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INTRODUCCION

Los plasmidos son molécu;aS“de ADN extracromosomal, circular
y'superhelicoidal,'cuya informatidn gendtica es dispensable para la célu

la bacteriana hudsped. Estas moléculas se encuentran en un gran nimerc

de especies de bacterias Gram—negativas (Escherichia, Salmonella, Proteus

Pseudomonas, ete.} y Gram-positivas (estafilococo, estreptococo, neumoco=
co, etc.). A los plismidos capaces de integrarse al cromosoma se les de-

nomina episomas {1).

El sistema bacteria-plisnido es un sistema éoﬁplejo, cuya ex-
presidn fenotfpica resulta de la expresidn e interaccién de dos unidades
de informacién genética: la cromosomal de la bacteria huésped y la dis--

pensable del plismido, por tanto, puede vériar de un huésped a otre o —--

‘bien en un mismo hu#sped en respuesta a mitaciones cromoscmales o del --.

plasmido.

. o, - 6
EL peso molecular de los plismides varfa de 1 x 10 a -
120 x_lO6 daltones, lo que represenia aproximédamente'de 0.1 a 1% del =

peso melecular del cromoscma bacteriano.

Tipss de Plismidos

A los plismidos se les ha clasificado de muy diversas formas:

tomando en cuenta su informacidn gen&tica, grupo de compatibilidad o por

las caracteristicas de sus sistemas de transferencia..



De acuyerde a la informacidn genética que poseen;_se les ha -

dividido en plismidos tipo ¥, tipe Col, tipo R, etc.

&1 mis estudiado es el factor F, encontrado originalmente en

Escherichia coli K-12. Este plismido posee informacifn que le permite -
transferirse de cflula a cBlula, asi como integrarse al cromosoma de la
bacteria huésped. . Cuando se encuentra integrade al cromosoma,_es-aapaz

de promover la transferencia secuencial de genes cromosomales (2}.

Los plismidos Col tienen informacifn para la produccidh de co

licinas, protefnas capaces de matar a células bacterianas sensibles.

Los plasmidos R fueron orlglnalmente aislados de entercbacte
rias durante epidemias de fiebre tifoidea v disenteria (3). Posterlor——
mente se les ha encontrado presentes en gran nimero de bacterias tanto -
Gram-negativas como Gram—p051t1vas. Estos plasmldos posaan 1nformac10n
genética que, al expresarse, confiere a Ia célula hudsped resistencia a
la_accién de uno o mis antibidticos,. agentes quimioterapéuticos y/o  --

iones de metales pesados.

En general, la resictencia obedece a la presencia de enzimas
que modifican guimicamente al antibi8tice, impidiendo su accifn., Cuando
1a resistencia se debe a la informacidn gendtica presente en el cromoso-

ma, generalmente se encuentra una mitacidn en une de los genes que codi-

fican para la sintesis de una macromol&cula involucrada en la replicacidn

* del ADN, transeripcidn o_txaduccién del mensaje gendtico. Esta macromo=-

18cula es el sitio donde actda el antibiftico, blogueando su funcidn.



i

‘En el caso de la estreptomicinid, que es un antibiético que -
inhibe la Qintesis dé proteinas en bacferias, la resistencia conferida -
por un plésmidﬁ, ohbedece a la.p;ésencia de enzimas éue acetilan o fosfo-
rilan al antibiético'inactivéndqlo biolégicameﬁte (4). La resistencia -

cromosémica, por otra parte, obedece generalmente & una mutacién en el -

gene rpsL(strh) que altera la estructura de una proteina de la subunidad

riboscmal 308, impidiendo la unidn estreptomicina-riboscma y por tanto -

1a accifn del antibidtico (5).

Otros plismidos poseen informacifn variada, como los plismi-
dos Ti, cuyos productos son inductores de tumores en .plantas; los plésmi

dos Ent que codifican para enterotoxinas, etc.

Fisiologia de los Plasmidos.

a). Conjﬁgacién
Los plésmidos puedeﬁ también clasificarse de acuerdo a su ——
capacidad para transferlrse a otras células. A este proceso de -
transferencia . de materlal genetlco de una.cdlula (donadora) a otra
..c8lula {receptora) se le_denomina conjugacidén,. Para que.la conjuga
cifn se -1lleve a cabo, la c&lula donadora y la receptora deben estar
en contacte formando un puenté conjugétivo. Este puente esti consti
tufdo por el pilus sexual dé.lﬁ célula donadora y una éroteina mem—-
branal especifica de la célula recepto?a. Ef ADN es transferido a -
través dé ese puente {8). Unicamente ﬁné'cadena de ADN es transferi

da y tanto 1a célula receptora como la donadora sintetizan la comple



mentaria correspondiente (7).

Ia transferencia de materiai genético requiere la presencia y expre
sidn del operdn tra. Este qpegén estd constituido Eor.aproximadaé-
mente 12 genes reguiados po} el preoducto del gene EEEJZ(Bi. La ex=
presidn del operdn tra detefmina 1a éintesis y ensamble de los pili
sexuales,'asi como-la_tfansferencia de material genético (2}, ‘Mo -
todos los plﬁsmidos.poseen la informéci6n genética éaxa transferir-
se por gcnjugacién a otras células. Esto ha permitide ciasificar;—
los en dos grupos: Plésmidoﬁ conjugatives y no-conjugativos. La -
mayoria de los pldsmidos no~ccnjugativcs son de ?eso molecular me--
nor a 20 x 106 daltones, mientras que la mayoria de los conjugati--
vos son de pesp molecular superior a 20 x 106 daltones. Sin embarf
go, en la naturaleza es frecuente encontrar plasmidos grandes,.no—
conjugativos priﬁcipalmente tipo K. Estos plasmidos cpntienen al -
éperén de transferencia pero su.expfesién fenotipica se encuentra -
reprimida. Los plismidos conjugativos a su vez se clasifican de.-—
acuerdo a su sistema de'transfefencia. Se han descrito cuatro sis-
temas de transferencia: El sistema tipo F, tipo I, tipo_N ¥y tipo P.
Cada uno de estos sistemas codifica para un tipo diferente de pi;us
ééxﬁal. Estos pili son'recepto:es especificos de_cierfcs fagos; lo
que faqilita su ideptificaciﬁp. Por ejémplo, los pili P son recep-
tores de fagos de RWA como R17, MS2 v 0B; los pili 1 de fagos.de -
ADN de una cadena come Lfl y'lfz les N, que son él pérecer pili may

pequefiog, Son receptores del fago IKe y los P de los fagos de ARN,



b)

PRRT y PRDI.

Estabilidad:

Es la capacidad de un pldsmido de replicarse en forma esta--

ble en la célula husped en ausencia de presidn gelectiva.

Esta.estabilidéd puede ser afectada por varics factores. Uno de --
ellos, es el fendmeno de incompatibilidad que puedé presentarse al -
trénsferirse un segundo plésﬁid§ a una bacteria. Cuando los dos =-
plasmidos son similares en una regidn del genoma, no son capaces de
coexistir establemente, segregdndose geﬁeralmente el segunde plésmi-

do.

La estabilidad de un plésﬁido puede verse también afectada si la bac

teria huesped es expuesta a dosis subletales de c0mpuestos qulmlcos

Coma naranja de acridina, bromuro de etldlo, dcido nalldlxlco rifam

~ picina, ete. & la ellmlnaczon de un plismide por tratamiento de la

c&lula huésped con sustancias quimicas, se le denomina curacién --

(10).

Piismidos tipo "R"

A la fecha se han aislado y caracterizado un gran nimero de

pldsmidos R que se diferencian entre si por ciertas propiedades: Peso -

molecular, niimerc de copias por cromosoma, patrén de resistencia, posibi .

lidad de integrarze al crOmpScmé, capacidad de t;ansferirse, compatibili



dad con otres plasmidos, estabilidad, etc.

