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1. RESUMEN

Los plasmidos FII1 de multirresistencia a antibiéticos en
bacterias estén formados por un r-det que contiene la mayoria de
los genes para la resistencia a antibidticos, y un RTF, que
contiene las secuencias necesarias para su replicacién auténoma vy
transferencia por conjugacién. Estos elementos estan unidos por
dos secuencia de insercion IS1l. Si se lleva a cabo un evento de
recombinacién intraplasmidica de las I51, el plésmido puede
disociarse. En una poblacién de bacterias en la que esto ocurre,
se pilerde la region r-det, vya que no puede replicarse de manera
autdnoma. En Escherichia coli este evento ocurre a una frecuencia

muy baja, mientras que en Salmonella typhimurium este evento es
muy frecuente. Actualmente se desconoce la razon de este
fenémeno. En este trabajo se probd la hipétesis de que en E. coli
la unidn del factor de integracion al huésped (IHF) a 1los
extremos de las IS1l, bloquea la recombinacién de estas secuencias
en los plasmidos FII, y que esto no ocurre en S. typhimurium.
Debido a que el IHF modifica la topologia del DNA, Yy su ausencia
disminuye 1la concentracién intracelular de la enzima girasa, se

estudié el papel del superenrocllamiento (SE) del DNA en 1la

recombinacion de las 1S1 de estos pléasmidos.



‘Para el;b Se;cuantifiéé la frecuencia de disociacién del

rbié;midéypli : éEOmpinécién,de las F¥S1, en células de E.

“novobiocina, ‘U ‘ﬁhibidbr‘de la girasa. El grado de SE del DNA de
cada ‘cepa,'éhufcada uno - de estos experimentos se determind
-dndirectamente  por medio del analisis de los topoisémeros de un

plasmido reportero en geles de agarosa con cloroquina.

Los resultados mostraron que la frecuencia de
recombinacion de las ISl del plasmido FII R1-19 es mayor en la
cepa IHF~ que en la cepa silvestre. Sin embargo en esta mutante,
la recombinacién homoéloga de secuencias distintas a IS1 mostré un

comportamiento normal.

Por otra parte se encontrd que en E. coli el relajamiento
del DNA inducido por novobiocina, no modifica la frecuencia de
recombinacién de las 1Si. Sin embargo, en $. typhimurium la misma

concentracion de novobiocina si incrementd la frecuencia de

recombinacion de las IS1, aunque no afectd de manera importante

el SE del DNA.

Los resultados obtenidos sugieren que en E. coli la unién
del IHF a los extremos de las IS1 interfiere en la recombinacién
de estas secuencias en el plasmido R1-19. Por otra parte, el
grado de SE del DNA parece ser un factor importante en para la

recombinacién de las IS1 en S. typhimurium, y no en E. coli.



1I. INTRODUCCION

Ldé'ﬁiééhiabéAsdﬁ h;lé;ui;§iéeTDNA e#ﬁraﬁromosomal ¢ de RNA,
geﬁeralmente circuléresiy éﬁﬁérhelicéidales. que son capaces de
.replicarse de manera auténoma. Estas moléculas se han encontrado
tanto en organismos procariontes como eucariontes (Goémez, 1983 y

1988).

En el caso de las bacterias, la informacién presente en
estas moléculas no es esencial para su viabilidad. Incluso pueden
provocar el aumento del tiempo de generacion bacteriana. 8Sin
embargo, la informacién contenida en los plasmidos puede conferir
a las bacterias, algunas propiedades que pueden serles utiles
para sobrevivir en ciertas condiciones, como son la resistencia a
antibioticos, agentes quimioterapeuticos, iones de metales
pesados VvV  SUero; produccion de enterotoxinas, hemolisinas vy
bacteriocinas; factores de colonizacién; degradacién de
carbohidratos e hidrocarburos; enzimas de restricciéon; fijacién
de nitrégeno e induccién de tumores en plantas. Los pléasmidos
pueden tambien conferir a las bacterias la capacidad de
transferir por conjugacién a otra bacteria el propio plasmido o6

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



Un porcentaje importante de las Enterobacterias contiene
plasmidos., Los plasmidos se han clasificado de diversas maneras,
por ejemplo, de acuerdo a las caracteristicéﬁ que confieren a su
huesped, ¢ a s5u propiedad de incompatibilidad (Gémez, 1983 v

1988]) .

Los plasmidos tipo R son aquellos que confieren resistencia
a antibioticos a las bacterias que los poseen. Estos genes pueden
estar agrupados ¢ separados dentro de la molécula. Muchos de
estos plasmidos son capaces de transferirse por conjugacién de

bacteria a bacteria (Gomez, 1983 y 1988).

Los plasmidos pueden tambien clasificarse en grupos de
incompatibilidad. Dos plasmidos pertenecen al mismo grupo de
incompatibilidad cuando no pueden coexistir en la misma bacteria.
Este fenotmeno se debe a la competencia de ambas moléculas por la
maguinaria bacteriana que utilizan para replicarse ¢ para su

segregacion en la células hijas (Gébmez, 1988).

Los pléasmidos del grupo de incompatibilidad FIl son de 1los
mas estudiados. Fueron aislados de Enterobacterias patégenas que
presentaron resistencia a mas de cuatro antibiéticos. Los mas
conocidos son el R1-19 aislado en Inglaterra de una cepa de

Salmonella typhimurium, el R100 aislado en Japén de una cepa de

coli (Cruz vy Gémez, 1984). Ademas de su importancia c¢linica,
estos plasmidos han sido utilizados por diferentes grupos de

investigacién como modelo para estudiar la replicacién,



recombinacién, estabilidad e incompatibilidad de pléasmidos
grandes (Gémez, 1983). Los plasmidos FII tienen un peso molecular
de aproximadamente 40-80x10% daltones (60 a 120 Kilobases, Kb) vy
se caracterizan por poseer una estructura molecular similar,
compuesta por dos regiones separadas por secuencias de insercién
Is1 colocadas en sentido directo: .El r-det (determinante de
resistencia) y el RTF (factor de transferencia) (Fig. 1)

(Chandler vy Galas, 1985).

Oriy

RTF r-det
-~ genes para replicacion < - genes para la resistencia
- genes para transferencia a antibidticos
por conjugacién
- ofros genes ‘Q\
V

Figura 1. Esquema de un plasmido tipo FII.



- En el =.:£;dé'ti5* és{anf,;g}?u'{ad’of‘s' 1a mavoria de’ 168 " gehes de
“ resisﬁéﬁcia a ahtibiOticos‘ Eéta regiéﬁ puede estar formada por
vafios ffénsposones simples y por transposo;es compuestos, que
BON genes que se encuentran entre dos secuencias de insercién IS,
y por ellc pueden moverse como transposones. La disposicién de
estos elementos es muy especial, pudiéndose hallar un transposén
dentro de otro, como en el caso del r-det del R1-19, en el cual
el Tn3 (Ap") se encuentra dentro del Tn4 (Ap',Sp'-Sm') y puede

transponer independientemente Yy a una frecuencia distinta del

ultimo.

En el RTF se encuentra la informacién genética para la
replicacion auténoma (secuencia del origen de replicacién oriv vy
genes rep), para su transferencia por conjugacién (secuencia del
origen de transferencia oriT vy operén tra), ademads de sus
propiedades de incompatibilidad y resistencia al suero (Goémez,

1983 vy 1988).

Las secuencias de insercién IS1 tienen un tamafio de 768 pb y
forman parte de un grupo de elementos genéticos méviles ©
transposones pequefios (<¢2000 pb), que poseen la propiedad de
movilizarse por transposicién vy de generar rearreglos en el

material genetico bacteriano (Berg et al., 1988).

Una molécula de DNA con dos secuencias homélogas, como los
plasmidos FII, puede experimentar eventos de recombinacion
intraplasmidica a nivel de ellas. Cuando ocurre un evento de

recombinacién en una molécula con secuencias homdélogas colocadas



1 segmento:qgie se.encuentra’ entre-

orlent‘c10n-

era la dlsoc1ac16n de’ 1a molécula: (F;g

se forman dos moléculas de bNAa o una
A' ;éda una. La recomblnac16n dey4 estas
y de
enzxmas . entre las que  se encuentran exo fy

‘endonucleasa ’he iqasés y ligasas (Cruz y Gomez; 1984},

a)

RTF

b)

4
RTF r-det

Figura 2, Eventos de recombinacion entre dos secuencias homblogas. a} entre dos secuencias homblogas inversas;
b} entre dos secuencias homblogas directas.



irebpaé:qdé flahqueah al
-la disociacion del r-det vy el

‘moléculas, - con una 1S1 cada una (Fig.

0
H
-+
%,
r-det
Figura 3. Disociacion de un plasmido tipo FII mediada por la recoabinacién de sus ISI.
Cuando ocurre la disociacion de un plasmido FI1, se generan

en la poblacién bacteriana, células cuyo plasmido sélo conserva
—~ la regiéon RTF, pues ésta tiene las secuencias necesarias para su
replicacién vy segregacién en la poblacién. El r-det se pierde
conforme pasan las generaciones bacterianas, debido a que esta
regién no puede replicarse de manera autbnoma, sino solamente
cuando esta unida al RTF 6 a otro replicén. De esta manera se
generan bacterias que pierden la resistencia a los antibioticos

conferida por el r-det del plasmido (Fig. 4a).



Salmonella typhimurium
(frecuencio de recombinacién alta)

.,.:a%‘%“ pradedesire B s ot
| |
7, Q& ' U

72N RS g

" 4 [ CONSERVACION DEL r-det ]

(DISMNUCION DE CELULAS CON r-det )

g

|PERDIDA DEL r-det!

Figura 4. Estabilidad de los plasaidos tipo FII en distintas cepas bacterianas. -
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La ‘frecuencia . de recombinacién.de las~IS1'es mayor-en . las

bacteriés'~§almpnelié vphimurium, v Proteu 1mirébi1;§ ‘que

Escheriéhié Sh{

IS;f”hacéjiqué‘ la regién del r-det se amplifique dentro del

plasmido (Fig. 5).

r-det

c’

r-det r-det

r-det

En E. coli v S. seonnei la recombinacién intraplésmidica se
lleva a cabo a una frecuencia muy balja, por lo que son muy pocas
las células que pierden la resistencia a los antibidticos en una

poblacion bacteriana (Fig. 4b) (Gomez, 1983).

10



~las Isgygn, iferentes Enterobacterias.

En . algunas cepas de ‘coli ‘con  comportamiento . de

tw

hiper-recombinacién (Hiper-rec) como las dam-3 (Marinus y Konrad,
1976} y las polAal (Konrad, - 1977), las ISl recombinan c¢con una
frecuencia un poco mavor que en las cepas silvestres. Sin
embargo, la frecuencia de recombinacién de las ISl en estas cepas
mutantes es significativamente mas baja que la de §. typhimurium
(Gomez y Torres, 1983). Las mutantes mencionadas tienen un DNA
con un numero 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 recombinacién como RecA
{(Cruz vy Gomez, 1984; Lewin, 1987). Esto sugiere que en las
mutantes Hiper-rec la disociacién se debe a un incremento en la
frecuencia de recombinacién homéloga a nivel de las 1IS1. En
cambio, es posible que en las cepas silvestres de S. typhimurium
exista alguna via distinta y mas eficiente para la disociacién
del plasmido. Es decir, que en 3. typhimurium pueden existir

sistemas de recombinacién que hagan que las IS1 recombinen de una

forma mas eficiente que en E.

coli. Se ha demostrado que la
recombinacién general (de secuencias homdlogas distintas de 1S1)
es similar en ambas cepas (Gomez y Torres, 1983), por lo cual
pensamos que el sistema mencionado para S. typhimurium tendria

que ser especifico para la recombinacién de las IS1.

11



‘]iééb que actuén ’en’ ia recomblnaclon general de secuencias
:homologas 'y vque eétos sistemas son independientes del represor
de R1-19. Uno de éstos podria ser el codificado por el gen dor.
Esta podria ser la razén por la que las ISl recombinaran mejor en
S. typhimurium, ya que al parecer dor esta involucrado unicamente
en la recombinacién de ciertas secuencias, tales como las IS1 vy
alguhas secuencias homblogas de los plasmidos FII (Watanabe et

al., 1982). En E. coli no se ha descrito un gen similar a dor.

En  resumen, hemos vistoe que la recombinaciédn homéloga
dependiente de RecA de las dos 1Sl de los plésmidos FII, es la
causa de su disociacion. Sin embargo, las 151 son transposones y
esto debe tomarse en cuenta al analizar la estructura vy el
comportamiento de los plasmidos FII, va que el evento de
disocilacién de estos plasmidos podria estar determinado por uno

de los pasos de la transposicién de la IS1 (Fig. 6).

3
Tn3 Tn3 ™3
* M WQ+Q
3 b N :
T3

COINTEGRADO

Figura 6;'For|ac10n de un cointegrado del Transposon Tn3 y su resolucibn:

12



Ehtre las bnoﬁiedédééidé

-insertarse (transposicié

,copla (transp051c10n repl en unaAmolécula de DNA proplaiof
vecina. Este tipo de eventos‘son 1ndepend1entes de RecA 'y para
que se lleven a cabo se requleren sitios blancos preferenclales
cuyas secuencias son distintas para cada transposon (Befg»gg'é;.,

1988). Las IS1 pueden transponer tanto de manera replicativa,

como conservativa (Chandler y Galas, 1985).

Los plasmidos FII poseen dentro de su secuencia dos IS}l
directas que son transposones. Esta estructura es similar a los
intermediarios de la transposicién replicativa de los
transposones de la familia Tn3, llamados cointegrados (Fig 6).
Para 1la formacién de un cointegrado se requiere de 1la enzima
transposonasa y de una similitud de secuencia minima entre ambas
moléculas. Este cointegrado tiene dos copias del transposén y
puede resolverse en dos moléculas cada una con un transposén
(Fig. 6), para lo cual utiliza una enzima denominada resolvasa,
codificada por el mismo Tn3 (Gomez, 198%:; Berg et al., 1988).
Come va dijimos, esta via de disociacion de un cointegradc con
dos transposones es independiente de RecA. Los productos de 1la
resclucién de un cointegrado pueden compararse a las dos
moléculas que se obtienen al disociarse un plasmido FII, por 1lo
que si estos plasmidos fueran cointegrados de la transposicién de
las ISl, 1la resolvasa podria disociarlos. Sin embargo, se sabe
que los cointegrados formados con las secuencias ISi son
moleculas muy estables, a diferencia de los de Tn3, que son

rapidamente resueltos por la resolvasa de este sistema

13



(Chandler 'y’

plasmidos.- intermediarios de - la-

transposici s importante 'destacar

que se - trata: e'’.dos . transposones distintos y . Qque’ su

comportamiento no tieneé que ser’necesariamente el mismo.

Se ha sugerido que la proteina InsA es la transposonasa de
las ISl Yy 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 S. typhipurium, va que ni en E. coli ni en S. sonnei se
observa disociacidén de los plasmidos. Otra posibilidad es que la
resolvasa este codificada por el cromosoma de S. typhimurium.
Sin embargo, esta Ultima posibilidad parece dificil de apoyar,

pues en el caso de la familia de transposones TnA (Tn3 v

similares), la resolvasa esta codificada por el mismo transposén.

Fara descartar ambas posibilidades podemos valernos de
algunos reportes v de resultados de nuestro laboratorio. en los
cuales se sugiere que en S. typhimurium no se detecta actividad

de resolvasa v que las 1S1 no codifican para una enzima con esta

actividad.

