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l. RESUMEN 

Los plásmidos Fll de multirresistencia a antibióticos en 

bacterias están formados por un r-det que contiene la mayoria de 

los genes para la resistencia a antibióticos, y un RTF, que 

contiene las secuencias necesarias para su replicación autónoma y 

transferencia por conjugación. Estos elementos están unidos por 

dos secuencia de inserción 1s1. Si se lleva a cabo un evento de 

recombinación intraplasmidica de las IS1, el plásmido puede 

disociarse. En una población de bacterias en la que esto ocurre, 

se pierde la región r-det, ya que no puede replicarse de manera 

autónoma. En ~~~b~ri~biª ~Q!i este evento ocurre a una frecuencia 

muy baja, mientras que en ~ª!IDQ0§!1ª lYEbim~ri~ID este evento es 

muy frecuente. Actualmente se desconoce la razón de este 

fenómeno. En este trabajo se probó la hipótesis de que en g. ~21! 

la unión del factor de integración al huésped (lHF) a los 

extremos de las 151, bloquea la recombinación de estas secuencias 

en los plásmidos FII, y que esto no ocurre en 2. !YEbim~ri~IB· 

Debido a que el IHF modifica la topologia del DNA, y su ausencia 

disminuye la concentración intracelular de la enzima girasa, se 

estudió el papel del superenrollamiento (SE) del DNA en la 

recombinación de las IS1 de estos plásmidos. 

1 



Para ello se cuantificó la frecuencia de disociación del 

plásmido FH ~1-;-"l~_J:>.º!'~"EeCC)mbinación de las IS]:, en células de _;. 

'Esta- frecuencia se cuantificó también en 

celulas !YEbim~ri~m tratadas con 

novobio<:;ú1-a, un inhibidor de la giras a. El grado de SE del DNA de 

cada cepa en cada uno de e~tos experimentos se determinó 

indirectamente por medio del análisis de los topoisómeros de un 

plasmido reportero en geles de agarosa con cloroquina. 

Los resultados mostraron que la frecuencia de 

recombinación de las IS]: del plásmido FII Rl-19 es mayor en la 

cepa IHF- que en la cepa silvestre. Sin embargo en esta mutante, 

la recombinación homóloga de secuencias distintas a IS! mostró un 

comportamiento normal. 

Por otra parte se encontró que en~· fQbá el relajamiento 

del DNA inducido por novobiocina, no modifica la frecuencia de 

recombinación de las IS]:. Sin embargo, en§. !YEhá!!.l!,!!:á!,!!!.l la misma 

concentracion de novobiocina si incrementó la frecuencia de 

recombinación de las IS!, aunque no afectó de manera importante 

el SE del DNA. 

Los resultados obtenidos sugieren que en ~. fQ1i la unión 

del IHF a los extremos de las ISl interfiere en la recombinación 

de estas secuencias en el plásmido Rl-19. Por otra parte, el 

grado de SE del DNA parece ser un factor importante en para la 

recombinación de las ISl en ~· !YEbimgri~m. Y no en ~· QQl!. 
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lI. 

Los pl•smidos son mol~culas de DNA extracromosomal ó de RNA, 

generalmente circulares y superhelicoidales, que son capaces de 

.replicarse de manera autónoma. Estas moléculas se han encontrado 

tanto en organismos procariontes como eucariontes (Gómez, 1983 y 

1988). 

En el caso de las bacterias, la información presente en 

estas moléculas no es esencial para su viabilidad. Incluso pueden 

provocar el aumento del tiempo de generación bacteriana. Sin 

embargo, la información contenida en los plásmidos puede conferir 

a las bacterias, algunas propiedades que pueden serles útiles 

para sobrevivir en ciertas condiciones, como son la resistencia a 

antibióticos, agentes quimioterapeúticos, iones de metales 

pesaaos v suero; produccion de enterotoxinas, hemolisinas y 

bacteriocinas; factores de colonización; degradación de 

carbohidratos e hidrocarburos; enzimas de restricción; fijación 

de nitrógeno e inducción de tumores en plantas. Los plásmidos 

pueden también conferir a las bacterias la capacidad de 

transferir por conjugación a otra bacteria el propio plásmido ó 

incluso parte de su cromosoma (Gómez, 1983 y 1988). 



Un porcentaje importante de las Enterobacterias contiene 

plásmidos. Los plásmidos se han clasificado de diversas maneras, 

por ejemplo, de acuerdo a las características que confieren a su 

huesped, 6 a su propiedad de incompatibilidad'{Gómez, 

1988). 

1983 y 

Los plásmidos tipo R son aquellos que confieren resistencia 

a antibióticos a las bacterias que los poseen. Estos genes pueden 

estar agrupados ó separados dentro de la molécula. Muchos de 

estos plásmidos son capaces de transferirse por conjugación de 

bacteria a bacteria {Gómez, 1983 y 1988). 

Los plasmidos pueden tambien clasificarse en grupos de 

incompatibilidad. Dos plásmidos pertenecen al mismo grupo de 

incompatibilidad cuando no pueden coexistir en la misma bacteria. 

Este fenómeno se debe a la competencia de ambas moléculas por la 

maquinaria bacteriana que utilizan para replicarse ó para su 

segregación en la células hijas {Gómez, 1988). 

Los plásmidos del grupo de incompatibilidad Fll son de los 

más estudiados. Fueron aislados de Enterobacterias patógenas que 

presentaron resistencia a más de cuatro antibióticos. Los más 

conocidos son el Rl-19 aislado en Inglaterra de una cepa de 

§~1~2~~11~ !~Eh~~~[~~~. el RlOO aislado en Japón de una cepa de 

?b1B~11~ y el R6-5 aislado en Alemania de una cepa de ;efb~rffhf~ 

~Q1f {Cruz y Gómez, 1984). Además de su importancia clínica, 

estos plásmidos han sido utilizados por diferentes grupos de 

investigación como modelo para estudiar la replicación, 
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recombinación, estabilidad e incompatibilidad de plásmidos 

grandes (Gómez, 1983). Los plásmidos FII tienen un peso molecular 

de aproximadamente 40-80x10• daltones (60 a 120 Kilobases, Kb) y 

se caracterizan por poseer una estructura molecular similar, 

compuesta por dos regiones separadas por secuencias de inserción 

IS~ colocadas en sentido directo: El r-det (determinante de 

resistencia) y el RTF (factor de transferencia) (Fig. 1) 

CChandler y Galas, 1985). 

RTF 
- genes para replicación ()(\ 1" 
- genes para transferencia 

por conjugación 
- otros genes 

Figura 1. Esqueaa de un pl.ls1ido tipo FIL 

s 

r-det 
- genes para la resistencia 

a antibióticos 



Eri el r-det " están agrupados 1a mayoría de los genes de 

resistencia a antibióticos. Esta región puede estar formada por 

varios transposones simples y por transposones compuestos, que 

son genes que se encuentran entre dos secuencias· de inserción IS, 

y por ello pueden moverse como transposones. La disposición de 

estos elementos es muy especial, pudiéndose hallar un transposón 

dentro de otro, como en el caso del r-det del Rl-19, en el cual 

el Tn3 (Ap•¡ se encuentra dentro del Tn~ (Ap',Sp'-Sm') y puede 

transponer independientemente y a una frecuencia distinta del 

último. 

En el RTF se encuentra la información genética para la 

replicacion autónoma (secuencia del origen de replicación 2~!~ Y 

genes ~~e>, 

origen de 

propiedades 

para su transferencia por conjugación (secuencia del 

transferencia 2riI y operón !r~>. además de sus 

de incompatibilidad y resistencia al suero (Gómez, 

1983 y 1988). 

Las secuencias de inserción ISl tienen un tamaño de 768 pb y 

forman parte de un grupo de elementos genéticos móviles ó 

transposones pequeños (<2000 pbl, que poseen la propiedad de 

movilizarse por transposición y de generar rearreglos en el 

material genético bacteriano CBerg ~! ª!·, 1988). 

Una molécula de DNA con dos secuencias homólogas, como los 

plásmidos FII, puede experimentar eventos de recombinación 

intraplasmidica a nivel de ellas. Cuando ocurre un evento de 

recombinación en una molécula con secuencias homólogas colocadas 
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en una orientacion -inversa·, el segmento .. que se encuenfra entre 
-::: · .. · .. _ .. ·:··~:<<-- .. ·.'.~:-. ,- .-:e 

ellas . éxper~meiita uná_'.in_versión dé sentido ( Fig ¡'. • ~~) i Si .. ' el 

evento de ~ec8mb\n~6i6~ ocurre entre secuencias con ~i-ie~tación 
--·-<.o; ~:.: 

directa;¿ ~i •<iesGltado sera la disociación de la molécula ( Fig. 

21:1) . · D~\ ·;;~t~ maner.a se forman dos moléculas dé DNA con una 
•"q_" 

secuencia homóloga cada una. La recombinación de estas 

secUenc:Í.as· ·· es· un fenómeno dependiente de la proteína RecA, y de 
- . . ' ' . ' 

; - - . '. ' . ~ 

enzimas· adi'cionales entre las que se encuentran exo y 

eindonucleasa~f h~licasas y ligasas (Cruz y Gómez, 1984). 

a) 

r-det 
RTF 

b) 

+ o 
RTF r-det 

Figura 2. Eventos de reco1binacion entre dos secuencias ho1ólogas. al entre dos sewencias ho1ólogas Inversas; 
bl entre dos secuencias hoaólogas directas. 
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La recombi.nación entre las dos IS!. directas que flanquean al 

r-det de lo~ .ptá~~j_d~s~I~ induce ia disociación del r-det y el 

RTF. originéndose.as'i dos moléculas, 

3> .(Chandler, \g77¡; 

con una IS;! cada una ( Fig. 

r-det 

RTF 

RTF r-det 

Figura 3. Disociación de un plás1ido tipo Fii 1ediada por la reco1binación de sus 151. 

Cuando ocurre la disociacion de un plásmido FII, se generan 

en la población bacteriana, células cuyo plásmido sólo conserva 

- la región RTF, pues ésta tiene las secuencias necesarias para su 

replicación y segregación en la población. El r-det se pierde 

conforme pasan las generaciones bacterianas, debido a que esta 

región no puede replicarse de manera autónoma, sino solamente 

cuando está unida al RTF ó a otro replicón. De esta manera se 

generan bacterias que pierden la resistencia a los antibióticos 

conferida por el r-det del plásmido IFig. 4al. 



o 
1:2~ O) O§) 

o ~ o ~ 

1:4CiS2) C!Q) ~~ 
( CISMNJCION DE CELULAS CON r - det ) 

ü 
l PERDIDA DEL r-del l 

Figura 4. Estabilidad de los plAslidos tipo FII en distintas cepas bacterianas. 
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La frecuencia de recombinación de las IS!_ es mayor en las 

bacterias §2.:l:.!!!Q!1EHe !'l:'.E!:!i!!l\:!Ü'=!.!!l· y E!:.Qfo'=!.e !!li!:.2.Q:\..U§. que en 

!;;§~QEÜ~hÜ! ~QH y §!}ig1;2Üe. §Q!1!1!2!. ( GóÍnei' . 1983) . En é. 

t.'l:'.Ehi!!!'=!.!:.i\:!!!!~ la alta frecuencia de recombinación provoca la 

disociá.cion del plásmido y la pérdida de los genes d.e resistencia 

a antibl.óticos (Fig. t\al. En E· !!!!.!:e!?Eie la recombinación de las 

IS~ hace que la región del r-det se amplifique dentro del 

plásmido (Fig. 5). 

RTF 

+ 

r-det 

Figura 5. Co1porta1iento de un plás1ido tipo fll en Proteus !!_rabillis. 

En ~· ~Q~i v §. §Q!1!1Ei la recombinación intraplásmidica se 

lleva a cabo a una frecuencia muy baja, por lo que son muy pocas 

las células que pierden la resistencia a los antibióticos en una 

población bacteriana (Fig. 4b) (Gómez, 1983). 

10 
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Actualmente no se conocen los mecanismos< mole~úlares __ que_ -
:.'.·~-· ~ .. o;i.·'.-··· .:.'_.-~'. 

determinan '1CI§ diferencias en la frecuencia cl~é·r'ecom8inaCión _de 

las IS1 en diferentes Enterobacterias. 

En algunas cepas de g. f21~ con comportamiento de 

hiper-recombinación IHiper-rec) como las gªm-ª (Marinus y Konrad, 

1976 J y las EQ:h!l!. ( l<onrad, 1977) , las IS!_ recombinan con una 

frecuencia un poco mayor que en las cepas silvestres. Sin 

embargo, la frecuencia de recombinación de las IS~ en estas cepas 

mutantes es significativamente más baja que la de §. !~Eb!fil~[!~fil 

(Gómez y Torres, 1983). Las mutantes mencionadas tienen un DNA 

con un número alto de cortes de una de las cadenas, lo cual puede 

generar zonas de DNA de cadena sencilla. Esto puede hacer de las 

IS1 un mejor sustrato para las enzimas de recombinación como RecA 

(Cruz y Gomez, 1984; Lewin, 1987) . Esto sugiere que en las 

mutantes Hiper-rec la disociación se debe a un incremento en la 

frecuencia de recombinación homóloga a nivel de las IS~. En 

cambio, es posible que en las cepas silvestres de §. !Yeb!fil~[!~fil 

exista alguna vía distinta y más eficiente para la disociación 

del plasmido. Es decir, que en f. !YPbim~ri~m pueden existir 

sistemas de recombinación que hagan que las ISJ recombinen de una 

forma mas eficiente que en ~· ~Q:h!· Se ha demostrado que la 

recombinación general lde secuencias homólogas distintas de IS!_) 

es similar en ambas cepas (Gómez y Torres, 1983), por lo cual 

pensamos que el sistema mencionado para 2. !YPbim~ri~ID tendria 

que ser especifico para la recombinación de las IS!_. 

11 



Al parecer,. el plásmido Rl-19 codifica para~un represor de 
. .,_ 

la récombiña'ci6ri de secuencias homólogas CGhetc~in y Ovad is. 

1980 ;od~~~º ~i~ntearse la hipbte~is deqÜé{dÚho'-~epfesor ··es 

mas eficién¡e en:i. 'S2fi que en•§. !Yehil!!1!!:¡1:!.l!!· ~:.bj_en que en §. 

!Yet\,l,.1!!1:!.!:t1:!.l!! existen 'otros' sistemas de recombinación, aparte de 

los que actúan en la recombinación general de secuencias 

homólogas. y que estos sistemas son independientes del represor 

de Rl-19. Uno de éstos podría ser el codificado por el gen Q2I· 

Esta podria ser la razon por la que las IS1 recombinaran mejor en 

§. !Yehi1!!1:!.!:il!l!!· ya que al parecer QQ!: está involucrado unicamente 

en la recombinación de ciertas secuencias, tales como las IS~ y 

algunas secuencias homólogas de los plásmidos FII (Watanabe ~! 

ª~ .. 1982). En~- ~Q~i no se ha descrito un gen similar a QQ!:· 

En resumen, hemos visto que la recombinación homóloga 

dependiente de RecA de las dos ISJ, de los plásmidos Fll, es la 

causa de su disociacion. Sin embargo, las IS.1 son transposones y 

esto debe tomarse en cuenta al analizar la estructura y el 

comportamiento de los plásmidos Fll, ya que el evento de 

disociación de estos plásmidos podria estar determinado por uno 

de los pasos de la transposición de la ISJ, (Fig. 6). 

Tn~ 

~}0-Ü-G<) 
Tn~ 

1 COINTEGRADO 1 

Figura 6. fonación de un cointegrado del Transposón T~ y su resolución: 

12 



Entre las propiedades de los. transposones ·des ta.can' '!"as de 
-,- '·;·:. -< :· .. ' . 

insertarse (transposición . ¿·onservativa l y la de insertar .. una 
' -- . -

copia ( transposicion repl{6at:Í.;_,a·) en una molécula de DNA propia 6 

vecina. Este tipo de eventos son independientes de RecA, y para 

que se lleven a cabo se requieren sitios blancos preferenciales 

cuyas secuencias son distintas para cada transposón (Berg ~~ ª±·, 

1988). Las ISl pueden transponer tanto de manera replicativa, 

como conservativa (Chandler y Galas, 1985). 

Los plésmidos Fll poseen dentro de su secuencia dos IS! 

directas que son transposones. Esta estructura es similar a los 

intermediarios de la transposición replica ti va de los 

transposones de la familia Tn~, llamados cointegrados (Fig 6). 

Para la formación de un cointegrado se requiere de la enzima 

transposonasa y de una similitud de secuencia mínima entre ambas 

moléculas. Este cointegrado tiene dos copias del transposón y 

puede resolverse en dos moléculas cada una con un transposón 

CFig. 6), para lo cual utiliza una enzima denominada resolvasa, 

codificada por el mismo Tnª (Gomez, 1982: Berg ~! !!·, 1988). 

8omo ya dijimos, esta via de disociacion de un cointegrado con 

dos transposones es independiente de RecA. Los productos de la 

resolución de un cointegrado pueden compararse a las dos 

moléculas que se obtienen al disociarse un plésmido FII, por lo 

que si estos plésmidos fueran cointegrados de la transposición de 

las IS!, la resolvasa podría disociarlos. Sin embargo, se sabe 

que los cointegrados formados con las secuencias ISl son 

moléculas muy estables, a diferencia de los de Tn~. que son 

rapidamente resueltos por la resolvasa de este sistema 
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(Charidler y Galas; Í9BS) :Lúte\hech~ .nc¡s · ha,ce pensar que ·· ios
J__;_;': .. 

FI!c' • pJ'obablem~nté•;; ri,~ . son intermediarios de 
-- - '~"--' :'1:~> .. (·~_::~} 

transposici6'1' d~~1·~:5·: Ís:Ó~~q:; !f:siri.fombarg6 ;. es importante destacar 
"'.'._:...- ·"::·-~·~ -·"·· •, ''·· ;~_:~;, ~:.__;~;:·-·-~:.-;'.·-

trata ·de 'idd~ .' t~ans~osones distintos y 

plasmidos la 

que se que su 
:·:· .·> .. -··- ... ·., 

comportamiento no tiene que se~ necesariamente el mismo. 

Se ha sugerido que la proteina InsA es la transposonasa de 

las ISl y que estos transposones no codifican para una 

resolvasa, 6 bien que ésta es muy poco activa. En el caso de 

existir una resolvasa, ésta tendria que ser funcional solamente 

en §. 1YEh!m~~!~ill· ya que ni en ~- 99±! ni en §. §9DD~! se 

observa disociación de los plásmidos. Otra posibilidad es que la 

resolvasa esté codificada por el cromosoma de ~- !YEbimHriH~· 

Sin embargo, esta última posibilidad parece dificil de apoyar, 

pues en el caso de la familia de transposones TnA (Tnª y 

similares), la resolvasa está codificada por el mismo transposón. 

Para descartar ambas posibilidades podemos valernos de 

algunos reportes v de resultados de nuestro laboratorio. en los 

cuales se sugiere que en §. !YEbimgrigm no se detecta actividad 

de resolvasa v que las 151 no codifican para una enzima con esta 

actividad. 

La hipótesis de que las 151 no codifican para alguna 

resolvasa se apoya en un experimento en el que se introdujo un 

plásmido pequeño multicopia con una 151 (pBR322::IS1l. dentro de 

una cepa de 2. !~EbimHriHm RecA-, ven esta cepa no se disoció 

un plásmido FII (Martin l. Garcia Castro, comunicación personal). 

14 



0 Si. _ las-.-:!Sl~ºc_odificarari para una resol vasa, ésta esta ria en una 
'"-;.· -·~ - .. -.-:- - :-o-:;,----- -'-"=;c'-=---=-".c;~ -'-=-~=--='00:7-o:=-c--T-':-"º-":-=~---c;-'.--=T'=--==-=~--_:_:~ _ _;~=~;...:._~.'-:-·~---'------'-----o-=-_~_--

COnCeJi traCfÓn Cel~;,ada -• __ ~-•···-16s' ~lás'midos -debérian~disócJarsÉ;l Estos-

sugiere11· yarias po~;i~ilidad~~; : ii·:c:¡u~ l~ r'~!\11º -~codifica 
para u~~ res¿iv~i~; · ·2 l c:jUk' ~~- tf~ri§br~?ci€~--~~L g~~ -~~ ~Il"lifua; 31 

datos 

que la reso_lvasa es poco ~cÚv~~- ¿) 4) que l~-resolvasa sol-amente 

puede actuar en ~i~-

En §. !YEb~m~!~~~ no se ha detectado una actividad de 

resolvasa para las 151. ya que se ha visto que en cepas RecA- no 

hay disociación de los plásmidos FII (Watanabe, 1982; Gómez y 

Torres, 1983 l. 

