mdlec.ias aislsaasn

ae los mismos, &n un animal con el Yin ce estugdrsr el saere

sanyuinec de ese animal en  pusca o8 Aantitusrpos. Las
reacciones antigeno~anticuarpo Son muy espaciflcas,. Los
microorganismoe poseen clases muy diterentes ae antigsnos

que .por  lo comun se puzden getectar COn Gran preclslon.
.
LOS antlQenos bacterianos puecsen &ncansrarse en al
flagelo rantigeno tlagalari, en la anvoltura celalar
\antigeno somaticay o en la periferia Tantigeno de

suparficie).

La divergencia evolutiva con respecto & secuenclias da

Dases conouce & une diverQencia respe=IL de 13 secuencla de



aminostiaos de la correiponllente proteina

Una protetina &5 pOrtaecsea ce uf umera Qe gatarminanctes

antigenitos ciferentes. Cx0e une de 1os cualzs representa un
ASPRCTO @gpac) fico de su arauitectura aolecular, Jn ensizvers
obtenido Frente & UNa OrogtaiNa Dura CONLIGNE antlcuercos
@spRCc1icos $ara cads uno de dichcs dJdetanrminances. L
ANTIBUGrO BB ENB&ye DEFrMITIENcO Bu 01TUS1OR 08  &LEr fagid un
entracto crudo ge la bacteria aua caontlane al entigenol  en
la 20na de iNEBracclon SNTIQENO—&MTICUErnd se  Yorms urna
banca fina » clare da’iniaa a2 orecipitaas, 38 Yaema wna sola
lirgs O% pracipitado LOCrAuE Caddé @mElecula d&  entima &%
FOrcadcra de toaos lcs Jdetarminantaid - aNtlyenicos. : FCass

elles 2ifuncen con lé nisma veloZidad & Yravas del amdl.

Cuanao el antigens VYrente al cual sa2 grocuw)o 2l
antisuerc. €1 antigend homclogo (Hee A2 CcOmzara  an  urn
arperinento ge ogoble airfusion con un antiga2no haterologo hoy,
tpor ejemplo uwna MisMa Drotelna cero obtenida o oo
quanismél. pusden acarecer Jdos eagtrcnes de gracipitacicn
tasumienao gue H y h tiensn alaungs seterminentas antigenicos
comuness. Cuando ambas lineag g2 precipitacion  s3 funpen por
completo ANdican gue (0006 1oz dsterminanies antieenicos as M
estan también en . ‘Cuando  ambas lineas &2 funden
parcialisente, presentanso va €:polon nacie =1 DaTiilo ge o

@llo ingdica aue ] y n canparten algunas den2rminances

antigenicos, pero H ti1sNe UNO O MaE que NO £31an DrEesENTes &n



La propiecac antigénica 'ade lag orcteinas na permitiao
realizar Ti1logenia ya que nos habla o2 8IMilltug & nmivel oe

sacuencas. deé aminoacidos,

-iimodemos.— 3Se puegen oetarmicar  SemajanIas
entre especies mediante la comodracion de la movilioad
elactroforética en geles de decterminacas enzimas, &l pateon

de mos1li1080 electroforetices OoDtenido de las enzimas

as
conociao come Limagems. 31 ia movilidad electroforatica d2 la
Mmisma enzima, DEry 2@ DrganlEMSss Oi1ferentes & 018T1NTs, €57

nos haola de una giferencis & Nnivel Jde amincacidos Qque a4 zu

vez nos informs de un cambio de& Dészs & ravel ae DNA.

El apaligi2 de 1los :imodemos realizade con S o mas
NZiMas, 881 COMO &l tratamento matefdcico de 0B raszuiiados
con dgiferentes programas de compuco. permt ten proponer

relaciones filogeneticas entre los organismos estudiacon.

-Secuenciscion de amincacidos., Este meatado ee
ma§ complicado aue el anterior y* gue oObtener la sscuencia de
los aminpaciaos de wuna orotaina as comclela y nazesits del
empleo de una ogran csntidad ae tiemoo. Fara realizar ﬂn
tr;baJo de cptima caligdad ez imprescinditle llavar & cabo ura

comparacion entré var1as BECUSNS1a8 Trotsicas.



Tal vez la caracteriscics m25 notable del cooigo
genatico es la ce Que JSea un codigs JeLEra8radct @s aecir que
un amindaciao buedse tener mas Oe un C200N especifico.

En la mavorla de las casss #n ics cus Llof  aminodacidsos

presentan mulitipliss coocones. la citerancils encre «llos resioe
an la tercera base, &s decir, ia Gu@ 52 @ncuentra @n 2.
entremo T . FOr téncd laes 005 Orifec-as 1&tris 0g Seda coaan
son las daterminantes de su espaciticiasd, eor lc due  &n
CCas1onEs un andllsis de  ia Becwendlia  SE DABES MUestra un
Qarado de similitud menor que al oo 8¢ ccelane cel #nalisiz
de 1a proteina codificaga Dor &sa secvenzia.

Actualmente, @i #ndlisls CoIDaratL-0 Qe ZrotainaAs B2

entoca tambien al analisiz de 13 @BIructura secundaria.
11 Dbn
—-Fropiedades fisicoauimicas. CIMAGELCion  de casss

niTtrouenadas.— Avnaue la composicion o= Desed  de Liim pusde

detaerminarge aulmicamente, orevia Ni1croiisis J& ls messtre o

DN& y separacion de las Dases lioras .contenido en "

bases), 5u‘debermxnacxon PO MeLoC.la tiLalcos reselve  nis
sencilla v e8ta es8 1a torms Lrinz1ss: cw  neacerio. L
temparatura & la cual se vesraturailzsa  ar Diim por Dmerti;

Ge h1drogeno 'DIOos  que mancienem  .13asx  (és CeoENaE, eBta

relacionsgs con el contenido an Grd,s  yé Swe los puensss e



hidrogeno entre los pares G Scn maz fustrues qua entre
los cares AT. LA seCaraztlon de Cagsnes o &IOML&AxOa de un
Marcaco incremencd ce la absorcancia a lelnm, &i maximc a=
aosorcion del DA, y €8t0 CUedE MediraeE con facillasa en
&1l espectrototometro.

Cuando uwna muastra de LfA se@ caliénta gradualmente, 1a

absorbanzia & Zod Am Se 1ncrementa a MmeEc1da Que e van
rompiendo las puentes de hidragena, alcanzanogosa wn
maximp a aquella tamperatura a la cual todo el DNA paka a ser
unitcatenario. E1 punto kmeain aa é@sta curva, ia tamperatuera &

la cual &l TL% oe las secuencias oel DA Ee assnavturalilzan se

ag@namina Td v @8 una Mmeagisa del  cortantidc o

porcenta)e relativo de G+C de urn Ll puese tembilafn calcuisrse
& partir ce se coeficierte e tlotacton a&n  graoizntes o=
CsCl, y por la determinacion optvica de la posician  de 1a
tanda da DA en el gragrenta, lo cual prooorclona una magica
Precisa oe su densidad. Este metoon Dpuede usarss porave la

densidad dal DNn a@sts tampiéen en funcion del cociente (C+G» ¢

RET) .
€l analisis por métoaans fisicos tampien aporta
intormacion sobre la heterogene1das molecular 13 wuna

agaterminaca muastra de DNA. S1 cada molécula oe OHA tuviers
el mismo cContenlco de G+L. tanto 1la TtranNsicion  t2rmica, COmo
la cosicion a2 la bpanoga de Ltk an  wn gradience ge Csll

aparecarian bien agtfinidas. La oengi12nte O las Curyés en



1 transicion termiza y lo estrecno ae la oende de DA en el
gragiente e@stan. por 1o tantc., diractanance  rcalacianagos con

&l grano ge nomogensload,

iFor que loz distincos SrganyEnaa atfreren Ca
atbliamente en los promelics de -OMDOS1¢1In a2 pases de  BW
DMNAT. Esto na puece atribuies2 ratoncblemnts & ciferencias
oe codi1ficacion, ya Oue &xl1BTE Cran C:aRT1020 08 DIUBDAS JuE

inaican que la clave genetica 85 univers

« Fooris  redlajar
diterencias en lsé comdasi1C1on 0 aMiND22130s qQue i1ntegran las
protainas celulares de los organienss, 3& Torma dua an unos
@r18tlera una Preponderancia de  aminoslidos caogificedssd ear
triptecds ricos en Cr3, miantras Que 2R 95003 Dr2IIMLAACAR

los que coditican 103 tripletes ricos en A-T Cierto rumers

de catos 3wgieren gua2 @ste fagear 51 Sus €3 LA0CrTEACE.

moEMmas deo1ac & Gue la clave genetlca &3 Cuus

WteSa. BOIr1an

enrstir di1farancias importenctes er 21 conterige ar. D=3,
INCiUusSo entre Organismos con 1sentica compoklcian o
amincaci0os. s1a2mpre que se dler: una prerersncia osra e

seleccion oe ciertoas swripletes. m3S1

GeN1EMe  Dedrila

utilizar pertectanents tripietes rax

an (=L s D&re
codificar aminocacidos representados ©Or M5 08 un triniete,
miantras cue otros cuaden peretfarle locs tra2i2ves r1cos én
A+T. Exi1zte la posipiliged de que ambos igzcoras nayen

desenoedado un. pabsl en la apericion

lag aifersncias ave
%0 dafh en 10s Beres vivos, en lo Que ressmCta 2 s5u conteniod

medi1o en G+C.



Los diieresncias sustancial2: ef 1a composicion a9 bazes

del ONf de dos organismss son reflejo age ufn runere «ito c2
arferencias 1ndiviouseles &N 135 ae
DOas2s A9 SUus Gy Ellc CX as

1MDOrTANTES JAIvErgENI12S Qeneticsas

amolis separscicn evolutiva.

El margen tan amplio Jde vaiores caractecisticos ce los
drocariontes viene a 1ndicar la enorne giversidad evolutiva
de este grupo ge seares vivos. Suglfrlendo. &Sl Mlans, St

antigueadsed en la escala ge la evoliuclian.

LA

—Hibriascicn de LHA=TMNA, = Cusenas 88 2n
rapigamenta una scolucion a& Tty gsBraiurélizado
tarmicamente, las canenas permendcan  seoareUas. Farc s: l&
solucion se mantiene a una temperatura de  1O-30 uracos. o.
por depajo del valor ae la temparatura en aue se
aasn;curélx:a {Tm). Ti&Ne lugar una 'eazocleclon especitirce
ae cadenas complementarias, formandose molécules ae cogi2
caocena. Aunque siempre hnay «loco os  aparzamiento  al azar,
como las gobles cacenas esctables siemcr2 se forman
entre reglones comblensniarish. su reasociacion resulta

favoraciaa.

Foco despues 0@ gue se oSEtubrieran §560s TErONENcE So



pusc de manifiesto aue al mezclar preparaciones de LA
procedentes de % ceoas bacterianas Fela:xnnadas se formaban
moléculas niorigas ae LCNA. Una d=2 las cecas s2 cultive en
medlo con  L20 vagua deuteradal, para aue  tormara un DA
"pasaca’ por incorparacion g9 Jeubterio. Despuss ag qQue las
aos mUestras ae Dlise 3 diferentes & mezclaran,
desnaturalissreon y reasociaron. itas moleczalas nibridas se
ogrtectaron por centrifusazion  en  un gra‘uxen\:e age COsCi en
donde aparecigron en pasicion iatermedia antere las dooles

cadenas “ligeras" y "pEsadas

La reslizacion ae
axperimencos similares con bacterias no relasiornzsas, no
conducia & hibriaos, ¥y  Oue wor ressoziasioan 5010 se
formaban moleculas bicatznarias madiante AD&ACRAMIENES a2
cagenas proceaentes de 12 misma cEps.

Estos eiscarimar tos oermiLLen

13
&

iuar =i grags a9z

nomaldgla genstita @Ntre 1as DACIRr1as.

El metoco de lcs aracientes 1a densidad s complicsdc y

.
B0lo detecta homologias con un ¢r&ao elevedo.

Otro método saria por la formacicn a& nNaeterooupianwe

entre T muestras de DA ossnsturalizadan una aa las
cuales se ha marcaao con un isotcoo radicactivor
sebaracion oe lop n@gtercauples  a los  acidos  nuclielces

unicatenarios residualee; y decerminaectian postari1or  de la

radicaccivaidad, Siemdre e reauvlere de un comtral, aue lo



suministra la reasociacion de DNA marcado y no marcaso, de

una wmisma Ceps de referencie., Se determina la reasociacion |
entre egtos < DNA  homologos, asignandole arpltrarlemanta
@l valor de 0. 3@ puede meair a la reasactacion engre el
Dl de reterencia y otros UNA heteralogos v enpresarla

came parcencaje deal valer corre@scondiance EY la

resaoclecion del DA homologo.

Depenaienoc de la t3cnica que S& LSe B2 Marca tien el

DA de referencia.

Otro metoao a3 @1 de separacion de moleculas de LMNe
con Hidroxiapatita, un gQel de fosfato de calcio aue. en
determinacas cuonalcioras apsorbe wolaculazs picacenartas de

DN4 pero no las unicatenarias. 6e& realiza la reascciacion

entre DNA marcecs y NO marcaoe., @n g3lucion, desous=s ue io
cual se avsorben en hioronisnavita ias molaculae
bicanearias, lavandose el qal para 2liminar iaa

unicatenarias.

*Un hateroduplex es el DHA da aoble cadara, an el aue
una cadena pertenece a un organmisme v la otra & otro

arganismo similér.



LaE moleculas Dicetenstrias  absorbidas  sOn finalmente
eluiaas. bien por incremento ce la fuerza 10nice aa la
salucion, o baen por ele.acion” dge la TWMpEr &tura,
procediendose a vaiorar la rediosctividaa @iluiaa. Es
fecesario gue el DNA No marcano este &n eXcesd  con respacto
al raaivactivo, para evitar la reasoci1acion o2 molaculas

unicatenarias complementsarias.

€n &l métoao de la nidroxiapatita =2l grads de bomoiog:a
de ia secuencia de basges de los DNA hiporigecs puede
valorarse mediante @l @studio aa la elucian ce estoa a parcie
del gel en tfuncion ae ia temperatdre. medlante wvhn pertis
de elucion térmica. La Tm desciende aproiimaganente 1 qQrado
C. para caga 1% Oe bakes Ge3adar&x0as en &1 nibrioa.

En el caso en aue la divergancia evolutiva ha provocads
numerosas ditferencias en las secuenclas de bases de 2
Qenomas, la reasociacion aespecitica entre los CHhAs se hacae

:ndete:tnb)eé. &7y

-Fatrones de restriccian del DnAg



Los fragmentos de DNA cbtanidcs por la digestion de
una encima de restriccion son separados contorme a Bu
tanafo por elactrotforésis - en geles de AGarosa, san
gesnaturalizados, transtferides a TFiltro de nitrocelulosa e

inmovilizadas.

La posicion relativa de los fragmentos ge LM en el gel
@s preservado durante su transtferencia al filecro. E1 DH&A
del ftiltro @s entonces nibridizadoc con ODNA marcado con F32 y
la autoradiografia ea usasca en la icocalizacion de la posicién
de todag las bandas ‘comolemencaviés con  la prueca o2

radioactiviagad.

Para ver relaciones tiloganeticas se realiza uns

comparazion entre las banadas ae DA de un oraanismo cortadas

con enzima de resiriccLon Yy ias banoaxs de Ok d2 ocr

organismo cortado con la misma enzima.

accicn en cadena ge polimecasa \FCFR = Folymerase

et = : .
Chain Reaction).-Esta tecnica s& utiliza para amplificar un

segmento de CNA del cual ae conoce la sacuancla.
Esto @8 muy util en la clasificacion va oue permitie
incramentar la cantidas de acido nucléico que s& va bha

sacuenciar.

‘Dos oligonucleotidos sOn usados Cona Dlance Dara una



serie cge reacciones de sintesis gua son catalizacas poc una

DNAhpolimerasa. Estos oligonucleoticos tipicamente tienen
diferente secuencia y son comclementarias & las s@cusncias
aue estan sobre las hebras obuestas al “NA  templete y el

segments lateral de DMN& que s2 amplifica.

1 Dl temolete 25 primero gaesnaturalizsoo [ =14
calentamiento en presancia de un exces0 dJde cCad&k
oligonucleatido vy el 4 anNTFs. La mezcla gw 18 rzacclon &6
entonces entriada &  UN&  temperatura gus caraits s Los

oligoruclectidos ‘templar, despuss oe gue s2 tasmplo son

amplicos corn DNApolimarasa.

£1 clclo de desmnaturalizar, tenolar y sSi1nt271zar CRA
s enlonces repetldco muchas vecss. LOS QrOOUSTDS O& Une ronaa
de anplificacion sirven como templetes para la Oroslig. Cadé
€ilclo sucesivo esencilalmente aobla 1la caniidao ael ceseacd

producto Dha.

El mayor g@roducto de esta raacclon «:00AIASlal @8 un
segmento de DNA de doble. hebra Cuyas tesminaciones son
definidas por la terminacion £ de los <ligonuziestiaes
cuyas longitud se detine por ia dls:an:)a enre ics
oligonuclecoticos. En egicicn, son genarades mclecuisz aa Lhn

mas largas ourante la reaccion. (Zoy



1i1i2 RiAg

~Fatran de aligonucleoticce. Consiscs 2n el corte asl
RN con encimas especificas. separar &n gel 105 segm=ErICs
analizarlos y compérarlaos. Este metoss fue utilizago 2n un

Princ1o1o por Woes: Oare [RsCEr relellconss fildeeneticss C

la moléculs ae cFRilk, pars 2i traos s fus facilivtacs con da

METOoUslog1a 08 BEIUENILATION I8 C&a3ss.

~Zeguencilacicn de Lased. Leziic & ba aificulteas c3
Trapajar con  RhA, oor BITUACL1ONES COme Bu inezladilicad
y facil degragacion, sa Na camblacc Sor  2ECTUILRE
O1rectos €ON Secusnclas ae DNA.

-Estudic de moleculas de rRNA

Sa ha caracterizado ai rRith a2 nss  Jde

wegoacies ce

"bacterias, encan}randase Que las cacszerias Be sep2ran en

grupas totalmente ga?inicos. Aigunos taxa a=2fi1nidos por las
N

secuencias ae rRiA puegan también ser 13snt1TiCsQ0s  cor

-caracteristicag fernoticicas conunas. qus €n la meyoria aa2-los

casos 6610 sON comunas en slgune de 105 miemoros del tanon

peroc no de su totalidaud.