La hipotesis de que las IS1 no codifican para alguna
resolvasa se apoya en un experimento en el que se introdujo un
plasmido pequefio multicopia con una IS1 (pBR322::1S1i), dentro de
una cepa de S. typhimurium RecA~, vy en esta cepa no se disocié

un plasmido FII (Martin I. Garcia Castro, comunicacién personal).

14



.-para

que’la resolvasa espoco :a

puede actuar en ¢is.

resolvasa para las -IS1., .ya que se ha visto que en cepas RecA™ no
hay disociaciéon de los pléasmidos FII (Watanabe, 1982; Gomez vy

Torres, 1983).

En resumen, pensamos quetlardisogiapién de un plasmido
posiblemente no se debe a la accidn de resolvasas sobre las
secuencias 1IS1, sino a la accién de un sistema de recombinacién

dependiente de RecA que actua sobre las ISi.

Planteamos dos explicaciones al respecto. La primera es,
vy que ademas sea distinto al sistema de recombinacién gensral, el
cual actua igual en E. c¢oli v en §. typhimurium. Como ya se

mencione, en S. typhimurium el gen dor se requiere para la
recombinacién de ciertas secuencias especificas, entre las cuales
encontramos tambien a las IS1. Es posible que en E. c¢oli no
exista este sistema, © qﬁe se encuentre blogueado en esta
bacteria y no lo esté en S. typhimurium, y que a ello se deba la

diferencia en la recombinacion de las IS1 entre ambas bacterias.

15




S'qué'iéSfléliSifreéombihén a . traves

d ~uen “‘homélogas ,

para‘: 151 del

plasmido.

Tomando en cuenta los  antecedentes mencionados, puede
proponerse 1la hipétesis de que en E. coli las IS1 recombinan a
una frecuencia relativamente baja, debido a que se encuentran
bloqueadas de alguna manera vy el sistema de recombinacién (ya sea
el codificado por deor ¢ el de recombinacién de secuencias

homoélogas) no puéde actuar sobre ellas.

Recientemente se reporté que en E. coli dos proteinas

interaccionan con los extremos de 1la ISl: La proteina InsA

{Zerbib et al.. 1987}, que estéd codificada por la propia IS1, v
el Factor de lntegracion al Huesped (IHF) (Gamas et al.., 1987},
La union de estas proteinas a las ISt en E. coli podraia ser la

causa del bloqueo a las enzimas de recombinacién.

La proteina InsA es una proteina basica de 10.6 Kd,
codificada por la ISi. En la secuencia de la IS1 hay 8 marcos de
lectura posibles para polipéptidos pequehos (de minimo 50 pb), vy
aunque a traves del control del promotor Pl de lambda sélo pudo
detectarse la sintesis de InsA (Zerbib et al., 1987}, ha side

demostrado que InsB es un polipeptido necesario para la formacidn

16



!
|
A

o.de cointegrados en Ia transposicion de: ISi, ‘pof‘lo que los otros

marcos - de a‘podrian codificar para: :

proteinss

(Jakqﬁé§

del’ DNA. Existen estudios que demuestran que in

éspeéifﬁcasf n
i;ggg, Ia  prétéina InsA se une especificamente a secuencias de
aproximadamente 23 pares de bases (pb) en ambos extremos de 1la
IS1 . (Zerbib et al., 1987). Por esta razdn pensamos que esta
groteiha puede unirse a la ISl in vivo. Asi, la unién IS1l-InsA

podria bloquear a las enzimas implicadas en la recombinacién de

las ISi.

Esta explicacién. no parece ser la adecuada, debido a que
recientemente se probaron cepas de 5. typhimurium a las cuales se
les introdujo un plasmido pequefio multicopia con Is1
(pBR322::1IS1) y un plasmido FII R100-t; teoricamente estas cepas
tienen la capacidad de sintetizar la proteina InsA, por lo que su
concentracién citoplasmatica seria mavor que en las que no tienen
IS1 cromosomales. En ellas las 1IS1 del R100-t se encontrarian
blbqueadas y no podrian recombinar: sin embarge, al realizar un
analisis se encontré que estas cepas disocian al plasmido a una
frecuencia similar a 1las que no tienen IS). También se
encontraron algunas cepas de E. c¢oli que no tenian ISl en su
cromosoma y, de acuerdo al razonamiento planteado, en esta cepa

la proteina InsA estaria presente en una concentraciédn muy baja,

17
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ya que sélo-tendrian las tres IS1 delrplésﬁiaé; bor,elio ias Is1
al ' nov‘,esﬁérjr bloqueadas’ podrian : recoh?inar ‘libremente.
Coﬁtrériamenté a ééfo, el plasmido R100-t no mostrd un-aumento en
su - frecueﬁcia :de disocciacidén en estas cepas (M.I. Garcia C.,

comunicacion personall.

otra posible forma de bloquear a las IS1 seria por la unién
del IHF, el cual ha sido ampliamente estudiado, debido a que esté
implicado en una gran variedad de procesos e interacciones con

otras proteinas basicas en
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(Pettijohn,1988; Friedman,1988).

Este factor es un heterodimero formado por dos proteinas
llamadas subunidad a y 8. La subunidad a ¢ proteina HimA es un
polipéptido de 11,224 daltones de peso molecular. Esta subunidad
es el producto del gen himA (99 pb), el cual se encuentra en el
minuto 38 del cromosoma de E. coli. La subunidad B estéa
codificada por el gen himD/hip (min 25) cuyo producto tiene un
peso molecular de 10,581, Las subunidades a v 8 son homologas
(Miller, 1984) v su produccion se encuentra autorregulada

(Pettijohn., 1988).

El IHF es una proteina basica que ha sido clasificada dentro
del grupo de las proteinas tipo histona de 1los procariontes.
Dentro de este grupo estan también proteinas como la HU, Hi, HLP
y H. Este tipo de proteinas puede unirse al DNA en algunas
secuencias determinadas y modificar 6 mantener una topologia

determinada en la molécula (Pettijohn, 1988).
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La :secuencia:de

Ei  }H§L;§8s;e'}§r;ﬁ afihidad por‘ la ,séquéﬁéia’,dé fuﬁ£6n¥
céhsenso:‘Py-AANNNNTTGAT—A/T {Gamas ggrg;.. 1985). ﬁara qué ‘se“
lleveré cabo la unién del factor al DNA, 1a secuencia debe estar
localizada en un regidén rica en A-T. La unioéon del IHF al DNA
induce un doblez hacia el extremo 5' del sitio de unién (Higgins
et al, 1989). Se ha demostrado la union del IHF a dos sitios de

los extremos de la secuencia de insercién IS1  (Gamas et  al.

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 v los plaéasmidos. Esta unién al parecer
@S i1mportante en varios procesos de la dinamica del DNA de estos
elementos v de los transposones, e inclusive puede afectar la
expraesion de algunos genes. En seguida citamos algunos eliemplos

intaeresantes al respecto.

a) El IHF participa en procesos de transposicidn: por
ejemplo, en mutantes IHF-, los rearreglos del DNA promovidos por
la secuencia de insercion IS10 disminuyen de 5 a 9 veces. Asi
mismo, si se afecta el sitio de union de IS10 al IHF se reduce la

transposicion de esta secuencia. Ademas el IHF participa en 1la
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bécﬁéfiéfagds,
intgérééioﬁ se lléQa”g éébqiméaiaﬁte
sitio especificé entre una‘secuenci; dg ;5 pbide
secuencia homdloga del cromosoma (Drlicéry  Rouv1efé;Yahi§, 1987;

Friedman, 1988).

c) El IHF participa en la expresién de algunos genes, aunque
aun. no se sabe si su modo de accién es directo ¢ indirecto
(Friedman, 1988). Sin embargo, se ha democstrado que en mutantes
IHF- la concentracién de la enzima girasa se  encuentra

disminuida por lo menos cuatro veces (Gellert et al., 1983).

En el caso de los rearreglos promovidos por la IS10 1los
reportes sefialan al IHF como un factor gque incrementa su
frecuencia de recombinacién. Es decir, =se esperaria que en el
caso de 151, el IHF también incrementara su frecuencia de
recombinacién. Sin embargo, el IHF interacciona de manera directa
uniendose a la I31,  lo cual no estad reportado en el caso de la

1510.

En cuanto a la integracién de lambda, el IHF es necesario
para que se lleve a cabo el evento de recombinacidén. Contrario a
ello, nuestra hipétesis propone que la unién del IHF a las IS1 de

los plasmidos FII bloquea la recombinacién de ambas secuencias.
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cambios - :son
alglnas 'prot
pero . tambien

interaccié

‘Debid obé’ 1a hipééeéis de ‘que

~la’ unién “de coli,. i’y una ‘posible falta . de

interaccién - en jum’. puede ser la causa de: que ‘los

plasmidos FIIJ'Se,*cdmpcrten-de'uné manera distinta en ‘ambas’

bacterias. ; R PR

Recientemente se reportd que tambieén existe un IHF en
S.typhimurium similar al de E. coli. Sin embargo, el anédlisis de
la secuencia del gen himA de S§. typhimurium, revela diferencias

en tres aminoacides, con respecto al gen homblogo en E. coli (Li

et al., 1989). No se hallaron referencias de 1la secuencia
genomica de 1la otra subunidad de IHF de 3. tyvphimurium
(himD/hip). La unidn del IHF a la secuencia IS1 fué estudiada

solamente con el IHF e IS)1 de E. coli v se sabe que una
interaccion proteina-DNA sitio-especifica, como lo es la del
comnplejo IHF-1S1, puede modificarse al cambiar un sélo
aminoacido en la secuencia de la proteina (Lewin, 1987). Por lo

tanto es factible pensar que la afinidad de unién IHF-1IS1 sea

menor en S. tvphimurium.
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lgunas  ~ secuencias (Friedman::
de.la enzima girasa en mutantes IHF- puede producir

payblosen la topologia del DNA de estas bacterias (Gellert,

 1§3$);  Es£a' eénzima es una topoisomerasa tipo II cuya funcién es
la de fegular el superenrollamiento (SE) del DNA bacteriano,
ﬁediante la adicién de supervueltas en sentido negativo, es
decir, superenrclla el DNA (Lewin, 1987). Por 1lo 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 recombinacién
generalizada: un mayor grado de SE negativo facilita la
recombinacion. Evidencias de ello son: 1) La recombinacién que
involucra al fago lambda superinfectante UV-irradiado no puede
llevarse a cabo cuande la actividad de la girasa se encuentra
afectada. 2) Los inhibidores de la enzima girasa reducen la
recombinacion intramolecular en plasmidos en un sistema TrecA-
dependiente in vitro. 3) La recombinacion post-conjugacional se
reduce en mutantes gyrB. El1 SE también es necesario para la
recombinacion sitio-especifica que incluye 1la integracién vy
excisién del fago lambda, asi como la resolucion de cointegrados
a traveés de transposones: la actividad de la resolvasa de Tn3 se
favorece al incrementar el SE. La recombinacién ilegitima al

parecer es estimulada al incrementar el SE (Drlica, 1984). En
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generalizade

trapajb”;s

RecF), pero no se descartd ue laféirésa tenga

otra funcién que no sea incr E déljDNa;:”yavque cuando

el  DNA se relajo, a&nksé ébservé un - 20% de la recombinacién

(Kolodner, 1980).

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, es posible que el SE
del DNA este involucrado en la recombinacién de las IS1 de los
plasmidos FII. Por esta razén., en este trabajo hicimos un
andlisis del grado de SE de una cepa IHF-. Ademas hicimos pruebas
de la recombinacién de las IS] en bacterias con distintos grados

de SE.

Nuestro objetivo general fue profundizar en el conocimiento
de los mecanismos que generan rearreglos moleculares en plasmidos
de multirresistencia a antibioticos; en lo particular, intentamos
probar la hipotesis de que en E. coli la recombinacién de las IS1
de los plasmidos FII esta bloqueada por la union del IHF a estas
secuencias, asi como estudiar el papel del grado de SE del DNA en

este evento de recombinacidn.




IIT. MATERIAL ¥ METODOS

a) MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Los medios de cultivo se esterilizaron en - el autoélave ‘a
110°C v 15 libras de presién durante 25 minutos.r Las solﬁciones
de antibiéticos se esterilizaron por medio de filtrade (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)

Bacto triptona 10

Extracto de levadura 5.0
NaCl 10.0
Timina 0.0
NaOH 2.5M 1.0
Ha(Cr 1 Lt

Medio de Dilucién (MD)
Mg5ls- 7 Ha0 2.5 g
H:0 1 Lt
FPlacas de Agar (L1)

Bacto agar 20 rgl‘
Medio LB 1o Lt
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Placas con Antibiético

Cuando 'se usa algdn ¢

se 'agfégé despues

concentraciones:
ampicilina -
cloramfenicol: 25
espectinomicina.’ j}rgsfgg/m;jA;
estreptomiciha t dehé/ﬁli”y téoo‘ug/ml]
kanamicina [ 25 wg/ml) y [ 50 pg/ml)

acido nalidixico { 20 ug/ml]

tetraciclina [ 10 ug/ml).f[iZ.Sfug?@ljfy:,f?S(ué)hl]f_'

Medic McConkey

50 g de Medio McConkev / Lt de Hgpo

Placas de medio minimo (M1)

NH.C1

1.0 g
KPOa 3.0 g
NaPC4 6.0 g
NaCl 0.5 g
Bactoagar 20,0 g
Dextrosa 2U0% 1.0 nmil
Mg3Cs 257 1.0 ml
Vitamina B, 0.1% 0.16 ml
Hz0 1 Lt
Medio Luria-Maltosa
Maltosa 20% 1 ml
Medio LB 100 ml

Medic de Dilucién para fagos (SM)

NaCl 1.16 g
MgS04+7 H20 0.4 g
Tris-HCl1 [pH 7.5} 10.0 ml
Gelatina 0.02 g
H20 200 ml
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"“Agar Blando

Bactoagar 7 B e o
NacCl 8 g '
Medio LB - 30 7 ml
Hz0 ‘ 1 Lt

Medio para almacenar cepas en condiciones

de micro-aerofilia (STAB)

Bacto caldo nutritivo 1.0 g
NacCl 0.8 g
Bactoagar 0.6 g
Triptofano 20 mg/ml 0.1 ml
Hz0 100 ml

Se vaciaron 2 ml de medio por tubo delgado de 4 ml:

Medio Fry

Extractoc de carne 10 g
Bactopeptona S5g
NaCl i0 g
Bactoagar la g
HxO 1 Lt

Medio Luria Calcio

CaCly; 0.25 M S.-mi

Dextrosa 207 5 ml :
Medio LB 500 ml

TE -
Tris-HCl [pH 8.0] 10 mM

EDTA fpH 8.0} 1 mM

TBE

Tris-HCl [pH 8.3] 90 mM

‘Borato 90 mM

EDTA 10 mM
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CEDTA:

DEPC.

‘Nabl

NaCl i
o ultrato de sodio

BA. 10x‘

Trlgma base

Acetato de sodlo 

“olooo!

=) Oin
. m, )
frrER

‘Se"ajusts a PH 7.0 ¢on Né@Hfth;Ni';"

COLORANTE DE FICOLL.

Azul de bromofencl 0.25 Z
Xilen-cianol 0.25 7%
Ficoll 15 %

SOLUCION HM-50 PARA PREHIBRIDIZACION DE DNA
PVP (polivinilpirrolidona) 0.1 g
Ficoll 0.1 g
BSA (seroalbumina bovina) 0.1 g

Se isolvieron en 25 ml de H.0 y se le agregaron 10 ul

Posteriormente s& agregaron:

SSC 20x 12 ml

cus 10% 10 ml
Formamida 250 ml _
Ha0 80 ml

B) CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y FAGOS

Las cepas bacterianas, plésmidos v fagos utilizados en

presente trabajo se enlistan en la Tabla 1I.
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* TABLA 1, CEPAS Y PLASHIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO
e CARACTERISEICAS

“Escherichia coli .