En resumen, pensarnos que la- disocia_ción de un plásrnido 

posiblemente no se debe a la acción de resolvasas sobre las 

secuencias 151, sino a la acción de un sistema de recombinación 

dependiente de RecA que actúa sobre las rs1. 

Planteamos dos explicaciones al respecto. La primera es, 

que este sistema solamente actue eficientemente en §. !YEb~mY!i~~ 

y que aaemas sea distinto al sistema de recombinacion general, el 

cual actúa igual en g. f21i v en §. !YEblm~riY~· Corno ya se 

menciono, en §. !YEbi~~Ii~~ el gen 99r se requiere para la 

recombinación de ciertas secuencias especificas. entre las cuales 

encontramos tambien a las IS!. Es posible que en ~· ~Qli no 

exista este sistema, ó que se encuentre bloqueado en esta 

bacteria y no lo esté en §. !YPbim~!i~~. v que a ello se deba la 

diferencia en la recombinación de las 151 entre ambas bacterias. 
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La otra _posibilid~de:S c¡ue l~s ISJ: si recombinen a través 

sistema<' de recomb'inación "''de, · secuencias 

de;en~ient;.:_ d:. -~~c)>. ,:i¡ '..~¿~ eii:~;;;sisteina f~~cione 
'>o; .•.> ,,, " • •• -,,,, .;,..:,.·~';:;~·(.¡!~·:. .<~ ' : ;J 

dis t:inÜ •en /f), sª!.Úc't ~rii~'frf~&~!ifm~Ú.~!!l; .f,p~~ria .pensarse que en 
- __ ~g_-:< ~;::~:-.!' '''~:·-· ··;,~:;.< "-.- :;;'.!g,: ,·.;.'!;,.· 

bacteria~ :5;ó~9 '-~nmk. ~~~1~~~~-:~ªi~@cion~aigún'mecanismo 
· r:;z~-~" .. '\~~>>i __ . 

para inhibir lá '.'a'~él.~n·;\cí~<~i;;i:e' sistema sobre las 

cte1 homólogas, 

de manera 

sencillo 

ISJ, del 

plásmido. 

Tomando en cuenta los antecedentes mencionados, puede 

proponerse la hipótesis de que en ~- ~~:!:.~ las IS~ recombinan a 

una frecuencia relativamente baja, debido a que se encuentran 

bloqueadas de alguna manera y el sistema de recombinación (ya sea 

el codificado por gQ~ ó el de recombinación de secuencias 

homólogas) no puede actuar sobre ellas. 

Recientemente se reportó que en E· f21i dos proteínas 

interaccionan con los extremos de la IS1: La proteina InsA 

l Zerbib §:!;. ª!. .. 19871. que está codificada por la propia ISl. v 

el Factor de lntegracion al Huesped (IHF) (Gamas ~! ª:!:.·. 1987). 

La union de estas proteinas a las ISl en ~· ~Q!.i podria ser la 

causa del bloqueo a las enzimas de recombinación. 

La proteína InsA es una proteína básica de 10.6 Kd, 

codificada por la 1s1. En la secuencia de la IS~ hay 8 marcos de 

lectura posibles para polipéptidos pequeños (de mínimo 50 pb), y 

aunque a través del control del promotor Pl de lambda sólo pudo 

detectarse la síntesis de InsA (Zerbib ~! ª1·, 1987), ha sido 

demostrado que InsB es un polipéptido necesario para la formación 
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d(;: c9,i,n!~ft~~d~c~--=~ -~~~ .t::ansposición de IS:!_, por lo que los otros 

marcos - de:.- -lec ti.Ira podrían codificar para • proteínas accesorias 

(Jakowec g .!Ü··· .i9S8l. 
·''"º· 

:';"-,"' _•,:1.-" 

InsA :~l"J~~~f~ ~n~ slmiü tud estadísticamente s'ignificativa 
~~'·'=': , -;'-, ,~· . ,-. -'r .;,:. :; ; - ··~-- '. . .:.. , 

una 'fegi_~Órade;;-ia~·i proteínas el y Cro del fago 
··-(:\~~,-.Jr~<~ .. ;_>-.~~- ,. .. --

con· ;la ' ¡>roteina CAP, 

lambda, así con 

como las cuales reconocen secuencias 

especificas del·· DNA. Existen estudios que demuestran que ~~ 

~~!~Q. la proteína InsA se une específicamente a secuencias de 

aproximadamente 23 pares de bases (pbl en ambos extremos de la 

IS:!_ <Zerbib ~! ~!.·, 1987). Por esta razón pensamos que esta 

p_roteina puede unirse a la IS], 1.D Yá-YQ. Asi, la unión IS],-InsA 

podria bloquear a las enzimas implicadas en la recombinación de 

las IS!.. 

Esta explicación no parece ser la adecuada, debido a que 

recientemente se probaron cepas de §. ~YEQ!~~~!~~ a las cuales se 

les introdujo un plásmido pequeño multicopia con IS! 

(p8k322: :IS!} y un plasmido FII RlOO-t; teoricamente estas cepas 

tienen la capacidad de sintetizar la proteína lnsA, por lo que su 

concentración citoplasmática seria mavor que en las que no tienen 

IS], cromosomales. En ellas las IS], del klOO-t se encontrarían 

bloqueadas y no podrían recombinar: sin embargo, al realizar un 

analisis se encentro que estas cepas disocian al plásmido a una 

frecuencia similar a las que no tienen IS],. También se 

encontraron algunas cepas de ~- ~Q!.~ que no tenian IS! en su 

cromosoma y, de acuerdo al razonamiento planteado, en esta cepa 

la proteína lnsA estaria presente en una concentración muy baja, 
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ya que sólo tendrían las tres IS1 del plásmido; por ello las IS1 

al no estar bloqueadas podrían recombinar libremente. 

Contrariamente a ésto, el plásmido RlOO-t no mostró un aumento en 

su frecuencia de disociación en estas cepas (M.I. García C., 

comunicación personal). 

ocr& posible forma de bloquear a las ISl seria por la unión 

del IHF, el cual ha sido ampliamente estudiado, debido a que está 

implicado en una gran variedad de procesos e interacciones con 

otras proteínas básicas en E. coli y s. 

(Pettijohn,1988; Friedman,1988). 

Este factor es un heterodimero formado por dos proteínas 

llamadas subunidad a y B. La subunidad a ó proteína HimA es un 

polipéptido de 11,224 daltones de peso molecular. Esta subunidad 

es el producto del gen~!~~ (99 pbl, el cual se encuentra en el 

minuto 38 del cromosoma de g~ f21~· La subunidad B está 

codificada por el gen b~!PlbiP (min 25) cuyo producto tiene un 

peso molecular de 10,581. Las subunidades a v B son homólogas 

IMiller, 19841 v su produccion se encuentra autorregulada 

(Pettíjohn. 19881. 

El IHF es una proteína básica que ha sido clasificada dentro 

del grupo de las proteinas tipo histona de los procariontes. 

Dentro de este grupo están también proteínas como la HU, H!, HLP 

y H. Este tipo de proteínas puede unirse al DNA en algunas 

secuencias determinadas y modificar ó mantener una topología 

determinada en la molécula (Pettijohn, 1988). 
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~ -. . __ , ' 

La secuencia; dei IHF es substancialmeiYte .similar a la de· la 

·cp-orno-c;-e:e-ntnt.~ ..• rª.:a· ..• ~ .. ·.c-.: .. -.8i·o~-n:.7.•-.-.·.:e-;s~.-t~_i'.i\~n·1.•1-ªa·-~d ... ~ai~-7:~;84~l-,-c---~+ E_~7~-!~i~s'~c-~;nt:fL7 ~~-~-~-~~~---
. _. ·~···-·· e~tí-'~I~-;0~10/20, oboicliméros.mf_emtras que 

HU sé estima{i! eritre: '60, 000 'l 'lzc(, 000 copiase ¡;or'·· c~J.ula '. en 

cr._~c. imient.:;_'··.-: .. P.··.·e_':-c.;tf.'.:i'o. 11.ri.·_· .·.-.. -.'.i.·•9.-.8.~.s .. ·.• .. ·.··· •' ··.· .;;:.,-;; -~ -~; , .• - .. ,-;.: -'':?;,-;/.' :'.1'.~ 
:.~::::~· -·'-;!-··· - --··· - ·;.f ~ 

El IHF posee gran afinidad por la secuencia de unión 

consenso Py-AANNNNTTGAT-A/T (Gamas ~! ~!·, 1987). Para que se 

lleve a cabo la unión del factor al DNA, la secuencia debe estar 

localizada en un región rica en A-T. La unión del IHF al DNA 

induce un doblez hacia el extremo 5' del sitio de unión (Higgins 

~~ ~1. 1989). Se ha demostrado la union del IHF a dos sitios de 

los extremos de la secuencia de inserción IS1 {Gamas ~! ~1· 

1987). 

El IHF ademas se une a otros 'transposones. a diferentes 

regiones del cromosoma bacteriano y a varios elementos genéticos 

libres como son los fagos y los plásmidos. Esta unión al parecer 

es importante en varios procesos de la dinamica del DNA de estos 

elementos v de los transposones. e inclusive puede afectar la 

expresión de algunos genes. En seguida citamos algunos ejemplos 

interesantes al respecto. 

al El IHF participa en procesos de transposición; por 

ejemplo, en mutantes IHF-, los rearreglos del DNA promovidos por 

la secuencia de insercion IS~Q disminuyen de 5 a 9 veces. Asi 

mismo. si se afecta el sitio de unión de IS~Q al IHF se reduce la 

transposición de esta secuencia. Además el IHF participa en la 
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integración se lleva a cabo 

sitio especifica entre una una 

secuencia homóloga del cromosoma (Drlica y Rouviere~Yaniv, 1987; 

Friedman, 1988). 

c) El IHF participa en la expresión de algunos genes, aunque 

aún no se sabe si su modo de acción es directo ó indirecto 

<Friedman, 1988). Sin embargo, se ha demostrado que en mutantes 

IHF- la concentración de la enzima girasa se encuentra 

disminuida por lo menos cuatro veces (Gellert ~! ~~·, 1983). 

En el caso de los rearreglos promovidos por la IS!Q los 

reportes señalan al IHF como un factor que incrementa su 

frecuencia de recombinación. Es decir, se esperaria que en el 

caso de IS!, el IHF cambién incrementara su frecuencia de 

recombinación. Sin embargo, el IHF interacciona de manera directa 

uniendose a la IS!~ lo cual no esté reportado en el caso de la 

En cuanto a la integración de lambda, el IHF es necesario 

para que se lleve a cabo el evento de recombinación. Contrario a 

ello, nuestra hipótesis propone que la unión del IHF a las ISl de 

los plésmidos FII bloquea la recombinación de ambas secuencias. 
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unión del IHF al DNA iridúce cambios . en sll • topologia; estos 
, - -.~-·. ·• -e_- -~'..;::·,._·. -:_ :~; - • • - •• . . ; 

cambios son nece~a:~i~s{ :;.~g~{:.í~¿IlR~.~,;, ~'§f~1;_i-a,:~ • i~::racci6n de• 

algúnas proteinas·.co~ ~l,'DNA;'(o'rúbá ;;;:y ·;:RÓÜvi.k'r~::.·Yan:Í.v;'. 19871, · 

pero tambien. es·<> ¿ ·~:fi'~;;it~·· ¡:~: •;~J~'fdR~;;·iHk7i~i·.,:~loquéé la 

in<ecooci6n d:" ii;, ,f ~iitf2'~f~~~~ !f~~ >se 

•~/ .. •.;,',>' ,· ' .. , ·,; .. ~~·--· .- 1 ';-'·, .·-.--:-.. '~~ .. ;5 .. '_--/ _;,?'·.· ·- ': _,_._,,,·--,, <t•"·""·-- .·· ;-~-;~_.:·. 

i. u::::do~: ·:~~i%ío'W•~J"~f ~!k~Fº :'::: 1 :º:::::•" ::, :: q:: 

La 

interacción en §. •••·"iYEbimk!:i!:!!!! puede ser la causa de que los 

plásmidos FII se comporten de una manera distinta en ambas 

bacterias. 

Recientemente se reportó que también existe un IHF en 

§.~yen!!~r!~! similar al de~· ~21!· Sin embargo, el análisis de 

la secuencia del gen h!m~ de §. !teh!m~~!~m. revela diferencias 

en tres aminoácidos. con respecto al gen homólogo en ;. ~Qli (Li 

~! ~l·' 1989). No se hallaron referencias de la secuencia 

genomica de la otra subunidad de IHF de ?. 

La unión del IHF a la secuencia 1Sh fué estudiada 

solamente con el IHF e IS! de ~· ~21! v se sabe que una 

interaccion proteina-DNA sitio-especifica. como lo es la del 

complejo IHF-ISJ,, puede modificarse al cambiar un sólo 

aminoácido en la secuencia de la proteína (Lewin, 1987). Por lo 

tanto es factible pensar que la afinidad de unión IHF-15~ sea 
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_-,-=~"=-..:.--;o"-- --- -_ --==----=" --=-===-=--=--== 

El IHF in(iúye ·~r?~ l~; · ~~P~;log:Í:;;, :del .. DNA. ·;;.Este . cambio 

~::1~;rg~~f i~o~;j\·~~~~!t~~:JJ:l~::::;;:::;tf ,.;·~r:;v::1d. 0:: 
cual' ~i·t~ra.·:ci;hí ~~presión de algunos genes y, ~~·· :c;~~,P~~iciad de 

rec~:!lltifk~~'t~ <~~~ algunas secuencias (Friedman,,:·, 1988). La 
. - ')~~'-':_: .,-, 

d:i.slllifl;_{fc'ión··,· de la enzima girasa en mutantes IHF- puede producir 

un ·.;:c~~'bi~' en la topo logia del DNA de estas bacterias (Gellert, 

1983) ,· Esta enzima es una topoisomerasa tipo II cuya función es 

la de regular el superenrollamiento (SE) del DNA bacteriano, 

mediante la adición de supervueltas en sentido negativo, es 

decir, superenrolla el DNA (Lewin, 1987). Por lo tanto, es 

posible que el grado de SE de las cepas IHF- sea menor al de las 

cepas silvestres. 

El grado de SE es un factor importante para la recombinación 

generalizada: un mayor grado de SE negativo facilita la 

recombinacion. Evidencias de ello son: ll La recombinación que 

involucra al fago lambda superinfectante UV-irradiado no puede 

llevarse a cabo cuando la actividad de la girasa se encuentra 

afectada. 21 Los inhibidores de la enzima girasa reducen la 

recombinación intramolecular en plásmidos en un sistema I~~8-

dependiente i~ ~i~[2· 31 La recombinación post-conjugacional se 

reduce en mutantes gyr~- El SE también es necesario para la 

recombinacion sitio-especifica que incluye la integración v 

excisión del fago lambda. asi como la resolución de cointegrados 

a través de transposones: la actividad de la resolvasa de Tn~ se 

favorece al incrementar el SE. La recombinación ilegitima al 

parecer es estimulada al incrementar el SE (Drlica, 1984). En 
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cl.lánto -a~"---=-~ta--- -~~I~~:r~1~~D=tí~a ~= -~_;a-e~~~ra~=~g-:cr-asra-~-=e=n~~1~a-~:~-re~co·mbrnac rórr=oo-~co 
.intraplas~idi~a . ~~·.u~ si.~t~i~~ ... ·iri{ {!_t_r_.:~; 

., :--.: . eri .. ese generalizada 

trabajo se sugiere _que _la f uncióA de ~~tá: ~nz:~~a_;; ,P~;de;· ser 

mantener eT grado de ' SE del~ DNA ;r~neéeis;3r{6 .:pa~~ i~n buen 

funcionamiento 

RecFJ, 
._-::....:: ,--.. ;· .. _~··:,~--~-"; ~<;~:~--..,'\' ·':, 

otra función que no sea incrementar-<eF SE-''.del ·oNA, 

el DNA se relajó, aún se obs~rvÓun 2~3 de la 

IKolodner, 19801. 

V 

ya que cuando 

recombinación 

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, es posible que el SE 

del DNA esté involucrado en la recombinación de las IS~ de los 

plásmidos FII. Por esta razón. en este trabajo hicimos un 

análisis del grado de SE de una cepa IHF-. Además hicimos pruebas 

de la recombinación de las ISl en bacterias con distintos grados 

de SE. 

Nuestro objetivo general fue profundizar en el conocimiento 

de los mecanismos que generan rearreglos moleculares en plásmidos 

de multirresistencia a antibióticos; en lo particular, intentamos 

probar la hipótesis de que en ~· ~Qb! la recombinación de las IS~ 

de los plásmidos FII está bloqueada por la union del IHF a estas 

secuencias, asi corno estudiar el papel del grado de SE del DNA en 

este evento de recombinación. 
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III. MATERIAL ME TODOS 

A) MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES 

Los medios de cultivo se esterilizaron en el autoclave a 

110ºC v 15 libras de presión durante 25 minutos. Las soluciones 

de antibióticos se esterilizaron por medio de filtrado (filtros 

Millipore HA 0.25). Los medios de cultivo con agar se vaciaron 

calientes en las cajas de Petri (20 ml/caja) y se dejaron 

solidificar a temperatura ambiente. 

Medio Luria (LB) 

Saeto triptona 
Extracto de levadura 
NaCl 
Ti mina 
NaOH 2.5M 
H,(• 

10.0 g 
5.0 g 

10.0 g 
0.002 g 
1.0 ml 
1 Lt 

Medio de Dilución CMD) 

Mgsu •• 7 H,O 
H:z() 

Placas de Agar (Lll 

Bacto agar 
Medio LB 

2.5 g 
1 Lt 

20 
1 

24 

g 
Lt 



Cuando se usó 

se agregó después 

concentraciones: 

ampicilina 

cloramfenicol 

espectinomicina 25 µg/ml] 

estreptomicina 50 µg/ml] y [200 µg/ml J 

kanamicina 25 µg/mll y r 50 µg/ml J 

ácido nalidixico 20 µg/mll 

tetraciclina 10 µg/ml J , [ 12. 5 µg/ml] 

Medio McConkey 

50 g de Medio McConkey / Lt de H~ 

Placas de medio mínimo CM1) 

NH.Cl 
l<Pü. 
NaPCJ. 
NaC:l 
Bactoagar 
Dextrosa ¿o¡~ 

MgS(1 .. ,¿_sfº 
Vitamina 8, 0.1% 
H7J 

1.0 
3.0 
6.0 
0.5 

20.0 
lü.O 
1.0 
0.16 

g 
g 
g 
g 
g 
ml 
ml 
rnl 
Lt 

Medio Luria-Maltosa 

Maltosa 203 
Medio LB 

l 
100 

rnl 
ml 

Medio de Dilución para fagos (SM) 

NaCl 
Mgso •. 7 H2o 
Tris-HCl [pH 7.5) 
Gelatina 
H.O 

1.16 g 
0.4 g 

1 O. O ml 
0.02 g 

200 rnl 

25 

éste 

siguientes 

y [25 µg/ml) 



Agar Blando 

Bactoagar 
NaCl 
Medio LB 
H2'.) 