Recientemente Woese y colabcragces 173):, madiance
analisls comparativos de secuenciacion gel rFhA 168
proousieron la separacion de todos los gerss wvivoz en



tres dominios: Bacterias, Archaes y Eularya (antes conocidos
como Eupacterias, ArcCheoDACTIrlas, Yy Eukaricta). Esto es
;err‘er\te a los arreclos absel*vacm_s con caracteristicas
fenotipicas \por ej)emplo el arreglo de los 8 reinos de
Whittakert Animalia. Flancae, Fungs, Frotists y tMonsrar o la
dicotomia ce  la seDaracion eucariote-procariote ag
Chacton (13335)., Dentro ce la oarcpuasta ae locesa (13
Pirantea Jna Civielon iformal entre los mieaorcs oxl cominic
"rcnaga en 2 reinas: Euryvarcnaeota comouesto por las
metanogenss y bactarias relacionadas. tormarde  unm  gruoo
fenotipicamente hetevnggnea v Crenarcnasats zonpuesko cor Las
tarmoacidofilas o eccitas, tarmanda un ;wupo‘
fenotipicamente homogeneo que ocupa nichas en:aramenca.
termofilos. Esta caracteristica s comun en los X Qrupos por
lo gque se puede suponer que as un fepa:nnc ancaetral ael
coominio Arcnaea. De ia misms manera se propcre la slg.acion &
nivel de reinos oe las diferentes chyla del aoninls factarila,
ya que representan divaiziones filogpeneticas muy orofundas, y
&n ei daninio Eukarya la conzervacicon de los reinos Flanta=,
Animalxa.y Fungy pero la division asl  reino Frotista an
varios rainos correspondientes a los diferences linajes

protistas.

El dominio Bactaria esta actualmenta Jdiviaido en los
siguirantes Qrupos: Termotopales. rFlavobacterias y parientes,
Cianobacterias, Bacterias Furpuras, Bactarias Gram—-ocaitivas

y Bacterias verdes no-sulturosas. tt1g.d.. tad. 73,



ARPOLES EILOGENETICOS DE LAS BACTERIAS

LOS e@vOolUuciOnl&tas Q&NSraidmEnte @BLan 1nterssados  en
obtenar un arbol filogenetico g especleg o pselacicnes. Sta
embargd, es posible obrensr un arboi filogenético Sara un
grunpo determinado de OrGanismos con ia Lnf:;ma:xon dz una
acla proieina 0 un $0l0 Y&n. LO que en realigan s oObTiens es
un arbol ae genes, &i cual puede © no sa@r Lgual a wn arboci de
especies. Hay muchos arboles de genes oentro de cuslguaer
arbol de poplacicnes o de especies y, mas aun. <i arbal oe
poblaciones buede en cierto senti10c reoresercar una
conpiliacion da genealoglas pera  varlcs genas. S1n @mbargce,
la topoiogla para um determinans srbcl 08 genes ouzae citersr

de la del arvol de povlaciones o especias Jdeciao ar

B
alErrores de muestreo atriculbles a un AumEro peGueho de

Nnuclestidos o amincaci100& a@aaminados (SaLtcu y fiet, LIG6e).

s)Seleccidn i1nagecuada del gen a eatudiar. For &lemblo.
los genes que pertenecen a una familia multigenica. En éstos
casos no es tacil identificar los genes homologos para todas
las especies estudiadas. Cuando el numers de genes

duplicacos es pequedo la igenciticazion es relactivanente



sencilla; pero cuanuo el nunero @5 mayor., GOMS en ei Caso de
las regiones variabies oe las 1nauncgiobulinas, resulta

virtuzlmente 1mposibles (N1, 1987).

crhetaercgenaidaag en las tasas de evolucicon ensre linajes
Vamps a suponer, en el caso Mmas ZimMPle, QUE 106 QENes Oe caaa

28Pac1e Se sepdraron al mismo Ciampes cua ias

pongamos acemds qué 105 DETronSs O EXGC=  FCLCH &n 1é F1sSToriéa

evolutiva ae los genas conCLarad con los oe&avrones

.seDaracion oe las 25082C1€5 03)0  conmldaraciona

pueas darse @l caso de aue los oatronss de  ramificacisn o
topcloglas de los arnoies tiliogeneticos. una el age las
espaecies. que an el caso 1aeal se derive de toCs &1 gRAAMS. ¥
otro, €1 de un gen particular, No coilfcigan. REIVO b O2DE€ &
gGue las sustitucicones nuclectidicas o A aMiNGACINOS  OCUr 26
al azar \oraéezo estocasticos  por 1o Qque el namerd  od
sustitusi0nes en el linaje (organismos I owsde ser mencs JuE
en los » y Y. Fara evitar aste tipa Qe error e o0e ‘gran
importancia analizar un gran numnersa ae Auciaosidasa =1

aminoaciooa.

d})51 existio colimortiemo en 2l wmomento g2 la sapsrazisn
de los genas, los tiempos de divergencia oe 108 geres

muestreacos para diferantes especies 3Sran mayores  aue i

ti1empos dg divergencia de los especies. tfas aun, 1a
topologia del arbol constride para un g2n =2p perticlular ocuveds

wer diterente de 1a topologie para el &rpcl ae las ewpecies &



causs del polimorti1smo ancestral.

e)Flujo genetico. 21 nay inteccamoico  gan2tico Yy
recompinacion entre distintos 1103 jes \e#2pecles
poblaciones: los patronaes filcgenaticos derivados ae genes

nomolosos, MO van & representixr la Mmstoriz “real” de los

linajes.
Las ultimas tres posibilioaces no &an simples
genersaores de 'rulde™ ern  la e@stimycion filTasnexica. "l

contrario. son {2NOMencs resies v unaA CArts 1MDartant: de La

historia evolutiva Qe un GQUDS Be 1i1NE)ed (AvIES, 1785,

El analisis da ia intfaormacion genctinica cernite
oroponer :13511):a:to&es tilogenavices oe les bscterias mas
erecisas que las oropuestas an pase d4ALzamanc? a la
intormacion fenctipica., wa antormacion qQendtipicey o liws
bacterias tiene mas ventajas Aue la 1ntcemacicn  fanatiolics,
la base‘Flasxca ce la clasiticacion Taronomica, La
lnformacion de secuencias suszde ser interopretada Wi

sencilla, rapida y precisamente y &3 par BE mas 1ntormastiva
en cuanto a las relaciones ewolubtivas aue la informacsicn
tenotipica. Los &lem2ntos a& una sesuencia. nuclecotridea o
aminoacidos estan restringidas &0 nun@ro » pDlen definiaos.
La  subjetivicad de dasterminar la 1gualsagd o simalitud &
nivel fanotipico es reenclazade pPor  jJurlcios mas sanciilos,

POr en0& Mmas oODJetivose.. ¥ cor rela3clones matem@ticas



definidas,

Gran cantigad ae pruebhas  abonan & ides C©= gque las

SUBT1TUIIONES O@ amincacidos s scumulan & um ritmo casi

contants =2n el transcursd  aa largus poricans a2 tianps

e@volutivo.

€l reig) molaculier no ancs a la orsha aisciaad an vodai

las regiones de i1& Mol=acule ae DNA. E) ritme 2e 13 esoiucion

@n una foana do Dl Gue ateste glrectsmanta  al funcilonamiants

ae uwna proteina €S 1enio: e MRLOr  @8h ura 20

10N Que no

.incilda en ese funcicnEmianto.

La revolucionaris 198a de oua el wcambila ganetico egta

dominado ©or mutaclones neutras ha  ayw3aoo a esbDlicar el

descuprimienta a2 aue la evolucicn aolecular gucenue@ mes de

los afRos gue de las QBNEraC1ONE&S.

Con 1os arboles filogenetcicos bDaszagos 2xCiugi. amante @n

diferencias 0 raplos aneIOMITOSR. 135 L16154Cs NO tenian

faorma de saoer el

MIrO 0@ MULACLONEE Naciferlis Dara

generar una girtferencia chservable €n un resgc. Tanpoco podian

83081 &3 UNA  MUBACION  au@ Origlna la MUEAcion a@ un rasgo

aNeTOMICO  contraibuye temoien a Dprovocar mooificaciones ae

GLr0S r'asqgos  anatomicosd. Los arnoles woiscuiares 2rqQLacs

con  catos de secuenc1as ao reguieren aecisiones

subjetivas acerca de los rasgos. Adanas. @s posLoia



calcular el numero minimc de sustibuciones de bas2e qQue €2

OreciBan Léra Qar cuenta oe ias ortferensias entre las
Secuencias. El  num2co de rasgos ganaticca  nan2ranles,
oplenidas medglente IomMParacion oe sgcuencias de ONA v O
protelna, ha empezacd & sabrepasar el Aumera a2 rasgos

4NALOMICOS GlSDON1bies Dara €l anali1sis gsrsEalogicos.
Los aroccieg moleculares ns sclo re.eian @i orogsr de las
o1fdarcaciones en los  linajss. 31NO  Que Tsudi1en CIMZ1IENEN

informacicn sobre el MONEn ¢S HUE oSurrlarcn Lés

Qivergenclas.

FPor otro laas los analigis germealcgilcos nan cancriouida
al conocaimiento dgel paoel evolutivo de 1la trarsfersnciae
genetica entre esbeCles Gue No S Crulén.

e puede conslgerar & una melecula Suya secusrcia

cambia  al azar en el tiampa come & un Ccrononesro. Ei
numero de Cambios en  una zICuencla @8 &l orogusto ae ls
;;locxaah de flLjacion g mutaclones [=L=1a el ti1emoo
Transcurrlido. 51N encargt. Mo S&  pueds medir el Camold O
un estade original & un  estads tinael ya. gque ai 28 LadO
original ya no exlste, oor lo tanto ze utiliza el hecho de
gue 2 o Mas versiones ae una SECLeNc1a  encontradas eén 2
O Mas OryaN1SmMos e€x18TENTES Provienen 0% un  &NCE3Tro COmun.
Las aiferencilas encontradas entre @stag wsac.ancilas

serian aproximagamente @l doble iasumiendo una#. veicciosd oe



mugtacian comparable en ias cod/ de las aiterencias adquiridas

por Cida orgénisno  desae  gua  tu-teron un  ancestr camun.
Fara s us>das CoOmo Crondmetro <voaluriso €8 Necesario una
sscuencla que cumpia con la Siguiantes concilzicnest

comoertamiento de reloy en &l asntido cue los camclcs open
ser peroporcilonsies al tiempo (los  camcice decan ser lo mas
azarosos posiblas). las velogigsass oe Camn10 dever

corresponger al eapsctrs we laz Jdiftanclas  avoiubivas  cuwe

&€ Guleran J@TErminar  (Deoe macEr zonas g ralastiva
constancia y  2onas LEL v&arlaoiss.  alio asy COnG las
manecillas del relo) g horas, MINAITE » SERundos:  y  Dor

ultimo la molécala deca  s@r io 023rantae Qrancs £OTo Card

nroveer ia intformacion necesarla y comtrisulr & un
Tuncicranmento regular del reios) evoiutiso vie =ona caRoe
ser lo bastante granas cara yarantizar aue no raza
limitaciones en io azarcsc oe la &D&1CLION a2

mutaci19nes) .

Las moleécuiss mas utilizédas en la acccalidaa oara
uete»mxn;r fili1genias san FlA  rlcesomaless. 200 moleculas-Que
muascran  un .altc Graaa a® constencia funcicnal. {o =ual
garantiza un ouen fuhCilonamiento comc relol evolutivo. por lo
MisMO Su3 CamMbios d2 SRCURNSLAS 53N MUy l&rtos. ya Qua clenan
una gran resteiccion por BU 1mportante funcion,. S5& &ncuentran
en tocos los organismos, y difersnces zonas ce l& molazala
cambian a velocidades muy ~ai1ferentes 1o cuwal permite

determinar hasta las relaciones fileoqereticss mas distences.



Bu tamaro varia entre 1.5, 3 kbt eﬁro»tmnuamenci v cantiamsan
UM Jran numBro de OLMINIO®  \eé.laten  alrzoeaor ce TU ssas en
la egtructura  secunaaria oel eRbA 1ed) itnvolusrands en ia
tuncicnatidea de 12 malacula.

La comparacicn de secusenclss de bases a2l rfNS osemice

@nzontrar la relacion enistente hRacia @l ancestro comun.

LO QUe 28 Dien Sa4D1dE, @3 Jue. JOr un E0ld Ir3cesc nNo es

ooaible lleuar a un  erool aenetlcs  Cconclieto oe  las

oscuerias. rFara @stS.  agemEs a2l enaiilsis 22 aifarensas
wacvenc1as de DIy s& rejuieren Je azcds acsloglcos que

ocurren & tienpos Conoclags eén el cassdc LRPCiSglo. rE1 Come

del conoCimientd 510Qulmico. 1#1210¢150. &tG. 3007

Orgen 1 8Mas.

Aunoe en 1775 8@ reporto, Sue tanto SEyprimueiun  como
S. typhi presentacan un patrcn Jd@ mecilacicn en citosina
1oual al de E. gely r.-13, nc s nha #.arnzeao er el estuQio de
eecé pat;cn en octras bacterias. CongLgar anaa LRSArtantd
geTerminadr en que gQeneros osacterlancs e€sts oOresernie v en
cuales no, ya aue acta 1Aformacion ros ouace oermitie
entenddr las posibles quchnes de ezte watron ce metilacion,
Dera esto, @ necessaria realizer wra correlacicn de  la
presencia ae la metilacion cm ce 1#s oifersntes eubacterias

con un arbol filogenetico.



D2 acu2rdd & toua lo presentaos e J2c1dlc @tk2)ir ia
clasiticecion 7ilogenstice Dropuesta por Wlese. &Nrlaueclds Vv
mogificada per Ocnman v  wWilson, FLg. 5./4 acemas  fue

MECEZar10 AZOMSO&r & 1ad CeDAE clircoacter y Enterobagter

deci1alunos  apoyeérnas en los dato

pera lo cus g2 un trabago

realizano por medio os nibridacicon DLA-DIA

METILACION DEL, DNA

L.a macilacion ael DNm 2s un  fencmena de  MCoGlfilcscian
estructural ge la molacula, que ocurre & un nivel
polinucleotidico, COME un  @veNto POSCTreRiICATIVI 1NMECL#CG.
La metilacién del INA 1nvolucra la trangigershcls @nzimatica

del grupo metilc de la S~adenosilmaecicning a

nitrogenaases de secuencias especiificas ge nuclectigos (I4.

47¢ oul .

La metilacion escecitica de aleunes oases an 2l Do esta
presante &N Dracticslents todos 10s oruani1smas -3, 53, e¥i.

El ONA ce las células orocarionticas ssta matilaca en aljunas

#

aderinas y/o CitOS1Nas., Mi2NIras Owe en la Mayoris o= ié
celulas euUCAritonticas unicamenta S&@ Na 0StetCeSs MBtLiacion

en las citosinas (3E, o,

£l conocimienta gue ge ti1ene acerda de la es1stsncia ae
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este renomeno en ia escala frilcgenéctica as: como las
funciones pioclogicas atrxnuxblés a esta moditiczci1on del DNA
aun Na es  comoleto. En el caso de lcs procarionctas. la
mayoris de los es3tualos s50bre metilatilon s& hen realizado en

Escherachia coli.

El DHA  del cromosoma ae 1a Entercoacteria  Eschericnia

coli k~1Z contiene aprosimscamante .& molez L 9e  ageninas

mevlladas &n LOSIC1on  fig = Mt . velD aDles % Q8 Z1TGBINES

metiladas en posicion 5C (S—Mel. (8 . lag cuaice son el
Oroducto g8 ila att1.1030 d& Yres anIia 1=3 @Et1iEs8E m30.
Dam. y Dcn. (14, Z1. oor \Tabla .»,

La metilasa Hs@ metiix  1a STgunda  agenins  de  las

secuencias AACol)GTEC, Jan metila 1a adenine e la s2cuencla

TS y Dem metiia la  sequnaa C1LIBLNE O& la

Gt

0

ClAsTIBE Figeo ¥y 7.0 Les ao0eninas matilagss

‘. d&i total e

grimera metliass MEDrESENITan  WEenSs

bases mecilada 47, 410,

Los genes que codificen la Sezuenctia o2 amingaclaos ow las
metilasas de E.Goli h-1I s& nan M3pE3Q0 y EBEECUENS1a00.. E£1
gene hsd se localiza en el minuvca 391 @l g2ne gsm en el 74

@l gene dgm esta ubicado 2n el 43 dei maos genstics Jdeé =2

pacteria. c©esta localizscion ae 123 GeMeB. 1NM31Ce  GQUE  hC
esntan unidos entre s1. El gene gam ha 3190 1aentifizads cowd

una secuencia de 834 pares de Nuzleotiq00s dque c=od1fizen cara




una enzima de aprosimadamente 11.000 de peso moleculsr. Esto
concueras con el v&lor obsarvege para la proteras purttficade

vy con la composician  total ae ceoorticads

teoricamente por la secuencié \45/. Las proolecaces ode  la
metilasa Dam son similiares a Ouras metilasas de moairficaecion
tipo 2. (5) tales como EcoRl y Hpall. ARecientenante se

gecuenc:o el gene docm &i curl tigne liic pDares as bases (29).

De la migmna mangca  Como  eX1StEN @nilnas  capaces  ae
metilar lea acenine de la secuentls SATC enizien enilides de

restriccion gua cortan solanent2 an secuencias GATC matllasad

© no mexiladas, esTas enzim EL=1 Lond - eol
respectivamente. La endonuclsasi & restriccion  Eozhil corts

la secuencia CCA/TIGB6G cuanuo la segQunaa <16I3Siha NO esta

metilada (38 .

Recientemente en Escnerichila goli K=1Z se astarmino ta

trecuencia oe &—Mesx y de 3-Mel en las secvencias GARTL »

CC(A/T)IGGE, respectivamente. Fara esto sa analizaron #5

secuencias de £.coly del Sen Bank (212,20 [-F-3-1-1- 1

aproatmadamnente el 4,545 gel torsl del cromogomar, LOE ELELOS
BATC estan presentes €n Orameotlo vn@ Cads: 217 Cared Of GCases

y CC(A/T+36 uno caada 351 pares Qe Gases. TONANI: 20 GLenta

que en el genoma de E.goli el 2%% son C. 25% &, I

Ty 53 bases de las 213 son A por o aue 250 =aul.als a 1,.87%
de adeninas metilages y asi, ae 315 bases, €3 son C cor lo

que hay aproximadgamente 1.13% d9 ci1tosinas matilacss en el



genoma de E. ¢oli 47).
una maneca pPara deserminér aiguna rfuncion piologica oe
la mectilzcion cel DNA es la comparacion de c&luias siivestres

y celulas mutances.