K37
T K1299

GM33 )

©c600

LEF T L‘Vai_c'. lambda ™
HB10l - Auxétrofa, F=, Lac—. lambda-,
‘ "RecAf; sSm* K .
KL16 . .. Hfr

Salaonella thiphymuriva

Sub95 Auxotrofa, Lac‘,‘Nalr
PLASHIDO CARACTERISTICAS

R1-19 Ap~ , Sm-Sp", Su", Cm" ,Km"
pMS01 Ap" v Tc® , derivado de pBR322

pBX404-7 Tc* y con un gen inactivo para Km*

F.Bastarrachea’

J.Martinez S.

G.Guarneros

FAGO CARACTERISTICAS

LAMBDA i 434 clles Litico =n cepas IHF*
e e Y IHF-

LAMBDA i 434 cin ¢lIle Lisogénico en cepas IHF*

Litico en cepas IHF-

Litico en cepas Hfr 6 F°* G.Alfareg
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~ '©) METODOS DE GENETICA BACTERIANA

precultivo fresec Este:precultivo se’preparé inoculando’ la cepa

en'- un' tubo ‘con .un volumen: de ml de medio Luria (LB) el cual

se incubé sin agitacion a 37°C

Los cultivos bactefiéﬁésjse:hiciéron en general: inoculando
una alicuota del precﬁlti&o‘éhkLB eﬁruna prohorcién de  1:100.
Para ello se wutilizaron tubos de ensayo de 20 ml : ¢ :-matraces
nefelométricos (con brazo lateral) de 125 ml, con un méximo de 10
A 50 ml de cultivo, respectivamente. Se incubé con agitacion
constante a 200 rpm a $7°C, hasta alcanzar la densidad celular
requerida.

La densidad celular del cultivo bacteriano se calculé por
medio de 1la lectura periédica de su densidad optica a 550 nm
(DO o m )  en un espectrofotometro. La lectura se realizé en el

matraz netelométrico 6 en tubos de ensavo de 8 ml.

2. CONSERVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS
La conservacion de las bacterias por periodos  largos. se&
llevo a cabo en condiciones de micro-aerofilia, A partir de un
cultivo en medio solido, una muestra del cesped bacteriano se
senbrs por piquete en un tubo (STAB) €l cual se tapo v selld con
parafina. Los tubos se almacenaron a temperatura ambiente en la

obscuridad.
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por ‘ml. de -

a por. Miller -

- Siempre . se - determiné:la DOsswe del cultivo bacterianc a

rénaiiéér;;‘élfcualjge;diiﬁ§¢ eﬁ Mh) Las diluciones adecuadas para
obtener_é&loﬁiaé éislaaasrfﬁeron: a una DOem e entre 0.2 v 0.4,
10 ybl(}'= , VY a DOsos e entre 0.5y 1.0, 10 vy 10 . Se
Sembraron en L1, 100 pl de cada dilucidén por espatulado con una
varilla de vidrio en forma de L. Las placas se incubaron a 37°C
de 14 a 18 hrs. con el fin de obtener colonias aisladas. A partir
de wuna célula viable se forma una colonia bacteriana. Para
calcular las cuentas viables se contaron las colonias en las
placas de 1la dilucion donde crecieron entre 50 y - 500 colonias

aisladas.

El numero de células viables / ml de cultivo se calcéulé con -
la siguiente formula:
Celulas / »l = Numero de colonias por placa x 10 x Factor de dilucién
4, CONJUGACION BACTERIANA

En este trabajo se utilizaron dos métodos de conjugacion:

a) Conjugacion no cuantitativa.
El método wutilizado esta basado en Miller (1872), vy se
realizé de la siguiente manera:
Se prepararon cultivos de las cepas donadora y receptora en

LB hasta alcanzar una DO e =0.2 (Fase de crecimiento
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exponen¢ial,. ‘aproximadament

~mqébi§iiyml»de cad

“-sin fagitacio aj

fin de obfenér un nUméfo menor de bacteriaé/miﬁ
debido a que el mecanismo de resistencié ;dewfléé*i céiulés X
exconjugantes se da& a través de la produccion de la enzima

B-lactamasa. Esta enzima es muy eficiente bara degradar a 1la

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

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

sensibles que estén alrededor de una resistente pueden crecer, lo

.cual dificulta la seleccién de las exconjugantes.

Se sembrarcn por espatulado 100 ul del cultive sin diluir en
una placa de medio con el antibiotico. Lo mismo se hizo cohhloé
cultivos diluidos, en €l caso de selecciodon en ampicilina}ffLaS
placas se incubarcn a 37°C de 14 a 18 hrs. 3Se eligieron. élgunés'
celonias exconjugaﬁtes al azar v se verifico su fenotipo en ;}05,”

‘antibioticos adecuados.

b) Conjugacién cuantitativa.
Se cultivo cada cepa bacteriana hasta una densidad c¢elular
aproximada de 1x10® cél/ml. Un ml de este cultivo se colocd a 4°C.
A partir de esta alicuota se hicieron cuentas viables del cultivo

de cada cepa con el fin de calcular el numero de bacterias / ml.
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‘selectivos’

“Semezclaron eceptora’ en

una relacion 1:10: onJugaciﬁnf:séi‘incubcAVSin

agitacioén - a  37°C: por ~:finalizar este tiempo  se
interrumpio -la conjugacién mediante agitacién con vértex e

incubacién en hielo.

Una alicuota de iml se diluyé 107 ‘en LB y se incubé. 1  h} L

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 ul de

cada una en el medio selectivo para las exconjugantes.

5. TRANSFORMACION BACTERIANA

Se lleve a cabo en dos pasos;

a) Preparacién de células competentes.

A partir de un precultivo fresco se hizo un cultivo de iowhi
de la cepa a transformar, inoculando el precultivo en 100 partes
de LB v se incubd hasta llegar a una DO g m=0.2

Al llegar a esa DO. el cultivo se enfrid en hielo durante 10
min. Se centrifugd a 4000 g, a 4°C durante 5 min. La pastilla
obtenida se resuspendio en S ml de CalCl, [50 mM] a 4°C, y se

mantuvo en hielo durante 15 min.
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‘éomﬁetéhtésf
hielo7§df?ﬁqlmin, gtfgnééufridés ioégbuglesfse‘
5 min.  Inmédiétaménte despuésvsé ﬁeiéié;&gpvi_ml?def LB & se’
inéubs a 37°C sin agitacidn pér 30 miﬁ;.féa;a sélebcionar a las
células resistentes a tetraciclinéf(féﬁ} _$'pgr 1 hr. para .1las
_resistentes a ampicilina (Apr). | 7 7

Para seleccionar Ter se mezcléd todo el cultivo con 3 ml’ide:ll'
agar blando fundido a 45°C y se vacid en una placa de égérilééﬂijvéf

tetraciclina [12.5 pg/ml}. En el caso de selecciédn para Apt..se va

diluydé 10 y 100 veces y se sembraron 100 pl de cada dilucibﬂ en’
una placa de agar con ampicilina. Se incubd de 12-24 hrs.. y‘Se3

seleccionaron las colonias transformantes.

6. PRUEBA DE LA ESTABILIDAD DEL PLASMIDO R1-19
Para realizar estos experimentos se& construveron por
conjugacion las siguientes cepas:

K37 / R1-19

K1299 / R1-19

GM33 / R1-19
Salmonella typhinurius

Su695 / R1-19




“de”

JeXperiméntos “se rhicieronia wpartir

: 'Estos

“ precultivos:

. frescos;

agitécién ¢Onétahté:af100-o‘200 rpm (ver resultados).

< Cada 12 -hrs se diluyé una parte del cultivo con medio LB

'.hééta‘ llevarlo a una DOmom =0.2. Con 10 pl de este cultivo
diluido se inocularon 50 ml de LB fresco y se incubdé nuevamente a
37°C con la misma agitacién. La DO alcanzada por cada subcultivo
antes de diluir oscild entre 0.55 y 0.8 como maximo.

En el caso de las pruebas realizadas con E. coli, 1los
marcadores de resistencia a antibiéticos presentes en el plasmido
y en cada cepa se verificaron cada cuatro subcultivos. En el caso
de las prusbas con S5, typhimurium se verificaron cada subcultivo
pues la frecuencia de recombinacién de esta bacteria es mucho.
mayor que la de E. coli.

La prueba de marcadores' de resistencia se descfibe: a?

continuacion.

7. DETERMINACION DEL PATRON DE RESISTENCIA
A ANTIBIOTICOS
A partir de un cultivo ajustado @ DOwws o =0.2, se hicieron
diluciones 10*¢ y 10® en MD. Se espatularon 100yl en placas con

L1 y se incubaron a 37°C para obtener colonias aisladas.
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Se traspasaron 100'colon1as alsladas de cada cepa a una caJaj‘

Se dupllcaron.los parches por el metodo de 'epllca de placasi'
(Mlller. 1972) ien los medios con los antlblbtlcos adecuados para
ver1£1Car 1a " presencia de los marcadores de re51sten01a del
plasmido 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
hedho se débe 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 operén tra. presente en los plasmidos F.
Por 1lo tanto las bacterias que poseen un plasmido F sintetizan
estos pili v son sensibles a este fago.

Con el fin de determinar si una cepd era F* ¢ Hfr, se probé
su s=nsibilidad a este fago.

Para ello se hizo un cultivo de la cepa v de una cepa
control Hfr en LB. hasta una DO emom =0.5. Se sembraron 100 ul de
este en una caja de medio Frv v se incubd bajc la flama de un
mechero hasta que se seco el inodculo. Una vez seco, se colocaron
20 pl de dilucion del fago R17 en el centro de 1la =zona del
inoculo bacteriano vy tambien se dejo secar, Se incubé a 37%C
hasta que se observé la placa de lisis en el control

(aproximadamente 14 hrs.)
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‘to estac1onar1a.ia10* ml de este

fcultlvo ;w ,‘ centrifﬁgafoA_a 10; 000 rpm por. ‘10 m1n ‘a 5°C y . 1la

fpastllla se resuspendlé en..10 ml de MD. Se volv;é a centrlfugar
'y se resuspendid en 0.4 del volumen original: Se almacend a 4°C.
Se hicieron diluciones 10® y 10 de cada muestra de fago
en SM y se mezclé 0.1 ml de cada diiucibn con 0.1 ml del cultive
bacteriano. Esta mezcla se incubb a 37°C durante 20 min.,
transcurridos 1los cuales se mezclé con 2 ml de agar blando
fundido a 45°C y se sembré en L1.  Se incubd a 37°C de 12 a 16
hrs., hasta observar la aparicién de placas de lisis en el cesped
bacteriano. Cada fago activo produce una placa, por lo tanto el
numerco de unidades formadoras de placa (UFP) / ml se calculé con

la siguiente formula:
-UFP /.ml = Nimero de placas x 10 x Factor de dilucion

‘iO.‘VERIFICACION DEL FENOTIPO HimA* Y HimA-™
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- . (himA~ 6 himD/hip~). La metodologia wutilizada fué 1la

siguiente:
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Se  sembraron. 100 pl.

DO s pm 20 de este cultivo e
Ll v se deib secar. Se colocaron 20 ul de la diluc

. cada:ucepa del fago lambda sobre la *iohé,

en el control (aproximadamente 18 hrs.). B

11. OBTENCION DE MUTANTES ESPONTANEAS
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

En algunos estudios realizados en este trabajo se utilizaron
bacterias mutantes resistentes a algun antibidtico. Para ello se
siguid la siguiente tecnica:

Se hizo un cultivo de la cepa requerida en LB. Se incubd
hasta que alcanz6 una alta densidad celular (>1X10°q&1/ml). Se
sembraron por espatulado 100 pl de este cultivo en una placa con_"
el antibidtico seleccionado y se incubd a 37°C de 12 a 18 hrs.

Se aislaron algunas colonias resistentes al antibitético v se.

verifico su fenctipo probande su patron de resistencia,

12. CALCULO DE LAS BACTERIAS RESISTENTES
A UN ANTIBIOTICO EN UN CULTIVO
FPara probar la frecuencia de aparicién de mutantes
espontaneas resistentes algun antibidético en un cultivo, primero
se ajustd el cultivo con LB hasta una DO weo e =0.3 & 0.5 en el
case de cepas RecA~ y se incub¢o en hielo. E1l cultivo se diluyé

en MD frio de 10°* hasta 107®
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~* con’antibiético (células resistentes / ml).

D) METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

1. VISUALIZACION DE LOS PLASMIDOS
Se utilizaron las tecnicas de lisados claros y su separacién
en geles de agarosa por electroforesis, descritas por Maniétis
(1982), 6 la separacién de topoisbdbmeros de acuerdo a las

siguientes técnicas:

a) Obtencion de plasmidos
por lisados claros. _
Se crecidé wun cultivo de cada cepa e€n 3 ml de LB hasta una
DO veo e 21.0 (Faze estacionaria con 14 a 18 hrs de cultive)}. 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 (1:1) y se centrifugé 2 min a

10,000 rpm., La fase acuosa superior se mezcléd con 2 volumenes de
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etanol

_absoluto..

“temperatura ambiente

" b) Separacién de los plasmidos por
electroforesis en geles de agarosa.

Para ello se prepararon geles de agarosa al 1% en solucién
amortiguadora BA 1x y se montaron en camaras de electroforesis
verticales para corridas de poco tiempo u horizontales en el caso
de corridas largas.

Se coloco la nuestra de DNA en el gel v se corri¢ por
electroforesis a 80 6 100 volts, segun el caso, siempre con
voltaje constante. Al finalizar la electroforesis el gel se tiné
con bromuro de etidio (0.5 ug/ml] por 45' v se fotografid con un

transiluminador de luz ultravioleta.

c) Separacién de los topoisébmeros
del plasmido pMS01 por electroforesis

en geles de agarosa con cloroquina.

Para ello se utilizé el plasmido pMSO1 (Martinez, 1983) con
marcador de resistencia ApT . Este plasmido se introdujo en las
cepas por transformacién con CaCl; . Para extraerlo se utilizé la

teécnica de lisados claros. El volumen de cultivo total utilizado
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para cada extraccioen fué;diétiﬁtd' 'Eéto:se debe a - que en  fases.

de .crecimento iniciales;

necesita un mayor-volum ara“obtener el rendimiento

opoisémeros. El volumen

siguiente:

‘ml

DOpssorm= -~ 0. 6 volumen= 12
a8 "0.8 st 9 ml
1.0 6 ml
1.3 3 ml
1.5 3 ml

En todos 1los casos se centrifugé el volumen total vy la
pastilla se repartio en dos tubos Eppendorf, en los.cuales se
hizo la extraccion. 7

El DNA obtenido se resuspendid en 6 é 81l de . TE y se le
anadieron 2unl de colorante de Ficoll.

S5e hizo un gel de agarosa al 1% en TBE con Fosfato de
Cloroquina (25 pgs/ml). El tamafio del gel fué de 9 ¥ 14 cm con un
espesor de 5 ¢ 10 mm (40 v 80 ml de agarosa respectivamente). Se
dejo dentro de la canastilla v se monté en la camara horizontal
de electroforesis con 750 & 850 ml de TBE con la misma
concentracion de fosfato de cloroquina.

Se colocd la muestra de DNA en el pozo del gel, se tapé la
camara v se aplico corriente a 35 volts (voltaje constante)

durante 18 hrs.