7 
8 

30 
1 

g 
g 
rnl 
Lt 

Medio para almacenar cepas en condiciones 

de micro-aerofilia (STAS) 

Saeto caldo nutritivo l. o 
NaCl 0.8 
Bactoagar 0.6 
Triptofano 20 rng/rnl 0.1 
H,,o 100 

Se vaciaron 2 rnl de medio por 

Medio Fry 

Extracto de carne 
Bactopeptona 
NaCl 
Bactoagar 
H,,o 

Medio Luria Calcio 

cacl, o. 2s M 
Dextrosa 203 
Medio LB 

TE 

Tris·HC! [pH 8.0) 
EDT A [ pH 8. O) 

TBE 

Tris·HCl [pH 8.3) 
Borato 
EDTA 

10 g 
5 g 

10 g 
14 g 
1 Lt 

5 ml 
5 ml 

500 ml 

10 mM 
l mM 

90 mM 
90 mM 
10 mM 

26 

g 
g 
g 
rnl 

rnl 

tubo delgado de 4 rnl. 



BA lOX 

Trizma.base 
EDTA .. 
Acetato.de sodio 
NaCl 

ssc 20x 

NaCl 
CitTato de sodio 

0.5 M 
0.02 M 
0.2 M 
0.18 M 

3.0 M 
0.3 M, 

Se ajustó a pH 7.0 con NaOH (10,NJ 

COLORANTE DE FICOLL 

Azul de bromofenol 
Xilen-cianol 
Ficoll 

0.25 3 
0.25 3 

15 3 

SOLUCION HM-50 PARA PREHIBRIDIZACION DE DNA 

PVP (polivinilpirrolidonaJ 
Ficoll 
BSA (seroalbumina bovina) 

0.1 g 
o. 1 g 
0.1 g 

Se disolvieron en 25 ml de H2o y se le agregaron 10 µl de 

DEPC. Posteriormente se agregaron: 

ssc 20x 125 ml 
:;iJs io~; 10 ml 
Formamida 250 ml 
H:zO 80 ml 

8) CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y FAGOS 

Las cepas bacterianas, plásmidos y fagos utilizados en el 

presente trabajo se enlistan en la Tabla I. 
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TABLA l. CEPAS Y PLASKIOOS UTILIZAOOS Ell ESTE TRABAJO 

CEPA 

HB101 

KL16 

Su695 

PLASHIOO 

Rl-19 

CARACTERJSTICAS 

P~otótrofa; Lac~, HimA', sm•. 
.. ., -. '--'·· .. '· -,, 

P'i:~~c!¡tró'ia, Lac• , .bim~. sm• , Te• 
:·',·.-.:\:-·.:;~ ... ~--~·":1,,_:r\ :·< '. .-' 
Prot6tr.ofa~ FC:. Lac-, Dam-

AJxóir~ia, F-; Lac-, lambda-

Aux6trofa, F-, Lac-, lambda-, 
RecA-. Sm• 

Hfr 

Aux6trofa, Lac-, Nal• 

CARACTERISTICAS 

Apr , Sm• -Sp• , Su• , Cm• , Km• 

pMSOl Ap• y Te' , derivado de pBR322 

p8X404-7 Te• y con un gen inactivo para Km• 

FAGO 

LAMBDA i 434 el!~ 

LAMBDA ! 434 fin cllee 

R17 

CARACTERISTICAS 

Litico en cepas IHF' 
y IHF-

Lisogénico en cepas IHF' 
Lítico en cepas IHF-

Lítico en cepas Hfr ó F' 
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C) METODOS D.E .GENETICA BACTERIANA 

. . . < . ".~1., ·"c~í ,¿;.. .. . ,. 
: i i~.:cÚLT r\1ós BAt~ER ±ANOS 

Los cuÍtijoE/ baC:t.,;rianos SE!.hideron siempre a partir de un 
·' ' -· 

·-.' . :-' ~--'o,_ - :~ .>· •; ::f'.- ·. -,- --.: .. \ . <'·:<' . ·, >: 
precul ti vo fresco. ·Este precul ti vó .se preparó inoculando la cepa 

en un tubo con un volume.n d~;;·;j~ml · cf~ m~dio Luriii (LB l el cual 

se incubó sin agitación a 37~C. ci'e 14 a .18 hrs. 

Los cultivos bacterianos se hicieron en general inoculando 

una ali cuota del precul tivo en LB en una proporción de 1: 100. 

Para ello se utilizaron tubos de ensayo de 20 ml ó matraces 

nefelométricos (con brazo lateral) de 125 ml, con un máximo de 10 

y SO ml de cultivo, respectivamente. Se incubó con agitación 

constante a 200 rpm a 37ºC, hasta alcanzar la densidad celular 

requerida. 

La densidad celular del cultivo bacteriano se calculó por 

medio de la lectura periódica de su densidad óptica a 550 nm 

<Do..,._ l en un espectrofotometro. La lectura se realizó en el 

matra= neielométrico o en tubos de ensavo de 8 ml. 

2. CONSERVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS 

La conservacion de las bacterias por periodos larªos. se 

llevo a cabo en condiciones de micro-aerofilia. A partir de un 

cultivo en medio solido, una muestra del cesped bacteriano se 

sembró por piquete en un tubo CSTABl el cual se capo y sello con 

parafina. Los tubos se almacenaron a temperatura ambiente en la 

obscuridad. 
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~:f:' .. · OBTENCION ·DE. CUENTAS VIABLES 
·---"-·--=-~~:_;_--,-- ~;~ ;:. -· ':; ~ 

Para . determinilr> 'eí' ~·núilíerO de céllii'ash\liabÚ:s por . ml de 

cultivo baCterfano·s~:~~fi~Í{~6\l~ji~.e~:cj~¿fo'~i.á'''.'%/ó~üE!'~ia ·.por .. Miller 

< 1972 J; des:r;¡~ ~a?·c6~tJ*G·~~i~~ .. "" - ., .. 
-;:; .-·.< . ·-. :.. ·. -~- . 

s.e deterinfnó:la DO,,...;.;, del cultivo 
' .;· 

Siempre bacteriano a 

analizar, el cual-se diluy6 en MD. Las diluciones adecuadas para 

obtener colonias aisladas fueron: a una DO,,..~ entre O. 2 v O. 4, 

10-• y io-•, y a oo..,.~ entre 0.5 y 1.0, io-• vio-•. se 

sembraron en Ll, 100 µl de cada dilución por espatulado con una 

varilla de vidrio en forma de L. Las placas se incubaron a 37ºC 

de 14 a 18 hrs. con el fin de obtener colonias aisladas. A partir 

de una célula viable se forma una colonia bacteriana. Para 

calcular las cuentas viables se contaron las colonias en las 

placas de la dilución donde crecieron entre 50 y 500 colonias 

aisladas. 

El número de células viables / ml de cultivo se cal6ul6 con 

la siguiente formula: 

Celulas I 11 : ttUJero de colonias por placa x 10 x Factor de dilución 

4. CONJUGACION BACTERIANA 

En este trabajo se utilizaron dos métodos de conjugación: 

a) Conjugación no cuantitativa. 

El método utilizado esta basado en Miller (1972), Y se 

realizó de la siguiente manera: 

Se prepararon cultivos de las cepas donadora y receptora en 

LB hasta alcanzar una DO ..,. ... =0. 2 (Fase de crecimiento 
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exponencial, ·aproximadamente e . sc.x 'fd7 céÍul~s .viables .. ¡ ;ml ) . Se 

mezcló 1. ml de caªa ~e~~-~~}\~~ ~~b~i;~~~y=:~~)~•~1i,~ji,~~;·,i~:ub3~ a 

sin agit~c~.~n·'~"u~;~íl;~ ¡_'~o.z:a.:;';: ce:. __ • -: ,'i;~;J'.'0i;;'~'.~ ;.L r ;~ 

con l::sa::r,:r·2:~~o!~it~~!~·f ~J~8it~~~;~i·~~'tJ~1~rt~~jit~s~~:i:i:::::: 
.-"· ~ • ,- ' '(:.?::· , ;,,'.;': ._i_::'::· -- '_ ,. o\ .. -;C ·,··: 

de acu.erdo soffié;~~:ti~~~~tf()·';?:~k~r~do para las•kx~o~Jµ~~l)tgs; 
Cuando ~~ riE;;~,~~itl':~~lecÚon~r a las bacterias ;excorijugantes 

en ampicilina, se hicieron diluciones 10-• y 10-• eri :MD ;· .con el 

fin de obtener un número menor de bacterias/ml. Esto se hizo 

debido a que el mecanismo de resistencia de las células 

exconjugantes se dá a través de la producción de la enzima 

B-lactamasa. Esta enzima es muy eficiente para degradar a la 

ampicilina que se encuentra en el medio, alrededor de la célula. 

Es por ello que si la densidad celular es alta, las bacterias 

sensibles que estén alrededor de una resistente pueden crecer, lo 

cual dificulta la selección de las exconjugantes. 

Se sembraron por espatulado 100 µl del cultivo sin diluir en 

una placa de medio con el antibiótico. Lo mismo se hizo con los 

cultivos diluidos, en el caso de selección en ampicilin~. Las 

placas se incubaron a 37'C de 14 a 18 hrs. Se eligieron algunas 

colonias exconjugantes al azar v se verificó su fenotipo en los 

antibioticos adecuados. 

b) Conjugación cuantitativa. 

Se cultivó cada cepa bacteriana hasta una densidad celular 

aproximada de lxlO• cél/ml. Un ml de este cultivo se colocó a 4ºC. 

A partir de esta alicuota se hicieron cuentas viables del cultivo 

de cada cepa con el fin de calcular el número de bacterias / ml 
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utilizadas ·para .la conJugad.ón. como .control, se sembraron 100 µl 

del cLiltivo.'sin"diluír'.yi'cle~\Jna•. d:Í:1Úci6n ;16' 1 :.;; en. medio. con .. · el 

antí.bió~.ic.o·.cq~~d.¿T)¡ra'_.:~;~~C:tfº~~a2'J~ .• ;J~{.¡~~~~~~.~~~fe~ .•. ·· Esto es 

con · ei\: firi·,i<lií~cÚ~~'tii-ic:'arRi~·~; ¡)'cl~it.i~s:rmiffantest é¡;pontáneas 

resist~~~~·~ ··_·a· •. ; 't~!l; !;;~~~~lt.:.º.·~.•~.·-... :1.·.·.·.:.·.··.28§~. g~~t~JJ!i~~;~·¿~ ~~~{_•.·.'.los "medios -· -· ~~· ::;;¡,~.~:~ ,-7-~;:r-"t:;~;. ,_. __ : -:· - .. ·,'.:i~::: -........ :~·:~j~.:-, ~~,~:. :~ :~~t-·· ·'>::--., -
selectivos:. · ·· ":~.~ 'i;:. :X'{ 'F' ·· ·~~i;' ·::f V'' 

--~CD-~- <r~:, ·:·~:~};"A:;:.tf!'. ;~;::.~~~-- .s~·:s> "~-~:s· -..... ~ _._,, -
Se mezclaron en u.n matrazH'á' bépa 'cl'6nacloia 

,: ,·.-·.· ·. 
~- . ,. ' 

y .la reéeptora en 

una relación 1:10; se incubó sin 

agitación a 37 ºC por 1 hr. · Al finalizar este tiempo se 

interrumpió la conjugación mediante agitación con vórtex e 

incubación en hielo. 

Una alícuota de lml se diluyó io-• en LB y se incubó 1 hr 

a 37"C para permitir a las exconjugantes expresar el fenotipo de 

los genes de resistencia. Después de incubarse el cultivo se 

hicieron diluciones 10·• a 10-~ en MD y se sembraron 100 µl de 

cada una en el medio selectivo para las exconjugantes. 

5. TRANSFORMACION BACTERIANA 

Se llevo a cabo en dos pasos: 

a) Preparación de células competentes. 

A partir de un precultivo fresco se hizo un cultivo de 10 ml 

de la cepa a transformar, inoculando el precultivo en 100 partes 

de LB y se incubó hasta llegar a una DO,.,,. .... =0. 2 

Al llegar a esa DO. el cultivo se enfrió en hielo durante 10 

min. Se centrifugó a 4000 g, a 4°C durante 5 min. La pastilla 

obtenida se resuspendio en 5 ml de CaCl 2 [SO mM] a 4ºC, y se 

mantuvo en hielo durante 15 min. 
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2 min. Inmediatamente después se mezcló.·con 1 ml de LB y se 

incubó a 37"C sin agitación por 30 min. para seletcionar a las 

células resistentes a tetraciclina (Te•¡, 6 por 1 hr. para las 

resistentes a ampicilina (Ap•). 

Para seleccionar Te• se mezcló todo el cultivo con 3 ml de 

agar blando fundido a 45ºC y se vació en una placa de agar con 

tetraciclina [12.5 µg/ml]. En el caso de selección para Ap• se 

diluyó 10 y 100 veces y se sembraron 100 µl de cada dilución en 

una placa de agar con ampicilina. Se incubó de 12-24 hrs. y se 

seleccionaron las colonias transformantes. 

6. PRUEBA DE LA ESTABILIDAD DEL PLASMIDO Rl-19 

Para realizar estos experimentos se construveron 

conjugacion las siguientes cepas: 

IU7 / Rl-19 
K1299 I Rl-19 
GM33 I Rl-19 

Su695 / Rl-19 
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Estos experimentos se hicieron:a :partir de precultivos 

frescos .. a.i\.Jsfados' .. ª una fo-~·;,;a!k•con, LB.··· .. Los\ cul{iv~s .. se 

hicier·on i~:?cuJ.~~cl¿\ 10 ii.Íl~•\~'c1tÍ ~;eéul iiv~.• \~~ ;~;so' ; rnl ;¿¡e LB 

edil uc ion· ;'i; i;o6'.6·i . , ~f e~{ame~i~ )~~ '2:;i'2Ü16. que .:{~iii número de 
•" '·'· ·- · · --:·.-;,_· · ·· -~ ·,:-':-·e; :·v1_~ _,- :;;:;,. ,-·. ,_. _; " .<;.-,_ :~·,.-., ;<;;~-

célul ás ;;.,.iát)l~'ii ~r;·.5ocüi' ~i~~:t·~ Bo cis 'á~ :'1~10~ :)'} 
-.:·::..·-

El .cUi'tivo. se inCub6 eri 'matraz nefei'lomárico de 125 ml, a 

37ºC con agit~~~ón constante a 100 ó 200 rpm (ver resultados). 

Cada · 12 hrs se diluyó una parte del cultivo con medio LB 

hasta llevarlo a una DO""º,.. =0. 2. Con 10 µl de este cultivo 

diluido se inocularon 50 ml de LB fresco y se incubó nuevamente a 

37ºC con la misma agitación. La DO alcanzada por cada subcultivo 

antes de diluir osciló entre O.SS y 0.8 como máximo. 

En el caso de las pruebas realizadas con E. f2H· los 

marcadores de resistencia a antibióticos presentes en el plásmido 

y en cada cepa se verificaron cada cuatro subcultivos. En el caso 

de las pruebas con §. ~Yeh~~~[~~~ se verificaron cada subcultivo 

pues la frecuencia de recombinación de esta bacteria es mucho 

mavor que la de§. f2~~· 

La prueba de marcadores de resistencia se describe a 

continuación. 

7. DETERMINACION DEL PATRON DE RESISTENCIA 

A ANTIBIOTICOS 

A partir de un cultivo ajustado a D0""°,_=0.2, se hicieron 

diluciones 10-• y 10-• en MD. Se espatularon 100µ1 en placas con 

Ll y se incubaron a 37ºC para obtener colonias aisladas. 
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de 

Se traspasaron 100 colonias aisladas de cada cepa.a.una ca3a 

i.Jú1ii'~f1(i6 ¡)cihllós de madera estériles. y ;~-i.nclibar6J'l. a Ll. 

37ºC de 14 a l6 h~:. 
se cluplicaron !Os parches por el método de'.r'eplica de placas 

CMiller, 1972), en los medios con los antibióticos adecuados para 

verificar la presencia de los marcadores de resistencia del 

plásmido y de la cepa correspondiente. Se incubaron las cajas a 

37'C de 14 a 16 hrs. 

8. PRUEBA DE SENSIBLILIDAD AL FAGO R17 

El fago R17 es especifico para bacterias F• y Hfr. Este 

hecho se debe a que el receptor para este fago es el pilus 

formado por la proteina pilina. El gen que codifica para esta 

proteina es parte del operón ~~~· presente en los plásmidos F. 

Por lo tanto las bacterias que poseen un plásmido F sintetizan 

estos pili v son sensibles a este fago. 

Con el fin de determinar si una cepa era F' ó Hfr, se probó 

su sensibilidad a este fago. 

Para ello se hizo un cultivo de la cepa y de una cepa 

control Hfr en LB. hasta una DC.•...., _ =O.ó. Se sembraron 100 ul de 

este en una caja de medio Frv v se incubó bajo la flama de un 

mechero hasta que se seco el inoculo. Una vez seco, se colocaron 

20 ul de dilucion del fago R17 en el centro de la zona del 

inoculo bacteriano y tambien se delo secar. Se incubó a 37"C 

hasta que se observó la placa de lisis en el control 

(aproximadamente 14 hrs. l 
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9. l"ITULACI,O!Ít DEL FAGO LAMBDA 
: . ·.' :'::i; . ~·-·- ··~ . ¡ 

Se titularón'éio~~~c7'pa~' d~i_·b~c~~rÍ'6~~~o-.~la~bda: _!434cII.., 

!
434

l:!Il c!I.;.\ .- .,~.~~R~c···~u!,'11l.t.~fv·.Fo·~~d.~e.f~b;a~c:;t'.•emrc1:?a~se~11a.~m·~bid···~a.; , --
se •hi~Ó 2 y;;.~;;;, . , :':·~ .> , , • seri'ki ~{e{ en 

h"' .. ·, ,- ',. . ·-··-· .. ' ' . ,•. ,· • - ., ' . ., . ,,- . --·':-~<·:·. ''·:,· ·, __ ... '.' 

~{i8~;;·hW~~1~id'~~~~~·i{~~~-~ ~:e incubó ~oi: 14 - hrs. 

e 

LB 

adicionado hasta 

llegar: i~ f'~~·~.<d~·2f~dl~i~nt¿ es~acionaria. 10 ml de este 

cultivo - se ceni~i~lJg:~o~ a 10,000 rpm por 10 rnin. a SºC y la 

pastilla se resuspendió en 10 ml de MD. Se volvió a centrifugar 

y se resuspendi6 en 0.4 del volumen original. Se almacenó a 4ºC. 

Se hicieron diluciones 10~ v 10~ de cada muestra de fago 

en SM y se mezcló 0.1 ml de cada dilución con 0.1 ml del cultivo 

bacteriano. Esta mezcla se incubó a 37°C durante 20 min., 

transcurridos los cuales se mezcló con 2 ml de agar blando 

fundido a 45ºC y se sembró en Ll. Se incubó a 37ºC de 12 a 16 

hrs., hasta observar la aparición de placas de lisis en el cesped 

bacteriano. Cada fago activo produce una placa, por lo tanto el 

numero de unidades formadoras de placa (UFP) I ml se calculó con 

la siguiente fórmula: 

-_UFP /_ 11 = Nú1ero de placas x 10 x Factor de di!Üción 

10. VERIFICACION DEL FENOTIPO HirnA• Y HirnA-

Con el fin de analizar el fenotipo HimA- en la cepa K1299 de 

una manera indirecta, se utilizaron dos mutantes del fago lambda, 

las cuales inducen un grado de lisis diferente en las cepas IHF' 

y IHF· <b!m~- ó b!mQ/b!E->· La metodologia utilizada fué la 

siguiente: 
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Se preparó un c;ultivo de la ,cepa'.Kl299 (IHF-¡,, asi ,como de 

un control IHF' en medio Í..~1-¿,..ú'a1 tosa, hasta ll.egar , a, · imá 

DO""º,.. ~O .6. Se sembraron 100 µl . de este witi~p~in ~fa?~s: de, 

Ll y se dejó secar. 

cada cepa del fago lambda sobre la zona 

bacteriano y se dejó secar. Se incubó a 37ºC hast~ obs~r~~f·liisis 

en el control (aproximadamente 18 hrs.). 

11. OBTENCION DE MUTANTES ESPONTANEAS 

RESISTENTES A ANTIBIOTICOS 

En algunos estudios realizados en este trabajo se utilizaron 

bacterias mutantes resistentes a algún antibiótico. Para ello se 

siguió la siguiente tecnica: 

Se hizo un cultivo de la cepa requerida en LB. Se incubó 

hasta que alcanzó una alta densidad celular (>lxlOºcél/ml). Se 

sembraron por espatulado 100 ul de este cultivo en una placa con 

el antibiotico seleccionado y se incubó a 37ºC de 12 a 18 hrs. 