FUNCIOMNES DE La METILACION DEL ONA ENl Escnersicnia goli-Kil

Las aa2n1Nas mEtlladas Cor la metilless red estan
involucradss en el si1stams e reSSNIIIMISNCS  a2i 203610 OhA

de las pDacteriss \zl1etems oe modlficsTion resctricolons (Al

Las cepas ae E.coli qus? n2 tienen mactiladaz les agenilne:
en las secuvencias OBATL + gam = 3 Dprezerten, &Htre OTras

caractaristicas T@notiolcas. uma

ele.sga de
mutaciones espontansas. €1 DA oe estat CEDHSE  prezents  un
Aunerso mayor de  cortes ae cadena sencills 21 se camcara con

- el numerc de cortes O& UNa CeDa S511.@8tre. wa oresencis deé

estos cortes codria e:xolicar ias carazteristicas  fanoticlcas

de las cepa2s = % nio2emucablliasa. niese-rScGRblnaclon,

1Nvi1a01110a80 &N DreSencls G MUTACIINEs &N 10K G2ned rech.
regB, regC, pois y le.d, asl como sensibilicad 1ncramantacs a
la luz ultravioleta. En &stes cepss tamparén se opserva un

incremento de la trangoosicicon y rear

r2glos de algunas

transposongst desreoresion mooeraga de algunos gqeres d

sistema 805: i1ncrementc de la enpres:on de © kroR oy la



suprealon de algunos Ternotipos dam POr una segunas mutacion
en mutH y mputl. Estos fenotipos sugieren Qquw las cepas Dam-
son deficientes en la reparacion dél UHNA (44). La excision
induciga por luz ultravicoleta fue anconkrada normal en esteas
mutantes, 10 que suglere gua el resoorsaple oe este tenotipo

es otro de los procesos de reparacion dei DHA. v 47, 4oy S

59

Otras da las funciona2e oroouestas a2 las adaninass
metilszdas en GATC agon:  sefal pari 1» sinvesi1s og los
fragmentaos ve Okazakl V295), proteczion  a=i DNA i =
puntuacion en la transcripocion (71:  y  alsceaiminazion e

cadenas ae DNA durante la reperacion o2 pares da DLHSES NS
apareados correctamente (23. 57 . Tampien se ie na
involucraco en la recombinacion aal 0Ny (38, 44, er
tavorecer la dasnaturailiacion v/o la union de la secusncla
ori a memorana externa (S2, 7o/ y en la regulacion de 1la

transcripcilon de los genes que conTienen & GATC centro oel

promotor Wi,

La funcion de la metilacion Dom 8¢ desconoca. was CECas

Lem~ no muestran un fenotipo determinaco, #cemas E, goli & no

oresenta la metilacion tipo Ocm 1345, 47, 5%).

5e han CONSBTrul00 Cepas gdom— gom~ had- viables aque [o

cantienen bases metiladas detectables en el DNA. Esto indi:ss

que la matilacion del DNA en E. ¢ali k-1Z no es esencial

- 853 -



para la viabilaidad (5%).
A continuacion se dJdescribaen en aetalle las principales

funciones de la metilacion Dam.

b-Mefn EMN BATC 1 REFARACION FOSTAEFLICATIVA DE AFAREAMIENTOS

ERROIEDS

Una de las funcion2s 010l0gicas Je la m=zuilacion,
probaclemente la M3as &3TUAI&CS &+  MEIor  &@nIBEncioa, €3 suL
participacion an la r20&raclan Jdei Matarial genetlics raIian
sintetizacn. (4) En las celulas silvestre, el DA en da
mayoria de los sitios -GATC- tiene la aganina metilaaa en sus
dos cadenas, COn E&xGCEOC1OMH d& 1GB QuE 58 encuantran Justo
unidaos & la nerauille a2 rapliicacion y que son el producto de
la sintesi1s recientes estos segmertos hemimetiieoos existen
tan solo transitorismente v @s durante este corto periodo gue
los errores de la replicacion 56 - Dueden corregiry
prln:xp;lmante los apareamientos erraneos A-C y G-T. por el
sistema de raeparacion de apsreamentds erroneds \en 1Nules
mismatch). La reparscion as alcan2atoe por accion congunte de
los proouctos de los gqenes Jdam. @uUtH. @©QEdS v mute.  Un
canplejo de los proauctas Je estcs genas 82 wune Al ON&
hemimetilado en el sSitio -GATE- mas cercanoc. reconoca «l
"mismaten”. 1o corrige y finalmentae metila lasz aveninas ae

los sitios ~GATC~ para concluir el ocrocesc d& r&p&raclon.

- 54 -



Bravemente 1a proteina Muts reaconoce @l “miamatch®. 16 cual
e@s 7acilitado por la proteina Mutl. La wendonucleasa ‘MucH
corta el DWM en la & en GATC dentro de ia cadena no metilaoca
del hetercauples hnemimetilado. tanto a la scerecha como & la
tzquierga del error. twa nelicass , wna grnonucleas: forman un
hueco. La holoenzime ONA ocolimerasa [II se encarga de llanar
el hueco. » entonces la D4 ligasa salla la muesca \esto  &e
raaliza en presencia de ATF) (Fig.8) (2, 4, 23, 49, SO, 57,

7.

Uno puede imaginarsa que un .qruaa meci1lc sopera uwna
cadena esta asistiendo 2 la Erntexna MutS 51 reconocimiento
de DNA. mientras la ralta del grupa ﬁeclla sobew la sequnaa
cadena permite 1a activida de corte. én las celulas gam— al
no exi1stir la pregenciasa de &Mey en - los sitice SATI. la
cgrreccion oe los apsreamientos erronacs BE ef=ztua
indistintamente en la cadena temoladc o en la nue.a. 12 due

induce un 1ncremento en la Yrecuencia de mutacion.

&-Mer EN BATC + EAFRESICH GENETICA
=~ Funcion &n la expresion Geneticat

Otra funcion propuests oara lea metilacion Dam, @8 en

expresion gemca (4), En E,c0l1 aigunos genes cuya exprasicn

- 85 -



se modifica en murantes gam. tienen #1t10s OGATC en

regiones -10 o -3% gde sus promotores.

-~ Mecanismo por el aue &2 moogifica la expresion geneticas

No es conocido como es que la mecvilasa Lam y oOcras
proteinas oi1terencian entre LHNA no metilado. metiiade 'y
hemimatilado. Esto puece eaestar asoclado con el dacremento d2
estabilidad de los naresvﬂe bases metiladenina—tidana. Orra
posibillead incluye la péraide de ouant2s de nNLGregane encra

al UNA y la proteina Cusnae €i gruto Tetild €ste LreBentsE O

la Yormacion Jde regiones niarofopcicas aor grupncs m&Ectilo de la
metiladenina y la <Timina adyacent&, 1O Cuél LUKCE 1MDEGLr @l

acercamianto de la protetna al LW,

Como se menciend, la interaccion DNA-proteirna puede ser
influenciaaa por ei estaso de metilacién de las sacusnclas
GATC. 51 una seCcuencla Sse encuentra presente en una region
—-35 0 ~10 del promotor, la metilacion puede afeztar la
ekpresxon dei gen oor i1ncremento o reduccion de la iniciacion
de la transcripcien. Generalmente, la presencia e un gruoo
meti1lo disminuye la expresidn ge un cene por un tactor de 2-5

veces.

Una simple explicecion a la inniticicn da la eupradstion

del gene por metilacion del DNA es 1z presencia del grupo



metilo en €1 BUrct mayor de la helica del DA lo aue 1mpice
2]l accesc de la RNA polimerasa al pramctor. élt_arnahvamenre.
las oroteinas Dam o MUtk cuzden actuar como rapresores en los
promatorss aue contengan GATC e tnterferir cor la union ce lé

FlA polimerasa.
La proteina Mutn y ia metilasza Dam pu2asn ser un @Jempio
de clase de oprotelnas oue se une oiferenclalmente a GATC

dependienco del estago de metilacidn.

LOS genes thof y trod, 1portantes para €1 control oe la

enpresien del operon tep. tisnen GATOS @n 80 reLLIn gecogtIcea
v & iozallzan a la m1sma O1sVEncla O Qral, o subre el la2o

opuesto ael origen ge replicacion oriC: as i1 wro nacis la

oerecna » &l Otro hacia la 1I3uleras O te s1tiw. EaTo
suglers que. ambos genes puecen wstar an un escace
pemimetilaco ai mismO TiemMDO. v AS1 MaxiMizZar SU  BADPres1dN.
de manara coorainaaa. Un mecanismo similar ogera er los

ganes mallk y malFQ, los cuales tienen GATCs en sSus raglones

reguladoraa.

La expresion gqe ioms genes dnan v Mics Be  1ncremanta

cuando los GRTC s estan metilabos en 1as 2 cacenss y

disninuye s1 estan hemimetilados, ancos gares son wlaacs

oor 13 orotelna Lnadx.  La transoricsion de los

gnad es necedaria pPare ia intciacicn de lé raolicacion

cromosamica en oriC. £1 gsne mipol esis ao.acente al qgriC vy



@l gene gnaf esta locelizado a un MINUTO d2l Meoa wenstics.
MO Gs Qenes pusden e@star en Un «s5tasto hemimstiledo duerante la
fage ae 1nicio de l& replicacicn. L& r2ausclon rasditerts 0=
la Transcripcion de esSTo: @enss  Duede e5Ter relaclinada a 14

proapie 1nhioicilon de la iniciacion o9& la replicacian en

€1 gene mom ael bscteritcfago MU y i cene

bacteriofpuo F1l. asi [==1.1-1 la activioad de

n1G TAZ. ambos’ flimaczaaes [-F=2 cos

cransposones

sezuencias Oe insercion 1210 e 1350 rezdecti.zmente). Tamoler

@ wedlfica por la  Sresancia ce LR Y

Promotores. \L. 9. Si. 77

€1 transposon. TRy ga recitie . trsrscans

10Ul TINEAMSNTE vEands I3 MedlReris I rsl1lCslion 3@ de

celula pugpELEd. Le  EUsnELSICION JE 1 EE] &4%.935 &7

mutantes Dam=, un 2fecto megl ado S5 Slglos  GRUD

presanctas en iS510

« Uno de ezos sitics se socr2lépma & la
region -1 de Fin, €1 promotor del gerne ¢z l: transposasat el
©otro esta localizaao en la terminacion interna ae 151t en la
region oconde se Wwne la trensoosasa. Z1 DMy nemimaciiact &8
major sustrato gue el metilado pars la transcriocion oel aene
cr;nsnoséia. y por enge, tamotén as me)er para la accian de
trangpbosicion. Eso significa Que l& trangnosicion 2sta
renrimida en la  maycr parce 92l Ci1cio ceiular osro Gue s2
induce caoa ve: que &l elemento 82 replica. Se ha suserics

que la tranposicion de {514 y ce Tnly en cecas Camr @aké



acoplada con la replicacicn cromosamica. Este 2coolamiento
con la regl:cacxan ayuda @ orevenir los etectos
patencislnenta Negstivos as una a@ncesisa  transiozicion.
ACcOorde & eate modelo, despues de la narauxlla Qe raplicacion,
solo los elemenftos haminmetiladss accivos guedan transponar,
mientras los otros elementos completamente metilados en el
resto del genoma. permanecen an su POsicien  arlginal. Tal
MESaN1SMO puede Ser ventalosc para &lementos semejantes a

iSty, los cuales transponen por euscisicn no replicativa.

Los espectos acercas de la tramsoosiclont

La asimetria impuesta en 1a norcutila os ereclizsasioan

significa que 8010 uns de las Z copras oe

transpenerse. FOr tento una Coplé  PSrRANEIS
miencras la otra encuentra  Wna locaiicacion  alta@rnativa.
Ademas €e obtiena un  wmayor afectc aditivo al tener la

@xpresitn da las 0O0s transposasas v su accicn dsoendiente ae

la hemimetilacion.

Aungue no hay estudios @xplicitos con respecto a ia

trangposicion de Tng., &sta parece ser tambiern arfectada por L2

metiiacian Dam. Entre los sitics GATC oresentes en Tni. dos

aestan en el promotur gel gene de la trsnsocosasza. Hay otroz
dos s1t108% BATC @n una region Oel par 28 beses 1~ en la I35
en la regicn tecminal donde se une 1la tranzoosasa. AT Las

evidencias prueban qua, como en el caso o TNLC. los



promotores de la transoosasa ¥y la termiNacion interna son més

activos en cepas am=.

TnTu3. el cual contiena un s1tio GATS en @l oromoter ¢2i
gene 02 la CrenNsSPoOBaBa. teaD1&n tranenone & alta {Yrecuencia

en dam—3 por el contraric. otros ¢

negsIcnas. cams los e ia
familia Tn3. no tienen sacuencisés GATC e@n  los oromocares y
ocor lo tanto transponen con igusl frezdencia €m  ceiulas Dame
Yy Dem—; @& dectir, NO s0n arectaqos por la mebtilacion en BATC

(4514
G-flen Efi GATC ¢ REFLICALICH
La dens1daa alta de B1Tics GATC (11 sicies: &N &l oriaen
de reclicecian gridc, parmite agdacuiar ACErCa a8 la
particiné&cion de &stos &n  la 1mciscaion efitaiance U le

replicacion 2. 31, 38, 442,

Los plasmidos conssruioos in xitero due contienan oeil

comc el unico origen de replicacion  (MINICrOMASOMas!  SON
1nestaoles en celulas mucén:ée dam -, miencras Que en caluiss
que saoreproducen & la metilass Dam. la iraciacion ce la
replicacion ocurre con mas frecudriis. 3@ a2 &QEMas. C.2 el
Divs o metilade . No &% Duen BUETratd Dara la inlciaclon 1o

vitro.

-al -



Ab#l y Austin nan cemoOEIrado aue mMinipiasmicos 1 oes un
e)amplo de minicronosoma ocue 30l0 Tiene el gr) a@ F1 como

region 028 origen) NO puese SStar edvéble en celuisg Cam-.

La evidencia 38 qué la metilacion  Duele Sutar un Haoel
imporcance en la 1nici&cicn de la reclicacior ocroviene oe

es5tuglss usanad nlasmiagss metiieqos en celulas dems o

fecientemente. Aussel Y Zinder obzer  aron aue la

transformacion e C&iulas pacterianas dam - tue mas eficiente
con DNA de pBRIZI no mnetilanoo que c¢con un CNe de un DLaEmIGEa

metilact. ya Que el DHA metlliaon ce oBAIZL ousae oOrDoucir en

células dam— moliécuias hemimatiladas desouseE a2 la primera

randa de replaicacian Yy comoletamente Qesmatilioas en  ia
subsecuente ronda. Los autores recobran €0iT melecualias
nemimetilacas cde tales celuias y conciuyer aue Liis oe

plasmicos hemimetilados no ouaden replicarse vitariormenta.

Entos resulvacos y otros muestran  aue los piazmidos PO
matilldés pueaen replicarse en ceiulas dam- y los  plasmiaos
completamente metilados en silvestres. wa 1mhibicion de la
replicacién se debe al estado de hemimetilacion gel LNA de
los plasmidos. La replizacion i1n vlvo NO DuEd&E 1NlClarse en
la forma hemimetilsgs gel oriC (Fussal y IZincse 1787:. For
tanto, Dlasmidos Qrjc complietamente metileoos
lminx:romuscAast transtorman cepas Can=- 1naficlencenants

dwbioo & gue hay une 801a ronds 9w replicacion y s& azumulan
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tormas hemimetiladas, Experimentos adicionales muestran que
los GATCs an ONA hemimetilado ocue inniben replicacidén fueron
lucalx:adqs en o muy c&rca del origen ce rapl:icacicn a&l
plasmiago. Aussel y Zinder sugiera2an aue estos GATCE crucialss
«B8Tan en secuencias que pyeden agootar una estructura
cruciforme y aue tales estructuras son 1mgpartantaes oara la
iniciacion de replicacion. el capel ae 12 estructura
cruciforme No @s CoONoc100 perc s cres que 1o nemimatilads
destruye la simetria de la estructura Cuando esta tatalmente
metilado © no metilaag. ¥ probab lamente, asy la  Frin

polimerase NO ti1en& #GceS0 a 1 helica ce DA,

Otra positilidad, sin enbargd, e% gque algunaa prateinas
inhitidor as nueen unirse esoezificamente @l orluen . 2%

raplicaciaon sale cuwanco 21 CHM 2aca mamimesliacs VIL).

Algunas observaciones supleren gue la metiiacion es
importante para la regulacion de la funcion oagel origen oa
replicacion a intervaleos variables (2; y células con una
detficiencia o un exceso de la enzima Dam exniben numerosas

aberraciones en &1 origen de replicacion (boye y Looner-—

Olesen 1950},

Puede ser de interes prooar también la transformeoiiilcad
de las bacterias mutH- y dam—. MutH- con DNA  metilado. En
astas celulas no estan oresentee las protelnas flutH o Dam y

MutH. Que. se unen eficientements a DNA nemimatilaco, Estos



excerimentos permitirian saber swi li, proteina MutH también

esta implicada an la replicacion.

~Explicaci16n actual de la imporzancia de ia hemimetilacion

en la regulacion de la replicacion:

En un articulo puolizans cor Nancy Klechnar en 1359 se

presenta la slguiente informacicra

Examinando s51ti10% . GHTC individualies localizades en
ditarentes sitios dal genoma de E,cnli-KlI para @etugics a2
suU cinética de remevilacion por la metiltransterasa Dam

siguiendo el pasaje de la noraullla de raplicacion sa@ lieoc a

evidenciar 3 puntos:

—giC es una unicad funcicnal simple que @8 secu@stracs
especificamente de la metilasa Dam par ‘un pEriogn
signitficativo de tiempo y entonces es liberada.

\

~la regién del oromotar anan enta sujleto a

secuestraciones analogas., lo que sugiere qua la aecueatracion

nemimecilado~dependiente es posiblemente un fenomeno general.
~#n cada ronda de 1iniciacion de replicacion hay un

blagqueo temporal en la reiniciacion de ©rif v la esprasion

a2l gen gnafn (11).
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Baj)o condiciones @speciales conae las c&lules tan
acumuladco un erceso de funcicnes de 1la iLRiClasion aw
replicacion la scbreproouccion de la metiltransferdsa recuce
2l pari1oso entre las rondes Ce 1N1Ziacion 4@ la recilcacion.
S$UQ1r1endIo asl Que la velocidag o2 remetilacion de un erigen
replicago pueae ser un  factoe lamitant® 20 la relniclacion

47) .

Estas y otras chsarvaclonas 3cn condistentas con la 10e2a

d& Que la hnemimetilsslion en es25 Z reulonez aCius

SUrEndo
auz el inicio de la replicacion 02l origen zo0Crs . 2hpd whad v

8010 una va: por ciclo celuler

LOs or'1Qenes henidetllades 2stan especificénents wnidos

a uma fraccion ae  memorane de . €0l1 Tanto A6

2 como i
itrg, mentrées que los comgletsmente metiislos o
cesmetilados no lo estan. Este &5TUC1O TamDlen 3udi il qQue
los si1tioe GATC em y/o cerca gel origen ocersizten an forna
nemimetriada despues de& ia i1ni1ciacien de reciizacian con la

union del origen a memcrana (52,

En sx{ius GATCs encontracos en otra parte aal gendma, se
viéd que la remetilacion emolieza inmedisatamente cesapués de que
@] siti1o es replicado y e8 muy raoida. &n contraste a los 2
sitios esaminados en el Dy g2 oe1C donde permanacen

completamente hemimetilados por cerca de 10 MINUIOS. OEEPUES



de los cuales la remetilacion ocurre a una velocidaa rapioca
similar a la observada en otroe sitics. Se sugiere que el
aorigen @t sacuestirado de la matilcransterasa y oosteriormente

es libarado.