Se retiro el gel de 1la canastilla y se lavé en agua
destilada con agitacién lenta. Se hicieron dos cambios de agua de

un litro (uno cada dos horas). Posteriormente se tifi® en bromuro
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de etidio . jS ‘pg/ml] por.°.30. min y se —lay6f 10. “min - en . agua

corriente, : para quitar el exceso de colorante. Se fotografis con

2. HIBRIDIZACION DE DNA-DNA
EN  FILTRO DE NITROCELULOSA
(HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN)

Esta tecnica se llevd a cabo en cuatrc etapas, las cuales se

describen a continuacién.

a) Marcaje radiocactivo del DNA.

El marcaje con a-[*P)-dATP del plasmido pMSOl se efectud

utilizando el sistema de '"Nick Translation”™: @ de BRL. La

metodologia que se siguid fué la siguiente.

Se hizo la siguiente mezcla de reaccién ‘en  un tubo

Eppendorf:
Sol. E (Ha) ‘ 29 w1
Sol. Al. (dCTP,dGTP.dTTP) ."s Ml
DNA ”¥1'ug'éé}EH5015t”f7 f§5ﬁ1
a-[%p1idaTE - ';Q'u;"'ii

Sol. C_. (DNA-pol :I/DNasal)_ _-5 pl

Se incubd a 15°C por 60 minutos. Para detener la reaccién se

agregaron 5 ul de Sol. B (Stop Buffer).

P

Se separd el plasmido marcado de 1los nucledtidos no

incorporados por medio de dos precipitaciones con 2 volumenes de

etanol mas 1/2 volumen de acetato de amonio 7.5 M.
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en 300 ml de HC1l 0.25 N
.cdnLaglta;;on,lenta‘por 10,min, éijﬁégojcon agua destilada v
Se1 inchb§ en 300 ml de NaOH}O;S M, “NaCl 1 M para desnaturalizar
ai bNA;i con égitacicn por 30 m&n:. en.seguida en 300 ml de Tris
0.5 M, NaCl 1.5 M [pH 7.4] con agitacién por 30 min. vy
posteriormente en 300 ml de SSC 6x por 10 min sin agitacién.

%e montd 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
colchdén de papel absorbente
filtro Whatman 3MM
filtro de nitrocelulosa
gel de agarosa clnvﬁrtljé
filtro Whatman
flltro Whatman con los extremos inmersos en €l tanque
vidrio
tanque con SSC 6x
Sé 7dé50 " transferir durante 16 hrs. El filtro ..  de

nitrocelulosa se secd entre dos papeles Whatman 3MM. Se envolvid

en papel aluminio y se incubdé a 80°C en vacio durante 2 hrs.

142



del filtro.

: transterldo en una bolsa de plast¥co y\se,agregaron 8- mi de’ HM 50'
con DNA de timo de ternera a una conceﬁtraCLOn flnal de i.6 ug/ml:
de HM-50. E1 DNA de tlmo se desnaturallzo a 100°C por 10 min-
antes de agregarlo al HM—SO. -Se selld la bolsa - y se incﬁbO‘“

aproximadamente 16 hrs a 42°C con agitacidédn lenta.

d) Hibridizacién del filtro con DNA radioactivo.

Se agregd a la bolsa de prehibridizacion el DNA marcado con .
a-[%p]-dATP. Se sellé la beolsa y se incubd a 4Z°C por 20 hrs.

Se sacd el filtro de la bolsa v se lavéd en SSC 2x, SDS 0.5%
a temperatura ambiente por 5 min. Se pasdé a una solucién de SSC
2%, 8DS 0.1% por 15 min. v acto seguido a una solucién de SSC
0.1x, SDS 0©0.5% donde se incubd a 55°C con agitacidn lenta por 2
hrs. Finalmente se incubo en S3C 0.1x a 55°C con agitacién lenta
por 30 min. 3= secd entre dos hojas de papel Whatman 3MM a
temperatura ambiente por 16 hrs. v se hizo la autorradiografaia
del filtro con pelicula Kodak XiOmaﬁ S X5-5 con tiempos . de

exposicion variables.
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IV . RESULTADOS .

A) DISOCIACION DEL- PLASMI

HimA* Y HimA-~

Con el fin de probarkla hipétesis de gque en E. c¢oli la
interaccién del heterodimero IHF con los extremos de la IS1
bloguea la recombinacién de estas secuencias presentes en  los
plasmidos del grupo FII, se analizd la frecuencia de disociaciédn

del pléasmido R1-19 en la cepa K1299 HimA~ (IHF‘{.

El1 plasmido R1-19 contiene en su secuencia tres IS1  las
cuales flanquean a diferentes genes de resistencia a antibiéticos
(Fig. 7). Este plasmido es un buen modelo para estudiar los
rearreglos entre IS1, ya que el anilisis de 1los fenotipos
resuitantes permnite identitficar tres eventos diferentes de
recombinacion entre estas secuencias. Las tres posibles

recombinaciones vy los fenctipos resultantes en cada una de ellas

se enlistan a continuacién:
1) Recombinacién‘éntre‘ISEb-Isgc: fenotipo Ap” Smr-SpT Su® Cm-.

2) Recombinac16n~enfféiis;ééls;c: fenotipo Kmr.

3} Recombinacién enﬁfé‘IS;a—IS;b: fenotipo Multisensible.
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Figura 7. Posibles eventos de disociacién del pldsmido FII R1-19 a través de sus ISi. Ei evento 1 produce
células Apr, Su, Sa"-Spm, Cn; el evento 2, células Kx"; el evento 3, células multisensibles.
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importante: destacar: '‘que alﬁtener*unafmﬁtac1¢

descarta la posibilidad de que en un“expe
podria alterar los resultados.

Como control experimental se utilizé la cepa K37, iéégéniﬁa
de la K1299, pero himA*, y la cepa GM33 dam-3 que manifiesta un
comportamiento hiper-recombinante (hiper-rec) (Marinus y Konrad,
1976). La cepa GM33 dam~ recombina el plasmido ceon una frecuencia
relativamente alta (Gébmez y Torres, 1983). El comportamiento
del Ri-19 en esta cepa se tomd como control para determinar el

tiempo de cultivo necesario para detectar eventos de

recombinacién entre las IS1 en E. coli.

Se constuyeron.  por conjugacidén las cepas K37/R1-19,

Iy

K1299/R1-19 y GM33/R1-19 y se analizo® la frecuencia d
disociacién del R1-19 en estas cepas (Material y Metodos). Cada
cuatro subcultivos se determind el patrén de resistencia a
kanamicina (Km}), ampicilina (Ap), espectinomicipa (Sp) vy
cloramfenicol (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.




TABLA 11, FRECUENCIA DE LOS PAIRONES DE RESISTENCIA DEVLAS CEPAS DERIVADAS DEL ~EXPERIMENTO--DE:--
ESTABILIDAD DEL PLASKIDO FII, Ri-19 EN Escherichia coli. -

K37/R1-19 K1299/R1-19 GM33/R1—19
(HimAa*) (HimA~) (Dam")

A B KB s
PATRON DE RESISTENCIA : T e -

J‘SB‘

Multirresistente 90

Multisensible 3 ::‘}QBQ
ApT Spr Cmr 3 z
Km o o oo 6 o
Otros 4 5 2 1 16 6

“los nimeros representan valores en porciento, Las columnag A y B muestran los porcentajes obtenidos en
dos experimentos diferentes, después de aproximadamente 200 generaciones. Los cultivos se realizaron con 50 al
de LB 3 100 rpa de agitacién,

En esta Tabla se puede observar que en la cepa
K1299/R1-19 himA~, la proporcién de bacterias multisensibles fue
significativamente mayor al observado en la cepa K37/R1-19, e
incluso mavor al de la c¢epa GM33/R1-19. La proporcién de
bacterias multisensibles es un indicador indirecto de los eventos
de recombinacién intraplasmidica entre las IS1a-IS51b. En 1la
Figura 8 se pueden observar las graficas de la pérdida de los

marcadores del r-det durante ambos experimentos.
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Figura 8. Pérdida de los marcadores de resistencia a antibioticos del r-det del plésmido Ri-19.

48



- PAara  comprobar que 1la pérdida de 1los marcadores de

reéistencia en las células multisensibles derivadas de la’:‘*hf

K1299/R1-19 se debe a la recombinacién entre las IS1 y no a 1la
pérdida total del plésmido, se determiné la presencia del
RTF del plasmido wutilizando el fago R17 y ademas por su
visualizacioén en gel (Material y Métodos). En siete cepas
multisensibles derivadas de 1la K1299/R1i-19 se observé la
presencia de un plasmido de tamafio similar al RTF (Fig. 8). Este
resultado prueba que la pérdida de los marcadores de resistencia
del plasmido se debe a su disociacién por recombinacién de sus

ISia-ISib.

! : ~
“AE Mt 1 eq 0 CR

”

Figura 9. EBlectroforesis en agarosa al i% da los plismidos presentes en las cepas derivadas de 1a K1299/R1-19
al final del experisento de estabilidad. 1, 2y 3, células nultirresistentes; 4, Apr, Sur, sam-Spr, Ga";
S, Kn", Ap; 6, Ap”; 7y 8, células mitisensibles.
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recombinacisni’

frecuencia 67

Ademas de los fehotipééfesperadoé;*

del experimento algunas .cepas —con patrones. sistencia

distintos a los esperados: Apr sp'Kgr, ' '5kpr Kﬁn

ApT Cm" y Ap".

Se decidié estudiar si en la cépa Apr dérivédé .de 1la
K1299/R1-19, el transposén Tn3 se encontraba aun enkel plasmido 6
si se habia movilizado al cromosoma bacteriano. La resistencia-a
ampicilina conferida por este plasmido se debe a la insercién

del transposon Tn3 en su r-det (Fig. 7).

Para ello se estudié si la resistencia a ampicilina podia
.

transferirse por conjugacién a otra cepa. Un resultado positivo

© - mostraria que el Tn3 se localizaba aun en el pléasmido. Se

utilizé a 1la cepa C600 Nalr Aﬁ“ éomé receétora. Esta cepa se
construyd como se describe en Material y Métodos. Se realizd una
conjugaciéon con la técnica no cuantitativa aqui descrita, y las
exconjugantes se aislaron en placas con anmpicilina y Acido
nalidixico (Nal). De esta manera, solamente podri;n crecer en
este medio las bacterias Nalr Apr, es decir, las bacterias C600

exconjugantes que adquirieran la resistencia a ampicilina por
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“resultado . fue la

cepa C600 exconjugant

~del ’plaémidofénria cepa

Al final - del experimento de esﬁabilidaﬁ;'sé'
fenotipo HimA- (IHF-) anto de las cepas ini;iéie;ﬁc§ﬁo!jdé‘ L;s
derivadas. Esta prueba se hizo con el fin dei Qescaftar lé
posibilidad de bacterias contaminantes, debido a que este
experimento implicé 1la realizacién de varios subcultivos. 'y el
crecimiento prolongado de las bacterias. Para ello se utilizaron
dos mutantes del bacgeribfago lambda que inducen una lisis
diferente en las «cepas HimA* y HimA~ (Tabla 1I; Material vy
Métodos) . El resultado confirmdé que tanto la K1299 como las
cepas derivadas de ella al final del experimento de

estabilidad del R1-19, eran IHF-—,

La metodologia utilizada se describe en este trabajo. Las
bacterias se cultivaron en medio Luria Maltosa con el fin de
inducir el operdén maltosa que contiene el gen lamB, el cual

codifica para el receptor del bacteriofago lambda.

En resumen, la recombinacién entre las ISi del plésmido FII
R1-19, se ve incrementada en la cepa de E. coli K1299 HimA-
(IHF~). Esta cepa disocia a este plésmido a una frecuencia mayor

que la encontrada en la cepa hiper-rec GM33 Dam-,
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E -RECOMBINACION. HOMOLOGA .

"Esta }serie de pruebas' se hizo con'el'fiﬁ,dé] aés§an£ér¥ la
posibilidad de que la cepa K1299 utilizada’enanués£;§ éipéfimento
de estabilidad. presentara un comportémienﬁo' de alta
recombinacién hombéloga. E1 comportamiento hiper-recombinante ha
sido observado en algunas cepas mutantes de E. ¢oli como las
dam-3, polAl y lig (Gomez y Torres, 1983). AUn no se conoce el
mecanismo molecular por el cual recombinan algunas secuencias de
DNA en estas cepas méds que en otras. Estas cepas tienen un DNA
con un mayor numero de cortes de cadena sencilla, y se ha
propuesto que este es un mejor sustrato para las enzimas de
recombinacién (Lewin, 1987). Fué necesario descartar que la cepa
K1299 (IHF-) fuera una cepa hiper-recombinante, pues lo que
proponemos es que la alta frecuencia de recombinacién del R1-19
en ella, se debe a que, al no estar presente el factor IHF, las
secuencias IS1 no s& encuentran bloqueadas ¥y si  pueden actuar

scbre ellas las enzimas de recombinacion.

Debido a que no se hallaron reportes de que la cepa K1299
fuera hiper-recombinante, se decidid estudiar su eficiencia de
recombinacién y compararla con la de la cepa silvestre K37. Para
ello se estudié 1la frecuencia de mutacién espontanea, la
frecuencia de recombinacién intra e interplasmidica vy la
frecuencia de recombinacién cromosdmica postconjugacional en

ambas cepas.
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" de cortes. -

Se calculd la frecuencia de mutaciédn espontdnea en la cepa
R1299, va que esta frecuencia permite conocer de una manera

indirecta si una cepa es Hiper-rec.

Para esto se calculd la frecuencia de mutantes espontaneas
resistentes a 4cido nalidixico (Nalr ), Algunas bacterias
presentan esponténeamente mutaciones no letales en el gen gyrA
que codifica para la subunidad A de la enzima girasa, y pueden
crecer en medio con acido nalidixico. Estas bacterias sintetizan
una enzima girasa funcional, en la que el dominio para la unién
del antibidtico a la enzima no es el adecuado por lo que estas

bacterias si pueden crecer en presencia del 4cido nalidixico.

La metodologia usada se basé en la medicidn de la frecuencia
de aparicién de mutantes espontaneas a Nal" en la cepa K129G, Losr
contreles fueron una cepa silvestre (K37), que presenta una baja
tasa de mutabilidad espontanea, y una cepa Dam™ (GM33), la cual

presenta un comportamiento hiper-mutante (Marinus, 1988}.
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S £7-) r:prueba:—s,e:r:l—leilbgalrcal_:o,: h"aciendo,,,,un,,culg:iy:o de 3 "'mlff dé‘laé

cepas K1299, K37 y GM33 en LB hasta una DO was : E

incubaron de 14 2 18 hrs con'el fi

colonias mutantes Nalr,

En la Tabla III se muestra la frecuencia de mutacién de ‘las
cepas utilizadasz En ella se puede ver que la frecuencia :de
mutacién de 1la cepa K1299 es menor que la de la  cepa

hiper-mutante y similar a la de la K37.

TABLA 11I. FRECUEMCIA DE MUTACION ESPONTANEA A RESISTENCIA AL ACIDO NALIDIXICO (Nalr),

FRECUENCIA DE MUTANTES Nal-r*®

A B C
CEPA FENOTIPO
K37 HimA:* <3.4x1077 <3.4%10°7 2.9x10°°
K1299 HimA~ 3.8%10%° <2.6x1077 <2.6x1077
GM33 Dam~ 4.1x107% LoLxi10 3.4x%107%.

1 de bacterias seabradas
® Frecuencia de mutantes Nal* =

t de bacterias Nal~

Las colusnas A, B y C muestran los resultados de tres experimentos diferentes,
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2. FRECUENCIA DE RECOMBINACION-HOMOLOGA -~ ... . _.