Se aislaron algunas colonias resistentes al antibiótico v se 

verifico su fenotipo probando su patron de resistencia. 

12. CALCULO DE LAS BACTERIAS RESISTENTES 

A UN ANTIBIOTICO EN UN CULTIVO 

Para probar la frecuencia de aparición de mutantes 

espontáneas resistentes algún antibiótico en un cultivo, primero 

se ajustó el cultivo con LB hasta una 00,,.,0 ,.. =0.3 ó 0.5 en el 

caso de cepas RecA- y se incubó en hielo. El cultivo se diluyó 

en MD frio de 10-• hasta 101 • 
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Se sembró por espatulado ·unc(alicuota de 100 ·\Jl•' de las 
-!.·O•_,·' •• : ;,:~,.'· :-:·.--~:~~·.'-. >! 

diluciones- io-• y10~~ · ·~~·L1) :Y'r100Ht ~ér·cuit1~9··~.~n·ctnuir y 

de 1as. cint:16idne~ úi'L .••. v '.fo~~;·. eri p:f~c~'s'ión 'ei''árit:il:iiót.1cc. .·.··. cu .. Yª 
:.:?:.'.ii•/;~.;¡' 1:5~; k • ~>· ;·¡~ f~c~·' e .... 

resistencia• se• esfovler1:;-J~~b~·~~ig~· · · - •·.- . 
·o--_"-. ,-.e'.~-; : .'ti' _ ~-~\~{:·-·". __ , ___ · .. 7-~- º _ ~-'~~-, .. ~--~/::·~~~~~ • ·'-~--~- ·;:~:~:-_ ·~-~~;i:~ :,;~~~!.º; -::~~;-~~~ ;-~~~~~;;'.-~~~ ~;:e ·'~'.;-:oc_ 
s~ inéüb6. k'~·'.:37~¿; -cci~··r·40:'.f6• hrs•;:y•:se:. conto .. ~1.·~ número de 

colonias ~n 'i~~'. C.ij~~··d~: L~~·(:g~1JJ.a~' to fa~:~· / ~l) • ; ~n las cajas 

con anÚbiót.icb c6élulas resistentes / mll. 

D) METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR 

1. VISUALIZACION DE LOS PLASMIDOS 

Se utilizaron las técnicas de lisados claros y su separación 

en geles de agarosa por electroforesis, descritas por Maniatis 

(1982), ó la separación de topoisómeros de acuerdo a las 

siguientes técnicas: 

a) Obtención de plásmidos 

por lisados claros. 

Se creció un cultivo de cada cepa en 3 ml de LB hasta una 

Du,,..~.,1.0 (Fase estacionaria con 14 a 18 hrs de cultivo). Los 

cultivos se centrifugaron en microcentrifuga a 10,000 rpm por 2 

min. Las células concentradas en la pastilla se lisaron con la 

enzima lisozima, NaOH v detergente SDS. Se centrifugaron los 

restos celulares a 10,000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante 

se mezclo con fenol-cloroformo (l:ll y se centrifugó 2 mina 

10,000 rpm. La fase acuosa superior se mezcló con 2 volumenes de 
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etanol absolut¡;-a7t-;-rnperat~u'--r~~-arnbrente~,~~se.~incubó~a~..:..2o~c de .. 1§c ª~ 
. ··.,.·· 

y se se .áñi:idi.6' 1/6 .de \fOlumen de colorante de Fi.coll.> 

b) Separación de los plásmidos por 

electroforesis en geles de agarosa. 

Para ello se prepararon geles de agarosa al 13 en solución 

amortiguadora BA 1x y se montaron en cámaras de electroforesis 

verticales para corridas de poco tiempo u horizontales en el caso 

de corridas largas. 

Se coloco la muestra de DNA en el gel v se corrió por 

electroforesis a 80 ó 100 volts, segun el caso, siempre con 

voltaje constante. Al finalizar la electroforesis el gel se tifió 

con bromuro de etidio [0.5 µg/ml] por 45' v se fotografió ~on un 

transiluminador de luz ultravioleta. 

c) Separación de los topo isómeros 

del plásmido pMS01 por electroforesis 

en geles de agarosa con cloroquina. 

Para ello se utilizo el plásmido pMS01 (Martinez, 1983) con 

marcador de resistencia AV . Este plásmido se introdujo en las 

cepas por transformación con CaCl2 . Para extraerlo se utilizó la 

técnica de lisados claros. El volumen de cultivo total utilizado 
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para cada extracción fué distinto~ Esto se debe a que en fases 

de crecimento iniciales, .. ~.~ concentr_aSión 'ce~ular es menor y se 

necesita un mayor vol.ume.Ii :de_:·c~lti~o:•·para obtener el rendimiento 

de DNA necesario para .·vis u.alizar''. los topoisómeros. El volumen 
.:;;,/;'· ·;·'"~·-·--' -·"··' ,.,. -

utilizado para cada extr~cci6n''fué el;: siguiente: 
.:~\X, 

ºº~= o.6 volumen= 12 ml 
0.8 g ml 
l. o 6 ml 
l. 3 3 ml 
l. 5 3 ml 

En todos los casos se centrifugó el volumen total y la 

pastilla se repartió en dos tubos Eppendorf, en los cuales se 

hizo la extracción. 

El DNA obtenido se resuspendi6 en 6 a 8µ1 de TE y se le 

añadieron 2µ1 de colorante de Ficoll. 

Se hizo un gel de agarosa al 13 en TBE con Fosfato de 

Cloroquina (25 µg/mlJ. El tamaño del gel fué de 9 x 14 cm con un 

espesor de 5 6 10 mm (40 v 80 ml de agarosa respectivamente). Se 

dejo dentro de la canastilla v se montó en la cámara horizontal 

de electroforesis con 750 o 850 ml de TBE con la misma 

concentración de fosfato de cloroquina. 

Se colocó la muestra de DNA en el pozo del gel, se tapó la 

cámara v se aplico corriente a 35 volts (voltaje constante) 

durante 18 hrs. 

Se retiró el gel de la canastilla y se lavó en agua 

destilada con agitación lenta. Se hicieron dos cambios de agua de 

un litro (uno cada dos horas). Posteriormente se tiñó en bromuro 
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de etidio (5 µg/ml-J por 30 min y se lavó 10 min en agua 

corrierite, ~~ra qtiitar el exceso d~ colorante. Se fotografió con 

luz~ultravioleta, 

2. HIBRIDIZACION DE DNA-DNA 

EN FILTRO DE NITROCELULOSA 

CHIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN) 

Esta técnica se llevó a cabo en cuatro etapas, las cuales se 

describen a continuación. 

a) Marcaje radioactivo del DNA. 

El marcaje con a-[32pJ-dATP del plásmido pMSOl se efectuó 

utilizando el sistema de "Nick Translation" de BRL. La 

metodología que se siguió fué la siguiente. 

Se hizo la siguiente mezcla de reacción en un tubo 

Eppendorf: 

Sol. E (H,ú) 29 µl 

Sol. Al (dCTP,dGTP,dTTPl 5 µl 

DNA ( 1 µg de pMSOl l 2 µl 

a-["Pl-dATP 4 µl 

Sol. C IDNA-pol I/DNasaI) 5 µl 

Se incubó a 15"C por 60 minutos. Para detener la reacción se 

agregaron 5 µl de Sol. B (Stop Buffer}. 

Se separó el plásmido marcado de los nucleótidos no 

incorporados por medio de dos precipitaciones con 2 volumenes de 

etanol más 1/2 volumen de acetato de amonio 7.5 M. 
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..... -~~!?L_'J."E~-~f;IEE:!~l'encia del DNA del gel 

··al~'filtrode nitroceluloaa .... 
- ·. 

- ·;: .'-:·:·-~-. - --. ·. .. ·>e: 

Se ... cqrrió el ·· g~l ·~e agarosa normalm~rlte. 
Bromuró de Etidio. par~·~f~to~raÚár):o) . ~:.·;h7kag~tc~~ 

/: .. 

tiftó con 
-:·: .. ... ' 

300.ml de 

N 

V 

se incubo en 300 ml de NaOH o. 5 M·, NaCl 1 M para desnaturalizar 

al DNA, con agitación por 30 min; en seguida en 300 ml de Tris 

0.5 M, NaCl 1.5 M [pH 7.4] con agitación por 30 min. y 

posteriormente en 300 ml de SSC 6x por 10 min sin agitación. 

Se montó un dispositivo para la transferencia del DNA del 

gel de agarosa al papel de nitrocelulosa. Para ello se colocaron 

los siguientes elementos en el orden descrito !de arriba hacia 

abajo): 

matraz con 500 ml de agua 
vidrio 

colchón de papel absorbente 
filtro Whatman 3MM 

filtro de nitrocelulosa 
gel de agarosa 1invertidol 

filtro Whatman 
filtro Whatman con los extremos inmersos en el tanque 

vidrio 
tanque con SSC 6x 

Se dejo transferir durante 16 hrs. El filtro de 

nitrocelulosa se secó entre dos papeles Whatman 3MM. Se envolvió 

en papel aluminio y se incubó a BOºC en vacío durante 2 hrs . 

. 42 



e) PrehibÚdización. del. filtro. 

Se llevó. á cabo pci~a;~~t;faf:fa;,'.h':i.~;Íclización inespec;ifica .de 

algún ··frc;g~~n~o ;;~~~rt~á'.f'iS·b·: .. '.:'.;' '.'~"f·'''~,, .~;~ /;<·· 

Para elleo. se ,introd~ ;~:· ei 'ffri1~0 .de rii trbcelulosa. con el DNA 

transferido en una bolsa de. pla~ticb HM-50 

con DNA de timo de ternera a. una concentración final de 1.6 µg/ml 

de HM-50. El ONA de timo se desnaturalizó a 100ºC por 10 min 

antes de agregarlo al HM-50. Se selló la bolsa y se incubó 

aproximadamente 16 hrs a 42ºC con agitación lenta. 

d) Hibridización del filtro con DNA radioactivo. 

Se agregó a la bolsa de prehibridización el ONA marcado con 

a-['2 P]-dATP. Se sello la bolsa y se incubó a 42'C por 20 hrs. 

Se sacó el filtro de la bolsa v se lavó en SSC 2x, SOS 0.53 

a temperatura ambiente por 5 min. Se pasó a una solución de SSC 

2x, SOS 0.13 por 15 min. v acto seguido a una solución de SSC 

O.lx, SOS 0.53 donde se incubó a 55'C con agitación lenta por 2 

hrs. Finalmente se incubo en SSC O.lx a 55ºC con agitacion lenta 

por 30 min. Se secó entre dos hojas de papel Whatman 3MM a 

temperatura ambiente por 16 hrs. v se hi.zo la autorradiograf ia 

del filtro con pelicula Kodak X-Omat S XS-5 con tiempos de 

exposición variables. 
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IV. RESULTADOS 

A) DISOCIACION DEL PLASMIDÓ.FÚ Rl-19 EN ~. S~!J, 

HirnA+ 

Con el fin de probar la hipótesis de que en §. ~211 la 

interacción del heterodimero IHF con los extremos de la IS! 

bloquea la recombinación de estas secuencias presentes en los 

plásmidos del grupo FII, se analizó la frecuencia de disociación 

del plésrnido Rl-19 en la cepa K1299 HimA- IIHF-1. 

El plésmido Rl-19 contiene en su secuencia tres IS1 las 

cuales flanquean a diferentes genes de resistencia a antibióticos 

(Fig. 7). Este plasrnido es un buen modelo para estudiar los 

rearreglos entre IS~. ya que el anélisis de los fenotipos 

resultantes permite identifica1· eres eventos diferentes de 

recombinacion entre estas secuencias. Las tres posibles 

recombinaciones y los fenotipos resultantes en cada una de ellas 

se enlistan a continuación: 

1 l Recombinación entre IS_!b-IS.!C: fenotipo Apr Smr-spr Sur Cm'. 

21 Recombinación entre IS!a-IS!c: fenotipo Kmr. 

3) Recombinación entre ISJa-IS!b: fenotipo Multisensible. 
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/ 
·e o 

R-1--19 

Apr 

+ 

u 
~I 
~ o 

J:J 
o 
~I 

Km 

H Kmr 

+ CmO-:}.cj).C 
Ar;! 

Srrf -Spr sur 

RTF r-det 

Figura 7. Posibles eventos de disociación del plAsaido FII Rl-19 a través de s_us IS!. El evento 1 produce 
células Apr, Su', Si'·Sp', Ca'; el evento 2, células Ka'; el evento 3, células aultisensibles. 
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.. Se. eligió .. la, cepa.K1299; .p,i.Jes~ J:iehé ·uná mUtación por 

deleción .. en el gen !:!!!!!~; . Deb~dci·;a .~sté\ hech~; ' E!Í·']:c1inie?o IHF 
.. ,~~ ·. _:_: ·; - -·· ~-;;, 'f ~:::-~.·>" ~·- .: ; ., -L-:~· ,··_;,"\(.:,;_,·{ ~:~:·._~-,~~;~~.-;:.i:'.~' 

formado ~frs1:0~;;-'~~~'dú<?t6~ ·• d~n~ms';;y~~}ii.~R~~§.L~~~1it:<;j~: f~l~~.g~e!1tra 
pres~ritE,; ~n el ci t6plasma dk l~ b~~f~ri~ ' '(Friedfuari; f9SSl . ' Es 

---'.'/·'- · .. , ·,¡-':' 

que al tener una mutació~ por. iZ,deÍecÍÓn·, se 
;,,;., 

,. ·-';·-

la posibilidad de que en un experi.mentcf\t:~f;·'1;:ii-g'ó: domó 
.>.:::;_.:,.;.:_.;;, .-.;.,~> 

obtengan revertantes espontáneas Hi~A~·· "l.6}'.que; 

importante· destaca~ 

descarta 

el presente se 
.:;:J .. 

podría alterar los resultados. 

Como control experimental se utilizó la cepa K37, isogénica 

de la K1299, pero ~!~~· , y la cepa GM33 Q~ffi=ª que manifiesta un 

comportamiento hiper-recornbinante (hiper-rec) (Marinus y Konrad, 

1976). La cepa GM33 Q~!!!- recombina el plásmido con una frecuencia 

relativamente alta (Gómez y Torres, 1983). El comportamiento 

del Rl-19 en esta cepa se tornó corno control para determinar el 

tiempo de cultivo necesario para detectar eventos de 

recombinación entre las IS~ en ~- ~Q!i· 

Se constuyeron por conjugación las <::epas K37/Rl-19, 

K1299/Rl-19 y GM33/Rl-19 y se analizó la f recuenc ic1 de 

disociación del Rl-19 en estas cepas (Material y Métodos). Cada 

cuatro subcultivos se determinó el patrón de resistencia a 

kanarnicina (Km) , ampicilina (Ap), espectinomicina CSpl y 

clorarnfenicol (Cm) en una muestra de los cultivos bacterianos, 

hasta llegar a un total de aproximadamente 225 generaciones. 

En la Tabla II se muestran los resultados de dos 

experimentos. 
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TABLA ll. FRECUENCIA DE LOS PA!ROHES DE RESISTENCIA DE LAS CEPAS DERIVADAS DEL EXPERIHEHTO DE 
ESTABILIDAD DEL Pl.A9iIOO m, Rl-19 Ell Escherichia coli. • 

1<37/Rl-19 1<1299/Rl-19 GM33/R1-19 
(HimA') (HimA-) (Dam-i 
A B A B A B 

PATRON DE RESISTENCIA 

Multirresistente 90 85 51 41 48 58 
·.·~_: ' -

Multisensible 3 7 46 '. :58,' 36 34 

Apr Sp• cmr 3 3 1 o o 2 

Km• o o o o o o 

Otros 4 5 2 1 16 6 

"Los núaeros representan valores en porciento. Las colu111as A y B auestran los porcentajes obtenidos en 
dos experilentos diferentes, después de aproxi1ada1e11te 200 generaciones. Los cultivos se realizaron con SO 11 
de U! a 100 rpa de agitación. 

En esta Tabla se puede observar que en la cepa 

K1299/R1-19 b!~~-. la proporción de bacterias multisensibles fue 

significativamente mayor al observado en la cepa K37/R1-19, e 

incluso mayor al de la cepa GM33/R1-19. La proporción de 

bacterias multisensibles es un indicador indirecto de los eventos 

de recombinación intraplasmidica entre las IS!a-IS!b. En la 

Figura 8 se pueden observar las gráficas de la pérdida de los 

marcadores del r-det durante ambos experimentos. 
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100 Exp. A 
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w 50 o K 37 _J 

C; K 1299 ID 
(/) o GM33 
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_J 100 Exp. 8 ::::> 
_J 
w 
<...> 

w 
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~ 
50 

o 

o 8 10 

# DE SUBCULTIVO 

Figura 8. Pérdida de los aarcadores de resistencia a antibióticos del r-det del plás1ido Rl-19. 
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Para comprobar que la pérdida de los marcadores de 

resistencia en las células multisensibles derivadas de la 

K1299/R1-19 se debe a la recombinación entre las IS! y no a la 

pérdida total del plasmido, se determinó la presencia del 

RTF del plasmido utilizando el fago R17 y ademas por su 

visualización en gel (Material y Métodos). En siete cepas 

multisensibles derivadas de la K1299/R1-19 se observó la 

presencia de un plasmido de tamaño similar al RTF (Fig. 9). Este 

resultado prueba que la pérdida de los marcadores de resistencia 

del plasmido se debe a su disociación por recombinación de sus 

1 .2 3 

·~ 

R'1-'1S 

4 .s 6 
~· 

r 
t; ,,l 
f1)~ 
.~:' 

7 e 

1 
l.•.·.-J 

l 

U, o RTF 

Ficura 9. Electroforesis en agarosa al 11 de los plAsaidos presentes en las cepas derivadas de la K1299/RH9 
al final del experltento de estabilidad. 1, 2 y 3, células aultirresistentes; 4, A~·. SIJ•, s.•-sp•, c.•; 
5, Ka•, i\p'; 6, Ap'; 7 y 8, células aultisensibles. 

49 



En la 

evento- más 

alejadas. El 

recombinación 

frecuencia 6-

recombinación -

Además 

del experimento algunas cepas con patrones 

distintos a los esperados: Ap• Sp• Km•, Sp•- Cm•, Ap• Km•, 

Ap• Cm• y Ap•. 

Se decidió estudiar si en la cepa Ap' derivada de la 

K1299/Rl-19, el transposón Tnª se encontraba aún en el plásmido 6 

si se habia movilizado al cromosoma bacteriano. La resistencia a 

ampicilina conferida por este plásmido se debe a 

del transposón Tnª en su r-det (Fig. 7J. 

la inserción 

Para ello se estudió si la resistencia a ampicilina podia 

transferirse por conjugación a otra cepa. Vn resultado positivo 

mostraría que el Tnª se localizaba aún en el plásmido. Se 

utilizó a la cepa C600 Nal• Ap" como receptora. Esta cepa se 

construyó como se describe en Material y Métodos. Se realizó una 

conjugacion con la técnica no cuantitativa aqui descrita, y las 

exconjugantes se aislaron en placas con ampicilina y ácido 

nalidixico (NalJ. De esta manera, solamente podrían crecer en 

este medio las bacterias Nal• Ap' , es decir, las bacterias C600 

exconjugantes que adquirieran la resistencia a ampicilina por 
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. ,,··. -, 

medio de la transferencia del deri\la8o ,del 'p1á'smido. El 
~,\~.';- ,-~.: 

res u 1 tad o · Yue~·:ra~~~q-q-1;1~'};ón!~f~:,r~:~'i,~Sefn,ti,'~~~f'.~,~B1~;'~~~~8~:-;;~n t=l a~~º· 

:::" :::::::::::u::"::;~:~;~~i~iAitjf i~ti:t~, 
electroforesis apoyó este resultado (F~g·. 9)·. ;,,, 

Al final del experimento de estabilidad se yerificó el 

fenotipo HimA- CIHF-) anto de las cepas iniciales como de l~s 

derivadas. Esta prueba se hizo con el fin de descartar la 

posibilidad de bacterias contaminantes, debido a que este 

experimento implicó la realización de varios subcultivos y el 

crecimiento prolongado de las bacterias. Para ello se utilizaron 

dos mutantes del bac~eriófago lambda que inducen una lisis 

diferente en las cepas HimA• y HimA- (Tabla I; Material y 

Métodos). El resultado confirmó que tanto la K1299 como las 

cepas derivadas de ella al final del experimento de 

estabilidad del Rl-19. eran IHF-. 