&1 secugstrc de oriC y dna”k posipiamente inwoiucra
proteinas especiticas que reconocen s:1vios EnTls
nemimerilados an el contexto apropgiaco de Otrad  sSeEcuencias
adicionales age DA, Las @©roteinas candigatas nan 3100

identificadas por analisis de la memorarna aua un? & or:genas

replicados nuevamente. (herarickzon ev aly 1582,

La liberacion oel griC o2l gecuestro s tamcien  un
interzsante oroceso. Fuede 1avolucrar un  evento celulsr que
destaque el origen de los aparatos de SsCLasSTr#Slon Sijwlenas
la remetilacion. La acuion oe ia metilirensterass Duele ser
suficientve. Si la secuastracion involucra 1ncaraccionas
cooperativas de la mayvoria de ios sitios GATC, la mesilacion

‘ocasional de uno o Docos SLt10S DuEAe reducir drasticsnence
la afinidad del origen para con el aparato de secuestT-acion
conduciendo asi1 a4 una cofcertsdasa likeracion a2 la r2gién
entera seguico por una ran;da rema2tilacion de 105 B1T108 qQue
auadan. La sobreproduccion de Dam reduce las niveles ge
\Qqares‘de DHA nemimetilado en si1tios GATC en oral y Zras.
i.a sobreproduccion puege sar Causa d8 QuE asas  reglcnes s
remetilen antes de oocerse reorganizar Dor &l &daratd> oe

secuastracion; los altos niveles OCan puadgen canpeclr cen el
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aparato de secuestracion y liberar prematuramente el efecto.

Faepel oel “secuestro® de locs GATC en oril:

Como se menciono. la iniciracion ocurre en el orlgen a2
replicacion una vezx oor ciclo CRiutiamr . las rcaciones -
SECUNDAr 1A8 SON raras. Ademas 282 contral &3 mantsqaioe  auwn

cuando la cslula ccntieng maltipli&s origenas ae ia

replicacion.

La iniciasion acurre as1 Erigrsntenence E3

BINCronlcemente efh TOOOB 10S origen 2& 15 z&lula.

dbserva210nes NAan gemostragdo aue la falta 3@ reslicacion
g Dr1aenss BN Est&0d hamlmztllaos 09eh1I0 & la BECWIBCrazlan
Slrve 0arda préventr UWNa reinlCladion  oramatuca 38 redlica—
€loM . Que es Prevencion G& romSas  2ESUNDEr1as Os 1M1S183100
da regll:acxén. ocurriango  durante los  biemeos ag cliclo
_celular cuando el POTENCI&l 06 1nNi1Clacicon €5 aito.
.

Es importante que Oric este nemunetilado para asegurar

la segregacion propia de los cromosomas de las células hijas.

Enconifando que la secuestracicn dura tantc como el 3
:lEld celular hace a0n mas plausibie que ese pericdo oe
secueatracion provaa el tlempo necesario d@ anclaJe & sitios
de membrana para la separacion celular oor incorporacion de

materia nueva ae la paraa czlular.
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Las bacterias como E- goli tienen vos marovanas
celularest una baj)o la pared ceiuviar y la otra externa a

esta. 3Jorprendentamnente, oriC Se  conecta a la wmemprsre

entErna.

31 la metiiacion Dam ez imcortancte gara la union ce OfA

a8 memprana. enIonces en  Cxlulas Qam- se wuseraria que
tuvleran una meryclogle averrante, EisCto na sigoD coservaas. -a

martologla alterade wuede tampian 31N ambérgo. ser Causada

por 1nzramento en la axzpresi16rn o=l gere sulA, el cuzl

codifica para una de las proteinas r

Culagoras ¢e la oivizior
calular.

La inlciacicn en oril, &st como &n gL ae Fl, gepera2 ds

la union de ia orcteina Dnad, la cual attua =epzrenco las

heoras ae DNA. ramaki demastrs aue ia tenperstura o fusicr
del griC disminuye por la metilacien en  GHTS tdr. La
metilacion padria acemas facilivar la tormaszion ce un
comple)ys apierto catelizado par Gnark.

Bramhill y = hornberg han raenti1ficado secuanciss

repetidas en las cuales la proteina Dnarn sa une facilitando
aprir el dupl@x para la 1nicirscion de reolicacion. La
secuencia consenso (J-mer empieza con £! reccnocimienta age la
Dam &l sitio 5 ~GATI~3 . Hay 3 ca estas secuenzias en oriC y

una @n @Ot s dnah. La delecion de wun 1T~mer en oriC 1nhibe

- o7 =



la i{niciacion. Saria interesante conocer si la interaccion
entre DnaR y el 13-mer es modulena wor matilacion. 51 es asl
pussto que la transcripcion oe gnas es incrementaca  por’
metiiacion .un efecto sSi1N@rgi1co codria resultar age la
estimuiacion coordinada de ié proguscion ¥y acclion Qe la

proteina Dnas (4.

La &v108Ns1a meNcionada suglers que la mati1lacisn  ousce
8@ eRenClsl para la in1ci1aclon ae  la  raslicasian del
cromosoma. Fero. Jarago)lcamenta, MAtantes s1n &1 Gene Qan

acn viables, & 1n1cien y  Paclicsn 2UE CrCACESMaB. 310

enbaryt. en estas mutanses. 1a Jde 1e veoltizalion

esta alterada, seria ipteresante ver cano ics reduasimiactas

o® mavilacion Dqsuen BEer reconciii&0os &n 14 exl13Tenlis  oe

mucantss Dam.
En conclusaion:

l.— La reagion 9riC del cromoscme ae £. colt ou2ae unirs=
‘a la membrana celular. gsta unlon esoesl1fica &5 Meaxlfea CUNAO

@l DMA esta hemimatiléeao.

2.~ En una celuia silvesctre, la regicn 901 ss reolica,
y permanece hemimatilaoa ("Becuestrada’ > UN1Ué @ M&LDrana
por un tiempo determinado. La uni:on a meEmarand nnloe la
aparicion de @ventos de ithiciacion extra y orovee un

mecaniano, g partician Jde cromusonas 4 las calulas hijazs., La
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region ocif posiblenente wse 1ibera de la mamorana carca aesl
final del ciclo celular, ¥y s m@tlla 6aI's  1MIS1&F UL QUEVD
ciclo da reolicacion.

Asi, la region orail nemimetilads pusade Ser vista como un

centromaro v la memorana como el Nuss mitstico.

DISTRIBUCION DE L& METILACZION Tam EN DIFERENTES EURACTERIAS

Actualmente, la presencia ge agsnina metiliaca en GATS s=

ha detectado en varios géneros de bBacIerlas Gram—negativas:

Galmoneila tvonimuraum, Salmonmelia  twora V261, Haewpphiplus
influenzae (373, Enerzpacter asrogenes, Chte-obesoee
cloacae, Erwinia carctovora Hsemooas lus gallicarun,

Haemoonilus parsnemglvtigus, Trotews vuloharie, £rovidsncis

stuarktil y Senratia marcensss (723 2N Gran—-positivas sa2 le

encuentra presente en Dipiococcus opneumonyse v Glostriciem

artringeny y ausante er Bacsllus suptiliis v Stapnylocuscozus

aureus 13, 17, 18, Zo. 30, 37, aB).

CISTRIBUCLOW DE S1T103 GATC EN EL CROMOSOMA DE E. coly

Morris y Marinus. determinaron ia districucion de



sacuencias GATC en § saecuencias de E. €oli d= mas ge 7.0
pares de bases reportagas en el GENZ-SaNk. Bus  resultados
principales fueron: la distancia entre 2 GATC ndncs e mavor
& Z,000 pares de bases, la frecusncia de esta sSecJuancla es
mayar en las regiongs codtficsaoras Jua an las no
€oa1f1c200ras. SU DaTron O C1sSIribucion L12nge &  32oUlr un
ezquema alternaco g= AYrUG&MLIANTOS ge  e2chencla  Gatd .
regiones “vacias" (4. Eatos resultacos muestran una
aistribpvcleon ge GATC Je acueras ¢ Lo eso=racs oara su funcicn

en el sistana 0 racerazlon ge 'MISNATIRY. MIENErEs Que  &W

Lzn Tt FLCAGOr

MayOr Frecusncia =n parsce

coedecer & uhé DPrEZlon 1niormssithal.

Especlalmente si1gn1ficativa fus  la oajla fragucsis ox
=1L en genes au2 coditican para «~ANA v thRiiA. un  enalisia

gesalleod de ia loacalizecion age ziti1as OATC en 21 gene Sace

@i rflh 163 mescro aque Z g2 S GATC 3 @sTan  SONSer.z308 et

‘todas las aupacterias. AT ASOSC T2 L3S ’ LR RS T-L R 2-E N
Mlentras Un TErcErc BE  BRIUENTrE en 1e Miiie DOR1IZ13N & le
mayorlia ve las euwnact@rias, Eso  suglere aug  i9s GATI § ran
sido Culoacosamante &&12C10M30233 O retlrasdos, dedandlenco oe
la regién del R, Esto ouecs aepers2 & ia  naturaleza

palindromica ge GATC, ¥ a su efecto sobre 1a estructura

#@zundaria de RMAS Nno traducicos.

Morris y Marinus 10entiiicaron varias raglones con  una

alta densidad g GATCs. Una de estas reglones, <ONo yad s2



menciont, es grjic. Seria importante investigar, i ostas
regiones representan un origen en replicacion secundario o

si1tios de union a memorana.

FUNC10H DE S-MeC Et4 CCA/TIGG En E. ¢oli

S1 bien no se na encontrado una funciorn clara para la
metilacion ge citosina en CCA/TIGG. se sabe oue una cltosina
metilada pusue inducar mutaciones por translsion C:B a TiA,
que el DA hemi~metilado nars esta € wen  regiores dal DA
giferentes al de la horquilla de reclicacion: induce gados en
&1l DN~ y un tneremento en recombinacion y que la presencia oe
SMeC en promotcores o en reglones MpOrtantas deé 1ntaraccion

TN4-proteins afecta 0e manera S&Cundarla  ia  aspresion del

Qene.

La citosina y la catosina matilada pugaen assamlnarse a2
manera ésoontinoa en las celulas. Kl cesaminarse ia citosina
S®@ genara uracilo. Los uraciios generados oo #5T3 MeCANLEMS
O poOr su 1ncorparacion &l DNA oor  la D4 polinerasa, son
eficientemente removidos y sustituildos por citosina por un
slEtema de reparacion que 1nvolucéa a la enzama ur&acil-DNAa-
glicosidasa (40). La clitosirna metilaaga y desamlnada Ga
timina, lo que genera un apareamiento 1ncorrecto T/G  que

puedea sar corregido O  puege geEngrar  una mutacion par



transicion de Ci6 & Ti:A si la reuiaon con el spareamiencd
incorrecto se replica antes ae ser reparada. En el ceso de

aue se fije la mutacion: los pentanucleotiaos CCTGS y CCASG3
pasarian & CTAGE y CCATGG por desaminacion oge la SH~Mel de
as.as secuencias o de las complementarias (18). El teraipiets
TAG (TAG en el DNA, URG cocon samocar en &l aflNhr GCuede asnerar

una Mmutac:ion Bi1n sentigo s1 este cueds en rass en «l mar

< S2

lectura do un mRNA.

Esta cosiciliaad fue .@uoloraas e-paerimencalmenta an 17
por &l oreco G& COLlTNIre €% &l 15, Ests Yrups #Nslizé 15
mutasiones emvar en 2l gena  legl del cpercn iaxg + wNCIntea
aue, &fectl.auEnte. l& seQunda ClI0S1nNs QEl Dentanuc leoti1do
CCAGO mutabia a T cen wna  frecuencia aita. Eetoce  &31t10d
preterencisies oara mutsciones ambar no Ba  UStectolsln  &n
zepes dem - 4. Sin embargo. es cosibie que las caEes
vecinas 1nfluysh en getermlnar la frecuencia e meiszion
nival ' LCABG. ya Que una ae estas SECWeNClas presence an lecl
o fue #1510 prarerencial de MUtactonNes anter,. Otra Srgsdta @

1a 1nfivencie 0& ovros tactorss. @5 1la aveEenila Qe  Setos

#it108 de 2lta frecuencila mutagenica en !B®B age E. colly

En g£.. goli K-1Z las muiacicnes en el alne arl
(accumulation of recombinogentc lesicns) inauece la

hipometilacion tipo Ucm tanto de fagos lambaa Dropeuados en
celulas con esta mutacion, come en plasmidos y en el proplo

cromosoma oe la vacteria. Esce HA nino-metilado sa



encuentra mas roto e hiper-recombina s: se le compara con el
Dﬁﬁ matilado. La explicacion que se propone es gue el gene
arl coditica para una protelna gue 1Nteracciona dlerecta Q
indirectamente con la metllasa de C1305iNa agegurands asl una

eficiencia optima ae esta § en Su ausencia. la merilas: serie

menos eticiente y el DuAa se encontraria hioo-metilado

E=to induciria la nemi-metliacion ca 1oz gitios CO(A/7
Se Suglere GQue 10S 3171083 NeMI-MET1llagss e61an  IPECONEC13CcH
POr uN S1STAN& O€ resAraflIn que Cortarts @i Lha a 2s2 ni.el

1NALC1IEN00 la Rresencls 08 1£510N@5 FecomdInDLIN1ISaE.

Se ha visto qu2 fagos Arl- presentsn un  Quocesund o=

rasiscencia a EgoRlil en comparacion cen fagos  Sri-. ~3 &a
40 veces mas resistente que tagos Dem—., Los anelisis

cromatografticos muetran aue @l DNA da Arl- contiene un tercio
de Srel aue la Arl+. La nivometilacion o= la € en las Arl-
induce: un incremanto en  la reccmnxne:tcn.qenecxca < ans&
sensibiliced inusual gel DNA & endonucleass S1. las cusles
estan ausantas 2n rYagos cresidos soore zm+ o agm—ari+. El

ThAa neteroduplex (metilagosno Mmeti1laon, Drebaraqs 1n Yitro es

altamenta recombinog2nico oere no es sensiblea 51, 3@ ha
propuesto que los ®1tos CC(A/TIGS hemimetilanos e Dl Fari=—
S0N NECeSari1os y suficientas para 1ACranen car la
reCOMDINACION y SON nesesarios, nero no suvticientes, pa-a la

sensibilidad a S3 (35, 41).

Ern células con la megilasa Dcon. la presencia aa S-Mad



reduce la formacion de fotoprog.ctos tnducidgas por UV entre
les dos CC en 1los sitios CCWA TIGG en relacion con  la
formacion ae esos fotoproguctos en celulas Dum— en  &sos

s1vios.

En 1390 Sconail wm. gt &l (éor oublicaron un arriculc an

el cuel mablian s00ra ¢l JesCuDrlTlANTG  de  un re redueriao

D&ré 1@ Prep&raciofn

Smort Fateh: ern  E.

coli., E£1

Eracasa gae repsracich WwEF er

GLENLOG L2 La

frecusncia ge MUT&Z10NE&ES Q& Trenzlcidn Crodusiass: p ia

gesentnacion de leé S-twl la cual res

tite & la prodoescichn o2

EBRArZEMISATOS SrrOMEIE VMISRXTINEs, 1 F. Le ra0E So1Dv S

realizs an la heora Ju@ cantizne a & 5. 3e na Semn

ur glasmido que contiene un fragmento Ge 11 wb

de €

ti pueasz compiemsntar & MUTACLONSE Cromogfc

«8r—, 3e mapad lé reglon efencial 0sre amzas fenalloodE.

CONELIrU,y0 UM DlasamMids AQuE CoOADRIEZTaErs 1a MUTallon o winG2thel

de la matilsclon ide

¢ perc A2 Jde la  eapécaciIo Coge) .
VICE & BE. ldentifizaron ics genes resbonEsbled
fenalip&s cOr AnAlisls de BESUBCC1ASLSN de Lim.  LoEES.

aue E) Gene BEENCI61  Da@ra I merilss: de J1TOE1

codlrica para 477 as: v NO $2 reguisre Sara la redaracion

Le vroteins Dom es similar a la& metilasée gceRii N
aprOdlmedFmenctd whi .l El EZEQNRLD AR Lfled s ESrZlal Lara

le recesracion <3F convilene v wene Qus Posde COJ1ilws Poiw

una proteina ae 1%o aa. La protesna Ve el @x 23%e

Qera

la funzic: dJe lé Mmetilabe. &l final = del uehe oI 2@




translawa con el 1nicic 5 de Zsr. Los Z yenes wErecen ser
transcritos por un promator comun, pero  tianen fase de
-lectura diferente. €sto permite que los 0os @ene:s Ee € Dresen
sinultareanente y asi wminimizar el efecto mutagenico  dw la

citesina metilada (o6).

Algunos e@studics han sugeri1da cierta intlusncia ds eavs

patron oe metilacicn en la ragulacion de la activides genica.

Por ejemplo, la proteina Led a8 un  regra2sor  que
controls a los genes ae{ sistems SOOI . Este s1zteme B& 1nOUCe
cuands hay gafo en el DNA. El gqene lexA contiane oSS
Secuenclas OUe unen a la proteina Lexd enN Su reEIon 2romdTIra
y que se denominan cajas S02. La unicn gel reqresocr La:sr a
estas fajus lNouce ave las 0o% cajas s Junten Jormanao una
asa del DNA. La segunga caja 505 contiene un sitio gasm y la
metilacion @n ese sitio aqisminuye la afinicac del recrescr.
L& migniticancia biologica de esa oODser-acion no e5t& clara,
pero orobablemente es muy 1mporcante en la regulacien de
niveles de reorssor Le: & ARealizando medilas del represor

activeo Lax A 2n cepas Dom~ v Lem— coaraa aclarar eata puntc.