 INTERPLASMIDICA. .

Para’ reéliéar esta prueba se utilizé el plésmido pBX404-7
(Fig. 10) (¥u et al., 1988). Este plasmido confiere resistencia a
tetraciclina y estd construido con un gen de resistencia a
kanamicina inactivado debido a que estd separade dentro del
plésmido. El gen de resistencia a kanamicina esta constituido de
forma que tiene dos regiones homélogas translapadas separadas y
orientadas en forma directa. Cuando ocurre un evento de
recombinacién intra 6 interplasmidica entre estas regiones, este
gen se reconstituye y confiere a la bacteria la resistencia al
antibiético. Este evento es dependiente del sistema de‘

recombinacion RecA (Xu et al., 1988).

\ Km

pBH 404-7

recombinacicn
homologa

Figura 10. Esquend del plésmido pBX404-7. Las zonas obscuras son las regiones homblogas separadas
translapadas del gen de resistencia 2 kanamicina,
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Se utilizaren las propiedadeéidg ste’p miaoLéafa céld@lér e

la frecuencia de recombinaciénide ‘secuénciasi homblogas diferentes
o 4

de ISl, en un plasmido en la ¢e§a, :,La.ffeé énp;

en esta cepa se compard con-la qdékbr‘ eﬁfd'ﬁﬁa?:ééﬁéf

(K37), wuna cepa hiper—recombinante (Gﬁ33);T:yﬂunék éééé;'ﬁeoA‘ o

(HB101).

El plésmido se introdujo por transformacién en las cepas
K1299, K37 y GM33 (Material y Métodos). Las bacterias
transformantes se seleccionaron en medio con tetraciclina [12.5
ug/mll. En la cepa K1299 se comprobé la presencia del plasmido
por medio de su visualizacidn , utilizando la técnica previamente
descrita. Se aislaron las colonias transformantes y se verifico
su patrén de resistencia a antibiédticos, asi como el fenotipo
IHF. No fue necesario transformar la cepa HB101 / pBXa4a04-7,

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

A partir del césped bacteriano de una cepa verificada, se
hizo un cultivo 1inicial en 5 ml de LB con tetraciclina [12'5,

ug/ml] hasta una DO sone =0.3. En el caso de la cepa HB1O1, per

ser eésta una cepa RecA~, se necesitd dejar crecer el cultivo )

hasta una DO wow =0.5, vya que en esta DO tiene un numero de

bacterias viables similar al cultivo de las RecA’ . Se usé LB con
tetraciclina para ejercer presién selectiva y que no se perdiera
el pléasmido al hacer los cultivos. Cuando cada cultivo llegd a la
DO especificada, se colocd a 4°C y con una alicuota del mismo se
probd 1la frecuencia de recombinacién del plasmido. A esta

frecuencia se le llamé Frecuencia de Recombinacién Inicial (F,).
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El -evento que indicé la recombinacién en el plasmido, - fue .la.
adquisicion de 1la resistencia a kanamicina en las bacterias

(Material y Métodos).

A partir de la F,, &se calculé para cada cepa el nUmero.‘dé,~
bacterias / ml de cultivo con plasmidec no recombinado. Con el
numero adecuado de bacterias para cada cepa se comenzé el
experimento de recombinacién homéloga. Estas bacterias se tomaron
de wuna alicuota del cultivo a 4°C, vy con ellas se inocularon
cultivos en LB con 12.5 ug de tetraciclina / ml. El1 numero de
bacterias sembrado se verificd haciendo cuentas viables en placas
con tetraciclina [(12.5 ug/ml). Se incubaron los cultivos hasta
alcanzar una densidad celular que permitiera observar el evento
de recombinacién del plasmido. La frecuencia de recombinacion de
este plasmido, reportada para bacterias RecA” es de 6,54x10%°
por lo tanto se incubé hasta que las bacterias alcanzaron una
densidad celular de 1x10° celulas / ml con el fin de poder
observar el eventoc. Al llegar a esta densidad, se calculd 1a

Frecuencia de Reccombinacién Final de la forma va mencionada.

El experimento se realizé tres veces vy los resultados
obtenidos fueron similares. Estos resultados se muestran en la
Tabla IV y en ellos se puede observar que la frecuencia de
recombinacién homéloga 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 homélogas a una frecuencia

menor que la cepa silvestre.
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TABLA IV. FRECUENCIA DE RECOMBINACION ENTRE DOS SECUENCIAS HOMOLOGAS DEL PLASMIDO pBX404-7 (Tcr) &

CEPA FENOTIPO  FRECUEMCIA DF FRECUENCIA DE RECOMBINACION FINAL (Fy)
RECOMBINACION
INICIAL (Fy) A 8 ¢
K37 HimA* &, 4x10°¢ 1.3x10° 1.3x10%  1.4x107%"
K120  HimA-  3.1x10- 3.5x10 7.6X107  1.7x107
GM33 Dam-  5.1x10 1.3x107 1.1x107  1.8x10%
HB101 RecA-  3.7x10%° 3.2%107° 3.8%10® - 3.5x107

*'la recombinacién entre estas secuencias genera un gen funcional de resistencia a Kanamicina.
1 de bacterias Tcr Rar

Fiz mmmmmmmcoceme e en el cultivo bacteriano antes del experimento.
# de bacterias Ter
# de bacterias Ter Kar

| R P SN en el cultivo bacteriano al final del experimento.
{ de bacterias Ter

En el caso de la cepa control GM33, ésta debid presentar una
frecuencia de recombinacién hombloga alta (comportamiento
Hiper-rec, Marinus vy Konrad, 1976) , sin embargo su
comportamiento fue similar al de 1z cepa silvestre. Tal vez este
plasmido no sea una herramienta adecuada para medir el
comportamiento hiper-rec de una cepa. El grupo de Marinus (1976)
describié un aumento en la recombinacién cromoscma-pldsmido en
las cepas Dam-; sin embargo no determiné la recombinacién
plasmido-plésmido; es decir que es posible que el comportamienta
hiper-rec sélo se manifieste con secuencias lccalizadas en el
cromosoma. Es por ello que decidimos realizar 1la prueba de
frecuencia de recombinacién cromosémica postconjugacional, que se

describe a continuacién.
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3. FRECUENCIA DE RECOMBINACION CROMOSOMICA

-~ POSTCONJUGACIONAL. =~ "

Este ‘experimento’ se .. hizo

:esuitado:de‘f "

eba.de .‘recombinaci6

escritaj‘*Esta prueba se ‘basé  én

bacteria ' receptora on’‘un cromosoma introducido en ella. Para

ello se . transfirid -el -‘cromosoma de una bacteria Hfr a una
bacteria receptora, - utilizando el método de - conjugacioén
bacteriana cuantitativa (Material y Métodos). E1 indicador de. un

evento de recombinacién cromosémica es la adquisicién de " alguna

caracteristica presente ‘unicamente en el cromosoma. Hfr.  En

nuestro caso, se utilizd la resistencia al Acido nalidixico, qué

se puede manifestar al mutar el gen gyrA, como se . describid.
anteriormente. Para ello se construy6 la cepa - KL16 Hfr‘ con
fenotipo Nalr con la técnica descrita. Se aislaron las mutanﬁéé vy
se comprobd que fueran bacteriés Hfrkéor;medio de la pruéﬁar de

sensibilidad al fago R17. . .7

El gen gyrA se localiza en el ’miﬁuto 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 c¢onjugacién
cromosémica, el gen gyrA es uno de los primeros en pasar a la
bacteria receptora. Al recibir parte del cromosoma con el gen

gyrA—, las bacterias exconjugantes tienen la posibilidad de
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realizar vuna recombinacién homéloga entre ambos cromosomas y . de
esta manera pueden ~adquirir el gen mencionado para =~ la

resistencia al antibidético.

Se determind la frecuenéia de re&ombinac;on cromdsémic;
postconjugacional de la K1299 con fenotipo Nal® Sm-, y como
controles utilizamos a las cepas K37 Nal® Sm", que presenta una
frecuencia de recombinacién homéloga normal, y la GM33 Nal® SmT,
cuya frecuencia de recombinacién homéloga es alta. La cepa GM33
Nal® smr se construyd por medio de la técnica de obtencién de
mutantes espontaneas resistentes a antibiéticos, descrita en este

trabajo.

Se conjugd la cepa KL16 mencionada con las cepas receptoras
mediante la técnica de conjugacion bacteriana cuantitativa,
descrita en este trabajo. Posteriormente se incubaron las
exconjugantes en LB a 37°C por 1 hr con €l fin de permitir 1la
realizacién del evento de conjugacidén cromosomica vy la expresién
del gen de resistencia en las bacterias exconjugantes que lo
hubieran adquirido por receoembinacion. Se diluyo el cultivo vy se
sembré una alicuota en medio con acido nalidixico vy
estreptomicina, para seleccionar a las exconjugantes

recombinantes, como se describe en la parte de metodologia.

Para medir la eficiencia de recombinacién en cada cepa se
utilizé el parametro "T" el cual representa 1la frecuencia de
recombinacién entre el cromosoma de la cepa Hfr y el de 1la

receptora. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V.
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* TABLA V. FRECUENCIA DE RECOHBINACION HOMOLOGA POSTCONJUGACIONAL DE NARCADORES GENETICOS CROMOSOHICOS »7

FRECUENCIA DE RECOMBINACION (T) °®'

- A B
CEPA U | FEMOTIRO
K37 ,f:_ - Hima® Q.024 0.014
K1299 © " Hina- 0.011 0. 002
GM33 ¢ o Dam-  0.001 <0.001

*' El gen gyrA con una sutacién no letal (fenotipo Nal") se transfirit por sedio de un Hfr para la
recombinacién de secuencias homélogas entre ambos cromosomas.

# de bacterias exconjugantes (Nalr) / al
# T= x 100
f de bacterias donadoras / al

En ellos se puede ver que la frecuencia de recombinééién 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
plasmido pBX404-7. Esto significa que la cepa K1299 recombina
a’ Qna frecuencia menor 1las secuencias homélogas, ya sean
cromosomicas . ¢ plasmidicas.

En él caso de la GM33, no se registraron eventos dé
recombinacién de secuencias homdlogas entre su cromosoma VY el
de la Hfr (frecuencia <0.001). Este resultado puede interpretarse
de dos maneras: Una, que el cromosoma de la KL1h no pudo ser
introducido en la cepa GM33 vy consecuentemente no pudo
recombinar, y dos, que la cepa GM33 no recombine secuencias

cromosémicas homdloegas con una alta frecuencia.

f
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Marinus y Konrad {1976) reportaron que estAVCééé ?édéhbiha_aJQFVL
méy;r frecuencia las secuencias homélogas de su croﬁosoma 005 15§
de dn plasmido F', pero es posible que no se registre‘un édménfo
en - la recombinacién cromosoma-cromosoma ¢ plasmido-plasmido. Es
decir quz loe resultados anteriores (incisce 2 y 3) sugieren que
la cepa GM33 Dam- no recombina a una alta frecuencia secuencias
cromosdmicas homélogas y gue tampoco recombina las secuencias
plasmidicas homologas del pBX404-7. Aunque en los resultados
mencionados no fue posible detectar el fenotipo Hiper-rec de 1la
cepa GM33, la cepa K1292 no muta ni recombina mé&s que la K37, por

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

C) GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL DNA
EN LAS CEPAS HimA* Yy Hima- Y SU
INFLUENCIA EN LA RECOMBINACION

INTRAPLASMIDICA DEL PLASMIDC R1-19

Estos estudios se hicieron para descartar indirectamente la
posibilidad d= que la topologia del plasmido R1-19 dentro de la
cepa K1299 HimA- fuera la causa del alto porcentaije de
recombinacién de las IS1 observado en el experimento de

estabilidad.

Los trabajos de Gellert et al. (1983) indican que en la

cepa K1299 HimA- existe una disminucién de por lo menos cuatro
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.veces én-la concentracién

Esta- -enzima ~esta‘involucra

DNA. En esta, misméicep

lambda durante el ciclo

encontraron que. des

ligeramente menor al:de:u

De acuerdo a Drlica (igsa) y a:Kolodner (1980}, un DNA mas
relajado que 1o normal puede disminﬁir ia feéombinacién de
algunas secuencias de DNA como fagos, transposones y
probablemente de secuencias homélogas intraplasmidicas in wvitro,
por lo gque, un genoma como el que posiblemente tiene la Ki1299,
disminuiria la capacidad de recombinacion de las IS1 del R1-19 in
vivo. Como no se hallaron antecedentes de estudios in vivo, se
planted estudiar esa hipbébtesis, para lo cual primero se compard
indirectamente el grado de SE del DNA en las cepas K37 HimaA* y
K1299 HimA~-, a través del anAdlisis del SE de un pléasmido

introducido en ellas.

] Posteriormente se analizd el comportamiento del plasmido
R1-19 en la cepa silvestre de E. coli K37 en condiciones normales
de crecimiento, con el de la misma cepa en condiciones en que el
plasmido se encuentra mas relajado, para lo cual se incubd la
cepa K37 en medio de cultivo suplementade con novobiocina, un

inhibidor de la girasa. El mismo an&lisis fue realizado con la



1. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO
pMS01 EN CELULAS EN DIFERENTES PUNTOS
DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

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

Con el fin de determinar las condiciones experimentales que
permitieran analizar el grado de SE de una cepa, se estudid este
parédmetro en células en diferentes puntos de 1la 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 et al., 1988).

El grado de SE se estudié utilizando un plésmido reportero.
Para ello se eligidé al pléasmido pMSO1 (Martinez, 1983) de 2.9
Kilobases (Kb). Este plasmido es un buen instrumento debido a que
los trabajos en 1los cuales se ha medido el grado de SE con
técnicas similares a la descrita en este trabajo, se han
utilizado plasmidos pequefios como éste (Goldstein vy Drilica,
1984: Balke vy Gralla, 1987; Higgins et zl.., 1988; Dorman gt al..
1988; Liebart et al., 1989). El pMSC0l se construyo a partir del
pBR322, al que se le deletd el gen tetA que codifica para la
resistencia a tetraciclina (Martinez, 1983). Fué necesario
utilizar un plésmido sin este gen pues se ha reportado que en el
pBR322, se generan dominios con distintos grados de SE. Los
dominios se crean cuando una regién del plasmido se ancla a una
estructura celular. Al parecer esto sucede  al traducirse 1la
proteina TetA, pues antes de la terminacién de su sintesis se une

a la membrana celular, Como en las bacterias la transcripcién y
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la traduccién estan acopladas; - esto-ocasiona : el

plésmido a la membrana (Lodgé“ggfgiﬂ ilgag);"_‘

Se utilizé elVmétbdo déié;édéfofoﬁésis éh‘géleg'dé" ;garbsé'
en presencia de clorequina,  ﬁn'comees£o que.se intercala ek el
DNA. Este método permite diferenciar las poblacicones . -de
topoisémeros de un plésmido en una célula; es decir, separar las
moléculas que tienen un grado diferente de SE. La posterior
comparacién de la migracién de las bandas en un carril con otros
carriles del mismo gel, permite conocer el grado relativo de SE

del plasmido en diferentes cepas ¢ condiciones experimentales.