La metodología utilizada se describe en este trabajo. Las 

bacterias se cultivaron en medio Luria Maltosa con el fin de 

inducir el operón maltosa que contiene el gen 1~~~. el cual 

codifica para el receptor del bacteriofago lambda. 

En resumen, la recombinación entre las ISl del plásmido FII 

Rl-19, se vé incrementada en la cepa de E. coli K1299 HimA-

IIHF-). Esta cepa disocia a este plásmido a una frecuencia mayor 

que la encontrada en la cepa hiper-rec GM33 Dam-. 
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B) EFICIENciA.'oE,RECOMBINACION HOMOLOGA 

EN E . .. .!:~!!. HimA - . 

Esta serie de pruebas se hizo con ~l fin de de~cartar la 

posibilidad de que la cepa K1299 utilizada en nuestro experimento 

de estabilidad. presentara un comportamiento de alta 

recombinación homóloga. El comportamiento hiper-recombinante ha 

sido observado en algunas cepas mutantes de ~· 921~ como las 

E~b~! Y b~~ (Gómez y Torres, 1983). Aún no se conoce el 

mecanismo molecular por el cual recombinan algunas secuencias de 

DNA en estas cepas más que en otras. Estas cepas tienen un DNA 

con un mayor número de cortes de cadena sencilla, y se ha 

propuesto que este es un mejor sustrato para las enzimas de 

recombinación (Lewin, 1987). Fué necesario descartar que la cepa 

K1299 CIHF-) fuera una cepa hiper-recombinante, pues lo que 

proponemos es que la alta frecuencia de recombinación del Rl-19 

en ella, se debe a que, al no estar presente el factor IHF. las 

secuencias IS! no se encuentran bloqueadas y si pueden actuar 

sobre ellas las enzimas de recombinacion. 

Debido a que no se hallaron reportes de que la cepa K1299 

fuera hiper-recombinante, se decidió estudiar su eficiencia de 

recombinación y compararla con la de la cepa silvestre K37. Para 

ello se estudió la frecuencia de mutación espontánea, la 

frecuencia de recombinación intra e interplasmidica y la 

frecuencia de recombinación cromosómica postconjugacional en 

ambas cepas. 
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}~·.7.fª~CC:J..l_E_t-lg_IA.~DE:.~_!1!.1JAQI01'1 •. ~ESP9NTANEA. A_ Nal'."'" .. 

-"'-,--

compo:o.:f:i~o i~!;j~jl;~~;~f~~~~lf ~;.,. ::: ¡,1:;::r .• ,~: • 
de mutaciones ·ei~~~ríl'éri~~~:i;;'cM~firi~~c;,; :~o:nr~d. 1976);. ·la ~Ll~i 

'<"-"' :,~'.'! ,_,,;,.,> ·. •'.•,~>\·:. - ·.';··!' 

también es ~oriseclii;;n¿.f~~'.á~··fpr~-EÍ~~~.áf J¡{ DNA con uri n;.;lyor nÚ~ero 
de cortes. 

Se calculó la frecuencia de mutación espontánea en la cepa 

K1299, ya que esta frecuencia permite conocer de una manera 

indirecta si una cepa es Hiper-rec. 

Para esto se calculó la frecuencia de mutantes espontáneas 

resistentes a ácido nalidixico (Nal• J. Algunas bacterias 

presentan espontáneamente mutaciones no letales en el gen gy[~ 

que codifica para la subunidad A de la enzima girasa, y pueden 

crecer en medio con ácido nalidixico. Estas bacterias sintetizan 

una enzima girasa funcional, en la que el dominio para la unión 

del antibiótico a la enzima no es el adecuado por lo que estas 

bacterias si pueden crecer en presencia del-ácido nalidixico. 

La metodología usada se basó en la medición de la frecuencia 

de aµarición de mutantes espontáneas a Nal• en la cepa K1299. Los 

controles fueron una cepa silvestre (K37}, que presenta una baja 

tasa de mutabilidad espontánea, y una cepa Dam- (GM33}, la cual 

presenta un comportamiento hiper-mutante (Marinus, 1988). 

53 



' ' . - . 

cepas K1299, K37 y GM33 en LBhÍ!sta una DO.oo,,.~o.'s:·il-~ú~~rb de 

células presentes en este•,cuHivo se determinó. poi\i~ t~bn{c~· de 

cuentas viables aquí d~scrd~.· - si~u~pB~a~~f~~~~~~~1~~~~~•~fr.f~ . 

100 µl de este cultivo en placas con.,;ácido~•'':nalidixico;:•:'i Y: se 

incubaron de 14 a 1a hrs con eÍ fi~''ci¿,1~c;~fj~~~~i~~§~iJ···~!~¿~~¡-~;,;· de 
;:'~~;·> ;<.:'ó:-." ~ '.;><- •,' .- . " . . .,:)~_-,· ~-~(~~: •. -. 

colonias mutantes Nal•. 

En la Tabla III se muestra la frecuencia de mutación de las 

cepas utilizadas. En ella se puede ver que la frecuencia de 

mutación de la cepa K1299 es menor que la de la cepa 

hiper-mutante y similar a la de la K37. 

TABLA m. FRECUENCIA DE HUTACION ESPONTANEA A RESISTENCIA AL ACIOO NALIDIXICO (Nal•). 

FRECUENCIA 

A 

CEPA FEllOTIPO 

K37 HimA' < 3. 4x10-1 

K1299 HimA- 3.8x10-• 

GM33 Darn- 4.lxio-• 

I de bacterias setbradas 
• Frecuencia de 1utantes Na!' = -------------------------

' de bacterias Nal' 

DE MUTANTES Nal• • 

< 3. 4x10-1 2.9x10-• 

'2. 6x10-1 <2.6x10-1 

1. 1x10-• 3.4x10-• 

Las coluanas A, B y e 1uestran los resultados de tres experiaentos diferentes. 
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-FRJ{cuE:fJcY:A 7DEºRECOMBINACION~HoMOLOGA····· 

INTRA E INTERPLASMIDICA. 

Para realizar esta prueba se utilizó el plásmido pBX404-7 

(Fig. 10) (Xu ~! ~1·· 1988). Este plásmido confiere resistencia a 

tetraciclina y está construido con un gen de resistencia a 

kanamicina inactivado debido a que está separado dentro del 

plásmido. El gen de resistencia a kanamicina está constituido de 

forma que tiene dos regiones homólogas translapadas separadas y 

orientadas en forma directa. Cuando ocurre un evento de 

recombinación intra ó interplasmidica entre estas regiones, este 

gen se reconstituye y confiere a la bacteria la resistencia al 

antibiótico. Este evento es dependiente del sistema 

recombinación RecA (Xu ~! ~1·, 1988). 

pBH 404-7 ....____> 
recombinación 

homologa 

Km 

Te 

de 

Figura 10. Esque1a del pl~s1ido pBX404-7. Las zonas obscuras son las reglones hoaólogas separadas 
translapadas del gen de resistencia a kana1icina. 
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Se utilizaron las propiedades·· de este 'plásmido. para calcular 

la frecuencia de recombinación de:~'.se~UE!i~i.~-~ 
de IS!_, en un plásmido en la cep~· KÍ:29~. la frec~encia ,;---:·;.· ';::·-,-· .:-_< 
en esta cepa se comparó con la que presentó una cepa· s:ÚJ~~t:~e 

(K37l, una cepa hiper-recombinante (GM33), y una cepa RecA-

(HB101 l. 

El plásmido se introdujo por transformación en las cepas 

K1299, K37 y GM33 (Material y Métodos}. Las bacterias 

transformantes se seleccionaron en medio con tetraciclina (12.5 

µg/ml]. En la cepa K1299 se comprobó la presencia del plásmido 

por medio de su visualización , utilizando la técnica previamente 

descrita. Se aislaron las colonias transformantes y se verificó 

su patrón de resistencia a antibióticos, asi como el fenotipo 

IHF. No fue necesario transformar la cepa HB101 / pBX404-7, 

debido a que ésta ya tiene en su interior al plásmido. 

A partir del césped bacteriano de una cepa verificada, se 

hizo un cultivo inicial en 5 ml de LB con tetraciclina (12.5 

µg/mll hasta una DO""º~ =0.3. En el caso de· la cepa HBlOl, por 

ser ésta una cepa RecA-, se necesitó dejar crecer el cultivo 

hasta una D0..,.._:0.5, ya que en esta DO tiene un número de 

bacterias viables similar al cultivo de las RecA• . Se usó LB con 

tetraciclina para ejercer presión selectiva y que no se perdiera 

el plásmido al hacer los cultivos. Cuando cada cultivo llegó a la 

DO especificada, se colocó a 4°C y con una alicuota del mismo se 

probó la frecuencia de recombinación del plásmido. A esta 

frecuencia se le llamó Frecuencia de Recombinación Inicial (F.¡. 
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El evento que indicó la recombinación en el plasmido, fue la 

adquisición de la resistencia a kanamicina en las bacterias 

(Material y Métodos). 

A partir de la F, . se calculó para cada cepa el número de 

bacterias / ml de cultivo con plásmido no recombinado. Con el 

número adecuado de bacterias para cada cepa se comenzó el 

experimento de recombinación homóloga. Estas bacterias se tomaron 

de una alícuota del cultivo a 4°C, y con ellas se inocularon 

cultivos en LB con 12.5 µg de tetraciclina / ml. El número de 

bacterias sembrado se verificó haciendo cuentas viables en placas 

con tetraciclina [12.5 µg/ml). Se incubaron los cultivos hasta 

alcanzar una densidad celular que permitiera observar el evento 

de recombinación del plásmido. La frecuencia de recombinación de 

este plAsmido, reportada para bacterias RecA- es de 6.54x10~, 

por lo tanto se incubó hasta que las bacterias alcanzaron una 

densidad celular de lxlOº celulas / ml con el fin de poder 

observar el evento. Al llegar a esta densidad, se calculó la 

Frecuencia de Recombinación Final de la forma ya mencionada. 

El experimento se realizó tres veces y los resultados 

obtenidos fueron similares. Estos resultados se muestran en la 

Tabla IV y en ellos se puede observar que la frecuencia de 

recombinación homóloga de la cepa K1299 fue un poco menor a la 

encontrada en la cepa silvestre K37. Esto significa que la cepa 

K1299 no presenta un comportamiento hiper-rec, sino por el 

contrario, recombina las secuencia homólogas a una frecuencia 

menor que la cepa silvestre. 
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TABLA IV. FRECUENCIA DE REOOiBiffACIOO ENTRE 005 SECUENCIAS HOHOLOOAS DEL PLA9!IOO p8X404-7 (Ter) "'. 

CEPA FENOTIPO FRECUENCIA DE FRECUENCIA DE RECc+!BlffACIOff FINAL (F ,¡ 
RECOHBINACIOO 
Iff!CIAL (F tl 

K37 HimA' 4. 4x10-• l.3x10-> 1. 3x10-> 1. 4xl o-> 

K1299 HimA- 3.1x10-• 3.sx10-• 7.6x10-• 1.7x10-• 

GM33 Dam- s.1x10-• 1.3x10-> 1.1x10-> 1. 8x10-• 

H8101 RecA- 3.7x10-• 3.2x10-• 3.Sx10-• 3.Sx10-• 

••La reco1binaci6n entre estas secuencias genera un gen funcional de resistencia a Kana1icina. 

I de bacterias Te• Ka• 
F 1= ---------------------- en el cultivo bacteriano antes del experilento. 

I de bacterias Te• 

I de bacterias Te• Ka• 
Fr= ---------------------- en el cultivo bacteriano al final del experi.1ento. 

I de bacterias Te• 

En el caso de la cepa control GM33, ésta debió presentar una 

frecuencia de recombinación homóloga alta (comportamiento 

Hiper-rec, Marinus y Konrad, 1976)' sin embargo su 

comportamiento fue similar al de la cepa silvestre. Tal vez este 

plásmido no sea una herramienta adecuada para medir el 

comportamiento hiper-rec de una cepa. El grupo de Marinus (1976) 

describió un aumento en la recombinación cromosoma-plásmido en 

las cepas Darn-; sin embargo no determinó la recombinación 

plásmido-plásmido; es decir que es posible que el comportamiento 

hiper-rec sólo se rnanif ieste con secuencias localizadas en el 

cromosoma. Es por ello que decidirnos realizar la prueba de 

frecuencia de recombinación cromosórnica postconjugacional, que se 

describe a continuación. 
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3. FRECUENCIA DE RECOMBINACION CROMOSOMICA 

POSTCONJUGACIONAL. 

Este experimento se hizo ~l jin de ver{ficar el 

resul tacto 

cepa K1299 ,' ··• 06fe~ic1á~ 2g~~fyt]_~~;iiru~;~a de recombinacfon 
' ·; '·'-"• •• ;:::· • '> :.~;':: 

plásmido pBX4od~7 :~~t.:i.:;faé!'~cÚ ta. Esta prueba se basó 
- . _,,,... ·~;-" - ,",~ 

en el 

en el 

cálculo de la rl"e6~·~~6,i'~"!:cl~' recombinación del cromosoma de una 

bacteria receptora\ con ~n cr6mosoma introducido en ella. Para 

ello se transfirió el ,cromosoma de una bacteria Hfr a una 

bacteria receptora, utilizando el método de conjugación 

bacteriana cuantitativa (Material y Métodos). El indicador de un 

evento de recombinación cromosómica es la adquisición de alguna 

caracteristica presente unicamente en el cromosoma Hfr. En 

nuestro caso, se utilizó la resistencia al ácido nalidixico, que 

se puede manifestar al mutar el gen g~r~. como se describió 

anteriormente. Para ello se construyó la cepa KL16 Hfr con 

fenotipo Nal• con la técnica descrita. Se aislaron las mutantes y 

se comprobó que fueran bacterias Hfr por medio de la prueba de 

sensibilidad al fago R17. 

El gen gyr~ se localiza en el minuto 48 del cromosoma 

bacteriano (Bachmann, 1987). La cepa KL16 comienza a transferir 

su cromosoma en sentido opuesto a las manecillas del reloj al 

minuto 60 ( Low, 1987), por lo cual al realizarse la conjugación 

cromosómica, el gen g~r~ es uno de los primeros en pasar a la 

bacteria receptora. Al recibir parte del cromosoma con el gen 

g~r~-. las bacterias exconjugantes tienen la posibilidad de 

59 



realizar una recombinación homóloga entre ambos cromosomas y de 

esta manera pueden adquirir el gen men?ionado para la 

resistencia al antibiótico. 

Se determinó la frecuencia de recombinación cromosómica 

postconjugacional de la K1299 con fenotipo Nal• smc • y como 

controles utilizamos a las cepas K37 Nal• smc , que presenta una 

frecuencia de recombinación homóloga normal, y la GM33 Nal" smc, 

cuya frecuencia de recombinación homóloga es alta. La cepa GM33 

Nal• Smc se construyó por medio de la técnica de obtención de 

mutantes espontáneas resistentes a antibióticos, descrita en este 

trabajo. 

Se conjugó la cepa KL16 mencionada con las cepas receptoras 

mediante la técnica de conjugación bacteriana cuantitativa, 

descrita en este trabajo. Posteriormente se incubaron las 

exconjugantes en LB a 37ºC por 1 hr con el fin de permitir la 

realización del evento de conjugación cromosomica y la expresión 

del gen de resistencia en las bacterias exconjugantes que lo 

hubieran adquirido por recombinacion. Se diluyo el cultivo y se 

sembró una alicuota en medio con ácido nalidixico y 

estreptomicina, para seleccionar a las exconjugantes 

recombinantes, como se describe en la parte de metodologia. 

Para medir la eficiencia de recombinación en cada cepa se 

utilizó el parámetro "T" el cual representa la frecuencia de 

recombinación entre el cromosoma de la cepa Hf r y el de la 

receptora. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V. 
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TABLA V. FRECUENCIA DE RECC»IBIHACION oc+!OLOGA POSTCONJUGACIONAL DE MARCADORES GEHETICOS CROHOSC»IICOS ª' . 

FRECUENCIA DE RECC»IBINACIOH (TJ •• 
A B 

CEPA FENOTIPO 

K37 HimA• o. 024 0.014 

K1299 HimA- 0.011 0.002 

GM33 Dam- <o .001 <0.001 

•• El gen ~ con una 1utaci6n no letal 1 fenotipo Hal• J se transfirió por IE!dio de un Hfr para la 
reco1binaci6n de secuencias ho16logas entre aibcs cro•oso1as. 

I de bacterias exconjugantes IHalrJ / u 
•> T: ----------------------------------------- X 100 

I de bacterias donador as / 11 

En ellos se puede ver que la frecuencia de recombinación de 

la cepa K1299 es menor que la observada en la cepa silvestre K37, 

lo cual apoya los resultados obtenidos en la prueba con el 

plásmido p8X404-7. Esto significa que la cepa K1299 recombina 

a una frecuencia menor las secuencias homólogas, ya sean 

cromosomicas 6 plasmidicas. 

En el caso de la GM33, no se registraron eventos de 

recombinación de secuencias homólogas entre su cromosoma y el 

de la Hfr (frecuencia <0.001). Este resultado puede interpretarse 

de dos maneras: Una, que el cromosoma de la KL16 no pudo ser 

introducido en la cepa GM33 y consecuentemente no pudo 

recombinar, y dos, que la cepa GM33 no recombine secuencias 

cromosómicas homólogas con una alta frecuencia. 
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Marinus y Konrad (1976) reportaron que esta cepa recombina a 

mayor frecuencia las secuencias homólogas de s~ cromosoma con las 

de un plásmido F', pero es posible que no se registre un aumento 

en la recombinación cromosoma-cromosoma ó plásmido-plásmido. Es 

decir que loe resultados anteriores (incisos 2 y 3) sugieren que 

la cepa GM33 Dam- no recombina a una alta frecuencia secuencias 

cromosómicas homólogas y que tampoco recombina las secuencias 

plasmidicas homologas del pBX404-7. Aunque en los resultados 

mencionados no fue posible detectar el fenotipo Hiper-rec de la 

cepa GM33, la cepa Kl299 no muta ni recombina más que la K37, por 

lo que descartamos la posibilidad de que sea Hiper-rec. 

C) GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL DNA 

EN LAS CEPAS HimA+ y HimA- y su 

INFLUENCIA EN LA RECOMBINACION 

INTRAPLASMIDICA DEL PLASMIDO Rl-19 

Estos estudios se hicieron para descartar indirectamente la 

posibilidad de que la topología del plásmido Rl-19 dentro de la 

cepa Kl299 HimA- fuera la causa del alto porcentaje de 

recombinación 

estabilidad. 

de las IS~ observado en el experimento de 

Los trabajos de Gellert ~! 21· (1983) indican que en la 

cepa K1299 HimA- existe una disminución de por lo menos cuatro 
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Esta enzima esta invólucrada~én,cel s~pé,:(énf,(:,fláni:i,érit'::iffsEf . deil 

DNA. En esta misma cepa';·::~r·:~hafd§r:~F~Y~~6,;<:I,~ 'si;:;,_~e(., f~go 

::::::r:~::nte el :::1PJ::;.~tf.~.'~.1.'~.i.'..~I~.-.L.:.·.·.~.·.,_ .. t.t_•·.-.:.'.t.~.~,t .. •

1 

.. •.-.. • .. •.t.••,r.~{Jj~)~0~~~~f.·.ª.~t~~f:ºr.~;::· 
que ·•.} -•\-.-· ,,..,, · .· _ .. , - ·••./'•• -·- · _.,.,,,., ';i-•é•· ·<f,•-· 

1 igeramente menor al de· ú~\f ale ;1_~6~8g~a() -~fh ~u'11~'''.~~~~ Y silijestre. 