62 ha onservaco que la S-Azaclvidina e bacteriaststica
para E.coli. Esto no pude deberse solamencte & la innttcicien
de la enzima Dcm. ya que es conociao que la en:xma.nb es
indiscensavle para el cracimiento. Ademas las c2pas gom— y

dem+ muestran una sgonsibilidao similar al agence (Friedmsn,



1979). No obstante S-Azacitidina as interesanta, ya que
carece ser un inhibador irreversitie ae Dom  (Friadmsn 1579,
1981, 198I)¢ as1 esto ofrece una cocrtunidadad al estudio de la
acci6n del mecanismo enzimatico (Hhanti et al  1583). €1 DA
gue contiene S-Azacitidina 1nectiva o las metilasasz  Domy
Hpall y EcoRfll. Este dado pueds zer preventdo por cortes Jdal
Dl con nucleasa micrococcal © con la en31ma aQe  restrizcioan
corraspcnailente, 0 por Adlclan 99 Suiscéto narmal de OMNAL La

aigestion con rucleasa Hpall fd dasiruye le &cvivcidea

inhipitoria para la macilase EgcFii. En @rpar1mensas

recierces 1n vivo la3i ceiulss con 21 sratene 02 modificacion-

raestriccion ESofll eresente sn un olzamics fuasin @nClLesEtas

brevemente 5 S-nzscitidineg. Zeas C2lulad: N0 recubErEron &3
Cracinients despues de suepencar la aroga. MIENCrAs GuR MenNcR
Blasmi13os 8& hicieron en 1&s c2lulas. Mutantes asiliziences
en la funcion ae  regtriccion  fuarcn sensioles, P2 e
mutentes devicientes en la tuncion ge moditicalisn Claminu, o
lé sensibilidaed & esca agente. Edo significa qua &i atftoesto
recee Sobrs  la  enzima de  metilazie™ vy n@ &N 1 &NIife J&
res£rxc¢1cn. Fued2 ser cue la 1nactivacion irere.ersitls d2 ia
erzima lle.e el mecan1smo aa replicscion @ wre Ml

funciananiantd ¥ & la muarce calalas (55,

Otre O lob B1TUBCICNAES &6 13 BUUSrENT1e O& Jue 2Ih &d
@ganclael pars la replicacion deil tago o0aAl73d Razin &b al.,
197%:. LN e3tudic BUDEECUENtE . 1N emMbarao. No h2 confirmsow

@Eba Mdes (Hatbtman et al. 1775,



Contrarianents a la 1nfarmaclsn Craclente atadrcs de laaz

funcronzs DI1OISQICeS oars 1a m

i¥z100 0% ederune. 108 Q5025

sobre 21 papel aue gesamperan | C1to310a8 MRtila0as E0n Ty,

305, A traves del uso Oe enzimes H&  ha  Ww2stracs Gue €1

Dl de catulas Don- es sustrato ade Ecorll, lo  cual sugiersa

que une funcion puede s&r 1a provaccion del Llh osl grooo i

g2 0laamidos gque Croducen @sta 2NZ1ms A8 PESCILCZlON.

DISTRIBUCION DE LA METILATION Dom EN LAS

Lag mutantas © MUEBbean  2ARCLCS ferItisliisa . 240

elemplo Be Babe QuE @sta MEetlipcidn, pPreBelte & Celsd O
E.colig-12 y _E.coll ¢, eata ausente en cepan ce E.:00s B,
Stephvlocozcus sureus. asi como  en Hl»’cxferer.r.e; esowclEs de
Bacillye estudiadas. (13, (38, 45, ea3/. La oregancia da
citosinas metilades en CovA/ TGS a2 ha racortaio en

Salmoneglla typhaimurium y en Satmonejla t.obi. 204,

CISTRIBUCION DE SIiTI05 TCAr 7133 Efd EL SADMOEINA DE E. Sl
Raectentemente M, C. Gomes &. detarmino la gistricuslan

g2 1os sitioe Dem en 45 sacuencilas 09 T, ¢Gl)y racortesEs en
el GEMNBANK. En  total s& analizaron 207,330 casas las ave
reprasentan aoroxlmadamente &l S.3% ael uenoms. or-y 3

principales observaciones ce este analisia  fueran: a, La



distancia maxima entra goud si1tios Lom aunca fud mayae & 20000
bsses, b) la secuencia CCTGE es mas trecuente que la CCAHEG.
c) la frecuencia ge COTGE @8 ma.0r &f ra2010R2F Cool Ficadoras
que no codificadorasi mientras Cug Dara CLABS es &) reves d)
los sitios Dcm a giterencia de los LDame nO  mOstraron un
oatron regular ge distribucion e) En griC hay 2 s1ti108 Demg
s8I0 enbargo, a dyrferencia de ilos saitias BATC qQue @
enguentran conservagoss an S Generos arferertes de
Eubecterias, estos NC a@scan corzervadoz. Tamoién se analizo
61 uso de S-Mel de las zecuvenclsx Dom pare formar codones

Este analisls mosted  Que

se encuantra con LEY )
tracuencia en los codones CUG tlgucina) ¥y TAE wilutaminar., en
segunao lugar en CCL iprelinsgr v CoW prolinas v finaloanca
en sEC. En el primer caso la S-Mel esct: en 1a odsi1zion 1 del
codon, @n el segundo casc en la posicicon &y Tinalesnte en el
tarcer caso en la pasicion . Este resultads @s sdrpresilvo
ya que la S-MeC tiene una procacilidaa  wmayorr da inaucir
mutaciones que la citosina na mevilada. La mutacion  por
transicion C a T U an @l codons, de CUG ganare UUG aue
tamb:en‘ccdxf::a para leuzina Yy an CUyO TaBO 13 MUTACIONn @B
neutral: sin embargo, ei cooorn CAG mutéria a UAS gue es cadon
de terminacion. Fosiblementa este hecho explique la
frecuencia menor de CCARGG en reiacion a CLTGG. Las mutacionas
por transicion C a T en CCU «prolinar generan CUU (leucina) y
en CCA iprolina) ganeran Cus leucinar. Otro dato xntérasan:a
de este andlisis e que 81 vien los genes en Genaral

contienen un numero similar de codones CUG y CAZ, los genes




ESTA TESIS NO DEBE
SALR DE LA BIBLIOTECA

que contienen un numero altc de sitias fcm uwtilizan con

trecuencia a 1o sitios Do para  tormar estcs  cOODRESs,
®iantras aue los genas con pocos sltics los usan  pccc. Zend
sagiere gue no esiste una presicn  estricta  sobre  las

secuencias scm para formar a coceonas CU3  y  CAG, au? scn ca2

ios cooones mas abundantes. (S5)

Desde que se cemostro gue la metilasa Can Ao £2 reduves
oara la viabilidad y aue ls Ezo~1l metviiasd es muy similar a
la mecilasa Dom €28 ta sugerigo la postoiliaza a2 ave le
£2Qu1s1C10N 02 @8Ta enlde pudo resvltar C& 18 1NTHAFAZISA a2
un plasmkoo N (o parta gce ester en 2l cromncEoms 92 Wn
ancestro de E.col k=12, Ese @vent2 TAl vas oourrld oSs30uss
de la separacidvn a2 E.coli r-1X vy g,:;;i 2 O camplen :Lao
ocurrir que @1 gen ce l& metilasa Lom - ss peroier: en £.30l31

8. (8%)

Debido a que no se cenoce la funcicn as la many

cion
Ucm el éatermxnar 84 distribucion én:ra ias aubactariss ncs
parmite saver 81 su localizacion a8 simillar © A0 & Cam. #81
' comd poder avaiuar l& hipotesis o ouve 8l sw funcion s la ce

-proceger al DNA oe la enzima Eco RII.



MATERLAL

A) MEDIOS DE CULTIVO + SOLUCIONESS

Loa medios 0o critive g 2stertiizaron en el avicslia.es a
una terperatura gg 114 racds Zentigratos vy a Una oresion de

15 libras oor 25 minutos.

- Las solucicnes dae antibisticos @ eatariiiIaricn cor
t1ltrago a través oe tilzros Millaipore HA O,343 um. Los meo10s
de cultivo con agar se vaciaron calientes an las ca)as ce

Fetri (20 ml/cajar y Se de)aron soliditicar a zemperatura

anbientd.

MEDIO LURIA LBy

Bacto trintona 10,0 [
Extracto de levagura S.0 qQ
HNaCl 15,0 9
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Timina V.0 @

NadH (2.5 M aproximadementelrl.d mi
Agua ocesionizada 1 ue
=1} T

t
&
o

CUaNao S8 UsCc  Aalgun antiniAtiCo @n las T 1acas or &psr,

&ste €2 agregd® descues da aesterilicar 2L macio. & lez

%1lQulentes CoOncentraciones:

Amplicilina (Ap: {20Q ugssnl)
Clovramfenizol (Tm) UZE ours. @l
Esgectinomicina (o) { 2% ugs. niy

Estreptamicins (S

~

T 0 2w ugsi/mll

- a1 -



fanamicina (hay
Acidc Naligixico iy

Tevraciclina (Te)

MEDIO MaCONKEY

Sv ¢ da Meoirc PoConhay

FLaCAS DE MEDID MInIng

NH4C1

KEO4

MeFO4

NaCl

'Elcto-aqar
Dentrosa 20
Mg304 25%
Vitamira Bl .10

Agua desicnizada

PLACAS DE MEDIO MS v M7

-~

{10,

\Liteczr

b

20 ugs,mi)

12.5 ¢

o 0 o C.0

mi
ml

Lt

23 o 50 uves/ml)

25 u

Lt de AsUua.

@s/ml)



M9 se preparoc tgual a M1 excadte que lleva Leucina y

Treonina (20 uqssml).
M7 s@ preparo i1qual a M1 excecto gue lleva Leucins.

Treonina & Hist1dina \20 ugs/mis.

MEDIO FARA ALMACENAR CEFRS EN CONDICIGMES DE  MICLRGO-

AEROF IL1A (STAB)

Bacto caldo nutricive 9
Nall o
Bactoagar Ceo <
Triptefano Celd Cmd
Agua desionizsde Lo mi
MEDI0 DE DILUCION (MDY

NS4 . 7 H20 2.5 [
Agua desionizada 1 Lt

1
o
“

[}



AMOARTIGUADOR TE

Tris-HCl CpH B,0] 10 mt

EDTH ipH 8,01 1 a1

AMORTIGUALCR TBE (Buffer ae Bcratos S5R)

Trizma base 53, 495 [
Acido barico Z7.823 Q
ELTA \discgio) 4,225 g
AQua desionizéas 1 .t
oH final 6.2

© BOLUCIONES FPARA L FURIFICACIGN DEL DN&s

SOLUCION 1

" Gacarosa 50% 50 ot
Tris 1M (oH 6.0) S5 ml
ECTA  0.25M (oH 8.0 0.4 ml
AQua oesionizada 43.0 ml

S0LUCION 2

- 84 =



Tris-HCl 1M (pH &.0)

AQua daesionizaaa

SOLUGION 3

Triton (1G%)

EDTA U.251 (pH &5.0)

Teris~HC1 1M (od 5.0)

fgua deszionizaca

SOLUCIONES FARe GELES

Sol. s

Aorilamiaa 25.3%.
Se tiltrd y quarco

centaigrados.

sol. k. TeZ 8.

(Mezcla Liticals

DE ACARILAMIDAS

ml

mi

ml
ml
mi

ml

Bis—acrilenics U.8% \&n

an

irasco

Qscurc a 9



SOLUCIONES FARA FULRIFICAR FoASMIDOS FOR  EL METOLZO LE

LiSL2 ALcALInA:

S0LUCLION 1

Glucosaa 3y mi
EDTA 1w a1
Tris HZL (oH 5.4 . 25 L
Lisaezima 4 mg ind

SOLUCIar If ~2mb.

“oua desionlzada 1.4 ml
305 10l G2 ml
NaOH 1M .4 mi

SOLUCIOM LRI (ACETATO CE FOTASII "oH 4.d)

Acetato as potasio Sn ol mi

Acido acetico 11.5 ml

- 36 -



Agua desionizada 6.5 ml

B) CEFAS BACTERIANAS v PLASMILOS:

Las cepas a& Eschericoia goli r~12 uctilizacdas en este

trabaoc tueron:

—W31l1lD prototrota gom+, Sn  sencible; GMIw  Qai-. Ara=,
Lac-, Xyl=, Thr-., Leu-, 7Tri-. Mms-, Ret-. 3m rEs13TEnte,
gem+; Gm3Ll igual gue la S cfce gom-o. 5@ LUESION CanS cetas

control. Ademés %8 utilizsron las CEoaE O

Leu-. ls I3

Mat—- Fro-.
Las obtras CePd3 DacIeriénas vl muastran en la Tacia L.

Los plasmidos utilizaaos en esve traoajo tuaront

.
—FBF3Z2 12,600,000 aaltones). Contiere resistencia & vo

y Tc.

“RLI=1% &G 000,

daltaness. Trav, confiara

resistencla @ o, Cm, ke, Sm. Ep y sulionemizse (Sus.



-RP4 (36,000,000 daltonesi. confiere resiztencia &« km,

Te y fp.

galtones, . Travr, c3nflera MrESLELSNCLA &
Tce SMme S0, Su y Mercurio (951529 Contiena 108 Qensk L4l

wistema moditicacion restriccion Ecorli.
Ci) METODO0E DE MICROBIOLOGIA GEMNERMALL
~CONSERVACION DE LAS CEFAS EACTERIAIGE

La conzervacion de las bacterias 0or pPericoos largoi. Ba
l1lev0 & c4DO €N CONdlc10NEs Or Mcro—aeroiilia. & Lertir aa
un culbivo @n madlo Eclido. 58 ReNbrs pDOr DLgUetE LNE GLEstea
dei cendad DACTerlano en un Tudo (2iABr @l cual  s& telD |

sellz con oaratina., LOs tubos 88 almacénaron & temnEraturé

anbiente en un lugar Soscura.
-CULTIVAS BACTERIAMGS

Fara ootanar cultivas ourci 0@ bacterlaE 2n maato sollaa
se llevo a cebo la siembra por estria. due €5 & generat &l
matodo mas utitl de senbrar en placa. €1l a54 cactarislogica
®eteril BE 1Ntroduld €@n una IUIDENEION ¢ Cultive frescc Pors

octanar uc 1Noculo: 2N s&yulla Fe esirlo £8ta  1noculo

formande €8tI'18s Tarsielas. 0D  SUOErQUEETAB. SOUL

UNe Ce)a

da agar zolids. Ei incoulo 82 & dilwe,2nao crowuresl.amenta



con cada estria sucesiva, de tal manera que si las estrias
itnisiales proporcionan un crecimento confluyente, 2 lo large

age las ultimas @gtrias crecen Coichiss a12ladas.
—IDENTIFICACION FENOTIFICA DE LAS BACTERILAL:
La verificacion de las caracteristicas oe aunotrofia oe

las cepas se realizo sembrancdolas en medios de cultivo

especiticos.

Paterminacion del pateron de reziktaniia & ancibiocicast

Las becterias 5& @spatularon en  piriisd zof L1 v EE
inzubaron & 37 gregoa centigraces para obtangr colonias
aisladas. D& cagda cepa. se graspasaron e IO-I00 colnnlas

aisladas a una caja de L1, -utilizanoge palilios d2 wmaders
esteriles y se incubaron a 37 arados centiaradoa & 14-lo

he's.

Se duplicaron los oarches por 2l metcde de raciica ds
placas (Miller., 1972), en lo8 meQlos Con 168 antibldcicoa
adecuados para vecidicar la prezencia de Llos marcaloreas a2
regletencila del plasmiao » oe le& ceps Correivondilsntea. Sa

incubaron lag caljad a I7 grados cenciarades Sa li-le nrg.

- BY =



~IDENTIFICACION DEL TAMAAO DEL FLASMIDO N34

Le la cema J53/H3 se ai1slo &l plasmido deé interes por

el método dge lizis alzalina.

3a tomaron camo patrones los plasmidos RL-L1F 5, FF4 de
las cepas CoOw y @& la JS3 respecti.amente. Le HN3110 sarvaie

para deterainar’ 1a banda cromesomica
~OBTENCION DE CUENTAS VIABLESt

. N 1
Fara determinar el namero ae celulas viaonles egor mi a=
cultivo bacteriano se wtilizo la metodoiowis procueste oor

Miller (1972), cescrita a continuacion.

El cultivo se diluvo de manera serisaa en #MD. Lss
soluciones adecuacas para un-cultive con una 0 (§%0 nas de
0.4 tueron 1/10,000 y 1/100,000. 5Se sembraron por espatulado
100 ul de cada oilucion en placés de Ll. Las placas ge
1n:ubaFdh a 37 graaos centigradas de 14-18 hreé. con @l fin
de obtener colonias aisladas y cuantificar el numerc da
células viavles en el cultivo, ya aue cada célula forma una

colonia bacteriana.
~CONJUGACION BARCETERIANAR

En este tranajo sa utilizaren dos metodos ce

- G0 -



conjugacién.

&) Conjugacion cuantitativa (en liauidaor:

Se cultivo cada cepa bact&rlena hasta una qensiagad
celular aproximsoa ds  LOU, QOG, 000 calulas ‘por mly wuna
alicuota de cada cultivo sSe 1ncubo a 4 qrades, cantiqrados
para hacer cuentas viacles. A partie ae asta alicuocta sz
hicieron cuentas viables «on el +fin de ca2lcuiar &l numero de
bacterias por mi utilizadas para la cchjugactn. Come
contral se sembraron 100 ul ael cultive Bln dildir v A8 uf=
dilucion L/10, en madi1s  con el ANELELSELCD URARO  Oara
BEleccidnar a las auconiugantes. Esto &3 con &l Tan

cuantiticar las pasibies MUTantas aspGNtandsas r231d

los antitidtices utilizacos en los mesioz selezti.os.

En un matracz ae 125 ml se mezclar=n 12 c20& A2NR3ISCs

la recentora en ura relacion 1:5-10.

La mezcla de conjugacion se incubo a 7 aradod
centiarados sin agitacion por une nora. Al finalizer esce
tiempo se interrumplo la CONJUWQACION MEalanteé aGlLtacion con

vartex e incubacion en haelo.

La mezcla de conjugacion se diluyo 1710, L1/7100, LALGOD f
1/710,00U0 en MD. Las diluciones se sembraron en @l medio
selectivo (100 ul x muestral). Las placas ge 1ncuoarch a 37

grados centigravos por Z dias .

-1 -



Fara evitar ‘cepas no canjugantes Que oudie
enconcrarse bajo las colonias, se tomo una muestes ae las
crecieron en &l medio seiectivo. se resuspendio  en
mililitro de Luria agiteanao fuertement2 y se semoro  an
med10 selecvivo fresco JUNTo COn 10B cONtroiesn.

Se realizo la ageterminacion fenocipica de las  colon

resultantes.
b) Conjugacion no cuantitativa en soiido:

Se coloco en cide tubo 1ml de Luria con un 1ndculo
las diferentes cepnss. Fosteriormente §2 mesclaron 200 ul
ls re:eucof& y 50 ul de 1l& cevs donaaora.

La mezcla se sambeo en placas de Li. Las placse
itncubaron a 37 graaos centxgranbs par Z dias. Una muestra
ese cultivo mi«to se resuspenclo an 1 ml de Luria. @2  ag
tuertenehte y se sembro en los medios selectiv
Pasteriormente se verifico el fenotipo de las colonias

conjugantes.

~DBTENCION DE MUTANTES ESFONTANEAS & RIFAMFICINAR

fFara obrener cepas MUTANTES EIJONtaNaas reilstentes

- 92 -
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Rifampicina se sembraron SO y 100 ul de un cultiva de una
nocna de la cepa original sensible a Rifampicina en cajas d=2
Luria con %0 ug/ml de Rifampicina. Las cajss se 1incubaron a
37 gtados centigrados por 24-48 hrs. Las colonias resuitantes
se purificaron estriszndolas por saparsao en cajas de Ll con

Rifampicina.

D} METODOS DE BIOLSGIA MOLECULARS
~FURIFICACION DE DHas .

1. Tomar una asads ae la cepa 2 snacular =2 ml ae calao
Luria. Incubar a 57 granos centigrados por 18 hes.

Eate cultivo sa ge2nomina cultivo de una hoche.