La estrategia que se siguidé fue la de introducir el pMSOl en
las cepas Ki1299, K37 y Su69% por medio de la técnica de
Transformacién bacteriana (Material y Métodos). La cepa K37 ‘se

utilizé como testigo HimA® . La Su695 es una cepa de Salmonella

typhimurium, en 1la cual las IS1 del R1-19 recombinan con una

frecuencia muy alta (Watanabe et al., 1982; Gobébmez vy Torres,

1983). Esta c¢epa se incluyd va gue existe un antecedente que
sugiere que la topoisomerasa I de Salmopella actia con una mayor
eficiencia que la topoisomerasa I de E. coli (Sheikh y Margolin,
1989); de ser asi, el DNA de 5. typhimurium estaria mas relajado

que el de E. coli, y ésto podria observarse al comparar el grade

de SE del plasmido pMS01 introducido en ella.

65

anciégér7aéli o



. Las cepas se éuLﬁivaféﬁ,y7ée,iesie*£r;jo*élthA“\

“separd L por- en'geles’ de agarosa

¢lofoquina/ml' ¢om6_s§'desc:1bé?engeste‘frébajd.”vy

_lé;*baﬁaasvde,foﬁdiébmérds.“*

Uné parﬁe importante de esta metodologia - consistidé en
antfolar las condiciones de crecimiento del cultivo como son:
concentracién de nutrientes y iones en el medio, temperatura vy
oxigenacidén, ademds de tomar en cuenta la fase de crecimiento
celular en la que se extrae el pléasmido, ya que varias
investigaciones han demostrado que el grado de SE de un plasmido
se "modifica por las condiciones mencionadas {(Goldstein y Drlica,
1984; Balke y Gralla, 1987; Higgins et al., 1988; Dorman et al.,

16888)

En la primera prueba, se extrajo el pMS0l1l de cultivos en
fases de crecimiento exponencial (DO sorm =0.6) y fase de
crecimiento estacionarioc (DO soom *1.4) con un pericdo de estrés
nutricienal (incubacién en fase de crecimiento estacionaric) de
aproximadamente 10 hrs. El proposito de extraer el pléasmide en
ambas fases fue comprobar si 25 upg de cloroquina es una
concentracién adecuada para observar las diferencias de SE

previamente reportadas (Balke y Gralla, 1987). Las Figuras 11 y

12 muestran las fotografias de los topoisomeros observados.
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Figura 11. A) Patrén de topoisomeros del plasmido pHS01 obtenido de las cepas K37, K1299 y 5u685. Las cepas
se crecieron en LB a 37°Cy 200 rpa y se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial y estacionario.
Los topoisbmwercs se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con cloroquina [25 pg/ml]). C, pHSOi

obtenido de gradiente de CsCl; 1, K37 DO-.68; 2, K1299 DO=.65; 3, Su695 D0=.62; 4, K37 DO=1.45;
5, K1299 D0-1.30; 6, Su695 DO=1.30.

B) Graficas de barrido densitosétrico (D0ezona) del negativo de la fotografia del gel mostrado
en (A). Se indica la posicidn del plismido relajado y superenrollado. Los nimeros debajo de cada grafica
corresponden a 1os del gel.
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DIMEROS

MONOMEROS |

Figura 12. A) Patrén de topoisdmeros del plassido pMSO! obtenido de las cepas K37, K1299 y Su695. Las cepas
g8 crecieron en LB a 37°C y 100 rps y se cosecharon en la fase de estrés nutricional.  Los topoistmeros se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con cloroquina (25 ug/ml]. €, pMSO1 obtenido de
gradiente de CsCl; 1, K37 D0=1.4; 2, K1299 DOs1.4; 3, Su695 DO=L.4.

B)  Grificas de barrido densitométrico (Mezoral del negativo de la fotografla del ged wostrado
en (A}. Se indica la posicién del plasmido relajado y superenrollado.  Los nimeros debajo de cada grafica
corresponden a 1os del gel.
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» monéhéfbs {pobla

tOpoisSomeEros - ‘exponencia

‘muestfan{uﬁfpéﬁié mé%osxdistiﬁtdyal de
la fése ésfégisﬁafia; :éh“iésxcafriléévﬁorrespondiéntes a la fase
estacionaria se’ pueden observar tres bandas mads en la parte
inferior del gel, correspondiente a las poblaciones de plasmido
mas relajado (menor grado de SE). Esto indica que hay una mayor
cantidad de plésmido relajado en la fase estacionaria que en la

de crecimiento exponencial, en la cual no se pueden observar

estos topoisoémeros porque su cantidad es muy baja.

En todos los geles hechos con esta técnica se observa que la
pfimer banda de la regién de los monémeros, se encuentra a una
distancia distinta que la que guardan entre si las demas. El1
grosor 6 intensidad de ella también varia de acuerdo al lote de
lisis celular en =] que s2 obtuvo el plasmido. Pensamos que &sta
banda no e&s la poblacidn de topoisomeros ceon mayor grado de SE,
sino que se trata de una poblacién de plasmidos distinta pues se
encuentra mAs cercana a las otras vy en algunos geles su
intensidad no wvaria de uno a otro carril aun cuando los
topoisémeros predominantes estdn varias bandas abajo. La
intensidad de estos topoisémeros fue variable, y dependis del
lote en el cual se extrajera el plésmido. Pensamos que por
retrasarse en la electroforesis, puede tratarse de plasmido roto

(Fig. 13) , que puede estar totalmente relajado (con cortes de
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una sola cadena) 6 plasmido lineal (con cortes dedoblecadena) S
Debido a que puede variar con cada extraccién, 'Vdreci‘dlmyos{;nbf tomar

en cuenta 1la primera banda al analizar 1los topoisémeros ‘del

PMSO1 .,
1 2 3
;ML% A
PR @Lsf A§r 1%
%?L,L topoisonerasa I & -‘L7 (5’

s ’a% (girasa) e; 2 Corte de 5

g 2 B e ) o, 0 é

g g D S T —_— @

3 § 7 :

2 {5 topoisomerasa I % ¢ una cadema 7 $
8 & W Y &
1 2 = 4 &

4 & N —)t ‘51‘,‘ 5
"11;\\1 5 % S Nrnsagns™?
Monrages™ S, &
g

Figura 13. Esquesa de un plismido relajado (1), superenrrollado negativasente (2) y relajado por sedio 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 transfirié a papel y se
hibridiz¢é con DNA radiocactivo del propio plasmido (Material vy
Métodos) . En la Figura 14 se muestra la autorradiografia
obtenida. En ella se aprecia que no se incrementd la definicién
de las poblaciones predominantes de plasmideos marcados en el
carril 6, con respecto a los plismidos observados sin marca

radicactiva, por lo que esta técnica no se volvid a aplicar.
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Figura 14, Autorradiografia de la hibridizacion tipo Southern del gel de la Fig. 11. C, pHSO1 obtenido de
gradiente de CsCl; 1, K37 DO=.68; 2, KX1299 00=.65; 3, Su695 D0=.62; 4, K37 DQ=1.45; 5, K1299 D0-1.20;

6, Su695 00-1.30.
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Para determinar el grado de SE relafiﬁb‘df“” © ‘plasmido, se -

compafa . jocdéa la banda de méybf. ntensidad. . (banda
predominénte) ‘adé'Cepa, y esto noslindlca'éﬁ cﬁél’de ellas es
mayer = el gradc deSE (Liebart et al., 1989). Una manera de

detectar cuantitativamente las diferencias entre las bandas es el
an&lisis de las bandas por medio de un espectrofotémetro acoplado
a un graficador (Goldstein y Drlica, 1984; Liebart et al., 1989).
Este andlisis se hizo con el negativo de una fotografia del gel.
Las graficas obtenidas de cada gel se muestran debajo de su
fotografia. Las graficas de la Fig. 11 nos muestran que la
tercera banda es la que predomina en las tres cepas, lo cual nos
indicé gque el grado de SE del plasmido pMS01 en ellas es muy

parecido en esta fase de crecimiento.

Posteriormente se realizaron pruebas de los topoisdémeros del

plésmido bacteriano, en cultivos en distintas fases de

crecimientoe. Las pruebas incluyeron las siguientes DO seorm : 0.6,

0.85y 1.0 (fases de crecimiento exponencialj; 1.3 (fase
estacicnaria temprana); 1.5 vy 1.6 (fases estaciconarias con estrés
nutricional). Los patrones de topoisémeros obtenidos pueden verse

en las Figuras 12, 15 y 16.

En ellos se observa que con esta concentracién de
cloroquina, el grado de SE del pMS01 no varia en la cepa K1299
con respecto a la cepa silvestre K37 en las fases crecimiento
desde una DO e =0.6 hasta 1.3, fases en las que las bacterias

no se encuentran sometidas a condiciones de estrés nutricional.
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Figura 15. A) Patrén de topoistmeros del pldsmido pHSOi obtenido de las cepas K37, K1299 y Su695. Las cepas
se crecieron en LB a 37°Cy 200 rps y se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial tardia. Los
topoistmeros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con cloroquina {25 pg/al}.

1, K37 00=1.0; 2, K1299 D0=1.0; 3, Su695 D0=1.0; 4, K37 D0=1.0; S, K1299 D0=1.0. Los cultivos de los
carriles 4 y 5 se incubaron 30 min en frio antes de hacer la extraccion del plasmido,

B)  Gréficas de barrido densitométrico (DOszoma) del negativo de la fotografia del gel mostrado

en (A}, Se indica la posicitn del plisaido relajado y superenrollade. Los nimeros debajo de cada gréfica
corresponden a los del gel.
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Figura 16. A) Patrén de topoisémeros del plasmido pHSO1 obtenido de las cepas K37 y K1299, Las cepas se

crecieron en LB a 37°C y 200 rpm y se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial, exponencial tardio y
en estrés nutricional. Los topoisémeros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con
cloroquina (25 pg/ml]. 1, K37 D0=.60; 2, K1299 DO=.60; 3, K37 D0=1.0; 4, K1299 D0=1.0; S, K37 DO=1.6;
6, Su695 00=1.6.

B} Graficas de barrido densitométrico (DOszorw) del negativo de la fotografia del gel mostrade

en (A). Se indica la posicién del plasmido relajado y superenrollado. Los nimeros debajo de cada gréfica
corresponden a los del gel.
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En lo  que se refiere a‘'la’fase'de estrés “nutricional, - se

exponenc:

dej eétrési’

Gralla; 1985-‘D0rman”§t a

Al‘ comparar los topoisémeros de la cepa silvesﬁre K37 con
los de la K1299 HimA—-, podemos ver que en condiciones de estrés
nutricional el plasmido experimenta un relajamiento significativo
en la cepa K1299. Esto podria deberese a que la cepa K1299
contiene cuatro veces menos girasa que una cepa silvestre, leo
cual  implica tener un DNA més relajado. Sin embarge 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 pg de cloroquina sélo pudimos
observar diferencias del SE de ambas cepas en la fase de estres
nutricional. En lo que respecta a la cepa Suf9t de §.

typhimurium no se pudo observar diferencia en €l grado de SE con
respecto a 1la K37 en ninguna de las fases de crecimiento
analizadas. Este resultado posiblemente se debié a que con esta
concentracioén de cloroquina unicamente se pueden observar
diferencias muy grandes en el grade de SE del DNA. Es posible
que al estar muy relajado el DNA (fase de estrés nutricional) se

incremente 1la diferencia en el SE de estas cepas y s6lo asi se

pueda observar.
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2. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO
pMSO1 EN CELULAS CULTIVADAS EN PRESENCIA
Y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA

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

Para determinar si al disminuir el grado de SE del plasmide
R1-19 se incrementa la frecuencia de recombinacién de las IS1l, se
determindé 1la concentracién de novobiocina necesaria para que un
plasmido en la cepa K37 presente un grado de SE similar al que
presenta en la K1299. &Si el incremento de recombinacién de las
IS1 observado en la cepa K1299 se debe a que el DNA estd mas

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 1las
reacciones ATP-dependientes de la enzima. De esta manera
disminuye su actividad y por lo tanto disminuye el grado de SE

del DNA.

Con el fin de conocer la concentracién de novobiocina
necesaria para igualar el grado de SE de la cepa K37 con la
K1299, se realizaron cultivos de las cepas K37/pMS0Ol1, K1299/pMS01
y Sub95/pMSO1 en LB sin novobiocina v con 40 y 80 ug de
novobiocina / ml y se les extrajeron vy visualizaron 1los

topoisémeros del pMS0l1 como se describié anteriormente en un gel

de agarosa con 25ug de cloroquina/ml (Fig. 17).

76



DIMEROS

MONOMEROS

C 1 2 3 4 5

Figura 17. A} Patrdn de topoistmercs del plasmido pMSO! obtenido de las cepas K37 cony sin novobiocina,
K1299 y Su695. Las cepas se crecieron en (B a 37°C y 200 rpa y se cosecharon en la fase de crecisjento
exponencial (D0=.80). Los topoisémeros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con
cloroquina [25 wg/al]. 1, K37 sin KNov; 2, K37 con Nov [40 upg/ml); 3, K37 con Hov (B0 wug/ull;

&, 1293 sin Nov; S, 5u695 sin Nov.
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El analisis de este'gel nérféQéféﬂai¥g;éncias

teniamos para medir la dosis adecuada de " novobiocina iiera el
retraso en la curva de crecimiento en las células ~tratadas . con

este compuesto (Fig. 18).

K37
K37+NOV (40)
K37+NOoV (80)
K 1299

O 0O o

Figura 18. Curvas de crecimiento de las cepas K37 cultivada sin y con novobiocina (Nov) [40) y (80 ug/ul], ¥

K1299. Rl cultive se realizd a 37'C y 200 rps de agitacion.
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© La cepa K1299 cultivada en LB, manifiesta un crecimiento mas .
lento que la cepa K37 (Fig. 19). Pensamos que ello se debe a la"
disminucién del grado de SE por tener menos girasa, como 1o vimos'
anteriormente. De acuerdo con este razonamiento, la concentraciébén
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 wug de novobiocina/ml de LB y se compard su curva de
crecimiento con la de la cepa K1299 en cultivos realizados a 200
rpm de agitacién (Fig. 18). Con uné concentracién de 80 pug de
novobiocina/ml se obtuvo una curva de crecimiento similar a la de
la Ki1299. Esta concentracién de novobiocina es la que se utilizé

para realizar las pruebas de estabilidad del R1-19 en cepas con

novobiocina.
]
1.4 o
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o 054 « K37
o K299
T

TIEMPO (horas)

Figura 19. Curvas de creciniento en sedio LB, de las cepas K37, K1299 y 5u695. Los cultivos se incubaron a
37*C y 150 rps.
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3.7DISQCIACION DEL PLASMIDO FII R1-19 EN

o]

coli Y EN S. typhimurium CULTIVADAS

EN PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA.

Esta serie de pruebas se hicieron con el fin de observar el
comportamiento del plasmido R1-19 en bacterias con un DNA méas
relajado qgue el normal en cepas silvestres. El objetivo fue
descartar la posibidad de que el comportamiento de alta
recombinacién de las ISl del R1-19 en la cepa K1299 IHF~ fuera
una consecuencia de un DNA més relajado que el de las cepas IHF*,
Para ello wutilizamos la cepa K37/R1-19 a la cual cultivamos en
medio LB con novobiocina {80 ug/mll. Como explicamos
anteriormente, la novobiocina es un compuesto que inhibe la
accién de la girasa, vy hace que el DNA disminuya su grado de SE.
Con los geles de 25 pg de cloroquina / ml no se pudo observar
diferencias en el grado de SE de ambas cepas con y sin
novobiocina, pero con una concentracién de 80 [19=4 de
novobiocina/ml en el cultivo se iguald la curva de crecimiento de
la K37 con la de la K1299 (Fig. 18). Debido a ello se utilizé
esta concentracion de novobiocina para realizar una prueba de
estabilidad del pléasmido R1-19 en la cepa K37. Como control se
cultive la misma cepa en medic LB sin novobiocina. Los cultivos
se realizaron con 50 ml de LB a 37°C con una agitacién constante
de 100 rpm. Los resultados se pueden observar en la Tabla VI. En
ellos se puede ver que en el cultive con novobiocina (80 ug/ml],
la frecuencia de aparicioéon de células multisensibles
(recombinacién entre 1ISia-ISlb) es significativamente menor al

del cultivo sin novobiocina.
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TABLA VI. FRECUEWCIA D 10S PATRONES DE RESISTENCIA DE LAS CEPAS DERIVADAS DEL EXPERIMENTO DE
ESTABILIDAD DEL PLASHIDO FII, Ri-19 EN Escherichia coli CON 80 g DE NOVOBIOCINA/m].”