De acuerdo a Drlica (1984) y a Kolodner (1980), un DNA más 

relajado que lo normal puede disminuir la recombinación de 

algunas secuencias de DNA como fagos, transposones y 

probablemente de secuencias homólogas intraplasmídicas i~ Yi!tQ. 

por lo que, un genoma como el que posiblemente tiene la K1299, 

disminuiría la capacidad de recombinación de las ISl del Rl-19 in 

Y!YQ· Como no se hallaron antecedentes de estudios !~ YiYQ. se 

planteó estudiar esa hipótesis, para lo cual primero se comparó 

indirectamente el grado de SE del DNA en las cepas K37 HimA' y 

K1299 HimA-, a través del análisis del SE de un plásmido 

introducido en ellas. 

Posteriormente se analizo el comportamiento del plásmido 

Rl-19 en la cepa silvestre de ~· ~Q~i K37 en condiciones normales 

de crecimiento, con el de la misma cepa en condiciones en que el 

plásmido se encuentra más relajado, para lo cual se incubó la 

cepa K37 en medio de cultivo suplementado con novobiocina, un 

inhibidor de la girasa. El mismo análisis fue realizado con la 

cepa de S. !~e~i~~ti~~ Su695. 
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l. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO 

pMSOl EN CELULAS EN DIFERE~TES PUNTOS 

DE LA CURVA DE CRECIMIENTO 

(EN GELES CON 25 µg DE CLOROQUINA/ml). 

Con el fin de determinar las condiciones experimentales que 

permitieran analizar el grado de SE de una cepa, se estudió este 

parámetro en células en diferentes puntos de la curva de 

crecimiento, ya que el grado de SE disminuye al pasar las células 

de la fase de crecimiento exponencial a la fase estacionaria 

(Dorman ~! ~.:!:. , 1988). 

El grado de SE se estudió utilizando un plásmido reportero. 

Para ello se eligió al plásmido pMSOl ( Martinez, 1983) de 2. 9 

Kilobases (Kb). Este plásmido es un buen instrumento debido a que 

los trabajos en los cuales se ha medido el grado de SE con 

técnicas similares a la descrita en este trabajo, se han 

utilizado plásmidos pequeños como éste (Goldstein y Drlica, 

1984; Balke y Gralla, 1987; Higgins §!! 21:·. 1988; Dorman§!! 21: .. 

1988; Liebar t et ~1:.. , 1989) . El pMSOl se construyo a partir del 

p8R322, al que se le deletó el gen _!;g!~ que codifica para la 

resistencia a tetraciclina (Martinez, 1983). Fué necesario 

utilizar un plásmido sin este gen pues se ha reportado que en el 

p8R322, se generan dominios con distintos grados de SE. Los 

dominios se crean cuando una región del plásmido se ancla a una 

estructura celular. Al parecer esto sucede al traducirse la 

proteina TetA, pues antes de la terminación de su sintesis se une 

a la membrana celular. Como en las bacterias la transcripción y 

64 



- . -

la traducción están acopladas, esto ocasiona el _anclaJ~- def-

plásmido a la membrana (Lodge §!! 21:,, 1989). 

Se utilizó el método de é1ectroforesis en geles de agarosa 

en presencia de cloroquina, un compuesto que se intercala en el 

DNA. Este método permite diferenciar las poblaciones de 

topoisómeros de un plásmido en una célula; es decir, separar las 

moléculas que tienen un grado diferente de SE. La posterior 

comparación de la migración de las bandas en un carril con otros 

carriles del mismo gel, permite conocer el grado relativo de SE 

del plásmido en diferentes cepas ó condiciones experimentales. 

La estrategia que se siguió fue la de introducir el pMSOl en 

las cepas K1299, K37 y Su695 por medio de la técnica de 

Transformación bacteriana (Material y Métodos). La cepa K37 ~e 

utilizó como testigo HimA• La Su695 es una cepa de 221ill2D~112 

!lEbi~~ri~m. en la cual las ISl del Rl-19 recombinan con una 

frecuencia muy alta (Watanabe ~! 21·, 1982; Gómez y Torres, 

1983). Esta cepa se incluyó ya que existe un antecedente que 

sugiere que la topoisomerasa I de §§1m9D~112 actúa con una mayor 

eficiencia que la topoisomerasa I de g. S21i (Sheikh y Margolin, 

1989); de ser asi, el DNA de§. !~Ebim~!i~m estaria mas relajado 

que el de g. ~91i. y ésto podria observarse al comparar el grado 

de SE del plásmido pMSOl introducido en ella. 
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Las cepas se cultivaron_ y se les extrajo el _DNA; el _cual se 

separ6 por 'electrofórei;;:Í.s ·en 'geles de agaro~a _·con --,25 - ;µg; de 
. -·----·---------·-

cloroquina/ml como se describe en este trabajó, y se- _compararon 

las bani:ias de topoisómeros. 

Una parte importante de esta metodología consistió en 

controlar las condiciones de crecimiento del cultivo como son: 

concentración de nutrientes y iones en el medio, temperatura y 

oxigenación, además de tomar en cuenta la fase de crecimiento 

celular en la que se extrae el plásmido, ya que varias 

investigaciones han demostrado que el grado de SE de un plásmido 

se modifica por las condiciones mencionadas (Goldstein y Drlica, 

1984; Balke y Gralla, 1987; Higgins ~! ~1·· 1988; Dorman~! ~1-, 

1988) 

En la primera prueba, se extrajo el pMSOl de cultivos en 

fases de crecimiento exponencial (DO,.,._ =0. 6) y fase de 

crecimiento estacionario (DO""""' >1.4) con un periodo de estrés 

nutricional (incubación en fase de crecimiento estacionario) de 

aproximadamente 10 hrs. El proposito de extraer el plásmido en 

ambas fases fue comprobar si 25 µg de cloroquina es una 

concentración adecuada para observar las diferencias de SE 

previamente reportadas CBalke y Gralla, 1987). Las Figuras 11 y 

12 muestran las fotografías de los topoisómeros observados. 
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CR. 
A 

o~ 

e l 2 3 4 5 I 6 

e 

Figura 11. A) Patrón de topois61eros del plAs1ido pHSOl obtenido de las cepas K37, K1299 y SU&95. Las cepas 
se crecieron en LB a 37'C y 200 r¡>11 y se cosecharon en la fase de creciliento exponencial y estacionario. 
Los topoisóteros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1l con cloroquina [25 µg/11). C, pl!SOl 
obtenido de gradiente de CsCl; 1, K37 00=.68; 2, Kl299 00=.&5; 3, SU&95 00=.&2; 4, K37 00=1.45; 
5, R1299 00=1.30; &, SU&95 00:1.30. 

8) Grfücas de barrido densito1étrico (00020_¡ del negativo de la fotografia del gel 1ostrado 
en (A). Se indica la posición del plAs1ido relajado y superenrollado. Los núteros debajo de cada gr!fica 
corresponden a los del gel. 
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J () 

Figura 12. Al Patrón de topois6aeros del plAs1ido pl!SOl obtenido de las cepas K.37, K1299 y Su695. Las cepas 
se crecieron en LB a 37'C y 100 rpt y se cosecharon en la fase de estrés nutricional. Los topoisóaeros se 
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con cloroquina (25 11i/1lJ. e, pHSOl obtenido de 
¡rad!ente de CsCl; 1, K37 00=1.4; 2, K1299 00=1.4; 3, Su695 00=1.4. 

B) Gr6f!cas de barrido dena!tolétrico {00.-.) del negativo de la fotografla del gel 1ostrado 
en {A). Se indica la posición del plblido relajado y superenrollado. Los núaeroa deba Jo de cada ¡r!fica 
corresponden a los del gel. 
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En 1 ~.~Pl!X:t:º~c~~Rer:io!'~dec estos~geles~se~o&servan~racs.~beúiéfas· . 
-'-;e_.,. _:-e~-,-~ - - , ·_, :·._ 

correspondientes.;::ª la°'pobi áció'n''cte'{pfasml.cio" asociado> en •• •.· dimeros 

::::~::::" <é:t~~}ii~c~~~f~~~~J¡[~1+~J~}id~i~¡~i:::. l:: 
topoisómeros de\ ck~.~~~,·~~~a'..~~.}~~r e;p~ne~6ial .de crecimiento 

muestran· un patróh de di~f~Ib¿ciÓn -~e topoisómer~s distinto al de 

la fase estaciona~ia: en los carriles correspondientes a la fase 

estacionaria se pueden observar tres bandas más en la parte 

inferior del gel, correspondiente a las poblaciones de plásmido 

más relajado (menor grado de SE). Esto indica que hay una mayor 

cantidad de plásmido relajado en la fase estacionaria que en la 

de crecimiento exponencial, en la cual no se pueden observar 

estos topoisómeros porque su cantidad es muy baja. 

En todos los geles hechos con esta técnica se observa que la 

primer banda de la región de los monómeros, se encuentra a una 

distancia distinta que la que guardan entre si las demás. El 

grosor ó intensidad de ella también varia de acuerdo al lote de 

lisis celular en el que se obtuvo el plásmido. Pensamos que esta 

banda no es la población de topoisOmeros con mayor grado de SE, 

sino que se trata de una población de plásmidos distinta pues se 

encuentra más cercana a las otras y en algunos geles su 

intensidad no varia de uno a otro carril aún cuando los 

topoisómeros predominantes están varias bandas abajo. La 

intensidad de estos topoisómeros fue variable, y dependió del 

lote en el cual se extrajera el plásmido. Pensamos que por 

retrasarse en la electroforesis, puede tratarse de plásmido roto 

(Fig. 13) que puede estar totalmente relajado (con cortes de 
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una sola cadena) 6 prásrnido lineal (con cortes de doble cadena}. 

Debido a que puede variar con cada extracción, decidirnos·notomar 

en cuenta la primera banda al analizar los topoisómeros del 

pMSOl. 

1 

topoiso1erasa !! 
(girasa) 

topoiso1erasa l 

2 3 

Figura 13. Ksqueia de un pUsddo relajado (1), superenrrollado negativaiente 121 y relajado por 1e<lio de un 
corte en una cadena del DHA (3). 

Con el fin de poder apreciar las bandas de los carriles con 

poco DNA (Fig. 11, carriles 5 y 6), se hizo un experimento tipo 

Southern en el cual el DNA del gel se transfirió a papel y se 

hibridizó con DNA radioactivo del propio plásmido (Material y 

Métodos). En la Figura 14 se muestra la autorradiografia 

obtenida. En ella se aprecia que no se incrementó la definición 

de las poblaciones predominantes de plásmidos marcados en el 

carril 6, con respecto a los plásmidos observados sin marca 

radioactiva, por lo que esta técnica no se volvió a aplicar. 
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1 fl'. 

1 
e 1 2 3 4 5 6 

Figura 14. Automd!ografia de la hibrid!zación tipo SOuthern del gel de Ja Flg. 11. e, pKSOl obtenido de 
gradiente de CsCl; 1, K37 00=.68; 2, K1299 00=.65; 3, SU695 00=.62; 4, K37 tiM.45; 5, K1299 00=!.30; 
6' Su695 00: 1.30. 
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Para determinar el grado de SE relativo. de un plásmido, se 

compara qu~ lugar ocupa la banda de mayor intensidad (banda 

predominante)'en.cada cepa, y esto nos,indicá·en cuál de ellas es 

mayor el grado de SE (Liebart !! !1·, 1989). Una manera de 

detectar cuantitativamente las diferencias entre las bandas es el 

análisis de las bandas por medio de un espectrofot6rnetro acoplado 

a un graficador (Goldstein y Drlica, 1984; Liebart !! 21 · , 1989) . 

Este análisis se hizo con el negativo de una fotografia del gel. 

Las gráficas obtenidas de cada gel se muestran debajo de su 

fotografía. Las gráficas de la Fig. 11 nos muestran que la 

tercera banda es la que predomina en las tres cepas, lo cual nos 

indicó que el grado de SE del plásmido pMSOl en ellas es muy 

parecido en esta fase de crecimiento. 

Posteriormente se realizaron pruebas de los topoisómeros del 

plásmido bacteriano, en cultivos en distintas fases de 

crecimiento. Las pruebas incluyeron las siguientes DO~•- 0.6, 

0.85 y 1.0 (fases de crecimiento exponencial); l. 3 (fase 

estacionaria temprana); 1. 5 y 1. 6 (fases estacionarias con estrés 

nutricional). Los patrones de topois6rneros obtenidos pueden verse 

en las Figuras 12, 15 y 16. 

En ellos se observa que con esta concentración de 

cloroquina, el grado de SE del pMSOl no varia en la cepa K1299 

con respecto a la cepa silvestre K37 en las fases crecimiento 

desde una DO ...,._ =O. 6 hasta 1. 3, fases en las que las bacterias 

no se encuentran sometidas a condiciones de estrés nutricional. 
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DI MEROS 

MONOMEROS 

\M:.j RNA 

1 2 3 4 5 
B 

.2 3 

Figura 15. Al Patrón de topoisóllel'os del p!Asaido pllSOl obtenido de las cepas lt37, Kl299 y SU695. Las cepas 
se crederon en LB a 37'C y 200 rp1 y se cosecharon en la fase de creciaiento l!lponencial tardia. Los 
topoisóteros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al ti con cloroquina ( 25 µg/ll J. 
1, K37 00•1.0; 2, Kl299 00=1.0; 3, 511695 00=1.0; 4, K37 00•1.0; S, Kl299 DOol.O. Los cultivos de los 
carriles 4 y S se incubaron 30 ain en frio antes de hacer la extracción del pllsaido. 

8) GrUicas de barrido densitolétrico (00,.,..._¡ del negativo de la fotografia del gel aostrado 
en (A). Se i!Xlica la posición del plABlido relajado y superenrollado. Los mlllerOB debajo de cada grfüca 
corresponden a los del cel. 
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l 2 3 4 s 6 

1 .2 3 4 

1 o 
Figura 16. A) Patrón de topoisóllel"OS del plás1ido pHSOl obtenido de las cepas K37 y K1299. Las cepas se 

crecieron en LB a 37'C y 200 rpa y se cosecharon en la fase de creciliento exponencial, exponencial tardio y 
en estrés nutricional. Loa topoisóaeros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1i con 
cloroquina (25 111:/llJ. 1, K37 00:.60: 2, K1299 00=.60; 3, K37 00=1.0; 4, K1299 00=1.0: 5, K37 00=1.6: 
6, SU695 00.1.6. 

8) GrAficas de barrido densitOtétrico ([10.,.._) del negativo de la fotografia del gel 1oatrado 
en (AJ. Se indica la posición del pUnido relajado y auperenrollado. Loa nOaeroa debajo de cada crUica 
corresponden a loa del gel. 

74 



En lo que se refiere a la .fase de estrés nutricional, se 
•' -.-_ ' . . : 

puede apreciar .• ~qlle~\érú la cepa ·sili,résJ:r:e _: .KJ7~~ · :e.hay~ un. 

despla~á~iento:;en' i~~ ·~~tii.~2i;~nes ;d~' io~ot·~ónl~r6~;;:iB q~é indica 
~~,~;- ·,·· ,_:_._'(,·; ::J' "),:_-.':,:).- .. --';: '~- -;:~.,, ~-·',.··. -·>b:_. --· 

::p,::r:Í.I~r'.~f 1!~j\~f ~t~J~f ¡¡~ff I~t'i~f~[~~~~r;;~~:nt:::: 
_,, - -~:,:.; -~,,;:-:~e:·~: :i ~ ~<¡ ~.·.t'.~~;;\'. -º:-.¿~ .. ,, .,,._,. ',-::;_:· <?:{: >-·:.:';::. -"«·:·, 

de estrés nutricio¡;¡a;¡..;{ha{é'sÍ,'t(o 1~!:epÓ'r:tado anteríormenfe .(Balké y 

Al comparar los topoisómeros de la cepa silvestre K37 con 

los de la K1299 HimA-, podemos ver que en condiciones de estrés 

nutricional el plásmido experimenta un relajamiento significativo 

en la cepa K1299. Esto podría deberese a que la cepa K1299 

contiene cuatro veces menos girasa que una cepa silvestre, lo 

cual implica tener un DNA más relajado. Sin embargo con la 

técnica anteriormente descrita no pudimos observar diferencias en 

el grado de SE entre ambas cepas en la fase de crecimiento 

exponencial. Es decir que con 25 µg de cloroquina sólo pudimos 

observar diferencias del SE de ambas cepas en la fase de estres 

nutricional. En lo que respecta a la cepa Su695 de §. 

!Yehi!Yri~! no se pudo observar diferencia en el grado de SE con 

respecto a la K37 en ninguna de las fases de crecimiento 

analizadas. Este resultado posiblemente se debió a que con esta 

concentración de cloroquina únicamente se pueden observar 

diferencias muy grandes en el grado de SE del DNA. Es posible 

que al estar muy relajado el DNA (fase de estrés nutricional) se 

incremente la diferencia en el SE de estas cepas y sólo así se 

pueda observar. 
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2. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO 

pMSOl EN CELULAS CULTIVADAS EN PRESENCIA 

Y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA 

(EN GELES CON 25 µg DE CLOROQUINA/ml). 

Para determinar si al disminuir el grado de SE del plásmido 

Rl-19 se incrementa la frecuencia de recombinación de las rs1, se 

determinó la concentración de novobiocina necesaria para que un 

plásmido en la cepa K37 presente un grado de SE similar al que 

presenta en la K1299. Si el incremento de recombinación de las 

IS1 observado en la cepa K1299 se debe a que el DNA está más 

relajado en esta cepa, este incremento podria observarse en la 

cepa K37 cultivada en presencia de novobiocina. 

La novobiocina es un compuesto que entra a la célula y se 

une a la subunidad B de la enzima girasa e interfiere con las 

reacciones ATP-dependientes de la enzima. De esta manera 

jisminuye su actividad y por lo tanto disminuye el grado de SE 

del DNA. 

Con el fin de conocer la concentración de novobiocina 

necesaria para igualar el grado de SE de la cepa K37 con la 

K1299, se realizaron cultivos de las cepas K37/pMSOl, K1299/pMS01 

y Su695/pMS01 en LB sin novobiocina y con 40 y 80 µg de 

novobiocina / ml y se les extrajeron y visualizaron los 

topoisómeros del pMSOl como se describió anteriormente en un gel 

de agarosa con 25µg de cloroquina/ml CFig. 17). 
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Figura 17. Al Patrón de topois61eros del p!As1ido ¡.11501 obtenido de las cepas K37 con y sin novobiocina, 
K1299 y Su695. Las cepas se crecieron en LB a 37'C y 200 rpa y se cosecharon en la fase de creci1iento 
exponencial (00•.80). Los topoisó1eros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al !~ con 
cloroquina (25 ug/11}. l, K37 sin Hov; 2, K37 con Hov (40 ug/11}; 3, K37 con Hov (80 ug/111; 
4, Kl299 sin Hqv; 5, Su695 sin Hov. 
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El análisis de este gel no reveló diferenc~fils~en'é1.=~grado~de--"c 

SE de la K37 cultivada sin y con novobiocina, . tampoco. - con 

respecto a la cepa K1299. Debido a ello, el único.indiéador que 

teníamos para medir la dosis adecuada de novobiociné era el 

retraso en la curva de crecimiento en las células tratadas con 

este compuesto (Fig. 18). 