La mayeria de estos plsémidos se éncuentran constituidos por
dgs unidades funcionalmente distinguibies: el componente conjugativo del
plismido (CCP & RIF) que posee la informacidn genftica para la transfe--
rencia, propiedades de incompatibilidad y replicacifn, y la regifn donde
se localizan los genes gue confieren la resistencia a an£ibi6ticcs -
{r;det). La estabilidad de estas dos unidades varia segln el hufsped --

bacteriano.

En Escherichia coli, el CCP y r-det se mantienen establemen-

te ascciados formando una sola mel&cula, la cual segrega a los genes de

resistencia con muy baja frecuencia (1l). En Salmonella typhimurium los

plésmidos R tipo £i+(plasmidos cuya informacidn gendtica es capaz de re-

primir la expresidn del operén de transferencia del plasmido F)Sdﬁgenéti

camente inestables, perdiéndose todo el plismide R & finicamente la re---

gidn r-det (11). En Proteus mirabilis'al comportamiento de las dos unif
dades de los pldsmides R es m3s complejo. La estructura ¥ composicién -
molecular del plisnido depende ‘de 1a presencia o ausencia de antibidtico
en el medio.. En presencia de cleramfenicol se seleccionan bacterias con
plidsmidos que éresentan un npiimerc mayor de copiés de la regidn r-det sin

presentarse un aumento paralelo en el niimerc de unidades CCP (12).

Las moléculas de ADN de. los pldsmidos R al iqual que el ADN

~ cromosdmico, de fagos u otros plismidos, puede contener ademds ciertas -

seclentiss sspecificas de nucleBtidos llamadas secuencias de insercidn



{13), secuencias_répetidas invertidas {IR). ¥ transposbnes_(Tn}. Las se-
cuencias de insgrcién estidn formadas de 800 ~ 4000 péres de nucledtides

¥ SOR capaces aé transpoﬁérse a diferentes regiones del plésmido o del -
cromosoma. Estas 5egﬁencias al énsertarse en dpérones_produceh mutacio=
nes fuertemente polafes'(disminuyen la expresidn gendtica del gene ddndg_
se insertan .asi como la de todos los genes del éperén distales al sitio
dg diché insercisn). .Lés secuenciaé invertidas son sagmentos.de ADN ==
cuya secuencia de nucieétidés esta duplicada ¥ en sentido inversc. Es--
tas secuéncias, en general, se encuentran en los exfreﬁos de las secuen-
cias de insercidn. y de los txansposoﬁes; Un trahsposﬁn es ﬁna unidad de
informacién.que contiene varios genes {frecuentemente genes de resisten-
cia a antibidticos) y que as capaé_de transponerse a otro pliasmido y con
frecuencia menor al cromosdma {13), BAdemis de su capacidad de transpo--
nerse, : las IS vy 105 T™n son capaces de inducir mut;ciopes por delecidn

de las regiones de ADN wvecinas a su localizaciSn (14).

La transposicidn de estas secuencias no depende del sistema .
de recombinacidn. rec {15), sino de un sistema de recombinacidn, denomina

do ilegitime, afin no definido genética y molecunlarmente.

En los plasmidos R que han sido estudiados molecularmente, -
se ha encontrado que el CCP y'el_r—det estin separados por secuencias de

g insercidn (16).



PROYECTO DE.INVESTIGACION

El interés de este proyecto de investigacifn se centrd en los
" factores que pueden influir en la estabilidad de un plismido en la célula
huésped. Dentro de este interds se encuentra el fendmeno de curacidn, --

que se define como la eliminacidn inducida del plismido por agentes quimi

cos (10). Para explicar este fenfmeno se han propueste 4 hipStesis:

a) Interferencia con el mecanismo de replicacién del plasmido (17,
is}.

b) Interferencia con el mecanismo de segregacidn de las células hi--
jas. -

¢l ‘Seleccidn de células que espcnténeaﬁente han perdidg el plismido
19). |

d) Induccidn y seleccidn de mutantes R..

El fendmenc de curacidn es explicade por varios autores como
la interferencia del compuesto quimico con la replicacién del pldsmido,
pero sug datos generalmente podfian explicarse también, como una selec---

cisdn de células H gue serian mis resistentes al compuesto utilizado.

En éste proyecto se tratd de comprender enr forma mas precisa
este fenémého; para £llo se uéilizaron cepas bacterianas bien caracteriza
das, el cdﬁpuesto bromuro de etidio del cual se conoce su forma de accidn
en el ADN y el plismido RI-19 que ya ha sido estudiado genftica y molecu
larmente. Este pldsmido es una mutante derreprimida de RI, se encuentra

constituido por el componente conjugative del pliasmido {CCP) y por el -



déterminante_dé resistencia a antibifticos, que le confiere a la bacte——
ria resistencia a: clordmfenicol, gspectinomicina—estreptomicina, ampi-
gilina, kanamicina-neomicina y sulfadiacina. . El pesc molecular de este
plasmida es_de 65.5 millones de daltones (20). En la fase inicial se -

estudid el comportamiento de las bacterias huésped al contener a RI-19.

Este estudio tomd en consideracidn los siguientes hechos:

a) La presencia de un plismido puede alterar el tiempo de generacidn
de su célula hugsped #21].

b) ILa sensibilidad a las acridinas varia importantemente de una cepa
de E. coli a otra (22).

¢} - Algunos pldsmides modifican la éénsibilidaa de las células a va-

rias acridinas o pueden afectar la mutabilidad esponténea de la

bacteria hugsped.

" En base a lo anterior y para definir el sistema E. goii/RI-19

" i o oF
se estudiaron los siguientes pardmetros en las células R , R

z) Tiempeo de generacidn
b) Sensibilidad a bromure de etidio
c) - Mutabilidad espontinea

d) Estabilidad esponténea

El estudio de estos parimetros permiti5 establecer las condi-

ciones adecuadas patra efectuar los experimentos de curacidn y ayudd a una

wejor interpfétacién de’los resultados.



Ctra parte importante del proyecto fué el estudic de la in-—-
fluencia de mutaciones cromosomales en la estabilidad de RI-19.

Se sabe que existen dos sistemas que modifican el ADN.

tina metilasa que es el producto del gene hsdM evitande con -
&sto la "restricci®n” (degradacidn) del ADN por la endonucleasa IIE. -—-
Este sistema es importante ya que reconoce al ADN gque proviens de dife--
rentes sistemas de modificacién—rgstriccién degradéndolo y evitando su -
permanencia estable en la célula huésped. Las adeninas metiladas por --

este sistema equivalen al 1-3% del total.

E. EEii.K‘lz posee otra metilasa para adenina en la secuen—-
cia-GATC-codificada por el gena dam. La metilacifn determinada por esta
gnzima constituyeiaproximadamente al 85% del total de adenina; megiladas.
La funcidn de esta metilacién no se conéce bien por lo que-se considerd
importante estudiar si influia o no en la estabilidad de los plésmidoé.
Para ello se eligid una cepa ée.gf coli portadora de la mutacidn dam-3.
1l cromoscoma de esta mutante no tiene metiladas las adeninas de las se--

cuencias -GATC-. E1 fenotipo de estas cé&lulas es:

a} Incremento en sensibilidad a luz UV y metilmetanc sulfonato v

b) Mayor mutabilidad esponténea.