K37/R1-19 K37/R1-19
sin MNovobiocina Novobiocina {80pg/ul)
A B A B

PATRON DE RESISTENCIA
Multirresistente 90 81 100 98
Multisensible 10 16 0 1
Apr Spr Cmr o 1 0 1
Rm* 0 o] : [¢] 0
otros 0 2 N TR

*Los nimeros representan valores en porciento. Las columnas A y B muestran los porcentajes obtenidos en
dos experimentos diferentes, después de aproximadasente 265 generaciones. Los cultivos se realizaron con 50 sl
de LB a 100 rpa de agitacién.

La K37 es una cepa de E. coli en la que la frecuencia de
recombinacién es por lo general muy baja (ver Tabla II), por lo
cual se tuvo que cultivar durante un numero muy alto de
generaciones para poder observar la frecuencia de la Tabla VI,
Sin embargo la cepa K37 con novobiocina aun-al ser cultivada por
un largo numerco de generaciones manifesté una frecuencia aun

menor que la K37 sin tratamiento.

Posteriormente se realizé¢ una prueba de estabilidad del
R1-19 en una cepa de S§. typhimurium cultivada en presencia de 40
y 80 ug de novobiocina / ml de LB; los cultivos se realizaron con
20 ml de LB‘a 37°C con una agitacién 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 EXPERIMENTO DE

ESTABILIDAD  DEL PLASIDO FII, R1-19 EN Salsonella typhinurius CON NOVOBIOCINA.”

Su695/R1-19 Sub95/R1-19 Su695/R1-19
sin Novobiocina Novobiocinal40ug/ml} Novobiocinal80kg/al}
PATRON DE RESISTENCIA
Multirresistente 4 0 0
Multisensible 82 . .~ 87 95
Ap" Sp~ Camr 8 13 3
Kme 0 L 30 G ) —'10
Otros e e llO RS

“Los nimeros representan valores en porciento. Lla prueba del patrén de resistencia se realizé después de
aproximadasente 26 generaciones. Los cultivos se realizaron con 20 ml de LB a 200 rpa de agitacidn.

En ellos se observa que la frecuencia de células

multisensibles aumenté en relacién directas a la concentracion
novobiocina  utilizada., FPodemcs. ver que en la bacteria
typhimurium Sus95 ocurrid un fendmeno ceontraric al cobservado

la cepa K37 de E. coli. Este resultado sugiere que

novobiocina actua de una manera distinta en ambas bacterias

i
ol

la

por

lo cual era necesarico estudiar de una manera mads precisa cémo

afectaba el SE del DNA en cada una. Esto nos condujo
desarrollar una técnica mas precisa para medir el grado de SE

cada cepa.
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4. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO
pMS01 EN CELULAS EN DIFERENTES PUNTOS
DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

(EN GELES CON 9 upg DE CLOROGQUINA/m1) .

Posteriormente al periodo de pruebas de estabilidad del
R1-19 en cepas tratadas con novobiocina, se utilizoé una
concentracién menor de clorogquina en los geles, con el fin de
obtener una mejor resolucidén de las bandas de topoisémeros 'y
medir el grado de SE del pMS01 de una manera mds precisa.

Decidimos disminuir 1la concentracién de cloroquina con el
fin de modificar la migracién de los topoisbmeros del pMSO01l, .y
poder observar la diferencia en el SE del DNA de la cepa K37 con
respecto a la Ki299 en la fase de crecimiento exponencial.
Primerco se bajé la concentracién a 20 pg de cloroquina, sin
obtenerse una mejor separacién de topoisémeros. es decir que
tampoce observamos diferencias en el SE del pMSO1 entre ambas

cepas.

VDebido a ello se decidié utilizar concentraciones menorés de
12 'ug, con las <cuales 1la migracién de 1los topoisémeros se
invierte; es decir, que ahora los plasmidos mas superenrollados
migran con una mayor velocidad que los relajados (Balke y Gralla,
1987; Liebart et al., 1989) . Con esta concentracion de
cloroquina, la banda de los plasmidos rotos se localiza en una

posicién en la gque no interfiere con la de los topoisémeros como
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llo se’ probaron vaflas concentraczones‘de'Vcioroquina.
: Coﬁ' 5 ug de cloroqu1na / ml’ no se logrd una buena separac10n de
ioéw topozsémeros. Con 10 pg de cloroquina la separacion de los
topoisdmeros fue similar a la de 25 ug de clorogquina, pero con la
ventaja de que la primera banda no interfiere con 1las bandas
principales. La mejor separacién de topoisémeros se obtuvo con 9

Hg de clorogquina y 20 horas de electroforesis a 30 volts.

En las Figuras 20, 21 v 22 sé‘ observan los patrones
obtenidos con esta técnica. Un‘aﬁéiisis,dé los mismos muestra que
en la fase de crecimiento exponéncial el plasmido pMS01 se
encuentra entre 1 y 2 vueltas mas relajado en la cepa K1299 que
en 1la K37, debido probablemente a que tiene menos girasa que la
K37, como vya se mencioné¢ (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 las
topoisébmeros ne era visible con los geles de 25 6 20 upg de
cloroquina per ml, probablemente por la interferencia de los

topoisébmeros del plasmido roto.
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Flgura 20. A) Patrén de-topoisémeros del plésmido pHSO1 obtenido de las cepas K37 con y sin novobiocina,
K1299 y Su635 sin y con novobiocing. Las cepas se crecleron en LB a 37°C y 200 rpa y se cosecharon en la fase
de creciniento exponencial tardia. Los topoistmeros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%
con cloroquina (10 wug/ml). 2, K37 sin Nov D0=.97; b, K37 con fov (80 ug/ml} 00:.90;
¢, X1299 sin Nov D0=.85; d, Su695 sin Nov DO=1.09; e, Su695 con Hov {80 ug/al} DO=1.9.

B) Gréficas de barrido densitométrico {D0ezorw) del negativo de 1a fotografia del gel wostrado

en (A). S indica la posicién del plasmidoe relajado y superenroilado. Las letras debajo de cada gréfica
corresponden a las del gel. El nimero sobre la curva indfca la posicion del pico predominante.
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Figura 21. A) Patrdn de topoistmeros del plasaido pMSO1 obtenido de las cepas K37, K1299 y Su695. Las cepas
se crecieron en LB a 37'Cy 100 rpa y se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial y fase de estrés
nutricional. Los topoisémeros se separaron por electroforesis en gel de agarosa al IX con cloroquina

(9 wg/al). a, K37 D0=.75; b, K37 D0=.85; ¢, K1299 D00=.62; d, K129 DO=.88; e, Sus95 DO=.54;
f, Su695 DO=1.03.

B) Gréficas de barrido densitométrico {(DOszerw) del negativo de la fotografia del gel mostrado
en (Al. Se indica la posicitn del plisaido relajado y superenrollado. Las letras debajo de cads grafica
corresponden a las del gel. R} ntisero sobre la curva indica la posicién del pico predominante.
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Figura 22. A) Patrédn de topoisémeros del pliswido pHSOi obtenido de las cepas K37, K1299 y Su695 sin y con

novobiocina {80 ug/ml}. -las cepas se crecieron en LB a 37°C y 100 rps y se cosecharon en la fase de
creciniento exponencial. Los topoistwercs se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% con
cloroquina 9 ug/ml). a, K37 sin MNov D0:.62; b, K37 con Nov DO=.66; ¢, K1299 sin Nov DQ=.56;
d, Ri299 con Nov DO=.54; e, Su695 sin Nov DO=.43; f, Su695 con Kov DO=.40; g, K37 sin Nov D0s.80;
h, K1289 sin Rov DO=.70.

B) Gréficas de barrido densitométrico (DOszorw) del negativo de 1a fotografia del gel mostrado

en (A). Se indica 1a posicion del plaswido relajado y superenrollado. las letras debajo de cada grifica
corresponden a las del gel. El nimero sobre la curva indica la posfcién del pico predominante.
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Con' respecto

a la cepa de
observar. que‘en los geles‘en que se ana

delipMSOI,‘ éste-manifestéd un grado dé SE.

la cepa K1299; 'y mener al de la K37.'~En~e;nge

los topoisémeros predominantes de la'cepa Su695 ge ehcdéntrah_,en

un lugaf intermedio al de las cepas K12§§ y K37. En el gel dé‘ia
Figura 22 se encuentran en el mismo lugar que los de la K1299,
perc aun aqui se observa que &l pMSOl esta més relajado que en la
K37. Esto indica que en esta cepa de Salmonella el pMSO1 tiene
un grado de SE ligeramente menor al de la cepa de E. coli K37,
aunque similar al de la cepa K1299. Esto podria tomarse como una
evidencia indirecta que apoya que la topoisomerasa I de S.
typhimurium es ma&s eficiente que la de E. coli; sin embargo, para

ello se necesitaria hacer un andlisis mas fino.

5. GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO DEL PLASMIDO
pMS01 EN CELULAS CULTIVADAS EN PRESENCIA
Y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA

(EN GELES CON 9@ pg DE CLOROQUINA/ml).

Como se puede ver en las Figuras 20 y 22, se analizé el
grado de SE del pMS01 en cepas tratadas con novobiocina
{80pug/ml]. La Fig. 20 muestra el patrén de los topoisédmeros de
cultivos realizados con 20 ml de LB con una agitacién constante
de 200 rpm en una fase de crecimiento estacionaria temprana (ver
Fig. 18). En estas condiciones 1la cepa K37 tratada con

novobiocina experimentd un relajamiento mayor al de la K1299. En
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novobiocina.

Los resultados afectados por la

forma en gque se reallzo el éultlv a’extraccién del pMSOL
(20 ml de LB con 200 rpm de agltaClén),fzéor lo cual se hicieron
pruebas de la accién de novobiocina en condiciones de crecimiento
idénticas a las utilizadas en los experimentos de estabilidad; es
decir, 50 ml de cultivo a 100 rpm. La Figura 22 muestra el patroén
de topoisdmeros obtenido con estas condiciones de cultivo, en la
fase de crecimiento exponencial. Con estas condiciones se obtuvo
un resultade aun m&s significative. Como se puede ver con la
comparacién de los picos predominantes, la cepa K37 tratada con
novobiocina manifesté un relajamiento del DNA mucho mayor que el
de 1la K1299 (tres supervueltas ma&s desenrrcllado). En cuanto a
la cepa Su695, aun en estas condiciones de andlisis, el pMSOl nco
manifestdé un efecto notable al ser tratada la cepa con 80 ug de

novobiocina / ml.

Esto nos indicé que el grado de SE de la K37 con (80 ugl de
novobiocina es menor que el de la K1299. Es decir que en el
experimento de estabilidad del R1-19 con 80ug de novobiocina
relajamos el DNA de la K37 mas de lo que estd relajado en la

K1299.
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'Egﬁgs dos geles indicaron ademas qﬁe ia coggéntraéicn de
novdbiociné afecta de una forma distinta dependiendo de 1la
aereacién que tenga el cultivo. Por ello se decidid hacer las
curvas de crecimiento de cultivos con una agitacién de 100 rpm y
encontramos que en estas condiciones la curva de la K37 tratada
con 80 pg de novobiocina / ml si se afecta en mayor grado que la

K1299 sin tratamiento (Fig. 23).

10 | | %
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2 | ==

0 o5 /‘/ ° K37
a/, o KI1299

K 37 + NOV (40ug/mi
K 37 + NOV (80ug/m

D. O.
“\"

TIEMPO ( horas)

Figura 23. Curvas de crecimiento de 1as cepas K37 cultivada sin y con novobiocina (Nov) [40] y (80 ug/i[f{ y )
K1299. EI cultivo se realizé a 37°C y 100 rpa de agitacién. ’ :
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fisiologia celular cuando‘héy“c 11

Con 200 rpm, la curva‘de]¢ré¢imiénﬁ° d

El grado de 3E de la K37 cultivada con'noVobiocina es .. -menor

que el de la K1299 (Fig. 20), pero su curva de crecimiento no se
afectd tanto como lo estéd la de la K1299; es decir que al parecer
el grade de SE del DNA de la K1299 no es el unico factor que
afecta en el crecimiento de la misma, sino que la ausencia de 1la
proteina HimA influye de alguna ‘manera adicional en su

fisiologia.

6. PRUEBA DE ESTABILIDAD DEL R1-19 EN

Salmonella typhimurium CULTIVADA EN

PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE NOVOBIOCINA

A partir de los resultados anteriores decidimos realizar la
prueba de estabilidad del R1-19 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 VIII. FRECUENCIA DE LOS PATRONES DE RESISTENCIA DE LAS CEPAS DERIVADAS DEL EXPERINENTO

ESTABILIDAD  DEL PLASHIDO FII, RI-19 EN Salwonella typhimurium CON 80 yg de NOVOBIOCINA/aL. *

Sub95/R1-19 Sue3d5/R1-19
sin Novebiocina Novobiocina [80ug/sl}
PATRON DE RESISTENCIA
Multirresistente 75 9
Multisensible 13 88
ApT Spr Cmf 8 2
Km~ 1 k o
Otros 3 1

*Los nimeros representan valores en porciento. La prueba del patrén-de resistencia se realizé después de

aproxinadamente 23 generaciones. Los cultivos se realizaron con SO al de LB a 100 rpm de agitacion.

En elles podemos ver que con estas condiciones de cﬁltivo,
este tratamiento con novobiocina indujo una frecuencia mayor de
recombinacién entre las IS1a-ISib (células multisensibles). Con
estas  condiciones se disminuyd la aereacicn del cultive vy  como
consecuencia de ello se aumentd la frecuencia de recombinacién de
las I51. Sin embarge el patréon de topoisémercs de la  Sub9s
cultivada en diferentes condiciones de aereacion y en ausencia y
presencia de novobiocina (Fig. 20 v 22) es similar. Esto sugiere
que la aereacidn del cultivo es determinante para la accién que
ejerce 1la novobiocina en el proceso de recombinacién de las ISi

en S. typhimurium, pero no afecta tanto su grado de SE.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se estudié la influencia de la
proteina HimA en la recombinacion de las secuencias de insercion
IS1 del plésmido R1-19. Para ello se propuso un modo de accién
directo y uno indirecto. De manera directa, el dimero IHF,
formado por el producto de himA y himD/hip, podria unirse a los
extremos de las IS1 y bloguear 1la accién de las enzimas
encargadas de la recombinaciéon de las IS1. De wuna manera
indirecta, la ausencia de HimA puede modificar el grado de SE del
DNA, el cual es un factor determinante para la recombinacién en

general del DNA, con 1lo cual también puede disminuirse 1la

recombinacién de estas secuencias.

Con el fin de investigar ambas posibilidades, estudiamos la
recombinacion intraplasmidica mediada por ISl en el plasmido FII
R1-19, en células de E. <coli HimA* v HimA~, y de S. typhimurium

con diferentes grados de SE del DNA.