1.3 

1.0 

E 
e 

o 
lO 
lO 

0.5 o K37 

o o K37+NOV (40) 

• K37+NOV (80) 
d 6 K1299 

5 

Figura 18. Curvas de creciaiento de las cepas K37 cultivada sin y con novobioc!na (Hov) (40] y (80 µg/11], 
K1299. El cultivo se realizó a 37'C y 200 rpa de agitación. 
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La cepa K1299 cultivada en LB, manifiesta un crecimiento más 

lento que la cepa K37 (Fig. 19). Pensamos que ello se debe a la 

disminución del grado de SE por tener menos girasa, como lo vimos 

anteriormente. De acuerdo con este razonamiento, la concentración 

de novobiocina que iguale la velocidad de crecimiento de la K37 

con la de la K1299, posiblemente también iguale el grado de SE de 

ambas cepas. Por ello, cultivamos la cepa K37 en presencia de 40 

y 80 µg de novobiocina/ml de LB y se comparó su curva de 

crecimiento con la de la cepa K1299 en cultivos realizados a 200 

rpm de agitación (Fig. 18). Con una concentración de 80 µg de 

novobiocina/ml se obtuvo una curva de crecimiento similar a la de 

la K1299. Esta concentración de novobiocina es la que se utilizó 

para realizar las pruebas de estabilidad del Rl-19 en cepas con 

novobiocina. 
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ci 0.5 

0.1 

2.65 4.15 5.75 

Su 695 

• K 37 

<> K 1299 
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SAUR DE 1.A BIBLIOTECA 
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Figura 19. Curvas de creciliento en aedio LB, de las cepas K37, K1299 y Su695. Los cultivos se incubaron a 
37'C y ISO rp1. 
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3. DISOCIACION DEL PLASMIDO FII Rl-19 EN 

~· ~~1~ y EN §. !~Eb~m~~!~m CULTIVADAS 

EN PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA. 

Esta serie de pruebas se hicieron con el fin de observar el 

comportamiento del plásmido Rl-19 en bacterias con un DNA más 

relajado que el normal en cepas silvestres. El objetivo fue 

descartar la posibidad de que el comportamiento de alta 

recombinación de las ISl del Rl-19 en la cepa K1299 IHF- fuera 

una consecuencia de un DNA más relajado que el de las cepas IHF'. 

Para ello utilizamos la cepa K37/Rl-19 a la cual cultivamos en 

medio LB con novobiocina (80 µg/mll. Como explicamos 

anteriormente, la novobiocina es un compuesto que inhibe la 

acción de la girasa, y hace que el DNA disminuya su grado de SE. 

Con los geles de 25 µg de cloroquina / ml no se pudo observar 

diferencias en el grado de SE de ambas cepas con y sin 

novobiocina, pero con una concentración de 80 µg de 

novobiocina/ml en el cultivo se igualó la curva de crecimiento de 

la K37 con la de la K1299 IFig. 181. Debido a ello se utilizó 

esta concentración de novobiocina para realizar una prueba de 

estabilidad del plásmido Rl-19 en la cepa K37. Como control se 

cultivó la misma cepa en medio LB sin novobiocina. Los cultivos 

se realizaron con 50 ml de LB a 37ºC con una agitación constante 

de 100 rpm. Los resultados se pueden observar en la Tabla VI. En 

ellos se puede ver que en el cultivo con novobiocina (80 µg/mll, 

la frecuencia de aparición de células multisensibles 

(recombinación entre rs1a-IS!bl es significativamente menor al 

del cultivo sin novobiocina. 
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TABLA VI. FRECUENCIA DE LOS PATRONES DE RESISTENCIA DE LAS CEPAS DERIVADAS DEL EXPERIMENTO DE 
ESTABILIDAD DEL PLASHIOO Fii, Rl-19 EN E~~richi~ coli COH 80 µg DE HOVOBIOCIHA/ll.• 

K37/Rl-19 K37/Rl-19 
sin Novobiocina Hovobiocina {BOµg/11] 

A B A B 
PATRON DE RESISTENCIA 

Multirresistente 90 81 100 98 

Multisensible 10 16 o 1 

Ap• Sp• Cm• o 1 o 1 

Km• o o o o 

Otros o 2 o o 

•Los nú1eros representan valores en porciento. Las colu1nas A y B 1uestran los porcentajes obtenidos en 
dos experilentos diferentes, después de aproxilada1ente 265 generaciones. Los cultivos se realizaron con SO 11 
de LB a 100 rp1 de agitación. 

La K37 es una cepa de ~· ~211 en la que la frecuencia de 

recombinación es por lo general muy baja (ver Tabla IIJ, por lo 

cual se tuvo que cultivar durante un número muy alto de 

generaciones para poder observar la frecuencia de la Tabla VI. 

Sin embargo la cepa K37 con novobiocina aú~al ser cultivada por 

un largo número de generaciones manifestó una frecuencia aún 

menor que la K37 sin tratamiento. 

Posteriormente se realizó una prueba de estabilidad del 

Rl-19 en una cepa de S. !~e~!~~~!~~ cultivada en presencia de 40 

y 80 µg de novobiocina / ml de LB; los cultivos se realizaron con 

20 ml de LB a 37ºC con una agitación constante de 200 rpm. Los 

patrones de resistencia obtenidos se muestran en la Tabla VII. 
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TABLA VII. FRECUENCIA DE LOS PATRONES DE RESISTENCIA DE LAS CEPAS DERIVADAS DEL EXPERIHENTO DE 
ESTABILIDAD DEL PLASHIOO Fil, Rl-19 EN Sal~ella !YJ?hi1ur~~ CON NOVOBIOCINA. • 

PATRON DE RESISTENCIA 

Multirresistente 

Multisensible 

Ap• Sp• Cm• 

Km• 

Otros 

Su695/Rl-19 
sin Novobiocina 

4 

82 

8 

o 

6 

Su695/Rl-19 
Novobiocinal•Oµg/111 

o 

87 

13 

o 

o 

Su695/Rl-19 
Novobiocina[SOµg/1! J 

o 

95 

3 

o 

2 

'Los nú1eros representan valores en porciento. La prueba del patrón de resistencia se realizó después de 
aproxi1adalellte 26 generaciones. Los cultivos se realizaron con 20 11 de LB a 200 rpm de agitación. 

En ellos se observa que la frecuencia de células 

multisensibles aumentó en relación directa a la concentración de 

novobiocina utili=ada. Podemos ver que en la bacteria S. 

~~Eh&mY~&Ym Su695 ocurrió un fenómeno contrario al observado en 

la cepa K37 de g. s21i. Este resultado sugiere que la 

novobiocina actúa de una manera distinta en ambas bacterias por 

lo cual era necesario estudiar de una manera más precisa cómo 

afectaba el SE del DNA en cada una. Esto nos condujo a 

desarrollar una técnica más precisa para medir el grado de SE en 

cada cepa. 
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4. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO 

pMSOl EN 

DE LA 

(EN GELES 

CELULAS EN 

CURVA 

CON 9 µg 

DIFERENTES PUNTOS 

DE CRECIMIENTO 

DE CLOROQUINA/mll. 

Posteriormente al periodo de pruebas de estabilidad del 

Rl-19 en cepas tratadas con novobiocina, se utilizó una 

concentración menor de cloroquina en los geles, con el fin de 

obtener una mejor resolución de las bandas de topoisómeros y 

medir el grado de SE del pMSOl de una manera más precisa. 

Decidimos disminuir la concentración de cloroquina con el 

fin de modificar la migración de los topoisómeros del pMSOl, y 

poder observar la diferencia en el SE del DNA de la cepa K37 con 

respecto a la Kl299 en la fase de crecimiento exponencial. 

Primero se bajó la concentración a 20 µg de cloroquina, sin 

obtenerse una mejor separación de topoisómeros. es decir que 

tampoco observamos diferencias en el SE del pMSOl entre ambMs 

cepas. 

Debido a ello se decidió utilizar concentraciones menores de 

12 µg, con las cuales la migración de los topoisómeros se 

invierte; es decir, que ahora los plásmidos más superenrollados 

migran con una mayor velocidad que los relajados <Balke y Gralla, 

1987; Liebart 

cloroquina, la 

~~ ~1·, 1989). Con esta concentración de 

banda de los plásmidos rotos se localiza en una 

posición en la que no interfiere con la de los topoisómeros como 
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cuando se\1filizó;f25 µg/rnü (Fig. 15. carriles 2,4 Y· 6) para 

obtener .• asi una.ma~~or ;e~~l~ciÓn al medir el grado .de SE de •. las 

cepas K12~~·. :K37'iY'L~~~;~n :Zl~ fase de crecimfon~o e~p~nen~ial . 
. ,_, ;::·:.::-_;_:,',:._: - "~~:: . 

Para ·.;üló se probaron vari·as concentraciones de cloroquina. 

Con 5 µg de cloroquina / ml no se logró una buena separación de 

los topoisómeros. Con 10 µg de cloroquina la separación de los 

topoisómeros fue similar a la de 25 µg de cloroquina, pero con la 

ventaja de que la primera banda no interfiere con las bandas 

principales. La mejor separación de topoisómeros se obtuvo con 9 

µg de cloroquina y 20 horas de electroforesis a 30 volts. 

En las Figuras 20, 21 y 22 se observan los patrones 

obtenidos con esta técnica. Un análisis .de los mismos muestra que 

en la fase de crecimiento exponencial el plásmido pMSOl se 

encuentra entre 1 y 2 vueltas más relajado en la cepa K1299 que 

en la K37, debido probablemente a que tiene menos girasa que la 

K37, como ya se mencionó (Fig. 21 y 22). Esta diferencia se 

conserva al avanzar en la curva de crecimiento. Es importante 

destacar que esta diferencia en la distribucion de los 

topoisómeros no era visible con los geles de 25 6 20 µg de 

cloroquina por ml, probablemente por la interferencia de los 

topois6meros del plásmido roto. 

84 



a b e d e 

B 

kl 
3 

o 1 

Figura 20. Al Patrón de ·topois61eros del pUs1ido pl!SOI obtenido de las cepas KJ7 con y sin novobioclna, 
Kl299 y Su695 sin y con novobiocina. Las cepas se crecieron en LB a 37'C y 200 rpt y se cosecharon en la fase 
de creci1iento exponencial tard!a. Los topois61eros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al ll 
con cloroquina !10 ug/111. a, K37 sin Nov 00:.97; b, KJ7 con Nov [80 µg/1!J 00=.90; 
e, Kl299 sin Nov 00=.85; d, Su695 sin Nov 00=!.09; e, Su695 con Hov [80 µg/111 00=!.0. 

8) GrAf!cas de barrido densitollétr!co {00,.,.,,,.,¡ del negativo de la fotografia del gel 1ostrado 
en {Al. se indica la posición del plas1ido relajado y superenrollado. Las letras debajo de cada grafica 
corresponden a las del gel. El nú1ero sobre la curva indica la posición del pico predo1lnante. 
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Figura 21. A) Patrón de topois01eros del pláslido ~! obtenido de las cepas K37, K1299 y SU695. Las cepas 

se crecieron en LB a 37'C y !00 rP1 y se cosecharon en la fase de creciliento exponencial y fase de estrés 
nutricional. Los topo!s611eros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con cloroquina 
(9 111/ll]. a, K37 OO.. 75; b, Kl7 D0=.85; e, U299 00:.62; d, Kl299 00=.88; e, Su695 00:.54; 
f, SU695 00•1.03. 

B) Gr4ficu de barrido densitolétrico (00.Z-) del negativo de la fotografia del iel 1ostrado 
en !Al. Se indica la posición del pliuido relajado y superenrollado. Lu letras debajo de cada grifica 
corresponden a !u del cel. 11 ntllero sobre la curva indica la posición del pico predolinante. 
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Figura 22. Al Patrón de topois61eros del pUslido pKSOI obtenido de las cepas K37, R1299 y Su695 sin y con 
novobiocina (80 pg/11). ·Las cepas se crecieron en LB a 37'C y 100 rpt y se cosecharon en la fase de 
creci1iento exponencial. Los topoisóaeros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al !% con 
cloroquina (9 lll:/11). a, K37 sin Hov 00..62; b, K37 con Hov 00=.&ó; c, K1299 sin Hov 00:.56; 
d, R1299 con Hov 00=.54; e, Su695 sin Hov 00=.43; f, Su695 con Hov 00:.40; g, K37 sin Hov 00..SO; 
h, R1299 sin Hov 00-.70. 

Bl GrAfica! de barrido densitOlétrico (00.,.._l del negativo de la fotografia del cel 1ostrado 
en (Al. Se indica la posición del plh1ido relajado y superenrollado. Las letras debajo de cada crmca 
corresponden a la! del cel. El núaero sobre la curva indica la posición del pico predo1inante. 
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Con respecto a la cepa de~§~ c!:t.ElJJ:!!!!:!!:!!:!!!! ~su695,,ccc~J'.'()cl,';n!º_s 

observar que en los geles en que se anaJ.izarOn lis ' topois6nieros 

del pMSOl, éste manifestó un grado de SE ligeram~nt~,mayor al de 

la cepa Kl299, y menor al de la K37. En el gé1cle fa,Figüra 21 

los topois6meros predominantes de la cepa Su695 se encuentran en 

un lugar intermedio al de las cepas K1299 y K37. En el gel de la 

Figura 22 se encuentran en el mismo lugar que los de la K1299, 

pero aún aquí se observa que el pMSOl está más relajado que en la 

K37. Esto indica que en esta cepa de §ª1!!!2~~!!e el pMSOl tiene 

un grado de SE ligeramente menor al de la cepa de~· ~2!! K37, 

aunque similar al de la cepa K1299. Esto podria tomarse como una 

evidencia indirecta que apoya que la topoisornerasa I de §. 

~Yeh!~~r!~~ es más eficiente que la de g. ~21!; sin embargo, para 

ello se necesitaria hacer un análisis más fino. 

S. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO 

pMSOl EN CELULAS CULTIVADAS EN PRESENCIA 

y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA 

CEN GELES CON 9 µg DE CLOROQUINA/ml). 

Corno se puede ver en las Figuras 20 y 22, se analizó el 

grado de SE del pMSOl en cepas tratadas con novobiocina 

( SOµg/rnl] . La Fig. 20 muestra el patrón de los topoisómeros de 

cultivos realizados con 20 ml de LB con una agitación constante 

de 200 rpm en una fase de crecimiento estacionaria temprana (ver 

Fig. 18). En estas condiciones la cepa K37 tratada con 

novobiocina experimentó un relajamiento mayor al de la K1299. En 
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cambio en la cepa ;su69S• trat~:da •con'no~obfoc.ina:;~o:; se.' observa 
·e:~~, ···~-- ,;'.' -i.-.J, --~~::':·:"·;-:. ,~-··{-',..,,.;•· .-,-./~.· ·~,·:;:~'-='-~-·.-.¿:~·;. ";:___-,::-

con el 'p~t}.Ón'! de?topois.6meros\de la .cepa ~r~cida sin 
,; . :_'.-~,\~~-- --·< ·:i::~·i:"· -~:~r_::,_· ,-_~-" 

o.::·-· ·'1-lS - .;:~i:F ·-·"" -c~l:-~. 
;;_ ·:·.-':';>--· :···:,¡:·; --~:~:-: ;.:"~~- (-~.;~~~'.· ·7¡:(~(,, _,;_;>' .. ~-_>·-··,-

ª"'~~ i~~:~) ~dt~~~~t~r '[fectado• 

diferencia 

novobiocina. 

Los resultados por la 
."\'.:~·-'_;· : .. ,. . 

forma en que se realizó el cultivo~paia la extracción del pMSOl 

(20 ml de LB con 200 rpm de agitaci6nY, por lo cual se hicieron 

pruebas de la acción de novobiocina en condiciones de crecimiento 

idénticas a las utilizadas en los experimentos de estabilidad; es 

decir, SO ml de cultivo a 100 rpm. La Figura 22 muestra el patrón 

de topoisómeros obtenido con estas condiciones de cultivo, en la 

fase de crecimiento exponencial. Con estas condiciones se obtuvo 

un resultado aún más significativo. Como se puede ver con la 

comparación de los picos predominantes, la cepa K37 tratada con 

novobiocina manifestó un relajamiento del DNA mucho mayor que el 

de la K1299 (tres supervueltas más desenrrolladol. En cuanto a 

la cepa Su695, aún en estas condiciones de análisis, el pMSOl no 

manifestó un efecto notable al ser tratada la cepa con 80 µg de 

novobiocina I ml. 

Esto nos indicó que el grado de SE de la K37 con (80 µg) de 

novobiocina es menor que el de la Kl299. Es decir que en el 

experimento de estabilidad del Rl-19 con 80µg de novobiocina 

relajamos el DNA de la K37 más de lo que está relajado en la 

1<1299. 
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Estos dos geles indicaron además que la concentración de 

novobiocina afecta de una forma distinta dependiendo de la 

aereación que tenga el cultivo. Por ello se decidió hacer las 

curvas de crecimiento de cultivos con una agitación de 100 rpm y 

encontramos que en estas condiciones la curva de la K37 tratada 

con 80 µg de novobiocina / ml si se afecta en mayor grado que la 

K1299 sin tratamiento (Fig. 23). 

E 
e: 

o 
l() 
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o 
ci 

1.0 

0.5 

~~ ~~ 
/~~ ~~ oK37 
o~~ o Kl299 

0
/ / ° K 37 + NOV (40pg/ml 

/ & K 37 + NOV (80pg/m1 

10 15 20 25 

TIEMPO horas) 

Figura 23. Curvas de creciliento de las cepas K37 cultivada sin y con novobiocina (Hov) [401 y [80 ug/l!I. y 
Kl299. El cultivo se realizó a 37'C y 100 rptl de agitación. 

90 



Estos resultados sugieren cqu~,' n~vC>6i66{n~~i'~aK~c~~ .rriás la 

fisiologia celular cuando hay condidi6~es 'de_Cin~F~t áer:~adiÓn: 

:~:º:~:::"::::9' :::::":::· ::: :;:'. :::::::~!"P~J~"l~~;f ~t~t,~::: 
como el SE de la K37 disminuyen más que los de la KlZ99. 

El grado de SE de la K37 cultivada con novobiocina es menor 

que el de la K1299 (Fig. 20), pero su curva de crecimiento no se 

afectó tanto como lo está la de la Kl299; es decir que al parecer 

el grado de SE del DNA de la K1299 no es el único factor que 

afecta en el crecimiento de la misma, sino que la ausencia de la 

proteina HimA influye de alguna manera adicional en su 

fisiología. 

6. PRUEBA DE ESTABILIDAD DEL Rl-19 EN 

CULTIVADA EN 

PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA 

A partir de los resultados anteriores decidimos realizar la 

prueba de estabilidad del Rl-19 en la cepa Su695 en un cultivo 

realizado con 50 ml de LB a 100 rpm. Los resultados se muestran 

en la Tabla VIII. 
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TABLA VII!. FRECUENCIA DE LOS PATRONES DE RESISTENCIA DE LAS CEPAS DERIVADAS DEL EXPERIHENTO DE 
ESTABILIDAD DEL PLASHIDO Fil, Rl-19 EN ~!!2~lla !UD}!!!!}~ CON 80 ug de NOVOBIOCIHA/11. • 

Su695/Rl-19 Su695/Rl-19 
sin Novobiocina Novobiocina [ SOug/11 J 

PATROH DE RESISTENCIA 

Multirresistente 75 9 

Multisensible 13 88 

Ap• Sp• Cm' 8 2 

Km• 1 o 

Otros 3 1 

'Los nlileros representan valores en porciento. La prueba del patrón de resistencia se realizó desp.¡és de 
aproxiaadaaente 23 generaciones. Los cultivos se realizaron con 50 11 de LB a !00 rpa de agitación. 

En ellos podemos ver que con estas condiciones de cultivo, 

este tratamiento con novobiocina indujo una frecuencia mayor de 

recombinación entre las IS],a-IS]:b (células multisensiblesl. Con 

estas condiciones se disminuyó la aereación del cultivo Y como 

consecuencia de ello se aumentó la frecuencia de recombinación de 

las IS_l. Sin embargo el patron de topoisómeros de la Su695 

cultivada en diferentes condiciones de aereacion y en ausencia y 

presencia de novobiocina IFig. 20 y 221 es similar. Esto sugiere 

que la aereación del cultivo es determinante para la acción que 

ejerce la novobiocina en el proceso de recombinación de las IS1 

en~· !Yehi~~[i~~. pero no afecta tanto su grado de SE. 
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V. DI.SCU.SION 

En el presente trabajo se estudió la influencia de la 

proteína HimA en la recombinación de las secuencias de inserción 

ISl del plásmido Rl-19. 

directo y uno indirecto. 

Para ello se propuso un modo de acción 

De manera directa, el dímero IHF, 

formado por el producto de him~ y himQ/biE· podría unirse a los 

extremos de las IS1 y bloquear la acción de las enzimas 

encargadas de la recombinación de las ISl. De una manera 

indirecta, la ausencia de HimA puede modificar el grado de SE del 

DNA, el cual es un factor determinante para la recombinación en 

general del DNA, con lo cual también puede disminuirse la 

recombinación de estas secuencias. 