Ademis su ADN presenta un nilmerc mayor de cortes en una cade
na (23). Considerando este efecto secundaric a la hipometilacidn, se —-

e;igié una cepa control, con una metilacidn en adenina noymal pere con -



un mayor nfimerc de corktes de una cadeha en su ADN. E5t6 permite conocer
51 un posible efecto de dam-3 sobre la estabilidad de RI-19 se debe a -=
hipometilacifn o a la presencia de los cortes en el ADN, secundarics a -
dicha hipometilacidn. Como control se eligid una cepa portadora de la mu
tacién amber polAI (24). Ei gene pola codifica.para la polimerasa I. Las
células deficientes en poll {como la mutante polAI) presehtan una capaci-
dad disminuida en la reparacibn del ADN lo  que ocasiona la presencia de -

un niimero mayor de cortes de una cadena en el ADN.

El estudioc de estas mutaciones cromoscmales — dam-3 y polAl -
nos pefmitiré ademis saber s5i el comportamiénto de RI-19 en bacterias de
E. goli K-12 cuyo ADN presenta mayor nimero de cortes ¥y por lo ¢ual la -

recombinacidn se ve incrémentada, es similar al comportamiento del pldsmi

do en Salmonella typhimurium. ISe ha descrito que en_§, typhimurium el -
plasmido se disocia en el CCP y el r-det {11) tal vez por un eventoc de re
combinacifn dependiente de rec a nivel de las dos IST éue flanquean al —
r-det (Fig. 1}. Ya gque el r-det no es un replicén independiente (25) las
células resultantes Gnicamente retienen el CCP. Con &sto podriamos deter
minar si los sistemas de recombinacién en estas dos especies son diferen-
tes y si el incremento en recombinacidn en E. coli reproduce lo descrito
para S, typhimurium. Con los resultados obtenidos.se tratarid de explicar
el fenfmeno de la curacidn, 251 como de conccer la influencia e algunas

mutaciones cromosomales en la estabilidad de un plasmido.



MATERTAL Y METODOS

Cepas bacterianas, plismidos y fagos

lLas cepas bacterianas, plasmidos y fagos utilizados en aste

Medios de cultivo

1} Medio Lu:_':ia .

2) Medio Fry.

3) Medio Minimo.

4) Antibidticos

trabajo se enumeran en .la Tabla X.

Bacto Triptona 10 gr., extracto de levadura 5 gr.,

clerure de sodio 10 gr.,agar 20 gr., agua desti--

lada a 1000 mi. El pH se ajustd a 7.2 con =

. 'NaOH 2.5 N.

" Extracto de carne 10 gr., Bacto peptona 5 gr., -

cloruro de sodio 1C gr., agar 14 gr., agua desti~

lada a 1000 ml.

* Cloruro de amonio 1 gr., fosfato de potasic 3 gr.,

clorurc de sodio 0.5 gr.. fosfato de sodio 6 gr., sul
fato de magnesio 0.25 gr., agua desionizada a -—-

1000 ml. ' Los aminofcidos requeridos se adiciona-

.ron a una concentracifn final de 20 pgg/ml. ILa —-

witamina Bl se agregd a una concentracidn final -

de 1 gg/ml.

Cuando se adicionarcn antibifticos a los medics -

de cyltivo, las concentracicnes finales fuercn: —



Acido nalidixico 25 yg, ampicilina 25 pg, cloram
fenicol 25 v, estreptomicina 50 pg, kanamicina

25 ug, rifampiciha 10 ong.

.

5) Agar blando Bacto agar 7 gr., cloruro de sodio 8 gr., caldo

Luria 30 ml., agﬁa desionizada a 1000 ml.

Amortiguadores

1) Amortiguader 0.1 M Trizma base, 0.001 M Ac. etilendiaminote--
= tracético (sal tetrasddica) EDTA, pH 8.0. ELl pH

se ajustd con Acido acético glacial.

2} Amortiguador BA 0.05M Trizma base, 0.02 M acetato de scdio, -
. 0.002 M EDTA, 0.018 M clorurc de sodio. Se ajus

t5 el pH a 8.05 con &cide acEtico glacial.

3). Amortiquador o0 mM Trizma base, 2.5 mM EDTA discedico, 20 mM -
Borato Bcido bérico, pH 8.2. '

4) Amortiquador 10 mM de Tris-BCl, 75:mM NaCl, 10 mM Mg.c:12-, 1 omM
Mbo 1 ditriotreitol, pH 7.2.

REACTIVOS

Agarosa para electroforesis (Sigma), Azul de bromofenol — --
{Merck), Bromuro de etidic (Sigma), Glicerol (Baker), Trizma (Sigma), =-

EDTA (Sigma), Persulfato de amonio (BioRad) TEMED (BioRad), Acrilamida -



(BicRad), Acido bSrico (Merck), Metil metano sulfonato.(Eastman Kodak) .

METODOS

1)

2}

En la mayoriz de los experimentos realizados se utilizaron culti

vos bacterianos en fase exponencial. La cepa requerida se sem=--

bré en 5 ml de caldo Luria y se incubd a 37° C durante 18 hrs; -

se inoculd 0.2 ml de este cultivo en un matraz nefelométrico con

10 ml de caldo Luria y se incubd a 37°C con agitacifn. Se reali

zaron lecturas periddicas a una D.0. de 550 mm, en un fotocolo--

rimetroc Bauch and Lomb Spectronic 20.

MEtodos de siembra en medio sflido.

a)

bl

c)

Siembra por estria. Se estrfa una colonia en medic de culti
vo sdlido, de &ste se toma nuevamente una colonia. Este pro
cedimiento se repite 2 veces para tener una poblacidn homo--

génea de colonias.

Siembra por vaciado. A tubos con 3 ml de agar blando licua-
do, se afiadid 0.1 ml del cultivo, se agitd y vacid en medio
s6lido, distribuyéndolo uniformemente; se incubd ya solidi-—-

ficado a 37°.

MEtodo de parchadc y de réplica en caja. Este método es -
utilizado cuande se déégan Probar -los marcadores gendticos -

de gran cantidad de clonas. Consiste en tomar colonias ais-



4)

5}

3

ladas con palillos estériles y sembrarlas ordenadamente en -
medic sdlido. Se incuban a 37°C durante 8-10 hrs. y se re——

plican en los diferentes medios a probar, utilizando para -

‘ello un terciopelo estéril en donde se imprimen los parches

para despuds transferirlos a los medios correspondientes. Se

incuban las cajas a 37°C y se analizan (26).

Purificacidn y conservacidn de las cepas. Se estrid una co-
lonia en un medic de cultivo apropiado, a partir de géste se

tomd una colonia vy se estrid nuevamente. Este procedimiento
permite una poblacidn bactériana homogénea, se conservan a -
4°C. TambiZn se conservan a -20°C con 40% de glicerol a -—-
temperatura ambiente sembradas por pigquete en tubites con --

2 ml de medio Luria sélido.

Seleccién de mutantes esponténeas resistentes al &cido nali-

dixico o a rifampicina. A un tubo de agar licuado se le afia

4i6 0.1 ml de un cultive bacteriano con aproximadamente -
8 . 9 - x - - -

5 x 10° - i x 10° cdlulas/ml; se agitd y vacid en el wmedio -

de seleccibn ya sea con Acido nalidixico y rifampicina. Se

incubd de 24 a 48 horas a 37°C.

' propagacifn del fago R-17. En 25 ml de caldo Luria se ino--

culd 2.5 ml de un cultivo de la cepa sensible, se agregd --

¢clorurao de calcio & una concentracifn final de 5 mM.

El cultivo se crecid hasta la fase exponencial y en este mo-

mento se agregd una placa de fago. Se incubd a 37°C de ——-



n

8)

9)

de 0.2V a 550 mm (1 X 10

5 - 6 hrs. Se afadieron unas gotas de gfloroformo y se cen-

trifugd. El fago es conservado a 4°c (27).