Z. lrnocular .3 ml ael cultive de wna noche &n 1o ol as
calda luria. Incupar en un wacra:s netelon2trica ve
250 ml & 7 QradoB Centiqracos CON AXIT#Z10N MOUE:aU»

' laproximadamente 1SU-130 ravsming.
3, Frocesar las C&lulas CUPNOD £3T8B OrEECHTEN UM

dansidad optica (L3 a S53vrn ae .3-1.7 wuntdader.

Centratuoser el cultivo a 5,000 rpm Dor 14 min.
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lncubar la pastilla a -0 grados centigreaos.

(E3te pago #e pUade JDVLIaP v PIroca08r alrastanEnta a

la lisis)

Leszengalar la pascilla 4 tempEratura  amolenis.

Resuinenoerla en 1 m)l oe la soiucion 1.

ARadire

25U ul de EDTA (.25 M oh 2.0

B9 Ul ae ili1mo2ima (lUmourml &n Triz—hi; L3

Incunar & tamcaragura anbisanss por LU -1% mie.

ARagir:
S00 ul de@ ia mezcia litica 3ol [y,
incubar a temperatursa amblente por 15 min, y &1 lg

soluci1on no esta viscoma, 1ncupar ocrcs 1% min a 37

]

ados centigracos.

Calcular &l voiunen aal sobrenadante Yy afaair 1 .ol

gde TE (Maniaxisl.
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i1,

1z,

13.

14,

Dejarlo en frio por 12 hrs.

iniciar la a«traccidn an  tuoos O CeCa ANCNA con

Fenol/clorotsrmoralcohal 1soamilco.

La extraccion se nace de la siguiente manera:s

Apadir 1.5 ml ce fenoi, mezclar. aAadir 1.5 ml de
cloroformos12camilico (25¢1 vl mezlar.
Fosteriormernte centrifugsr & 14,000 rpm  por 15-Z0
min. Tom&ér con cuigsua la rage aCudss  SupPEr10r.
pasarla a un  tubo 11mM10 y reEdetir ia esxlraccion

hesta que nNo =e oosarve la Ccaps bisNca a6 cratslnas

precipitacss ern la intertase.

Todos los caEos se hacen aglbanad GLAVEN2~ S8

Aladir Z/25 ael volumen de& WaCll Z.5 N,

Adadie 2.5 voi da etanol ebaoluto.

Cort una varilla de viario aeigads ) limecis w@2clar

suave y lentamente la fase sucerior i{stanol? . 1la

intferior. fecoger laz fibras de Dlin, Lé.dl S8Tad

fipras an etanol al 7¢. frig. Fara esto tntroduclsr la
S

varilla varias vecaes en el etancl. escureir . Ogar



secar, 8 temperatura ambirente.

15, Razuspander <l DNA en 50¢ ul de TE estéril y fillreac

& trovéz de Tiltros Millipore HA. .45 u.

lo. incubar el tupe  eon Naci v etanol a =N Qradas

centiar«eas para gue al Gra Bi1gulentE o 4 NrE Jedbuees

& CENCrITUGLE a LUJ)  epn PO LL-I0 min . oo tENar
el D aue Nd se recoaio por varilla, Se OsETEria 21
soorenadante. s lava la pastilla con atvencl al 7o o

Bé UBJS EECAN] POEVErIIrmente. #6 resved<ende  €n 3o

ul de TE.

17, El LA @ cuantifica con la =ziguiente formulat
DA wuassmly) = Unaaedes ce Diansiogsd aptics & b0 1us
(LG 2a0) » S0. El DNA se puec2 tamolsn cuantificar az
manera aoroximada por BL  visdalizaTion €N a%iew Je

agaroga iver mas adelance:r.

~DIGESTION DEL DA COM L& ENZIMG DE RESTARICCION Eco Rl

Se digirieron de 1-3 ugsz de los DNAs da Llas cecss
estudiadas con la enzima de rastriccion EcgRli. Las
congicianes ae restriccion fuaeron lag esteplacidas por  al
provedor {(BRL.. Bathesda Rkesesrch Lasborstoriea, USA.). E3tas

conaiciones ga raeaccion  fuaraont 1-3 ugs ge Dilmy L-3 unidaaes
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d2 enzima y de 15-25 ul dal siguiente amortiguadort

Tras-KCl (oH 7.4) 0 mh
KC1 SoomM
NaCl S0 me
MQC1Z & mi
DTY : 1 mih.

La mezcla da resCclon s@ 1NCuebs &, 37 $radas 2entigrados
oor 3-23 nre. &1 Pirsl de la reaccion Be  ¢FEidleron 2 ul o
una solucion de cienol sileno &l <, 285n, az.l 3@ ceonstenol al

Y. 25% y glicerol &n apus al JI0h. Manistlsas.

— SEFARACIGHT LCE MOLEIULRS DE Ches FOR ELCTROFIRESIS En

(GBLES DE AGAROSH O ACRILAMIDA:

Las muastras Jde ONA en la 3ciucion Giilceral-zalorancad

A
se apliceron directamente a ez DOIoR de 105 CEl&E 06 Fhér

O aceilamida pard Su seCaraclen OGr 2lacCrefCcresii. Lok Jalea

ytilizaoos en este Drocesd Tueron 1068 31QUISNteas
~Galeg d2 agarosd. LOS 221af 02 SGAroSe B& Oregararen al
1. er amortiguador TBE 1X.

Con agarosa s@ preocsstaron o L100E de geiest



MINIGELES.- g&l horizaontal con un tamado sorstlmads O
751%, La electroforesis se corric  con amsrtiguador TEE 1A, 2

60U-70 Volts por sprosimagamente 2 nrs.

GEL ESTAMDARD.= @2l horizontal con un tama”Ao ae luxl4 cm
y 1.5 mm ge sspesor. Este gel 82 corrio con TEE 1x a &0 vaits

PGr un tieMmpo apro)imado ae 3 nra.

~Geles ge acrilamidga. Los geles O &crilamida  se

prevararon al 7.5, ae la aiguisnte maneras

gal A 7.% ml
AQua le.d ol
Sol.6. &0 mi
Feraultato de soaic 10% 280.0 ul

La solucion se opreparc en un  macraz ritasato vy L 1)

conecto al vacio par 13 min.
Se afadia TEMED 2¢ ul y se vacio.
Se oejo gelitficar vor aproximadamente IC~43 min.

El qel se corrio en amortiguador TEE 1a & 8C=12¢ V. por
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=~ VISUALIZACION DEL DHA: |

Al termino de la electroforasis, los qiles 32 incuparan
con bromuro de etidio CO.5 microgrameos.ml) por 2-3 hre:; e}
DNA se visualizo con un transiluminador ae iuz ultraviolets y

se fotografio con una camars Folarolra, utiliZanad un tiliro

rajo.
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BESEULIAROS

EURIFICAGION y CUANTIFICACIOQN DEL Dio DE DIFSAENTES BACTERIAD
Fara puriticar el DA de las diferentas cenas

bactarianas seleccionadas cara e3te estucilo. se utilizo ei
m&étooo oescrito en Material y Metooos. 310 enmbarQo, este
m@toao no fue efectivo en el caso de varias ceoas., LOE

orincipal

proplemas y su solucion fueront

— Lisis ceiular tncomoleta.— este faccﬁr aecende ae la capa
que se trabaje ya que algunas cepas fueron mas dificiles ae
romper adenido a su composiciOn) en estos casoa, Be increnants
el tiempo ae  1ncupacion a temperatura esmdiente con  la
liscozima y finalmente s2 tncubo por 30 min. a 37 gragos

centigados.

-~ Frasancia de un orecipil tado impcrtante ae protelnas
desnaturalizadas en la intertfase tenol-clorctormo—
isoamilicoslisado celular. En este caso, el lisado se extrajo
renét!damente. hasta obtener une interfase limpia. Las cepas
Que presentaron este oroblema, dieron un renginiento bajo de

DNA final y muchas veces este se encontro muy fragmentaco.

- Dbtenqxon de fragmentos pequerdos o OHNA. La obtencion de



DNA can unQ varilla de vidrio, que gQeneraimente &ssequra la
limpieza del DNA, unicamente es posible s: se obtiene un
lisado claro con fragmentos grandes de ONA. En los casos en
que no se obtuvo DNA por medio de varilla, éste se precipito
con 2/Z5 de volumen de NaCl a 2.5 y 2 volunenes ae etanal.
La p;stilla de DNA se lavo con &tanol al 70h para cismifwir
la cantidaag de sal y permitir la aétxvxa;u de la enaonucleasa

EcoRII.

— DA no lampio. En la maydria av lof caBsSs GAELT CON dne

nueva preciPitacion con 2 volumenes oe evancl o~ S L5 aw

volunen da flaCl a Z.SM. Material , tecodgcss.

Fara poder realicar una cuanciticacion [-1=3 e
concentrazion oo LN en  las muestras. &N um CINCIGCLlo &5
procedio & una lectura en un esoectrofotomssroe DI Zelnme,
con @s8to. 5@ puda calcular la cantidaa de aciacs nNucleirsis:
81N enpargc. este Mmatodo puede No CUant1tiCar con Dreclelo:
la concantracion de ONA. En el precipttsadae  final ae ecanwoi,
ademas del DNA precioita &l ANA Yy 1as proteinss. Eztas
moléculas acsarben tancian a oo 2o, Fars una
cTuantificacion mes sdecuans @ nueatros obJeti.oi. =€ 8li.as
el.da su }asualx:acian en geles ge agarosa tediacs cen orEr
utilizando un patron de reterencia b4 [=1F1-PX-Tyl- 1) BEL

@nxtrapolarlo a nuestra Muestra.

£l rendiaientso fue muy variane yo que QJ@peEndl1d tanty ade
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la cepa como  de los problemas Qque Ss2 presentan en  los
diferentes pasos de purificacion. La ootencion del Dha de
las cepas Gram+ <(Clostridium fua. mas complicadd yd Qu
presentaron un gran precipitado en la interrtase al realitaecss
la eatraccion tenols/clorgiormosisoamilico  en gRUB&ragion SO

las Gram-.
HULO CASGE @n Jud No se logro actsaae o6 y 02r el

Contraric Otros @n gue Se COTULZ0 hédte uUn tOTsl de SO0 wae 3a

DHAa par 1o ml de cultive iniclai.

KESTRICCION DEL  DHA OE TIFERENTES DATTEAIADS cON  to

ENDONULLERDA Ecofell

La presencia o ausencia del patron oe metilacion Dcm
(metilacion en la segunda citosina de la secusncia
CC(A/TIGE) s fue ceterminada madlante la dicesti16n del DNA
prouleﬁ: con la enzima de restriccicn EcoRll. Esta anzima
presenta la caracteriastica oe cortar el Divs 51 no esta
metilado en los si1tios COC(A/TIGG. En general el ONA colactado
por varilla ce vidrio, presento un grado Oe DUreza &decUados
81n embargo, a varias muestras ge DNA orecipitadas con atanol
fue necesario re-puriticarias (Zomo se descrioe en Material y
Matocos). La digestion del poR3I2Z puriticado de una cepa dem—

y mezclado con la muestra de ONA cromosomico se tomo Coma



Arueoa de pureza del DNA.

La saparacion de las moleculas de ONAL. postartor a la

digestion con la enoonucleasa Ecorlli. s5e realizo por
e#lectrofcresis en geles de acrilanida al TS, y& que

permiten una buasna separaci1on de los  frazmentos del  DNA

control (pERIZD).

El DNA ge lss bactérias Dem+ no 55 dloiere zon EcoRll
pPOr lo que aparece @n @3tos gales Comd una Janaa e2n 1l carte

superior oel gel Fig F (S DY Fle 10

10 - Fag 11

18,8)). For atra parta, la agigesti=n cel M total de urs
bacteria Dom~genera un  gran numero de fragmentos de  tamsiAd
diferente, lo que en el gel s2 visualiza coms un carrade
continuo.

En alqQunas cepas. sSe llego & observas 2andss sobrs &1l
barrido ce tongo. Estas pandas Duedan Q@NErarse oor la’

presencila en estas cecas de uwno o nas dlasmiacs o BT

exisctencla Qe BeCUBnC1as CromosSomizas repsTties.

Cuango & las wmue2stras ge DNA  ga bacterias Lom- &% las
afade DNM4 age FBRI2Z tampién se ooserva un barrice ge  fonoo
con bandas (fig 9 (4) Yy Fig 134 14)). En escoe caacs las

fragmentcs Ecgill del plasmnido se visuvalizan Clar‘.\menée sODr@

@l barrido de lps fragmentos de DN cromosomica.



Los resulvados de la digestion de los DHA's extraicos de
diferentes pacterias con Ecofill, se muastran en la Tabla VII,
En esta Tabla, al 1gQual que en la Tabis V1. los aeneros
bacterianos estan ordenadcs d2 acuwerdo a sus relaciones

filogeneticas.

Como e mencionae en ia introguccion, esta distripucian
filogenetica fus tomada del arpol de woese modificado por .

Ochman y Wilson, y los géneros yltrobacter y Eptsrooacgtar no

presentes en este 4rboi. se intercalaron oe acueraa  al
porciento de hibridacion ae su DA con el LA oOe E. sSgoli (ver

Intraduccion)

En los resultados oe este trabajo (Tabla VII) sa osuescra
que el patron a& metilacion &n citesina Doem orasenta una

localizacicon filogenetica muy oefinida:

Geneéros Dcocm+s Egchericnia, Shaigella, Citrabacter, Salmonella

y Klepsvella.

Coma se observa, la matilacicn Dam esta presanta
unicamente en los geéeneros de la familia Egte»oﬁa:ter;acage
mas relacionados a Egchericnia. Estos resultados contraztan
con los reportes sobre la distribucion del pacron ae
metilacion en adenima Dam, @l cual se gncuentra en un gran

numero de genercs bacterianos incluyendo 1incluso  algunos
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generos Gram pomitivos.

TRANSFERENCIA FOR CONJUGACIGN DEL ELASMIDO NI & CEFAS LE
coli Dem—- Y Dem+

Taniendo como nicotasis aque la funcion de is metilasa
Dcm es el de oproteger al Db de las pecterias contra ie
degradacion de los plaamicos ti1po N se reailzo el siquienta

experimentos

Se introdujo un olasmico tipo I aue prassanta ios genes
para la metilasa tipe Dcm y para la enoonuciezs gcoorll
(Sistema de Modivticacion—Restriccion EBS®II o HEdi) en ceoas

Dca+ y Dem-.

Si la hipotesi1s es cierta: aes decir. sS1 i patron D
protege Ye la degradacion in vivo por Ecorll. se espereria la
obtencion de exconjugantas can N3 unicamenta &n cecas CImv.
Las ex—conjugantes Docm=sN3 no serian viables, ya aue. €l DA

cromosomal seria degradado por Ecafll.
Sin embargo, existen reportas en la litetratura ce que

existen Sistemas de Modificacidn— Raatriccion gue pueGan sar

introducidos a células gque no tiensn protegide el DHNA  por
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metilacion, sin causar la muerte celular. En estos casos la
enzima de mcalficacion (metilasa) sSe wexpraesa priners o es
mds activa gue la de restriccion, de tal forma que el DA
cromosomico se metila y protece de la accion ¢e la enzima de

rastriccion.

Fara comenzar este experimento fue necasario veriticar

que el plasmido N3 fuera el correctot
a) VISUALIZACION DEL TAMHAD LEL FLASMICO nTs

Fara aeteminar el tamz~0 csl dlazmido se lle.o a cana la

puritficacion del los siguientes plasmidos:

PLASMIDD CEPA HUESFED

~RF4 (JIS3) control
-R1-1% (Ca00) control
=N3 {J53)

Esta s realizé opor el metogdo de lisis alcalina ya

mencionado.Los plasmidos RP4 y Rl-1% se usaron como controles

ya Que su tamafio nos permita calcular 21 asl olasnido N3.

LOB tamanios reocrtados en la ciblioaratfia wont

R1~19 ....635,000,000 daltons.



RFS aeeeI5, 000,000 dalvons.

«33.000,000 daltcons

Se utilizé a 1a cepa W3L10 como control Dara datermina:r

la banda cromdsomal.

Se etfectuo una electrororesis en geles vercticales de

agarosa &l 1%, a 120 Volts por 3 horas.

Las resultados mostraron auz2 el plasmigc H3 ti1ene  un
tamano menor &l R1-137 pero mayor &l RF4. SETD BaLisre Que
posiolenance 2l olismias A5 sue se recibio an el iaccratarid

no es igual al N3 cdescrito en la literatura,
F + RL-15
e . N3

s . RF4

© - banda cromosomal

by VERIFICACION DEL FENOTIFD LDE L& CEFS J33.0i3s

€1 tenotipo raportade sere le cepe J

(3 2 Fro-.
Lac—, flal rasistente., mientras qQue 21 plazniao N3 (trer)
contfiegre resistencia & 5m. 3p. 5u. To. My . contiena Sl

Sistemna HEOIr (EseRif).
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Los resultados fueron:

JS3/N3 . -Cm, Sp. Sm. Tc. Nal resistente, Ml+, Lac-.

El fenotipo Que se obtuva concuarda con &) espersdo
excepto qQue el plasmido confiere ademas resistencia a Cm,
la cual, no esta reportada Rara el N3 ori1ginal, Ei1n emuargd.
exiaten varios plasmiucs tivoe N3 ogus contienan &l gene Jda2

resistencia a Cm.

ci TRAHSFERENDIA FOR CONJUBALION DEw FLASMILD N3 A

P
.
]
:

Dem~, Dom—-.

Fara realizar la conjugacion fueron elegices comd cepas
raceptaras las cepas E. goli K-12 1l& GHM30 deo+ v la GM3L
dgcm=. .

Como cepa donacora s2 utilizo la JS3I/NT.

Tomando en cuanta 1a hiDota3s1s Menciensda, las 1a2e3

iniciales tuerons

No se esperapnan conjugantes da la cepa GM3! a aiferencia

de la GM3U, ya que en ésta el DNA esrta metilado en la seqaunda



citosina de la secuencia CC(A/TIGB . lo- cual le sirve de
protecci1én contra la degradaction oor el  plasside N3 oue

codifica para una endonucleasa EcoRIL.

Fara la conjugacicn en liguido se utilizo un megio Luria

con Sm 490 ug/ml y Te 10U ug/ml.

La conjugacion en liquido no dio resultados ~positivos
aebido a que los pill ge la ceps J33/N3 son riclaocs y estos
conjugan con mayor eficiencia en sollgo, agenas zuwe el msaio
selectivo no fus el eaé:uaac « DO 10 QUE LOSTEriOrmente B

reali1zo una conjugacion =2n soliaa.