En la cepa de E. coli Kiz299 HimA~ se increments la
recombinacién de las IS1 en comparacién con una cepa isogenica
silvestre. El grado de SE de su DNA se analizé indirectamente y

se enhcontrd que es menor que el de su isogénica silvestre K37;



sin embargo.- a1_'diéhinu;r “e1 SE4_de la K37, " disminuyd ‘la

recombinacién de las IS, .

ligeramente menor al de la cepa silvestre de E. c¢oli K37, vy
ligeramente mayor al de la cepa K1299 HimA-. Cuando se disminuyé
el SE del DNA de S. typhimurium se incrementdé la recombinacién

de 1las 1Si. Es decir, que manifesté un efecto contrario al

observado en la cepa K37.

En la cepa Ki299, 1la recombinacién de las IS1 del R1-18
manifestd un aumento de 8 a 15 veces la frecuencia de su
isogénica silvestre (K37) y de un 27 a un 707% con respecto a una
cepa Hiper-rec (GM33}), 1o cual indica un incremento bastante

significativo para una cepa de E. coli.

En las cepas Hiper-rec, el aumento de 1la recombinacién
intraplasmidica de 1las 1IS1 ha sido probado con anterioridad
(Goémez y Torres, 1983), vy aunque su frecuencia es menor que la
de S. typhimurium, es varias veces méyor que en las cepas

sivestres de E. coli.

La cepa K1299 no manifiesta comportamiento Hiper-rec para
secuencias homélogas plasmidicas 6 cromosdmicas distintas de las
IS1. Por el contrario, manifiesta una disminucién en ambas
frecuencias en comparaciétn con su isogénica silvestre. Esto
sugiere que su incremento en la recombinacién de las IS1 no se

debe a un comportamiento Hiper-rec.
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registré con’ . mayor.

Sia-ISib). En’

GM33/R1-19 {dam-3) vy w3111/Ri-;9. pol 1)';55i éomo en S.
typhimurium el tipo de feéombihé;ionfg"més frecuentemente
encontrado fué también entre las IS;"ﬁés alejadas (Gémez vy
Torres, 1983) . Una posible explicacién a este fenbmeno es que
estas secuencias se encuentren a una distancia optima para su
acercamiento Yy recombinaciétn por parte de 1las enzimas de
recombinacién (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 topologia de la molécula. Esto podria implicar la
participacién de un mayor numero enzimas ¢ factores, por lo cual
serian favorecidos 1los eventos de recombinacién entre las
primeras. Otra posible explicacién es que la similitud entre las
IS1a-1S1b sea mayor entre ellas que con la ISlc, y por ello
tengan una mayor facilidad para recombinar. FEsto se apova 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 recombinacién de
las IS} del R1-19, observadas entre las cepas K37, K1289 y Su695,

proponemos cuatro explicaciones alternativas.

1. El IHF de E. coli al unirse a los extremos de las IS}i,
puede interferir en la accién de las enzimas de recombinacién

general sobre estas secuencias. Al no estar presente este factor,
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-laé:ISlipuéden?recombinar libremente. i

del

1IHF'fpodria‘ ser 'directa, alt

‘reconocimiento del DNA a las enzimas;"*®

la'tqpolggia del DNA necesaria pgra:la'ac¢ibnﬁdefestag ehzihas,

Las enzimas de recombinaciéﬁ de.g; ggl;fpédrian aéﬁuar con:
mas eficiencia sobre las IS1 cuando esta ‘ausente el IHF:- sabemos
que las enzimas de recombinacién requieren de cierta ;topﬁlogia'
del DNA para poder actuar eficientemente (Drlica, 1984) y cqmo
hemos visto, la unién 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 ISl podria ser distinta:
mayor en las cepas IHF- debido a una mejor conformacién del
sustratce (IS1) v que en las cepas silvestres no haya wuna buena
interaccién enzima-IS}i. Sin embargo, esto no parece muy
probable, porque en las cepas himA~ €l DNA se encuentra con un
grado de SE menor al de las silvestres debido a la falta del IHF,
gque por si misme puede hacer que €l DNA tenga un mayor grado de
SE, ademads de que la concentracidon de GyrA esta disminuida.
Kolodner (1980) reporté que eﬁ un sistema in vitrg cuando se
relaja el DNA, disminuye la recombinacién de algunas secuencias
plasmidicas. En el presente trabajo, al disminuir el SE de la
K37 4in vive, 1la frecuencia de recombinacién de las IS1 también

disminuyé.

Aunque el papel del IHF podria ser alterar la expresiétn de

algun gen, cuyo producto modifique la eficiencia de las enzimas



de recombinacién sobre las 181, otraopcién seri

simplemente blogueé las ISt ;w

Para explicar 1la alta frecuenc

typhimurium, tenemos que recurrir a: de un

gen distinto en esta bacteria; eficiente  para

recombinar las IS1, que las enzimas‘de”g;‘gglg Q,E§te;8€h ademas
tiene que funcionar mejor con un genoma MAS freléjadof como lo

observamos en el presente trabajo.

2, Puede existir un sistema de recombinacién ‘especifico
para las IS}, en ambas bacterias, pero que actle de manera
distinta en ambas bacterias. Este sistema puede tener distinta
eficiencia en cada bacteria. Es decir, que para la recombinacién
de las IS1 las enzimas tienen una mejor actividad, posiblemente
por la accién de algun gen adicional, ¢ porque actua alguna
enzima, distinta a las que recombinan las secuencias homélogas
generales. Una posibilidad es que sobre las IS1 actue el
producto d= dor (RecA-dependiente), Vv aunque este gen solamente
ha sido descrito en S. typhimurium, puede existir también en E.

coli.

Si dor existiera en ambas bacterias, el efecto de este gen
podria estar modulado por el SE del DNA y por el IHF. Ambos
factores podrian interactuar de alguna manera, para producir los
efectos observados. Existen las posibilidades de que el IHF

a) funcione igual ¢, b) funcione diferente en ambas bacterias.
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alcanzaria’el_meidr gradouq “SE
intraplasmidica. - En la cepa K129

al de S. typhimurium,: péro' hO

recombinacién no aumenta tanto.

La cepa K37 cultivada sin novobiocina, eéiariéjﬁéf]fgeré”dé
los limites del SE adecuado, vy en la K37 ‘EﬁiiiQédé"coh
novobiocina, el DNA se ralajaria mé&s que el de la Ki299 'y el de
la Su695, y se saldria totalmente del rango en el que puede haber

recombinacién de las IS}1.

b) S5i el IHF de ambas bacterias no funciona igual, en E.
coli 1la accioéon del gen dor podria estar blogueada por una mala
interaccioéon del IHF con su DNA. Es posible que en E. coli el
productc de este gen actue uUnicamente sobre las IS1 libres de
IHF. En . typhimurium, el gen himA (subunidad « del IHF) tiene

una secuencia distinta en tres aminodcidos al de E. coli vy 1la
unioén IHF-IS1 se ha probado Unicamente con el IHF y las IS1 de E.
coli. Es decir, que probablemente se encuentre alterado el
dominio de unién del IHF en S. typhimurium, va que se trata de
una unién sitio-especifica. El gen de la subunidad B8 del IHF de
S. typhimurium ain no se ha secuenciado, pero podria tener

tanbién diferencias con respecto la de E. coli. Esto apoyaria la

hipétesis de un comportamiento diferente de este factor entre

o8




ambas bacterias; la.accidn de dor también puede

, Lé,;diferencia entre la cepa K1299fyk :;K37 =3 podria

explicar a través de una mayor expresioén delVgen gQ§,en'1;fki299f
"por el hecho de no tener IHF,. pues se ha demqstraddlfqaé este
factor puede disminuir la expresién de alsgunos genes  (Friedmann,

1988} . Sin embargo, no podriamos explicar un gran.incremento en

Posiblemente la unidén IS1-IHF de S.  typhimurium tenga algin
afecto en la topologia del DNA, Vprovocando que se incremente el
grado de SE de esta cepa (Géllért et al., 1983; Drlica vy
Rouviere-Yaniv, 1987), <con ~lo cual la accion de dor podria ser

mejor que en E. c¢coli.. El efecto de disminuir el SE podria

favorecer a dor, como lo observamos en este trabajo.

3. Posiblemente exista una resolvasa para la. disociacién
del R1-19, pero que actua con muy baja eficiencia, en comparacion
con el sistema de recombinacidén de S. typhimurium. La actividad’
de esta resoclvasa seria disminuida por la accidn del IH? dé Vg.

goli.

No se ha podido detectar actividad de resolvasa en E. ¢oli,
pero esto puede deberse a una interferencia del IHF en las cepas
analizadas, el cual puede provocar un cambio conformacional del

DNA y que podria alterar la accién de esta enzima (Gellert et
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al.,

otros genes' (Friedmann,
similar en ambas bacterias,
-

del IHF.

Sin embargo, en la cepa IHF- de E. coli no se detectd una
actividad de resolvasa con una frecuencia comparable a 1la aque
puede observarse por recombinacién en S. typhimurium. Es decir,
qQue la recombinacidén del R1-19 podria plantearse de la siguiente
manera: como una recombinacién entre las IS1 cuando existen las
condiciones necesarias para las enzimas de recombinacién (como en
el caso de S. typhimurium), y cuando esas condiciones no son las
adecuadas, entra en juego la resolvasa, recombinandc 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 podemos explicar
el aumento en la frecuencia de disociacién del R:i-19 en S
typhimurium al cultivarse con novobiocina y su disminucién en E.

¢oli cultivada con novobiocina.

4. Puede existir un represor de la recombinacién del Ri-19
(Chernin vy Ovadis, 1980}, el cual actua de manera diferente en

ambas bacterias. La diferencia estaria en un IHF que actue de
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’f§?ma;Qﬁ§£iﬁféil E;-represor dei plésﬁidégRi-lg 7podtia;necésitar:
"dé:’CEefia hconformaciOn del bNA §éféffeE};ﬁ£r;;éféétivameﬁte  la
récombihaéién'de las IS1, 1la cual éeria estimulada por el IHF de
E:i ggli{ "el IHF de S. typhimurium no seria favorable para el
rEprésor y en este caso, 1la novobiocina modificaria la topologia
déi DNA y disminuiria mas aun la accién de este represor. Pera

no - podemos explicar porqué la novobiocina no modificé la acciédn

del represor en la cepa K37.

Por lo tanto, pensamos que la explicacién més adecuada es
que el producto de dor esta presente en S. typhimurium y no lo

esta en E. oli; ésto produce la diferencia en el comportamiento

entre ambas bacterias. En S. typhimurium, la accién de este gen
en la recombinacién de las ISl debe de estar regulada por 1la
topologia del DNA, la cual puede modificarse por la accién del SE
del DNA vy tal vez también de IHF. En E. c¢coli, el IHF puede
actuar bloqueando las IS1 a la accion de las enzimas de

recombinacién de secuencias homélogas generales en la IHF*, vy no

hacerlo en la cepa IHF™.

Para analizar el papel del SE en la recombinacién de las
IS1, proponemos realizar experimentos de estabilidad de pléasmidos
FII en las cepas de E. coli K1299 con €l DNA relajado, en la K37
con el genoma relajado a un grado de SE idéntico al que presenta

la K1299, vy en la cepa Su695 de S. typhimurium con diferentes

grados de SE, con el fin de determinar cudl es el rango en el que

el SE aumenta la recombinacién de las IS1.
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plasmidos FII en

de _nhestio ;éduipo’ de ~trabajb

personal}.

Para investigar si el IHF de §. typhimurium y E. coli tiene
un comportamiento igual en ambas bacterias, seria tutil hacer
pruebas de unién de este factor a las IS1l, por medio de geles de
ratardamiento (Galas et al., 1987). Ademds seria interesante
introducir y expresar los genes himA y himD/hip de E. «coli, en

una cepa de S. typhimurium. A través de ambos resultados

podriamos apovar & descartar el bloqueo por parte del IHF va sea

hacia el producto de dor ¢ hacia la resolvasa.

Finalmente, seria interesante probar la estabilidad de otros
plasmidos FIIl en las cepas IHF* e IHF-, con el fin de descartar
la posibilidad de que el represor del R1-19 en conjuncién con =2l

IHF de E. coli, sea el responsable del comportamiento descrito.
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VI. CONCLUSIONES

1. La cepa de Escherichia coli R1299/R1-19 himA - (IHF™)

presenta una frecuencia de recombinacién las IS1 del plasmido FII
Ri1-19, mayor que la registrada en la cepa K37/R1-19 IHF*, vy aun
mayor que la de la cepa GM33/R1-19 Hiper-rec. Esto posiblemente
se debe a que las ISl no estan bloqueadas por el IHF, y pueden

actuar mejor las enzimas de recombinacién general.

2. La cepa K1299 mostré no tener un comportamiento
hiper-mutante ni hiper-recombinante entre secuencias homélogas
plasmidicas ni cromosdmicas. Por lo tanto, en la K1299 el
incremento en 1la recombinacion intraplasmidica de las 1IS1 del
R1-19 no se debe a un incremento en 1la recombinacién de
secuencias homélogas distintas de ISi.

3. El1 tipo de recombinacion mas frecuente en el plasmido
R1-19 fue entre las ISl mas alejadas (IS1a-151b) y el menos
frecuente fue entre las IS1 mé&s cercanas (IS1b-IS1lc). No se
registraron eventos de recombinacién entre ISla-ISic. Esto puede
deberse a que ISla e IS1lb tienen una similitud mayor, 6 que estan

situadas a una distancia 6ptima para poder recombinar.
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4. .- La cepa GM33 dam- descrité;?dﬁbTée‘

adecuados para obtener una buena compafagibnfdéi‘gfado &é SE’ del. -
plasmido pMSO1 en las cepas K37, K1299 y éQ695‘ethualqdier fase.
de crecimiento, asi como en presencia. y éﬁééﬁcia de novbbiocina.
Los geles de agarosa con cloroquina k[25 ug/ml] permitierdn
comparar el SE del pMSO1, unicamente entre las cepas K37 y K1299

en condiciones de "estrés nutricional’.

6. La novobiocina afecta el grado de SE del pM3SO1 vy la
fisiologia celular de 1la cepa K37 en formas distintas, en
relacién inversa a la aereaciédn del cultivo. En la cepa Ki299, el
hecho de tener un grado de SE menor que la K37, parece no ser el
unico factor que disminuye su velocidad de crecimiento.

7. La cepa K1299 tiene un grado dé SE ménor a la cepa K37.
Esta diferencia aumenta al avanzar en la curva de crecimiento de
ambas cepas. El grado de SE del pMSO1 de la cepa K37 cultivada
con novobiocina (80 pg/ml] es menor que el de la cepa K1299. En
la cepa K37/R1-19 cultivada con esta concentracion de
novobiocina, se disminuyé la frecuencia de rgcombinacién de las
ISt del R1-19, posiblemente como resultado de una mala accién de

las enzimas de recombinacién general sobre un DNA muy relajado.
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8. E1 pM3S01 en la cepa SUGQS'de

grado de SE menor que el de g. éé;_ K37

la K1299. El grado de SE deiéi shé,‘gvs_‘c;ulti,vada; sin- .y ‘con
novobiocina [80 ug/ml] no mostrb‘diféfénéiaé‘taﬁ:graﬁaésgebﬁb iaér
observadas en E. coli. Sin embargo. cuaﬁdo sé culfivé coﬁ
novobiocina, la cepa Su695/R1-19 si mostrd un incremento en la
frecuencia de recombinacién de las IS1 del R1-19. Esto puede
deberse a que en esta cepa actua un sistema de recombinacién
especifico para las IS1, el cual que no estad presente en E. coli.
Al parecer, este sistema funciona mejor con un DNA ligeramente

mas relajado que el normal.
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