Sensibilidad al fago R17. En medio Fry se sembrd por vacia-
do 0.1 ml del cultive bacte:iano: al haber solidificado se -
agregd 0.05 - 0.1 ml de la solucidn del fago. Se incubd a --

37°C .(28).

ConjugaciSn. En 2 matraces nefelométricos-con 16 nl de cal-
da Luria cada uno se ihocu;é 0.1 ml del cultivo de la cepa —
donadora en el primer matraé.y g.1 mi de 1a receptora en el

étro matxaz} ée.incubaron a 37°C hasta una densidad éptica -
8

‘células}. ILa mezcla de conjugacidn

se realizd en 1z signiente proporcidn: 4.5 ml de la cepa do-

nadora y 0.5 ml de la receptora. Se incubd a 37°C sin agita

.¢ifn durante 30 min. - Se diluyd® y sembrd en el medio de se—-—

leccidn,

Sensibilidad a bromuro de etidic. Se utilizaron dosis suble
tales de bromuro de eﬁidio {3 - 100 Eg(ml), un indculo de -~
1x 102 -1x 103 c&lulas/ml y wn tiempo de incubacidn de 6
hrs. A tubos con 5 ﬁl de medio Luria y tubos con diferentes
concentraciones de bromuro de-etidio, se les afiadid 0.1 ml -
Qel cultivo. Se incubd a 37°C durante 6 hrs. y se realiza--

ron cuentas viables.



10)

11)

12)

- 17 =

Curacidn. Ias dosis e bromuroe de etidio elegidas fueron —-
agquellas que permitieron un 50% de sobrevivencia. Para efec
tnar ‘la curacidn se siguiﬁ el protocolo de sensibilidad a -
bromure de etidio, se ééjé incuhando 18 hrs. y se sembrd —==
por estria en el medic adecuado. §Se incubaron 18 hré. a =--
37°C. Las colonias se parcharon y replicaron en medios con

diferentes antibidticos.

Sensibilidad a metil metano sulfonato. A 10 mi de caldo --
Luria se agregaron 4 ul de metil metano sulfonato. En tubos
pequefios se¢ colocaron 2 ml de la mezcla anterior y se inocu-
laron ﬁqn 0.1 ml de la cepa a probar. Se incub8 a 37°C por

12-16 hrs.

Transformacidn. La extraccidn y purificacifn del ADN de --
plasmido se hizo conforme al mEtodo descrito por Betlach et
al (19?6) (Zéi-en el cual el ADN ééspué# de ser precipitado
con etanel, se cropatografia en una columna de Bioc-gel y se
centrifuga en un gradiahte de cloruro de cesio a 38,000 rpm

durante 42 hrs.

Las bacterias se hacen competentes para la transformacidn --
tratindolas con altas concentraciones de cloruro de calcio,
¢y se incuban con aproximadamente 4 pg de ADN purificadoe -—

{30} .
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Obtencisn de ADN de plismido. La bacteria se crecif hasta -
llegar a fase exponencial. El cultivo se centrifugd durante

10 min. ¥ la pastilla se resuspendid en 0.25 ml de TE.

A esta suspensidn se afiadid:

1. 0.005 ml de ¥aOH 1.0M y se incubd 15 min. & tempratura -

ambiente.
2. 0.005 ml de SDS 10% (se incubd 10 min.).
3., "0.005 ml de solucidn neutralizadora (0.2 M Trizma base y

1.8M Trizma EC1).

tos lisados se incubaron-en un bafic a 40 - 50°C, durante 4 -

hrs. vy posteriormente se incubaron a -20° por 12 - 16 hrs -
La fase viscosa del lisado se separd de la fase fluida por -
decantacifin. La fase fluida fué vtilizada para visualizar -

el ADN del pldsmidoe por electroforesis en geles de agarosa.

6btencién del ADN total. La cepa bacteriana se crecid en —-
3 ml de medio cersbro-corazbn durante 18 hrs. Este cultivo
se .centrifugd durante 5 min. La pastilla se rasuspendid en
una solucidn de Sacarosa 25% en Tris-HC1l 50 mM, a esta solu-
cién se agregaron los siguientes reactivos: 0.04 ml de EDTA
0.25 M, pH 8.0, se incybd 5 min; lisozima 0.05 mg/mi, se -

incubd 10 min. en hielo; RNRasa a 0.01 mg/ml, 150 ul de mez-

* ola litica (3 ml de Triton X-100 al 10% 75 ml de EDTA 0.25 N,

15 ml de Tris-ECl 1M, pH 8, 7 mk de H,0l y se incubd 10 min,

finalmente se agregaron 200 ul de agua.



15)

16)

agqua.

Esta soluci®n se centrifugd 4 min. a 10.000 rpm, se separd la

fase superior acucsa y se extrajo con fenol (saturado con --

amortiguador: una mezcla l:1 de fenol destilado scbre zinc,

¥ Tris HC1 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.5) y luego con fenol-clo=-

roformo (1:9 v/v}, el ADN se precipitd con 2 vollmenes de eta
nol a -20°C,

El ADN asi obtenido se utilizd para las digesticnes con la ==

enzima MboT.

Digestidn con MhoI. A 45 M1 de amortiguador de MboI se afia—-

dieron 5yl de ADN total (2-3 ug DNA) y 4 pl de enzima. ILa
reaccidn se incubd 18 hrs. a 37°C y se detuvo al agregar 10 ul

de urea a una concentracidn 10 mM conteniendo 0.45% de azul de

bromofencl, Esta muestra se analizd por electroforesis en'gel

de acrilamida.

Elecﬁfoforesis en gelés de agarosa. Se prepard agarosa al —-
0.8% en amortiguader BA 1X, se vacid en.tubOS de vidric de --
13 em x 6 ¥ Ee eépero a qgue gelifigue la agarosa, aproxima
damente 1 hr. TLos tubes ée colocaron en la cimara de eléctqg
foresis y se anadid el aﬁortiguador BA IX. En los tubos se =

cologd la muestra de ADN previamente tefiida con azul de bromo

fenol al .05% y glicerol 10-20%,

La electroforesis se corrid a 40 volts constantes hasta que -

- el colorante llegﬁ_al extremo terminal del gel, Los geles se

tifiéron con una solucidn de bromurs de etidic 2 una concentra-



cidn de 10 gg/ml; para visualizarles se empled un transilu
minador de onda corta de U.V.; la fotograffa se tomd con una
cimara MP-3, pelfcula tipo 55 Polarcid y un filtro amarillo

No. 9 Kodak.

17 Electfcforesis en geles ae-acrilamida. Se preparé acrilami
da al 7.3% - bisacrilamida 0.2%. Lﬁ electroforesis se ==
corrid en un.amortiguaﬁbr de Tﬁis - EDTA - Ac bdrico a 200
volts por 1 hr. (31). - Los geles se tifieron con bromuro de -

etidic y se fotografiaron come se describid.

RESULTADOS

ta realizacidn de nuestros experimentos requirid de cepas'——
portadoras de los diferentes plismidos. El método utilizado para la --
transferencia de RI-19 y Fkm fu@ conjugacidn. Con eéte método se dhtu—-
vieron las cepas GMllO/RI-lQ, GM111/RI-19, W3110/RI-19, W3l11/RI-19, -
KTOI/RI—lQ, TM1452/RI~ 19 W3110/ka y GM33/Fkm. Laé transconjugantes -—
fueron seleccionadas en medios aproplados v probadas en los diferentes -
medics con antibidticc. Se verificd la presencia del plidsmido por medio

de electroforesis en geles de agarosa ¥ por la sensibilidad al fago R17.