Con el fin de investigar ambas posibilidades, estudiamos la 

recombinación intraplasmídica mediada por ISl en el plásmido FII 

Rl-19, en células de g. ~Q1i HimA+ y HimA-, y de§. tYEb!m~~i~m 

con diferentes grados de SE del DNA. 

En la cepa de g. ~Q1i K1299 HimA- se incrementó la 

recombinación de las ISl en comparación con una cepa isogenica 

silvestre. El grado de SE de su DNA se analizó indirectamente y 

se encontró que es menor que el de su isogénica silvestre K37; 



sin embargo, al disminuir el SE de la K37, disminuyó la 

recombinación de las ISl. 

En una cepa de §. !YEbiIDYiiYID analizada, el grado de SE fué 

ligeramente menor al de la cepa silvestre de E· f21i K37, y 

ligeramente mayor al de la cepa K1299 HimA-. Cuando se disminuyó 

el SE del DNA de §. !~EbiIDYiiYfil se incrementó la recombinación 

de las 1s1. Es decir, que manifestó un efecto contrario al 

observado en la cepa K37. 

En la cepa K1299, la recombinación de las ISl del Rl-19 

manifestó un aumento de B a 15 veces la frecuencia de su 

isogénica silvestre (K37) y de un 27 a un 70~ con respecto a una 

cepa Hiper-rec (GM33}, lo cual indica un incremento bastante 

significativo para una cepa de g. f21i. 

En las cepas Hiper-rec, el aumento de la recombinación 

intraplasmídica de las 151 ha sido probado con anterioridad 

(Gómez y Torres, 1983), y aunque su frecuencia es menor que la 

de §. !YEDiIDYI!Ym. es varias veces mayor que en las cepas 

sivestres de g. fQ1l· 

La cepa K1299 no manifiesta comportamiento Hiper-rec para 

secuencias homólogas plasmidicas ó cromosómicas distintas de las 

IS1. Por el contrario, manifiesta una disminución en ambas 

frecuencias en comparación con su isogénica silvestre. Esto 

sugiere que su incremento en la recombinación de las ISl no se 

debe a un comportamiento Hiper-rec. 
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El tipo de recoml:>i~a6ló~. del Rf.:.19 que ~e::;eÚstró con mayor 

frecuencia, fue entre . ~~·s IS!. m;ls Ca[eJ~~a; {is1a-rs1b>. En 

trabajos previos, en las cepas híper:.,récorn~inantes de g_. S<QH 
,,,_ ·:.'>. 

GM33/R1-19 19.ª-!!!-~) y W3111/R1-19 (EQl~!.l asi como en ~-

el tipo de recombinación más frecuentemente 

encontrado fué también entre las rs1 más alejadas (Gómez y 

Torres, 1983). Una posible explicación a este fenómeno es que 

estas secuencias se encuentren a una distancia óptima para su 

acercamiento y recombinación por parte de las enzimas de 

recombinación (RecA, RecBCD y RecF). Una posibilidad es que la 

otra IS1 se encuentre demasiado cercana a las otras dos, y para 

que pueda recombinar con cualquiera de ellas, necesite 

modificarse la topología de la molécula. Esto podria implicar la 

participación de un mayor número enzimas ó factores, por lo cual 

serian favorecidos los eventos de recombinación entre las 

primeras. Otra posible explicación es que la similitud entre las 

IS1a-IS1b sea mayor entre ellas que con la rs1c. y por ello 

tengan una reayor facilidad para recombinar. Esto se apoya en el 

hecho de que no todas las IS1 son idénticas, sino que forman 

parte de una familia de isosecuencias (Bustos, 1986). 

Con el fin de explicar las diferencias de recombinación de 

las IS1 del R1-19, observadas entre las cepas K37, K1299 y Su695, 

proponemos cuatro explicaciones alternativas. 

l. El IHr de~- S<Qli al unirse a los extremos de las ISl, 

puede interferir en la acción de las enzimas de recombinación 

general sobre estas secuencias. Al no estar presente este factor, 
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las IS.! pueden recombinar libremente. La interferencia ~or"par'te 

del IHF podria ser directa, al bloque~r" . los si Úos. de 

reconocimiento del DNA a las enzimas, ó >in~J~e~f~,;~, ~l m,odificar 

la topologia del DNA necesaria para la acción.de estas enzimas. 

Las enzimas de recombinación de g. ~Q1i podrian actuar con 

más eficiencia sobre las IS.! cuando está ausente el IHF: sabemos 

que las enzimas de recombinación requieren de cierta topología 

del DNA para poder actuar eficientemente (Drlica, 1984) y corno 

hemos visto, la unión del IHF al DNA puede modificar su topologia 

(Pettijohn, 1988; Friedman, 1988). Es decir, que en la K1299 la 

eficiencia de estas enzimas sobre las IS.! podria ser distinta: 

mayor en las cepas IHF- debido a una mejor conformación del 

sustrato (ISll y que en las cepas silvestres no haya una buena 

interacción enzima-IS.!. Sin embargo, esto no parece muy 

probable, porque en las cepas bimh- el DNA se encuentra con un 

grado de SE menor al de las silvestres debido a la falta del IHF, 

que por si mismo puede hacer que el DNA tenga un mayor grado de 

SE, además de que la concentración de GyrA esta disminuida. 

Kolodner (1980) reportó que en un sistema in Yi!~Q cuando se 

relaja el DNA, disminuye la recombinación de algunas secuencias 

plasmidicas. En el presente trabajo, al disminuir el SE de la 

K37 in yiyQ, la frecuencia de recombinación de las IS.! también 

disminuyó. 

Aunque el papel del IHF podria ser alterar la expresión de 

algún gen, cuyo producto modifique la eficiencia de las enzimas 



de recombinación sobre las IS.!, otra- opción sería c¡ue, .· er IHF 

simplemente bloqueé las IS1. 

Para explicar la alta frecuenci~; ~. 

U'.E!:Ü.!!!\d!:i!d!!!, tenemos que recurrir a la ac'ciÓn .d~l produ~to · de un 

gen distinto en esta bacteria, mÜchá ~¿st eFic:i.~n:ie para 

recombinar las IS1, que las enzimas de ¡¡;;· ~QÚ ... Este gen además 

tiene que funcionar mejor con un genoma más relajado, como lo 

observamos en el presente trabajo. 

2. Puede existir un sistema de recombinación ~specífico 

para las IS,!, en ambas bacterias, pero que actúe de manera 

distinta en ambas bacterias. Este sistema puede tener distinta 

eficiencia en cada bacteria. Es decir, que para la recombinación 

de las IS.! las enzimas tienen una mejor actividad, posiblemente 

por la acción de algún gen adicional, ó porque actúa alguna 

enzima, distinta a las que recombinan las secuencias homólogas 

generales. Una posibilidad es que sobre las IS.! actúe el 

producto de QQ!: (RecA-dependientel, y aunque este gen solamente 

ha sido descrito en ª· ~YEb1!!!1l!:i!dfil· puede existir también en E. 

Si QQ!: existiera en ambas bacterias, el efecto de este gen 

podria estar modulado por el SE del DNA y por el IHF. Ambos 

factores podrían interactuar de alguna manera, para producir los 

efectos observados. Existen las posibilidades de que el IHF 

a) funcione igual 6, b) funcione diferente en ambas bacterias. 
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a) Si el IHF fÚne<1:onf igliaf en amba~ b.~c"t;er{as.;· en >§. 
,:;; 

!.Ye!Ü.!llb!.r.!b!.!!l el IHF}.i sü'grado efe i:;E 'i3.i.iétjéríéséf' 1a·s . ·condiCiónes 

necesarias para 'tiiff.1ribt;·~~J~e~~b~.·~~;'.~'6~;¡~ri;~J.a',f;~~;6~t;"{~~:H6f1.;t~e · 
las 1s1. y con~~ i~~ nC>v~~1;~·iná>Z*J~fr:1~~~·¡¡6~~!~·;~t·r,i~;~··· s~ 
alcanzaría el mejor grado ~e· ~E p~;~'. i~b;'.~m~~Ü~ l~~Y~~b6~biri~cf6n 

.. ::.::::·~:: . \~:·.- ·.: ... _.:·:-·:~. "'.·\·~<·· ~,> ,•.:'-'\ 

intraplasmidica. En la cepa K1Z99 el;'grado;c:Íe};sÉ/es' muy.• si.niü:ar 
.·.· .. :;.;. -·''·"-

al de §. 
,_. , ·.:~-· -

pero no posee ; IHJ.'.' ~ ;la 

recombinación no aumenta tanto. 

La cepa K37 cultivada sin novobiocina, estaría por fuera de 

los limites del SE adecuado, y en la K37 cuitivada con 

novobiocina, el DNA se ralajaria más que el de la K1299 y el de 

la Su695, y se saldría totalmente del rango en el que puede haber 

recombinación de las 1s1. 

bl Si el IHF de ambas bacterias no funciona igual, en g. 

~Ql! la acción del gen QQI podría estar bloqueada por una mala 

interacción del IHF con su DNA. Es posible que en g. fQli el 

producto de este gen actue únicamente sobre las IS! libres de 

IHF. En~· tYebi!llb!.r.ib!.!11. el gen Qb!ll~ Csubunidad a del IHF) tiene 

una secuencia distinta en tres aminoácidos al de g. fQli y la 

unión IHF-ISl se ha probado únicamente con el IHF y las ISl de g. 

Es decir, que probablemente se encuentre alterado el 

dominio de unión del IHF en §. ~YEbi!!lb!.Iib!.ID. ya que se trata de 

una unión sitio-especifica. El gen de la subunidad B del IHF de 

aún no se ha secuenciado, pero podría tener 

también diferencias con respecto la de g. fQ1!- Esto apoyaría la 

hipótesis de un comportamiento diferente de este factor entre 
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ambas bacterias,' 

ser distinta 
'.>~¡: ·, 

La diferencia entre la cepa K1299 y la K3.7. ,s,e '· .Podría 

expl{car a través de una mayor expresión del gen QQ[~n li K1299 

por el hecho de no tener IHF, pues se ha derno.strado · que este 

factor puede disminuir la expresión de algunos genes (Friedmann, 

1988). Sin embargo, no podríamos explicar un gran incremento en 

la expresión de QQr en §. !YEbimYráYID· 

Posiblemente la unión ISl-IHF de §. !YEbimYrá~m tenga algún 

efecto en la topología del DNA, provocando que se incremente el 

grado de SE de esta cepa (Gellert ~! ªl·, 1983; Drlica y 

Rouviere-Yani v, 1987), con lo cual la acción de QQ[ podría ser 

mejor que en ~- ~Q!i· El efecto de disminuir el SE podría 

favorecer a QQ[, corno lo observarnos en este trabajo. 

3. Posiblemente exista una resolvasa para la disociación 

del Rl-19, pero que actúa con muy baja eficiencia, en comparación 

con el sistema de recombinación de ~· !YEbámYriYID· La actividad 

de esta resolvasa seria disminuida por la acción del IHF de g. 

No se ha podido detectar actividad de resolvasa en g. f21!. 

pero esto puede deberse a una interferencia del IHF en las cepas 

analizadas, el cual puede provocar un cambio conformacional del 

DNA y que podría alterar la acción de esta enzima (Gellert ~! 
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ª1·, 1983; Drlica y Rouviere-Yaniv! 1~87) 6 tal:vez el IHF 

disminuya la expresión élel ',~~n:,'cie Ü'r~§-oi~~s~:t?~¿~i :ü;' hace· con 

otros genes CFriedmann, , 1~~4l
0

• '~i ~1'JrHÍ,;~~.<b~0pd~t~·d; .m~rier~ 
similar en ambas bacterias. 1a<fa'Í1:aºc!eiactf~l\~1ad d~' r~~oI\láia en 

§. !:tl2b1!!lld!:Ül!!l [§f~ - puede deberse 1:am,bié!1 él una interferencia 

del IHF. 

Sin embargo, en la cepa IHF- de g. fQ11 no se detectó una 

actividad de resolvasa con una frecuencia comparable a la que 

puede observarse por recombinación en§. !YI?b!!!lld!:!ld!!l· Es decir, 

que la recombinación del Rl-19 podria plantearse de la siguiente 

manera: como una recombinación entre las ISl cuando existen las 

condiciones necesarias para las enzimas de recombinación (corno en 

el caso de§. !Yl2b1!!!Yr1Y!!ll. y cuando esas condiciones no son las 

adecuadas, entra en juego la resolvasa, recombinando de forma 

sitio-especifica las IS1 del cointegrado con una menor 

frecuencia, pero que para funcionar, necesite estar ausente el 

IHF. 

El problema con esta alternativa, es que no podernos explicar 

el aumento en la frecuencia de disociación del Rl-19 en §. 

!YI?b1!!lll!:ill!!l al cultivarse con novobiocina y su disminución en g. 

fQ!i cultivada con novobiocina. 

4. Puede existir un represor de la recombinación del Rl-19 

(Chernin y Ovadis, 1980), el cual actúa de manera diferente en 

ambas bacterias. La diferencia estaría en un IHF que actúe de 
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forma distinta. El represor del plásmido R1-19 podria necesitar 

de cierta conformación del DNA para reprimir. efectivamente la 

recombinación de las IS.!, 

g. f2!!; el IHF de §. 

represor y en este caso, 

la cual seria estimulada por el IHF de 

!YEb1mYr!Ym no seria favorable para el 

la novobiocina modif icaria la topologia 

del DNA y disminuiria más aún la acción de este represor. Pero 

no podemos explicar porqué la novobiocina no modificó la acción 

del represor en la cepa K37. 

Por lo tanto, pensamos que la explicación más adecuada es 

que el producto de Q2r está presente en §. !YEhimYtiYm y no lo 

está en ~- fQ!i; ésto produce la diferencia en el comportamiento 

entre ambas bacterias. En§. !YEb1IDYiiYm. la acción de este gen 

en la recombinación de las IS.! debe de estar regulada por la 

topologia del DNA, la cual puede modificarse por la acción del SE 

del DNA y tal vez también de IHF. En ~- f2!i. el IHF puede 

actuar bloqueando las IS.! a la acción de las enzimas de 

re~ombinación de secuencias homólogas generales en la IHF+, y no 

hacerlo en la cepa IHF-. 

Para analizar el papel del SE en la recombinación de las 

IS1, proponemos realizar experimentos de estabilidad de plásmidos 

FII en las cepas de g. f2!i K1299 con el DNA relajado, en la K37 

con el genoma relajado a un grado de SE idéntico al que presenta 

la K1299, y en la cepa Su695 de §. !YEhifil~tiYID con diferentes 

grados de SE, con el fin de determinar cuál es el rango en el que 

el SE aumenta la recombinación de las IS_!. 
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Con el .fin ,.de e_studiar _el ~J¡pa'peh del gen Q.Qr-;_ en la 
' .,- ·::.~ .~ ,, .. ,_..::···- ':•:i·:; "\~;.;~~;·_, ""·:.:·~'' ""'"': ..,):::-;; •""' ,, '/é' 

recombina~ión de l~~ Ís1;\. se pocfri.a)fotroClucÚ 71- g_enJfüt'.en: la 

bacteria g. fQH ÍHF> e' IHF:: Y·;a~¡~1~k~r·e~--c~~porfa,iiiieritdi:de los 

plásmidos .. FÚ en eÚas: E~t~ e;;t~d~~·f¿·;in~Tp~'.;tl~~e ::Jn,\· p-ioyecto 

de nuestro equipo de trabajo ( M. I. G~rcia e'. i. fo~·~u~~~~6iÓri 
personal). 

Para investigar si el IHF de §. !YEbimYriYm Y g. ~211 tiene 

un comportamiento igual en ambas bacterias, seria útil hacer 

pruebas de unión de este factor a las IS~. por medio de geles de 

ratardamiento (Galas~! ª1·, 1987). Además seria interesante 

introducir y expresar los genes bimb y bimQ/biE de g. ~Qli. en 

una cepa de ~- !YEbimYriYffi· A través de ambos resultados 

podríamos apoyar 6 descartar el bloqueo por parte del IHF ya sea 

hacia el producto de QQ[ 6 hacia la resolvasa. 

Finalmente, seria interesante probar la estabilidad de otros 

plásmidos FII en las cepas IHF~ e IHF-. con el fin de descartar 

la posibilidad de que el represor del Rl-19 en conjunción con el 

IHF de g. ~Qli. sea el responsable del comportamiento descrito. 
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VI. CONCLUSIONES 

l. La cepa de g§gb§rigbiª g21i K1299/Rl-19 birn8 - (IHF-l 

presenta una frecuencia de recombinación las IS1 del plásmido FII 

Rl-19, mayor que la registrada en la cepa K37/Rl-19 IHF•, y aún 

mayor que la de la cepa GM33/R1-19 Hiper-rec. Esto posiblemente 

se debe a que las IS1 no están bloqueadas por el IHF, 

actuar mejor las enzimas de recombinación general. 

y pueden 

2. La cepa K1299 mostró no tener un comportamiento 

hiper-mutante ni hiper-recombinante entre secuencias homólogas 

plasmidicas ni cromosómicas. Por lo tanto, en la K1299 el 

incremento en la recombinación intraplasmidica de las ISl del 

Rl-19 no se debe a un incremento en la recombinación de 

secuencias homólogas distintas de rs1. 

3. El tipo de recombinación más frecuente en el plásmido 

Rl-19 fue entre las ISl más alejadas (IS1a-IS1b) y el menos 

frecuente fue entre las IS1 más cercanas (IS1b-IS1c). No se 

registraron eventos de recombinación entre IS1a-IS1c. Esto puede 

deberse a que IS1a e IS1b tienen una similitud mayor, ó que están 

situadas a una distancia óptima para poder recombinar. 
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4. La cepa GM33 s!ªm- descrita_ 

secuencias homólogas plásmido-cromosoma 
.. -,, 

recombinación inter ó intraplasmidi¿a 

cromosoma-cromosoma. 

S. Los geles 

adecuados para obtener una buena SE del 

plásmido pMSOl en las cepas K37, K1299 y. Su695 en cualquier fase 

de crecimiento, así como en presencia y ausencia de novobiocina. 

Los geles de agarosa con cloroquina [25 µg/ml] permitieron 

comparar el SE del pMSOl, únicamente entre las cepas K37 y K1299 

en condiciones de "estrés nutricional". 

6. La novobiocina afecta el grado de SE del pMSOl y la 

fisiologia celular de la cepa K37 en formas distintas, en 

relación inversa a la aereación del cultivo. En la cepa K1299, el 

hecho de tener un grado de SE menor que la K37, parece no ser el 

único factor que disminuye su velocidad de crecimiento. 

7. La cepa K1299 tiene un grado de SE menor a la cepa K37. 

Esta diferencia aumenta al avanzar en la curva de crecimiento de 

ambas cepas. El grado de SE del pMSOl de la cepa K37 cultivada 

con novobiocina [80 µg/ml] es menor que el de la cepa K1299. En 

la cepa K37/Rl-19 cultivada con esta concentración de 

novobiocina, se disminuyó la frecuencia de recombinación de las 

IS1 del Rl-19, posiblemente como resultado de una mala acción de 

las enzimas de recombinación general sobre un DNA muy relajado. 
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s. El pMSOl en la cepa su695 de ~. - !:t.l?bim!ir;!,gm tiene un 

grado de SE menor que el de g. ~QH K37_} Üger.c1rne11te_ lll~');or al de 

la K1299. El grado de SE de la Su695 cultivada sin y con 

novobiocina (80 ug/rnll no mostró diferencias tan grandes corno las 

observadas en g. ~21i· Sin embargo. cuando se cultivó con 

novobiocina, la cepa Su695/Rl-19 si mostró un incremento en la 

frecuencia de recombinación de las ISl del Rl-19. Esto puede 

deberse a que en esta cepa actúa un sistema de recombinación 

especifico para las rs1. el cual que no está presente en g. fQ1i· 

Al parecer, este sistema funciona mejor con un DNA ligeramente 

más relajado que el normal. 
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