Fara la conjuaacion en =30lido se mreberaror 3 Mmagio:s

selactivos diferantaszt

=8T = 6m 400 y Tc 10
=-RT = Rif S0 y Tc Lo

—-5RT= &m J00 , Te¢ 14y RKit St

La canjugacion en solida> ne nes oermiktz lla.ar & osos
una cusntificacion de la eficacia 0e tranziersncis o&l
plasnido. Fara la canlugasion en Solico &2 A1slars) Mutsnces
@spontaneas a Rifamoicine que D&rmitileran ls prapers21on Qs

un mevioc selectivsc mas potenta, Y& qus ta [Eresencita oz
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resistencia a 5m no fue suficienta para una buena seleccion

de ex-conjugantes GM30 y BMI1 con N3.

tas mutantes espontaness Rifamoicina resistentes dieren
buan resultago, ya que en la caja selaectiva ¢ con
Rifampicina) solo crecieron las cepas raceptoras y no la
donagora 4, lo gue parmitio utilizar estas cepas resistenctes a

Rifampicina para poder gGreparar un megio selactivo mas

adecuado.

d) ANALISIZE DE LAS CEFAé EA-CONJUGHMNTES +FEMOTIFO) 2

1.~ La comjugacian realicaaza en mesio luria no fue util ya
qQue los controles asy coma las ZUPUESTAS  TONJUGANESS
crezieron en el medio sRlectiv o on Qran Droporcidn 332mas las
cue aparentementa eran conjuoantes (GM3I1/NZ v GMTlr NZy
resultaron ser de 1a cepa JS3/NT que nabian  acguirloo  la

resistencia tanto a Tc como & Sm.

3
Ze~ bLa conjugacion realilzadga en solido con las cepas
resistentes a Rifampicina fue ax1tosa. Sa ootuvieron

conjupantes tanto de la GM31 Ritempicina resistente (Ucm=-)

como de la GMSU Rifampicina reslstsnte (Dam+), lo cual hsce
sosoechar gue la hipotesia ge que 1la tuncion ge 1a metilasa
tipo Dcm es proteger a la bacteris de la degradacion da  su

DA por el plasmioo N3 no es carrecta. 510 embargo, el

Flasmido N3 no presento @l paso molecuiar n1 el fenotige



dagcrito para éste plasmido, por tanto wa procedic

directamente al paso siguiente.

DETERMINACION DEL FPATRON DE METILACION Decm €M LAS  CEFAS

EX-CONJUBANTES Dom-/N3

Se llevo a capo el metoao de puriticacion del‘DhA tanto
de las cepas conjugantes WGM31 Fitampicing resiatenctesNI v
GM3¢ Rifampicina reslstgntalnil camo Jde lasz ceoss cantroles
1GM31 y GMIU reslstences a Rltempicinatl y ce a2
postariormante se aetarmino  la e@x1Etencls O SLEERCl& a2 (a

matilacion tipo Dom. LOS resultacdos 36 MuEsTrsn en )2

VILI. '
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Tabla V111, DETERMINACION DEL FATRON DM

BNl LAZ CEFnE Ex-

CONJUGHNTES BM3w Dem+/n3 1 GHMZL OG- N3 #

CEF

b

GMI1 Rifampicina resiscente

GMZ ARifampilcina resistente

GHMZ1 Rrtamoicina resistenterd3

GM3G Ri1famplcina resisctences s

» El patrorn ge metiiacion Dom =e determicc

en Matarial ; Hetodos,

*#w +, Fresencia de la metilacion Lowmg —,

metilacaion Lom.

FETILACION Domex

comy e U<RCr ive

adgencia as  la

Con @stos resultados solo se puds conclulr cue el

plasmido NO era el adecuddo, ya aque al parecer carece oel

Sistema Modaficacion-hestriccion EcoRll.
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RIEEUBSLON

El objetivo de este teaDa)o tué oeterminar  la
distribucion del patror de metilacion Dom, ya cue easta a8 un
primer naso para entender su funcion. la cual ha sido dificil
de deaucir ya a que las mutantes deme na muestran

modificaciones fenctipicas.

A diterencia de lsa metilacion Dem, da la mecilacion Dam
s@ conoce Mmas de su distribucion. ademas ae gue las GUJTantes
dam- si presentan un . claro cambio fenotipico, @racias a lo
cual se entiende mas acerca de su funcion. Se conoce ade
tiene un papel tmpaortante en la reparacion post-reclicativa
de apareamientos de Dases erroneds. coordina la gscrasion ae
algunos gznes con la replicacioen del DM, ASSGLrA ia
movilizacion de algunos transcoson2s vhicamente Jurants 1&

replicacion, etc.

Como ya ‘se menciono. para realizapr 2ate travajo NGa
‘bDasamos en un arbol de relacionss vJilogenéticas propuestas
por Ochman y Wilson., Las bacterias que se utilizarcon asctan
enlistadas de acuerdo a este arbol (Tablss VI y VIl). En este

arbol no se encuentran los aéneros Citrcoacte: v

Entergbacter. Como se observa Citrobacter esta enliscaao

entre Shigella y Salmaonells y Entetobazter entre {lepsislla

Sarpatia, esto Tué detaerminado descuerdo a los orocentajes



cbtenidos ewn un  trabajo de hibridacion DNA-ONA, en donde el
DONA de E. ¢oli presenta un porcentaje de¢ hibridacién de So-

S9%Z y del 3I7% con el DNA de Citrob:zcter v de Enterobagter

respectivamente. E1 porcentaje repcecado oara el ONA  de
Shagella, Salmonells, htlepsiella y Serratisa es oe Ba-)

A4T%, IE% y Z24°. respectivamente.

Como se puede apreciar los parcents)es concueraan con la

aistrioucion en el arbol tilogenetico.

Al correlaczioner la distribucicn de la metilscion Lem
con el &rbol filogenético escogido, se opserva que esta
metilacicn esta presente en génerns da la famtlia
Engerocacteriacess y de estos unicanente en vlcs mas
relacionados a £stherichia, lo que contrasta con la
matilacion LDam la cual sa encusntra presante en un gran

numero as generos bact&rianos. incluyendo a algunos Gram+,

La distribucicn filogenetica de esta metilazion suciere
f
oue la metilacion Dom aDsrec1o cuando olveralreron £scnerdchia

de Klepbsiella, es decir, poco antes de la fecha en que sa

separaron Bscherichia de Salmonella. esta es hace
aproximagamente 120-160 millones de ados. Eata fecha fue
calculada mediante comparaciones de secuencias del rRNA y

concuerda con el origen de los mamiferos, ya que se ssbe gue

golil no habita en el colon de los mamiteros, ni fermentos

de la lactosa de la leche, mientras . typhimurium s un
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pattgeno que tipicamente parasita mamiferns. For tanto, se

Podria decir que es un gene que aparecid recientementa.

LOS resultagos también nos nacen pensar que 1la
matilacion Dem tiene una tTuncion obiclegica muy escecifica,
‘auemés sugileren que el g@ene QcMm NO  &s un  Gane aue se
trananite norizontalmente 81NQ auea posidlementa =10

trangmision es vertical. Este gena tal vez se adguirio a

nivel de un ancestro comun de Eschericnia y khlecgietla. (cono

Ya 5@ menciond). También es posible que tuera comun a las
Enterobactarias y que una rama Lo perdio. Una torma de
pProbar es5ta nipotesis seria mediante la la hiericizacion ae

una sonda del gene dcm con el DNA de células dom— y abservar

i la no funcionslidad se debe a una Mutacion o realmente no

esta prezente.

En @l caso de E, coli, llama la atencion cue E. coilib
sea Dcm -, debioo a que otras cevas ae Escharichia como £,

blattae .y E. fergusonlii tignen a ila metilasa Oam. &n

ol

¢oliB seria interesante determinar la presencla a2 secuencizs
similares &l gene dom ya aque probablemente el que esta
bacteria no tenga esta metilacion puede deberse a 1la

axistencia de un gene mutaao.

Recientemente (1990) ge descubrid en €. coliK-iZ la
presancla de un gene ver adyacente al gene dgm, &1 cual, camo

ya se manciono codifica.para una enzima capaz d¢2 reparar los



apareamientos erroneos generados par la deaminacion de SMeC.
Como se sabe, la citosine msctilada presenta una frecuencia
alta de mutaciones espontanaas por transicién. Saria
1mportante verificar si &l arreglo gqenéticao dem  vsr  se

encuentra praesente en tedas las bacterias Domer,

Se compsraron los genes gomover corn el Sistema oe
Modificacién-Rescriccion EgoRII. y e observa que los genes
de las met:ilasas are los oos sistamas presentan qran
semejanza. Mediante un alineamiento ce las secvencilas ae 444
aminoacides de las dos orovelnas. €i: 68,2 oe residuos fueron
idanticos. La‘'secuencia cansensza  fug vists también a niveal
de DNA. En un segmento oe 1,427 pares de bases gue parten de
cerca de 40 pares de bases antes del codon i1nicial AUG el

gene dom y de 40 pares ge bases antes del cocdon terminal de

@sta. 5& &HcContro un oc.liW oe similitud entra las oqos
sacuancras, Claraments Dom v EcoRll estan relacionacas
aevolutivamente, 31n enDsrac. el gene de ia endonucleasa

EcaRIl no se relsciona can el gana .Sr. La proxamioed aej
perne de la endonuclessds , €] 0 1s Metillass en i D1ataha
Ecofll asaeguran la transfarencia coordlnads de amoos, la cual
e3 util para un Sistema de Modificscaen—-Reztriceion, mEl. el

arreglo gel gene dom-ver parsce ocemn1tlr una rejutacion

coordinada ae los genas. (fig 12;.

Se na propgJueskto cono posible funcion de la metilacien

Dcm la proteccion del DA ae las bacterias contra la

- 116 -



deqradacian por parte de la engoruclesss Scoohli cogaticsos

per algunos plasmidos cvel grupe H.  Los. resuitadss maestran

unz aistriovszion mu. lagitzde. 31 le nidoteals scerca de su

TUNC LoD @8 Correcta, NAaGria  aue  suhones  aua Loz piaaniaoas
T1PC N3 aue coagrfican parse €l B1ECEMS Hag1dicssion
Raestriccion EcoRll presarcan N raNSS a2 hugsoeces

resvringido & eauelles auva sarn Lome. es QaC1r.

Ceeidr LAT Q@ 22 uy . Zia RET AL @i LELE

reportes J¢ Fislamiento oF pldsmidos tine NT &n Frotsus, Sate

podris excllicarsa sclo s1 ezas ceoas za Fuarar Domr o

oian, 31 los pciasmiaos rtido N3 tiersn & CETEiah Je

@sbablecarz2 en celulas Lom~ ¥ e Fara 29cc st le

NECesar1o que 12 metilasa Zcofll se s<preeEars o Tuars mes

activa due la endonuclessa EcoRil. En @sce tripajo B¢ 1nt=

provar exverimantalmente ssta rilpoT2Eis metliants 1z

canjugec1on da 1la cepa JES NS con cEialas Doa-

{GM3¢: v de esta manera ver la activiasd gei Sistema f2¢Fli.

sin enzargo, no fue posicle realizar este esivalo. ¢#
parecer &l Claamlao Jua 3& usb MO ~ZINTenie €1 ceng e 1a

metilesa,

Una ae lag marores aoortacicnas  de  las  rescitados
Oresentados e&nh ST Trabalo &3 @l oOprmiTir plantaar oraguntas
aue posiblemente llaven a una mejer cororengion ca la funcion
ga.

de la metilacion Dem en eubacterlas. N2ITe sHore d=3som




CONCLUBLOQNES

A diferencia de la metilacion Dam, la cual =2a3ts preés&nte

en todos los generos de *la familia Entargosctaciacean,’ asl

como en otros géneros; la metilacion Dem =0lo 58 encuentra en

los ganeras de la familia Entercossteciac2sa mas relscionaaos

con gacherichiat Staigella, Cartrohacter, Zalmorella, .
klebziella. Toass ls= Ceopas de Escnertchis analizadas, E

coli. E. blattae, E. Fergusonil, fueron Dcmr. Este resuvltaco

sugiere aue E. coli B, que es Dcn-. posiolemarte tiens un
géne ggm mutado.

La distribucicn del patron de metilacien Lanm repcrte2d
en esta tesis sugiere que este tipo de metilacion aparecio
més recientemente y crena una fungaen higiogica mas
e:peclficé que la metilacian Dam. Una posible funcion de la
metilacipn Dcm es la proteccion del DNA celular dge la

digestion por la endonucleasa EccRIl codificada por gene:z

presentes en algunos oldsmidos: 8in embargo, esos plasmidos
nan 100 reportados en cepas oe Froteys que oe nuestros
regsul tados sabemos aque son Ocm—. 3 importants Jemosterar el
patrdn Dem en mas cepas de Eroteus opara ver aque tan general
es que sean Dcm—- . S5i la metilscion Dcam sirve para proteger
al DNA se vuelve de gran imporctancila demostrarlico y para €5to

habria que hacer un estudio relative a las actividages de la
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endonucleasa y metilasa EcoRll despuas de transtaelr un
plasmido cue codifigue para 2stas QOs enzimas a cep:s Dom+ y

Dcm—.
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S1{2):221-271. lllinoirs.

- 121 -



beclios

vibriones
espicilos

@ P csw"l;'cocoa
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Fig.2. Formas y agrupacionss de las bacterias, Tomadaoce:
Budin Jean~-Claude y De vcavargne E. (1987;., Las bacterias.
Fondo de Cultura Econdmica. Planico.
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FiQ.3I. Arvol Filogenaetico compuests. Tomada dut Marquliis
L. y Schwartz V. (1987). Gainco hKeinos, Cirencias. {por una
aducacion populart. .
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Bactéria - . .Archaea . ‘Eucarya

Fig.4. Arbol filogenstizon umiversal mastrando los tra2a
dominios ¢ algunos Je wWoz reinos Dropuestos por Woese y ol
(1990)., La posicion relativa de las ramas Tue defilflga por &1
analisia de rRMA loS. L& pesicion de la rais rfue infTerida aa
un andli1ais ae genes Paralogo: (a=nNes que diverGleron el uno
dal otro antes de la separacicn de los Joninios). Tomacs de
Segovia F. P. L. (19%1). Javonomi& » ftilogenys Qs 28933 O

Bizobium leguminosarum. Cuernavaca tMorslos. LK.
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' Enterobacteriacens

Ezcherichia
Shigelia
Saimonella
Kisbslelis
Serratle -
Yersinla
Erwinla

Areereeeeeeemnes. PrOtOUS

e Acromonas

Pastuurclla

Vibrlo, etc. i

Psaoud as

Oceanasplirilium 1

Psoudomanas

Psaud as
Rhodosplriiium, Rhizobium, etc. l
Mitochondria
Lacrobaciiius J
Streptococcus 1
Baclilus . J
Clostridium, nu:x. ]
Acllnomycol;s, atc, ]
Cyanobacteria, Chloroplasts )
2 .4 .6 .8 1.0

Fig.5. Relac:iones Yildoeneticas entere eubactarids .Eete
&rbol eBta basado en S@CuUEncias nucieotidicas parciales del

rRMNA 165 de eubacteria. cloropliztcs Yy mitocanartia. La
relacion entre- los mie2mbros de las Entercbazyeriaceae  sa
deternine ademas por  COMoarsclsngs inmunclaglcas de las

enzimas fostatasa aslca¥ina y las de la biosintesistripicianc.
El coeficiente Ssb es una madida indirsecta  del grados de
homologia de las secusnciaz dong2 Sab=l denota completa
homologtla. Las barras reflelan &l nivel de relacion entre 2 O
mMak enpaCclod €@n un grupo taxsnomico. Tomada des Ochman H., v
Wilson A, Evolubionary Histor . of Enteric Bacteera. Depc. of
Biochemistry, University ot Caliiornia. Berkeley,
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CITOSINA 5~METIL CITOSINA

Fig.7. Citosina y SM=C,
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Me Mo

Fig.8. Reparacicn a= bzses mismetch en DA nemimetilaco.
The @3raat GATS: Cha

Tomada de: Barras. F. y #tarinus M .1153%2.
methvlation 1a E. coli. 3:135-142.




2.63
.44 |

1.05 |

elecirorforesis en

gl de acrilamiza

Fig.3. Separacicn de
al 7.5% de Dtk digerido con Eeshll. 1 DiG del Clesmioo
PBRI22 (lugs aisledo de ia cepa  GH3L g -3 8@ adicicno A ls:z
muestTras gel DA bzct=rianc (Ss, (8) 5 11y, Les
bactertanaz ruecanis 3, F [T Y eGtoass AFAGCLYI. sin
enzimas (3, £. aEruginos EcoRlis E. servgiross, (DA
ae pBR322), EcaRil; 8, wlebsiella pneumcrise, Sin BNSica:
(7)) ke pneumoniae, Ecorliy 8y | 2% DOSumonias (LN~ ge
PBRIZ), EcoRII; (%) ORYy tOC&, SLN SNIimag V14 o:xtocs,
EcoRII; (11) K, guvtoge. (DlA de ©BRIIZ), EcoRIl. 3& utiiizo
DNA a2 pBR3IZD como contral, sin enzima 1) ¥ €Oh  ENIima (D
Los tamafos de 1los teaumentos, esian  &nl13ztagdos dwl laas

izquierdo en kilobases.
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2.63_] faom

=)

.44 | [

1.OS _ —

. Y

Fig.10. Separacion oe electrotores.s an el o8
acrilamiga al 7.3% de DMA oigerioo con EcoRll. EI  Dis aal

Flaemioo. pBRI2Z (1lug) aislado o# la caos GMI1 ggmee B2

adiciona a las muastess oel CNA cacteraanc Sy, (87 y 1114,

Las cepas bacterianzs fueran: (3) EBEhizcbium pras 11, (504,

sin enzima: 4) B. phasegls (Tods, RIL: Sy

$594), (DNA de pBR32Zv, EgoRlly te) Ssimongl

#in enzimas (7)) S. ponnna « « EcoRIIl: \3)

{DNA de oER322), EcoRII: (9 5. ponma {(33s. s1in

S. porns (342, EccRII: (11} 3. gonna (442, DN

EcoRII. Se urtilizo DNA ae pBRI comne coatrol, sin encima (i)
fragmentos, &avan

y €on enzima (27, Los cvamaRos d= los
enlistacos del lsaw izguierdo en iilobasas.
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1.44 |

1.05.]

Fig.1i. Separacion ag electrororeste
acrilamida al 7.5% de DNA oigerias  con RIL.
plasmido oBRLD (iug) aislado de la cape
adiciond & las muestras gel DA bacterisnc
Las c=2pas pecterianas wusron: (37 Shiozlla

gch=s  se
82 vy (ll).
B1R

t4) Shigelle (19), EcoRll; 157 Shiceils -

oBRI22), EgoRIl; (&) Srioslla sonnei, s1n fTimag (71 S,
sonnel. EceRlis (3 S. sonnel. ‘DM de pBAR3ZZI), EcaFii. Se
utilizd DHA de pBRT2Z como control. sin enzima {1y x  con

ansima ). los  tamadcs de les Yeagments estan enlistados

del lado 1z2auierdo en killonzses.
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TABLA.IL.

13

DIFERENCIAS ENTRE BACTERIAS GRAM-FOSITIVAS Y

GRAM-NESGATIVAS.

BACTERIAS GRAM-FOSITIVAS

Contienen Ribonucleatc de mag-~
nesio.