OBTENCTON DE LA CEPA KTOl

Esta cepa fué construfda a partir de la W3l1lC, la cual pri-

mero se hizo-Thy-, para que al conjugarla por la cepa Hfr se pudiera --



seleccionar el gene rechA que cotransfiere en 86% con el de timina. La -

mutacidn Thy se indujo con trimetoprima, compuesto que inhibe la timi-—

‘dilato reductasa que es la enzima encargada del paso de deoxi-uridilato-

" monofosfato a timidina meonofosfate {(35). La cepa se crecid en medio mi-

nimo completo mis trimetoprima a una concentracién de 1 wg/ml. Las mu--

- tantes fueron seleccionadas en medios con 50 Wg/ml de timina y probadas

. para su incapacidad de crecer en medies sin timina. Una de las mutantes

fud purificada y utilizada como receptora del qene'recn. La cepa JC5088
e cohjugé por la cepa W31l0 Thy- durante 30 min., se sembrd y seleccio-

nd en medios. sin timina.

Las cepas capaces de crecer sin timina fueron probadas en --

"cuanto a su semsibilidad a luz U.V. (36} y a nitrofurantoina {37); aque-

llas gue mostraron incremento en la sensikilidad, tanto a U.V. como a --

nitrofurantoina, Eﬁeron purificadas y utilizadas en los experimentos.

o o £
El fenotipo de la mutante construida es Thy RechA .

COMPROBACION DEL FENOTIPQ Dﬁ LAS CEPAS W3ITII, CMIII v KTOI AL PORTAR & =~

- RI-1%

Para asegurarnos de que el fenotipe de nuestras wutantes --
PoIAL y dam-3 no se veia modificado por la transferencia de RI-18, proba

mos nuestras cepés por diferentes métodos.

La cepa W3111/RI-19 fué analizada para polA como se indica -

en Métodos por su sensibilidad a metil metano sulfonato, la cepa GMIII/

RT-19 se analizd, realizando una digestién con la enzima Mbo I que reco-



noce y corta .en la secuencia 5-GATC-3 del ADN no metilado (Fig. 1). En
la cepa KI'OI/RI-19 se probd la sensibilidad iricrementada a luz U.V. v a

nitrofurantoina.

Los datos gque obtuvimos es gue RI-19 no modifica el fenotipo
de ninguna de nuestras mutantes, lo éue indica que no tiene.éeneé gque —-
codifiquen para proteinaé similares a la polimerasa I, metilasa de ade--

" nina o enzima de recombinacidn.

PARAMETROS MEDIDOS

El comportamieﬁto de las células al transferirie RI-19 es -
importante para lograr estéhlecer condi;ioneé adecuadas pafa diferentes
experimentos, asf éomo para 1ograx ﬁna mejor ipterpretacién de los resul
tados obtenides. Para &sto sé midié en.células R YR el tiempo de —--
generacién, mu#abilidad espontinea, sensibilidﬁd'a b:cmﬁro de etidic y -
estabilidad espontdnea. El tiempo de generacién y 1a_mu£abilidad espon—
tinea en las c;pgs no varié estimativamente.con respecto. a2 las éélulas ——
sin plismido (Tébla tzyrxij), La sensibilidad a bromurc de etidio en las
células Rf, sé vié iigeramente-inerementada con respecte a las qug.no -
tieﬁen plasmido; el iﬁcrémento en sensibilidad es de aproximadamente ——-

1.5 -2 veges (Grifica 1}.

Los resultados en estabilidad espontined se encuentran repre
sentadcs en la Grdfica 11, Este experimento se hizo subcuitivande duran

te siete dfas a las bacterias en caldo Luria sin presién'selectiva. Se.



analizaron las poblaciones en cuanto a apariciBn de multisensibles en

los dias 1, 3, 5, 7.

En la cepa GMil0 el plismido se replica establemente y el -
100% de las c&lulas sonh multire;istentes, en la cepa XKTOl 100% de las -
células replican estableniente al-plismido ¥ no encontramos .células mal-

tisensibles, la cepa W21l0 preszenta ligéra inestabilidad del pldsmido ¥y

para el séptimo dfa encontramos 25% de multisensibles.

En aproximadamente el 15% de las cepas encontramos segrega-
cidn de los marcadores de resistencia. Por un lade se perdia la resis-—
tencia a cloramfenicol que'invariahlémente iba acompafiada por la pérdi-

da de la resistencia a espectincmicina y por el otro lado habia pérdida

‘de la resistencia a kanamicina que en ccasiones iba acompafiada de ampi-

cilina.

ANALISIS DE LAS CELULAS MULTISENSIBLES DERIVADAS DE LAS CEPAS dam-3 y -
pold

Para analizar si el pldsmido habia side pérdido paréial o -
totalmente, en las cepas multisensibles utilizamos el método de sensibi-
1idad a R17, encontrindose que aproximadamente el 95% de &stas fueron sen

sibles al fago. Para verificar molecularmente la presencia del plasmido

‘en estas cepas multisensibles se corrid una electroforesis en gel de aga

rosa, y se encantrd una molfcula mis pequefia que RI-19 de aproximadamen-
te 40 millones de daltones cue corresponde al CCFP (20} {Fig. 2}. Con es

to conclufmes gue Gnicamente se perdid el r-det y que el CCP se mantiene



establemente en las cepas dam-3 ¥y Eglﬁl.

FRECUENCIA DE TRANSPOSICTON

Debido a que el fendmenc a nivel de IS se ve incrementado en
ceéas que hiperrecombinan gquisimos ver si el fenfmeno de transposicidn =

tambi&n se wveia alterado.

Este experimentb no e pudo realizar_en la cepa polAI porque-
los plismidos derivados de ColEI no se replican en. estas células. El ex
périmentc, se realizd en la cepa GM33/FKm ¥ como control se utilizd a la
cepa W311l0/¥¥m. Estas c.epas. fuercm Uansfoﬁadas con pMBS::Tn3. Las =-
transformantes fue:;on seleccionadas por su resistencia a kanamicina y am
picilina, una de las transfd;mantes fué purificada y utilizada para trans
posici6n. E1l cuitivn se incubd a 30°C. sin agitacidn durante 24 hrs. --
(38}, yé incubadas se conjugaron per la cepa W3III para eliminar el plés

mido pequeiic.

La seleccidn se hizo en medios con kanamicina y con kanamic}_

na mis ampicilina. .

En estas condiciones y con nuestras cepas no enconiramos un -

cambio significativo en el fendmeno de transposicifn (Tabla IV).

FRECUENCIA DE CURACION

Las condiciones para este experimento fueron establecidas por

los resultados obtenidos en los experimentos de sensibilidad a bromurc de
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etidic y fueran realizados como se indica en Métodos.

Las concentraciones de bromuro de etidic utilizadas fuercn
aquellas gue dieron un 50% de sobrevida, una concentracidn dos veces ma
yor Yy una dos veces menor, el objetivo de &sto es cubrir un rango am---

plio basado en la sensibilidad.

Para las cepas GMIIO/RI=19, JMIA52/RI-19 ¥ W3IIIO/RI-19 ~--
utilizamos concentracidn de 30 , 60 ¥ 100 Bg/n'.ll de bromuro de etidio y -
para las mutani;'.és W3III/RI-19, GM3.3/ﬁI—19. ¥ GMI..I'I/.RI—lé concentr'.aciones
de 15, 30 y 60 ng/ml del compuesto. Despu€s de 18 hrs. de incubacidn -
fuerén analizadas las @iferentes poblaciocnes en cuanto a pérdida de re-
sistencia antibidtico. Encontramos que RI-19 en un plasmido que se re-
plica establemente afin con el tratamiente con bromuro dé etidio, yﬁ que
no encontramos segregacidn de marcadores de iesistenciald'aparicién de.-
cepas multiéensibles. Por lo qlue podemos concluir gue RI-19 no es curé :

ble en estas condiciones.



DISCUSICN

El estudio de la estabilidad de un pldsmida :equiére del =~
conocimiento de la influencia de este plésmido en el comportamiento de
Ila c&lula huesped, ya gque se ha descrito que ciertos PlaSmldOS modifi-—-
can funciones como: ‘tiempo de generacidn, sens;bllldad a clertos com=-
puestos, mutabilidad espontinea, etc. Para este estudio elegimos cua-—
fro parimetros {tiempo de generacidn, mutabilidad espontinea, sensibili
dad a bromu;a de stidio y estabilidad espontinea) que ﬁos ayudaroﬁ a --
conocer el comportamiente de la céluia al.portar a RI-19 Y obhservar si

- e s _— . +
las células R tienen ventaja selectiva con respecto a las R .

Los'resultados nos muestran que el tiempo de generacidn y -
mutabilidad espontinea varfan de cepa a cepa y que al introducir RI-1%

estos parimetros ne se ven medificados considerablemente, por lo que ~-

estos pardmetros no actfian como factores de seleccidn entre las bacte— |

P + P s s . -
rias R ¥y R . La sensibilidad a bromuro de etidio se incrementd de 1.5
2 veces en las células R+ ¥ no sabemos si actue comn factor de seleccion
debido é que el inérémente es peguefio y la viabilidad de ambas poblacio

nes al tratarlas con este compuesto es similar.

No.se sabe porque al introducir un.plésmido, la sensibilidad
a ciertos compuestos se ve incrementada, pero tal vez la-éintesis del -
pili y su ensanble medifique la supérfidie e#terna de la bacteria y de |
-alguna ménera se permité 1a entrada de mayor nﬁméro de moldculas del --

compuesto,



El éiguiehte parémetxu'estudiadd fué la estabilidad espontd
nea de RI-19. Lo que encontramos.es que en la cega GMITO cuy6 croméso-
ma estﬁ integro, el plismido se replica establemente al subcultivaflc -
sin presidn selectiéé durante siete_AIas.. 21 no encontrar pérdida o se
grégﬁciﬁn de los marcadores se pensd en inestabilizar a RI-19 con muta--
ciones cromosdmicas. Como selsaﬁé cue el sistema de modificacién—resf--
tricéisn es importante para el establecimiento del plismido en la c&lula
huésped, quisimos ver gue sucedia con el sistema de geg.cuya funcién no
es_bieh conooida; para determinar si la estabilidad del plasmido se ——
debia a metilacidn o é;los'cortés presentes en la cepa dam-3 se puso -

como control a la cepa polAl éue presenta una metilacién normal, pero -

tambidn presenta cortes en el ADN. Lo que se ehcontrd en estas mutan—-

tes, fud la aparicidn de dos poblaciones de ¢€lulas. La poblacidn ma--

yor gue equivale al 50-80% de las células, pxésentan un fenotipo de sen

sibilidad a: kanamicina, ampiciliné, estreptomicina-espectinomicina ¥ -

cloramfenicol {Grafica I) y la poblacidn menor de 10-15% presentan sen-—

sibilidad a cloramfenicol, estreptomicina-espectomicina o kanamicina o

‘kanamicina~ampicilina.

Primero trataremos de explicar la presencia de c&lulas mul-

‘tisensibles y para ello nos apoyaremos en lo descrito por'L. Caro (25).

Debido a.que RI-19 presenta dos ISI flanqueando al r-det, puede existir

recombinacifn por homologia dependiente de recA (16} en{re_estas dos -

‘secuencias (Fig. 3). Al recombinar estas dos estructuras parece ser ——

que todo el r-det se separa del CCP, quedando dos moléculas en la bacte



ria cada una con un ISI. Ya que no se han podido aislar las moléculas -
del r-det replicindose en forma autdnoma,. al disociarse el plasmido dni-

camente, se conserva el CCP (Fig. 3}.

- Quisimos ver si &sto sucedia en nuestro sistema, lo primerc
fué probar las cepas multisensibles para sensibilidad al fago R17, en——-
contrando gue ei 95% de las cepas p?obadas eran sensibles al fago, esto
indica cue sigue habiendo sintesis de pili tipo F que son receptores es-
pecificos del fago. Para comprobar molecularmente este dato, se hicieron
liéados claros de cepas multisenéibles R17 sensibles, poniendo como con-—
trol ﬁna cepa sin plismido, una con RI-19 y un marcador del peso aprogi-

mado del CCP que fus el plasmido RP4.

£l resultado se muestra en la Figura 2 donde en los dos dlti
mos carriles aparece una meolécula de beso molecular aproximado al RP4, -

esta moldcula corresponde al CCP.

Nosotros apoyames el que la recombinacidn a nivel de ISI es
un evento dependiente de recad.  Este sistema de recombinacifin es denomi-
nado "legitime" y en un proceso muy complejo en el cual intervienen gran
caﬁtidad de productos pero el mis importante para recombinacifn es el --

producto del gene yech.

Para lograr disecar si el fendmeno que observamos en las mu-—
tantes polAl y dam-3 es un fendmeno dependiente de rech, se construyd la
cepa KTOI a partir de la cepa W3IIO. Se escogid esta cepa porque a pe—-—

sar de ser "silvestre" el pldsmido se inestabiliza ligeramente al subcul



tivarla los 7 dias (Grafica II), produciendo de 10-20% de multisensibles.
Esta mutante no se construyd a partir de peolAT a dam-3 porque la doble

mutante eg letal (39).

Al subcultivar a la cepa KTOI/RI-19 sin presidn selectiva se
encontrd dque el porc1ento de multisensibles desaparece, legrando una to-~
tal estabilidad del plasmldo. Este dato apoya que recA es responsahle -

de la recombinacifn a nivel de las ISI.

Este fendmeno de disociacifn del plasmide encontrado por no--
sotros en E. goli K12 ya ha sido descrito para S. typhimurium (11), en el
cual RI-19 se disocia y {inicamente replica establemente al CCP. Perp al.

hacerla recA el plismido se estabiliza.

Con estos datos eﬁ.E, celi ¥y con el conocimiente de 1o que --
éucede en 8. typhimurium propdnemos que el sistema de ;eqombinacién de -
estas dos bacterias es diferente, ya que se requiere de mutantes gue hi--
perrecombinen en E. coli para p;oducir-lo-que sucede en S. typhimurium --
normalmente. Tal vez el sistema de recombinacidn de E. coli es menos ac-
tivo que el de 3. typhimurium.

En cuantro a la poﬁlacién menor encontrada, tenemos 3 tipos de
segregantes: _Cms spcs Str%, Kmi Kms nps.' Para explicar eso hos basamoé
en lo qﬁe se conoce de las ISI ya que R1-19 tiene dos I5I flanqueando al

r-det (Fig. 4}.

Se ha descritc que las ISI causan deleciones, y gque estas son de

pendientes de la direccidn de la secuencia (40).



En RI-19, una de estas secuencias se encuentra proxima al —
gene c¢at {Cm) y seguido a este Qene se encuentra aad (Spe-sStr); la dele
¢ién a partir de este ISI abarca ambbs_genes, prnduciendd con esto una

c&lula sensible a cloramfenical, eSpectomicina y estreptomicina. En el

. otro extremo del r-det se encuentra el segundo ISI prdximo al géne de -

kanamicina. Este ISI deleta en la mayoria de los casos a kanamicina --
pero en ciertas ocasiones también se pierde a ampicilina. TLa p#rdida -
de kanamicina podria ser por el ISI ¢ercanc © porque estd cercanc al --

Tn3 que tambi&n es capaz de _z_:;roducir deleciones en ambas direccicnes --

{14). Afin no pecdemos explicar el fenfmeno gue observamos porgque el me—

canismo de delecidn a nivel de ISI y Tn3 no estd bien entendido. Lo ==

que queda claro es gue estas delecioneas no pareceﬁ producirse al azar,

'y que en las mutantes polAl y dam-3 el fendmeno a nivel de ISI se ve ——

incrementado.