,
Muy Sensibles a 1os col
de trifenilmetano
ta cristal).

rantes

]
(33 Gr:viole-

Sensivles & la pernicilina,
No son disueltas oor vOH al

1%.

Su punto 1s0elestrico
tre pH de 2 y 3.

esta an--—

Cilingros que forman
muchos cocos.

@sporas.

Toaxinas: exotaninas.

1) Tomaga de: Carpenter F. (1967).
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BACTERIAS GRAM-NEBATIVAS

Mo contienen Ribsnpucleacd
de magnasio.

Scn menca sanslslas a los
coiorantes 3s triteralme—
tena.

Sensible: =
Mmic1Aa.

1z

estranta

500 J1zUEileE
L.

wor 1.0m &l-

Funto 1806i&ct1r1c antrs-
pt oe 4 a 5.

& Mayor parte SCM
espirtiios o
torman

bscilos
cocca gue No
&Bperan.

Tosiness ESnac:-inas.

Micropialog .. SAMDER.

Usn.



TAELA.TI1. CLABIFICACION DE LOS MICROORGANISHMOS

SU METABOLISMO

al
SUBSTRATO DXIDA- LEMTES L&
TIFD BLE (DCHADOR DE
HIDROGEND) .
ENEFRGIA Cha
1.AutoTrotos lnorganico. tuz [x}

fotosintacticos

Z.Autacratfos Inorganico. Resczio- -
quimigsinteticos nes da -
[SERY-LESY-1
recuccion
S.haeterotrotos Grganico. Luz ot
fotosinteticos ar
n
4.Heterdozrofos Urginico. fescsiones
quimiosinteéticos o2 onigs—
C1on=raguc
c16n

a) Se les conoce tambien con 108 S1gQuUl1entaE Nom

1. Fotolitotroro

2. Quimiolatotroto
3. Fotoorganotrofo
4. Quimicorganotrofao

R
DE ACUERDO A

MICARIGAR=
SMN1SM0S

§-Twig(u]

= Crhiorooas
tariac=a
tvarages -
sul furs -
5a5)
Thiornods:
cese
(vi1ola -
cezs. sul
furcsas, .

ol Rydros
nomoan
Thicoaci—
1l
Pegoilatos
Mitraozoma
Mas.
figrooaz-
tar.

y  AThior-
ga- Noaacaes
cas. tviola -
ceas ne-
sul furoe-
2as).

croe—  Muchos
NIC&s  nLlars
oraa-—

n1snos
enceots
eélass.
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Taola.IV. Forcentajes oe relacien evolutiva ae
hibrivacion DWA-DNA.  Tomada de: Sanoerson. K, &. o
Genabic relatedness 1n the family Enterccsctaciasean
Rev. Microbiology. S0O:327-33%, Canada
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. 1)
TABLA.V, METILASAS DEL DNA DE Escnerachnaa ¢oly h=12

& [-2) -3
GENES BASE *  SECUENCIAS FRECUENCIA
METILADA RECONDE IDAS TEGRICA

»
hsd A ~Af/ C(Nai 3TCG~ 1/745,900

*
dam A —GATC- 17280

-
dem . c ~CC(A,/T)GG~ 1,512

a) La A se metila en No: &6-MeAde
{.a C se matila en C35: S-Mecyt
by %, basn. metilada.
c) Frn:u:ancAa tedrica de las secuancias recanocidas por lés

metilasas 81 su distribucion fusra al azar.

1) Tomada de: Razin A., Cedar H., y Riags A. D. (1984). P~
h i Biologigal

Biochemestry ang pigniricange. 91-107.
USA.
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TABLA VI.

Especies bacterianas

A) Eschaerichia

B) Shigalla

o Citrobacter

D) Salmonella

coli lac— J.

blattae Ja

tergusonii J.

sonnei Ja

flexneri Je

treundii C.

CEFnS BACTERIANAS

Origen de
las cepas

cali (71), J. Olarce.

haspital

Infantil de Mé&xico.

coli (1100, J. Olarte.

Hospital

Infancil ce Meéxica.

Torras

Fac. de

taedicina U.M.n.M

Torres.

Faz. de

Madicina U.fl.A.M.

Torres.

Faz, ae

Medicina U.M.AGM,

hupersztoth.

CINVESTAV., IFN.

CINVESTAV,

J. Olarte.

Intfantil ae

J. Olarte.
Infantil de

tupersztoch.
IFN.

rospltal
Me&ico.

Hospital
México.

Bazusldo 1lnst.

Inv. Bilomedicas.

poona (44) J. Olarte.

Infantil de

ponna (60 J. Olarte.

Infantcil ae

J. Olarte.
Intfantil de
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Hospical
México.

Hospital
Méuico.

hosoital
HMéxico.



E

Klebsiella

F

Enterobacter

G) Serratia

H! Yersinia

1

Froteus

J) Aeromonas

K) Fseucomona

phaumoniae

onytaoca

cloacae

marsances

enterocelica
(11935

enterccolica
L11599)

mirabiiis,
(Fml3S,

morganii

hidrophila

caviae

aeruginosa
(FAOL)
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€. Lopez. Hospital Z¢
de Noviembre.

C. topez. Hospbital 20
age Noviemcre.

C. Bazualdo. Inst.
Inv. Bi1omadices.

C. FEazualdo. lnat.
Inv. Biomagicas.

e Cravioto. Inst.
Mac., aa Salud.
cuErnavata. Mor.

#. Cra.10to. Inst.

Nac. ae Saluva.
Cuarna.aca. Mor.

Fro Esztorn. [T

C. Baztualdc. Insc.
Inv. Eiomécicas.

J. Torres. Fac. de
Medicina. U.N.A.M.

J. Torres. Fac. de
Madicina. U.N.A.M.

J. Torres. Fec. a=
Magi1cina. U.MJALM.

[ 5 Mindich. USA.



L) Rhizabium phaseoli E. Martinez. Centro
(B17R) de 1nves%tigacion en
FijJacion del Nitroge-—

na, UNAM.

1}

phasecli E. HMarsinez., Caentro
(504 de investigazian  en
Fijacion del flitroga—
no. UNAM
M) Lactobacillus casael . C. Castillo, inst.
Inv. Blomsdiloas.
Jello A,
¥ Clostridium difficile J. Torres, rFaz. a2
11G4a3) . Medizina,  WodbormaM,
s difficile 3. Torres. 2z o=
(20305 . Mesicina., Udih AuM,
O} Sctreotamyces phaocnroma— L. Servin. lnzt.
ganes. inv. Biamaecilcas,
U.N.AM.

- 141 -



TABLA VII. FRESENCIA DE CITOSINA METILADA EN LA SECUECIA

CCA/THIBG (METILACION Decm) EN DIFERENMTES BACTERLAS:

a) b)

Cepas Daigestion con Fatron

Ecofill Oem
Escherichia
&) coli (71) - -
bs coli (110, - -
c) coli (lac~, - -
d) plattae . —— -
e, ferguaonil - -
Bnigella
a) sonnel - . +
by fleaneri - -
e) 19 - -
d) 41 - . -
Citrobacter
a) freunaii - —
Salmonella
atpanna (44) - . +
biponna (&&) : - ‘ -
c) 8 - -
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Klegpsiella
a) pneumcniae

b) oxytoca

Enterobacter

a) cloacas

Serratia

a) marsences

yersinia

a) enterccolices
(L1573,

b) entérccolica
EER R L4 FIN
Froteaus

&) mivabilis
(Fm15)

b) morganii

Aeromonas
a) hydroghila
b) caviae

<) wpo

Pseudomona

a) aeruginosa
(PAGL)
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Rhizobium

&) phaseoli + -
(Gi7R»

b) phaseoli - -
(504)

Lactobacillus

a) cassel + -

Clostridium

ar difficile - -
(10363

b) agirficile s -
(20305,

Strectomn,ces

a) phasochroncgenas. -+ -

a) +, el U4 se corto con EcoRllt -. =@ LA o && corye con
@sta enzima. EN  todee ios CAGOS nNegativos,z& veritico la
puraeza dal DNHA digiriendo DNA de FBASIZ (DCM-). en presencia
del DNA negativo (Ver Macterial y Matcdor.

b) ~, presencia de 5-Msl en laz secuencias CC\A TIGET -,
ausencia de S—MaC en 28as secusncClas.
i

- 144 -



BIBLIQGRAFIA

l.= APMad 3. ¥y Jensen R. (1533:. Mol, Brol. 2vel. 515 : 061~

257.

2.~ Bakker A. y Smith b. (175%). J.

Bacteritol. 171:EF3a8~-5740.

3.~ Earoevron T., Kean K. y Faorterre. (1934). J. Bacteraiol.

lews T86-570.

4.~ Barrss F. y tMarinus M. (158%9).

145,

Trerces in Jdenes. St139~

S.— Bickle., A. T. (1530). DN Festrsictice ang Moaifizacicn

S:stems. oF2-o%6.

6.~ EBraun W. (1%60). Hacteriol BGenacics. .SAUCEE. US~.

7.- Brooks J. E., Elumenthal R. n

Nucleic Acid Res. 11:837-851.

8.~ Budin Jean-Clauwde y De Lavargne

Fonco De Cultura Economica. Maxico.

9.~ Bukhari A. 1., Shapiro J. A.

y Gingeras T. A. 1953).

E. (1967, Las pacruaria,

y Adnya 5. L. 157750 LA



.
insertion Elements. Plasmids, and Episomes. CSH. oZapp. USA.

1O~ Burrows W, (1548). Microkiolooy. SAUDER. USA.

11,— Campoatl L. J » Hieckn2r N (1750). Cell. Xt e?-37S5.

12.= Carraway M.. rTouderian  f. ana Marinus, M. S, (1?67 .

Genetics. 116:1343-347.

135.~ CarpenterF. (i%er). Microotolose. SAHNODEFRS. 47aco. L3A.

1d4.~ Cnen ivw.. L3uternzerger, J. Aes Eagell N0 M, . HezZnlzaon.

C. &A. (17730 J. rlol. Brol. L3d3131-

1%.~ Covliznare S. Miller Jo H.. Ferapavon F. J, . Giioert W,

(15763, Nacure. I7
16.~ De la 3Sota R. & Taronomis » l& rs.olucion 2n lag
ciegncian bioiogicss. Frograma regional ce casarrails
cientifico vy tecnoiagico.

17.~ bDingman D. W, (1950), J. EBacterial. 172101850~cliS,

168.~ Dreiseikeimann B. Yy wackernasel W. (1981). J. Pacteriol.

14731257-261.

17.~ Dunn D. B. y Smith J. [, (1%83). Biochen, J. odiel

~ 136 -



20.- Erlien A. H. y Gibbs R., kazazian H. H. (1963,
Folymerase Chain Reaction. Currant Communications in fAclec.
Bioclogv. HNew vork. 243pp.

21.~ Fax, Woesa, at al. (1980). Science. I0VF:457-403.

2.~ Gerer G. E. y hoorich F. J. (1375). J. o©iol. Cnem.

28411408-1413.

23.~ Blickmann &. W., van Den Elsen .. y Raaman., M. (1573r.

Molec. Gen. Genatics. 163t 307-312.

24,- Gola M., y Hurwitz J. (19c4). J. Bicl. Chem. 23713356~

38465,

Z%.~ Gomez-Eichelmann M. G, v Lark K. 8. 1$77). J. fol.

Biol. 117:1821-633.

.
26.- Gomez-Eichelmann M.  C. (19791, J. Baccartol.,  1403574-

877,

27.- Gomaz-Eichelmann M. C. y Alvarez G. (1585 . Biocnim.

Biaophys Acta. 825:1335-338.

28.~ Gomez~-Eichelmann M. C. (1590). ICyT. 1Z:37-43.

- 147 ~



29.~ Hanck T., Gerwin . y Frit:z H. (198%). Nucleic Acids.

Res. 17:5344-5850.

JU.~ Hattman 5., kelzter T. v Gaottehrer aA. (157G, J. Mol

biol. 1234:70G1-711.

3l.~ Hughes F, Lanaoulsi. A, Kern R y rohiyama. 0. V1585, .

Moi. Gen. Genat, Z17327&6-280.

32.—~ Jacoo E.. Shaptiro J. A., ramamsto l.. 3mith D. [.. Coren

S. N. y barg D. (1577). Flesmigsz studieg 10 ©scharasnle ¢ols

Ang gtner sntsris pacterla, p olUr-elv. In A, I. Burnarts J.
fA. Snapiro, 8nd &. L. Adhya ted’. DA insertion clenentis.

FlLasmigs, sno Ebisomes. Coid Spring Haroor taboratses.

33.~ Jawac: Ernest 8t 2l. (15374,, he.aew gt zoival

Micrgotalsay. Lange fMedical Fublicatians. California.

34.~ hamura Motoo., (13781,. Proc. Natl. dcad. Sci. 7801 pd59-

458, Ush.
3I5.—~ korba B. y Hays J. (19892). Cell.2B:551-341.
6.~ Kkrieg, N. K, {1§38). J. Microbiol. 34:530-544i.

37.~ Lachks S. y Oreenberq &. J. {1977). J. nMol. Biol.

114:11535~-148.

- 148 -



IB.- Lark C. J. (1%a8). J. Mol. Bial., 31:389-3979.
3%.- Lieb. M., Mol. Gen. Genet. 184:364-3571.

4G, - Lainaahl T.. Liungauist H. T.. Si1eaert w.. livberg B. »

Sperens &. J. (1977). Journal Bicl. Chem. 252:3156-32%4.

41.~- Mamelak L.y, y Boyer H. W. 11579). J. Bsctariol, 103:57-

62,

42,~ Maniatis T., Fritscn E. F. y Sambrook g V1352,

Molecular Cloning: A Laporatory Manual, Cold 3pring Harbor

L.asoratory, Cold Spring Harbor, N. Y.

43.- Margulis L. y Schwartz v. (1787). Cingg Reinos, Ciencias

\pOr una eoucacion popular).

44,~= Marinus M. G. y Morris HN. R. (1974;. J. Moil. Eiol.

851 399-322.

4S.- Marinus M. 6. y Marris N. R. (13973).4. Bactericl.

11431143-1130.

46, ~Marinus M. G. y Morris N. R. (1975%;. mut. Rasearcn.

2631 13-26.

- 149 =



47.- Marinus M. g. (1987). Arnnu Rev. Genat., 21:1113-131.

48.- Marinus M. G. (1987). Mechylarion of DhA. p. e@?7-7ol.

Iin F. €. Neighardt, J. L. lngranam, . B. Low. B, ! asanik.

M. Scnaechter, and H. E. umperger ed.), Eschericate colil ang

Salwmonella tygpaimurium: gellular &ng mcleaecular piroica. .

Americéen Soclety for Microbloicgy. Wasaingtan. 0. C.
A%.— Mesesaer W. y noyer-wsaner M. (i335:. C=li. 54:735-757.

Sd. = Pladrich faul. 1585, The Jaurnal ol bBiolcglcal

Cnemestry. Zodi1X)1&9%7-0600., UM,

S5i.— Ochmar He Wilson A. C. (i$87) Evolutionary miscory of
Emteric Bacteria. ¢ lodo-1s854. F. L. herdmardt, J. [
[ngranam, L. B, Low, 8. Magasarik.M. Schaschtzar, ana H. E&.
Umbarger ted.?s Escherignils gol) «nd 3almonella tr/onimuriuvme

Egl]gian andg Molecular bioclooy. Amaricean Sociec, far

microbiology, Washingtorn, D. C.
B

52.— Cgden G, B., Fratt M. J. , Scnaecnter M. (15357. Cell.

541127-135.

53.- Palczar J. Michael. (1964; Microbiogloow. tc Graw-rill,

Mexico.

S4.~ Peterson h. R. Wertwman k. F.. Hount O. W. y Marinus M.

- 150 -~



G. 119385), Mol. Gen. Genet, ZU1114-19.
SS.~ Piatkin K. D. v Krivoshein Yu. S. (156&). thcreobiglosia

Mir, URSS,

6.~ Fifero D.. Martinez E. , 5elander R. (19658). Aooplieas

and Enviromental Microbicl. 33:12305-IE32.

£7.~ Fukkila F. J.. Feterson J., Herman G.. Medrick F. y

Meselson M. (13737). Ganetics. 104

W
~1
X
)
(4]
o
)

S8.- Ramirez. S. Je ¥ Gomez  &.
preparacidn.
5%.-~ Raiz A., Cedar H. y Rigys A. 1534). Dha Meth.leati1on

Biochemgsgrv ana Biologigal siconivicance., H1-10%. USA.

&0.- Razin A. y Rigas A. D. (15302 . Scaierce, ZiUioua-zi0.

&t.- Robarts D., Hoppes B. C., Mcllurs w. f. vy telecner,

(1585). Cell. 43:1117-130.

&2.~ Sanderson k. E. (1976). AN, Rev. ficrooiosl. 03

63.— Sedgovia Forcella Fatrick torenza. (13317, Tesis ae
Doctorado en lnvestigacion Biomeoica basica. Iauonomia 'y
Filogenis de cepas de Rizrgbium legunirosarum, Cancra  as

Investigacion sobre f1jaczi10n ge Nitrousno. UtiaM. Cuarnavacas



Morelos.

&4.— Sistrom (1973). Viga Microcigrna, CECSA. Mesico.

&S5.~ Solacman S., Hattman 5.. May . €. y Berger L. 1570/,

J. Bactericl. 120:9%0-776.

o6.~ Sonatl A., Liet M., Der M. s  Bhacwar A, VIFFO., J.

bacteriol. 1

I314214-3Z21.
oF.= Stanier. A, L. (U363, ficrociclag .. REFLA. USH,

8d.= Uriel-snoval S.. Groenbaum 1, v RaTiN A (13830, J.

Bacteriol. 153:1274-280.

&?.- Valdex F. A. M, (18591, Tas1s a8 Licenciasura en

Investigacion biom&aicse Eazice. gszaimacion fFiloosenetiza o=

transferencia horizoncsl de gen=2s zrn pactariae. Inatituto o=

invastigacianes Biomedicas. UNAM.

70.~- Vanyusnin B. Fuog Baloze~sky . DNaa rROkurine fl. Ao o

Kadirava D. X. (13&8). nature (London). 215:1066-1067.

71.~ Vanyusnin B. F., Buryanov . I. y EBelosersky r. HN.o

(1571). Nature. 230:125-27.

72.~ Wilson, A, C. (1585). Invesctigaci10n y Ci=ncias. 111l:ile-



146,

73.~ Woese C. R., KkKandler y ﬁheelis (192C) . Proc. Natl. Acad.

Sci. USA. 87:4575-4579.

74.~ Woese R. C. (1567). Microociol. Rev. S57:221-257.

75.~ Woese R. C. (1957). Microbiol. Rev.

76.- Yamaki H.. Gthauna E., Magal K. y Maeda 1. (LF3&s.

Nucleic Acids Res. 10:50a7-5073.

77.- Yin J. C. F.. Kreds M. F. y Rezmikcff W. 3. {1755;. J.

Mol. Biol. 19%:38-35.



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Figuras
	Tablas
	Bibliografía