Conociendo lo que sucede espontiheamente en estas bacterias
quisimos ver que sucedia al cultivar a las bacterias en presencia de --
bromuro de etidioc, ya que se sabe que ciertos compuestos influyen en la

estabilidad de un pldsmido.

Para explicar 1a:inest$bilidad del plismido por medie de ==
agentes quimicos se han propuesto cuatro hipdtesis de las cunales dos ——
son las m3s apovadas. La priméra propone gque el sistoma de replicacidn
del plasmidoc es mAs sensible al compuesto que el sistema del cromosoma,
va que éostula que existe interferencia del sistema de replicacién por

el compuesto {18). La segunda hipdtesis explica que debe existir ven——



taja de las R para replicarse (en el medio econ el compuesto gquimico} -
con respecto a las Rf (19). ¢Quisimos ver si con nuestros datos y tra--
tando a las c&lulas Rf con.bromuro de etidio podriamos apoyar alguna de
estas hipdtesis. El estudio.prgvio de la sensibilidad a bromuro de eti
dio ‘nos permitid elegir dosis adecuadas dél compuesto para la realiza--

cidn del experimento de curacién.

En la tabla se encuentran los resultados obtenidos. Se ob-
serva gue RI-19 en presencia de bromuro de etidio no se inestabiliza, -

ya dque no encontramos c&lulas multisensibles o segregantes. Tal vez ~—

" ruestros resultados se deban a que la sensibilidad del replicdn del plis

mi§0 y del cromosoma son similares y por esto no encontramos c&lulas mal
tisensibles. Para asegurar gue RI-19 no tiene genes que codifiguen pa-
ra una polimerasa O una metil;sa, probamos las cepas polAL con metilme
tanosulfonato y con las dam-3 se realizé una digestidn con Mbo I; ge an
contrd que RI-19 no tiene un gene similar a polAT ya que las cepas si--
guen siendo sensibles al.compuesto, ni a dam-3 ya que las cepas fueron

digeridas por la enzima (Fig. 1).

Con nuestros datos afin no podemos apoyar ninguna de las hi-

pdtesis propuestas, ya que no tenemos factores que nos ayuden a selece—=
. + - .

cicnar R de R y tampoco parece Ser qus RI-19 tenga un replicén muy --

sensible a bromuro de etidic.

Continnando con el estudic de este plismido se podrd enten—
der sl fendmeno de curacidn, la influencia de recaA en la produccidn de
deleciones a nivel de IST asi como la infiunencia de bromuro de etidio -

en este fendmenc.



CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDGS ¥ BACTERIOFAGOS

. TABIA I

fico para pili tipo F (29)

Cepé Genotipc o fenotipo Fyente -
GM110 F thr-l leu-6 pro-A2 his-4 met®
lach galk? ara-14 tsx-33 thi-1
yﬁl2 drm-6 suj supE44 M. G. Marinus
GMIXY F Cepa isogénica de GMIIO pero dam-3 ~ M, G. Marinus
W3IIO E Prototrofa M. C. Gimez
GM33 F- Cepa isogénica de WITIO perc dam-3 M. G. Marinus
W3IIT F Cepa isogénica de W3TIO pero polAl  A. A. Covarrubias
KTOL F ‘Cepa iscgénica de W3ITO perc reciS5é Este laboratorio
JM1452 ' Trp Thy Lac str' G. Alfaro
JC5088 HEY (KI16)  thr-300 ily-318 spc-300 rech57
thi-} rei-1 - P. Bastarrachea
Plismidob_
+, + +
Rldrd-12 bla (Ap ), cat’ (Ca"), aphd (Km'),
i aada+ (sm) su1™ tra. G. Alfarc
Fkm aphi (Kmr}_(32] A. A. Covarrubias
PMBS8::Tn3 Pldsmido hibridg derivado de
ColEl bla® (ap) (33) M. L3pez
. " + .
RP4 bia'(ap"), apha (xm) E. Lederberg
Bacterlofago Fago de BNA de una cadena, especi- .
RlT M. C. Gomez

' a) La nomenclatura utilizada es la recomandada por Demerc (34)

B) La nomenclatura para los plismides es la recomendada por Wovick {1}



TABLA IT

TIEMPO DE GENERACION

" Cepa Tiempa*
aM1252 oL 27
Jmi452/31-19 30
GMITO a1
GMIIG/RI-13 . 30
GMIII : 34
GMIIT/RI-19 40
W3IIO ' 26
W31I0/RI-19 30
W3IIT . 40
wsxfi/RI-lg 41

* Promedio de tres experimentos
" resultados expresados en mi-
hutos. .



TABLA III

MUTABILIDAD ESPONTANEA*

Cepa Nal. Rif

: JR- -9
JM1452 S 2.6 x 10 8 x 10
JM1452/RI-19 4 x 19'9. 3.1 x 1070
EM1TO ' 3 x108 6.6 x 1070
GMITO/RI-19 5.3 x 1070 9.3 x 10°.
GMITI : 5 x 1077 3.7 x 1077
GMEIX/KE~19 5.3 % 100 8.4x 19'7
W3IIO ) " 1.8x1077 3.4 x 1078
W3IIO/RI-19 3 x10% 7.4x107°
W3III 5 x 107> 7.1 x 102

: -9 . -8
W3III/RI-19 4.1 x 10 3.8 x 10

e
Mutabilidad _ nfimero de mutantes/ml
espontinea niimero total de ¢fiulas/ml




TABLA IV

FRECUENCIA DE TRANSPOSICION*

1.9x 103

T (W3II0
o )

3.2 x 1072

Pp (_GMIII)

i Coaal glul 1
* Transposicidn = Células a las gue se transpuso

-1

C&lulas con el plismidoreceptor

peso molecular
de receptor -
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FIGURA 1:

Digestidn con la enzima Mbol:
a) GM111/R:-19 con enzima
b) GMIL1/Ri-19 sin enzima
c) GML1IND/R1-19 con enzima
d) GML10/R1-19 sin enzima



FIGURA 2: Electroforesis en geles de agarosa
al 0.8%Z. a) sin pldsmide, b) R1-19,
c) RP4, d) y e) CCP, '
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a nivel de las IST,

FIGURA 3:




TRA

FIGURA 4

MAPA DE

Mapa de R1~19

R1-19

- 1%




10.

11.

BIBLIOGRAFIA

Novick, R.P., Clowes, R.C., Cohen, S.N., Curtis ITI, R., Datta, N.

'y Falkow, 5. ""Uniform Nomenclature for Bacterial Plasmids: . a

Proposal”. Bacteriol. Rev. 40: 168-189 (19?6).

Broda, P., Meacock, P., Achtman, M. ™Early transfer of genes

. determining the transfer function by HEr strains in E. coli K-12"

Mol. Gen. Genet. 116: 336-347 (1972).

Watanabe, T. “Infectious drug resistance in enteric bacteria".

' New Engl. J. Med. 275: 88-895 (1968).

Miysuhashi, 5., Yamagishi, S., Sawai, T. y Kawabe E. Drug Resistance
Plasmid (197?)._

Cox, E.C., White, J.R. y Flaks, J.G. "Streptomyein action and the
ribosome". Proc. Natl. Acad. Sci. 5l: 703-709 (1964):

Falkow; 8. -“"Infectious Multiple Drug Resistance”. Pion Limited.

London 1977.

vapnek, D. "Identification of Individual Sex-factor DNA Strands
and their Replication during Conjugation in Thermosensitive DNA
Mutants of Escherichia coli'. J. Mol. Biol. 60: 413-424 (1971}.

Willets, N; "The Geneticé of Tfansmissible Plasmids". Ann. Rev.
of Genetics 6: 257-269 (1972). '

Helmuth, R. ¥ nchtman.‘n. "Operon structure.of DNA transfer
cistrens on the ¥ sex factor. Nature 257: 652-658 (1975).

Hahn, E.F. "Experimental Elimination of R Factors" . Antibiotics
Chemoter. 20: 196-226 (1976).

Watanabe, T., y Ogata, Y. "Genetic Stability of Various Resistance
Pactors in E. coli and 3. typhimyrium". J. Bacteriol. 102:
363-368 (1970},



12,

13,

14.

15.

16.

17.

18.°

19.

43

Cohen, N.S. y Miller, A.C. "Non-chromosomal Bntibiotic Resistance
in Bacteria II. Molecular Nature of R factors isolated from

?rqéeus mirabilis and Escherichia coli®. J. Mol. Biol. 50: 671-687
ooy, . - '

Kretschmer, J. y Cohen, N. “Selécted Translocation of Plasmid Genes:
Frequency and Regicnal Specificity of Translocation of the Tn3
Element". J. ° Bacterisl. 130: 888-~-893 {1976).

Ohtsubo, H., Olmori, H., y Ohtsubg, E. "Nucleotide sequence Analy-
sis of T™n3 (Ap) Implications for Insertion and Deletion™. Cold
Spring Harbor Symposia on Quant. Biol. 43: 1269-1277 (1978}.

Rubens, C., Heffron, F. y Falkow, S. "Transposition of a Plasmid
Deoxiribonuéleic Acid Sequence that Mediates Ampicilline Resistance:
Independence from Host. rec. functions and orientation of Insertion”.
J. Babterioi. 128: 425-434 (1976).. .

Ohtsdbo, H., y Ohtsubo, E, "Repeated DNA Sequence in Pla.sm.ds,
Phages and Bacterial Chromosmes" . In DHA Insert:.ons ele.ments,

plasmids and episomes (ed.- AL Bukhazi et-al), pp 49-53. Cold

Spring Harbor, New Ycrk.

Jacob; F., Brenner, S. ¥ Cuzin, ¥., Cold Spr:.ng Harbor Symp. Quant.
Biol. 28: 329-348 (1963).

Hohn, B. y Korn, D. "Cosegregation of & Sex Factor with E. coli
Chromcsome during Curing by acrxdine Orange™. J. Mol. Biol. 45:
Ag5-395 (1969) ..

Yoshikawa, M. "“Selective Enrichment of R Segregants as the Main
uechanim of "Caxing" of the R Factor by midme Dyes". Genet,
Res. Canb, 17: 9=-16 (191‘1!._



20.

21.

22.

23.

- 4.

25.

26.

27.

‘28,

29,

Blohm, D. y Goebel, W. “Restriction Map of antibiotic Resistance
Plasmid Rldrd-12 and its Derivatives pKNiCG2 and Hidrd-16 for the
Enzymes'ggmﬂl; gigg, III, Eco. Rl and SalI”. Molec. Gen. Genetics
167: 119-127 (1978). '

Mitsuhashi, S., Harada, K. "Elimination of transmissible drugs
resistance by treatment with acriflavin". Nature 189: 947-953
{1968% . '

Freifeld, D. "Studies on E. coli sex factor. IT Some physical

properties of Flac and F DNA". J. Mol. Biol. 32: 25-35 (1268).

Marinus, M.G. y Morris, N.R. "Isolation of Deoxiribomcleic Acid

Methylase Mutants of Escherichia coli". J. Bactericl. 104: 57-62
{1270).

De Iucia P., y Cairns, J. "Isolation of an,gb'ccli strains with a

Mutation Affecting DNA Polymerase". Nature 224: 1164-1166 (1969).

Chander, M., Silver, F. y Caro, L. "Suppresion of an Escherichia
coli dnah Mutation by the Integrated R factor Rl;ﬂ;lz Generation of
Smalil Plasmidsfnfter Infegration“. J. Bacteriol..lggz 303=-311
(19777 - |

Lederberg, 3. y Lederberg E.M. "Replica Plating and Indirect
Selection of Bacterial Mutants®. J. Bacteriol. 63: 339-406 {1951) .

Miller, H.J. Experiments.inm Molecular Genetics. Cold Spring Harbkor
Laboratory. 1972. ‘

Crawférd, E.M. y Gesteland, R. "The adsorption of Bacteriophage R177.
Virology 22: 165-167 {1964) .

Betlachm, M.C., Hershfield.lv.,‘chow,_L., Brown, W., Goodman, H.M. ¥
Boyer, H.W. ™A restriction endonuclease analysis of the bacterial
plasmid.contrelling the EcoRl restriction and modification of DNA®
Fed. Proec. 35: 2037-2023 (1976). '



30.

31.

32,

33.

34.

35.

36.

37.

38.

- 45 -

bDagert, M. y Ehrlich, S. "Prolonged Incubation in Calciﬁm Chloride

Improves the Competence of Escherichia coli “Cells,. Gene 6: 23-28
{1979} . ' '

_Bolivar, F., Rod;iguez, M.C., Betlach, M._? Boyer, H. "Construction .

‘and caracterization of new éloning vehicles. I Ampicillin resistance

derivatives of the plasmid pMBS" Gene 2: 75-91 {1977).

-Heffron, F,, Rubens, C. y Falkow,'s. “Translocation of a plasmid

DNA sequence which mediates ampicillin resistance: Molecular

natﬁre and specifiecity”. Proc. Natl. Acad. Sci. 72: 3623-38627

(19?5}.

Herschfield, V., Boyer, H., Yanofsky, €., Lovett, M.A. y.Helinski,
D. "plasmid ColEl as a Molecular Vehicle for Cloning and Amplifi-
cation". Proc. Natl. Acad. Sci. 7l: 3455-3459 (1974). '

_Demerec, M., Adelberg, E.A., Clark, A.3. y Hartman, P.E. "A pro-

posal for uniform nomenclature in_bécteria;'genetics“. Genetics
54: 61-76 (1966). ' ' ' o

'Eértino, B.J. ¥ Stacey, A. "a suggesﬁed mechanism for the selective
.procedure for isclating thymine - requiring mutants of Escherichia
"coli". Biochem. J. 10Ll: 32¢-33¢ (1967). .

Clark, A.J. "Recombipaticn deficient mutants of E. coli and other
. bacteria®.  Ann. Rev. Genet. 7: 67-86.(1973).

Jenkins; S.T., ¥ Bennett, P.M. "Effect of mutations in Deoxiribo-

nuecleic Acid repair pathways on the sensitivity of Escherichia coli K-12

strains to Nitrofurantoin®. J. Bacteriol. 125: 1214-1216 (1976).

Kretchmer, J.P. y Cohen, N.5. "Effect of temperéture on translecation
frequency of the Tn3 Element". J. . * Bacteriol. 139: 515-51% {1979}.



39.

40.

Marinus, H_.G. ¥ Morris, R. "Biological function for 6-methyladenine
residues in the DNA of Escherichia coli XK-12" J. Mol. Biol. 85:
309-322 (1974). ‘

Reif, H.J. ¥ Saed_ler', H, "ISl in Involved in Deletion Formation in
the gal reégion of E. coli K-12" Molec. Gen. Genet. 137: 17-28

(1975).



	Portada
	Índice
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía

