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RESUMEN 

La Secuencia de Inserción ISl (ISl) es uno de los Elementos Mó
viles más pequeños que se conocen, mide tan solo 76Bpb. A pesar 
de su tramaño, este elemento es sumamente complejo, posee más de 
8 marcos de lectura abiertos capaces de codificar para péptidos 
de cuando menos 50 aminoácidos. Este elemento se encuentra pre
sente en plásmidos y cromosómas de diversas enterobacterias; 
como otros elementos moviles, genera una gran variedad de eventos 
moleculares (reacomodo, duplicación, deleción e inserción de 
material genético) . Uno de los eventos más estudiados de este 
elemento es la disociación de los plásmidos FII. 

Los plásmidos conjugativos del grupo de incompatibilidad FII 
como el Rl-19 y el RlOO, estan formados por 2 regiones funcional
mente distintas: a) RTF con información de transferencia y repli
cación del plásmido, y b) r-det portadora de la mayoria de los 
genes de resistencia a antibioticos presentes en estos plásmidos. 
La región r-det esta flanqueada por dos secuencias de inserción 
ISl. Las dos regiones RTF y r-det se disocian y rearreglan por 
recombinacion mediada por las ISl. 

La disociación de los pFII ocurre a una frecuencia muy alta en 
E_.typhimurium, dos ordenes de magnitud por arriba de su frecuen
cia en g.coli. 

En este trabajo se estudiaron algunos de los factores involu
crados con el evento de disociación, con el proposito de entender 
mejor este proceso, y tratar de identificar las posibles razones 
del comportamiento diferencial entre ª.typhimurium y ~.coli. Se 
investigó el efecto del replicón en el que se efectua la disocia
ción, y se determino que este elemento afecta su frecuencia y 
regulación. Se intentó detectar actividades en trans que modifi
caran la disociación, codificadas por la ISl, pero no fue pósible 
en este sistema, por lo que se postula que si acaso existen tales 
actividades en trans, su efecto es mínimo. Tambien se estudió el 
efecto de los genes himA y dor en este evento, así como el efecto 
de la Novobiocina (inhibidor de la subunidad B de la Girasa 
(Topoisomerasa II). Los resultados indican que se requiere de los 
genes silvestres dor y himA, y de un superenrollamiento específ
ico para que se lleve a---éabo la disociación. Por último, se 
estudió el efecto tanto de dor como de la novobiocina en la 
recombinación homóloga de plásmidos pequeños multicopia y de 
grandes plásmidos unicopia; lo que nos permite afirmar que dor no 
afecta la recombinación homóloga plasmídica, y nos permite supon
er que su efecto es a traves de la secuencia ISl. 



XNTRODUCXON 

Los genomas eucariontes y procariontes son relativa

mente estáticos; es decir, cambian bajo la pausada escala de 

tiempo de la evolución, bajo una presión de selección sobre las 

secuencias de DNA esenciales, lo que limita la dinámica de estos 

sistemas (Lewin 1990, Watson ~ 1987). 

La estabilidad de la organización genética es evidente 

al comparar los mapas genéticos de organismos próximos como el 

del Hombre y los Simios, o en el caso de organismos procariontes 

como las bacterias Escherichia coli y Salmonella typhimurium. 

Entre estos organismos existe un alto porcentaje de similitud en 

las secuencias de DNA y un orden también similar en los genes que 

los componen. Sin embargo, las pocas diferencias que se pueden 

observar entre estos sistemas, surgieron gracias a procesos que 

modifican el DNA. 

La adquisición o perdida de secuencias, o la modifica

ción de las mismas, son los mecanismos esenciales para generar la 

diversidad genética, materia prima de la especiación. 

La fidelidad con la que las secuencias de DNA se man

tienen, ha sido estudiada tanto en eucariontes como en procarion

tes. Actualmentes se conocen los mecanismos esenciales a través 

de los cuales las secuencias de DNA pueden sufrir daños o modifi

caciones (mutación, recombinación y transposición). 

Mutación.-cambio en las secuencias de DNA. Estos cam

bios pueden deberse a agentes físicos, químicos y a la propia 

actividad de las enzimas que actuan sobre el DNA (enzimas de 
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replicación, reparación, recombinación y transposición entre 

otras). El número de eventos que modifican al DNA es considera

ble. Sin embargo, los sistemas biológicos cuentan con sistemas 

de verificación de errores y reparación de daños (verificación 

post-replicativa de las DNA polimerasas, reparación de aparea

miento erróneo de bases, reparación de cortes y deleciones en 

cadenas de DNA, y hasta sistemas completos de reparación para 

daños generales como el sistema s.o.S.). 

A pesar de estos mecanismos para garantizar la fideli

dad de la información genética, algunas modificaciones no son 

reparadas. La eficiencia enzimática de los sistemas de verifica

ción y reparacíon, es conocida, así como la frecuencia de apari

ción de errores generados enzimáticamente. Con base en lo anteri

or, se han calculado los daños y las reparaciones esperadas, y la 

proporción entre éstas, la cual genera la tasa de mutación es

perada (la cantidad de modificaciones que se espera que evadan 

los sistemas de reparación). Sin embargo, la mutación esperada es 

mucho mayor que la que detectamos. 

Lo anterior significa que unicamente algunos de los 

eventos moleculares que modifican al genoma de manera importante 

(adquisición de nuevas secuencias, modificación de las exis

tentes, etc.) se expresan, ya que muchas de estas modificaciones 

son seleccionadas negativamente (Lewin 1990, Alberts et.al. 1983, 

Darnell et.al 1990, Gómez 1983). 

Las mutaciones espontáneas (modificaciones espontáneas 

de la secuencia de DNA, generadas por el metabolismo del DNA), 

que escapan a los mecanismo de corrección, eran consideradas 

anteriormente como la única fuente de variación del DNA. Los 
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descubrimientos de la recombinación genética y la transposición, 

revolucionaron el esquema anterior de modificaciones al DNA. 

Los mecanismos de recombinación genética, permiten que 

grandes regiones de DNA con mucha o poca homología sean intercam

biadas entre replicones. Gracias a la transposición, secuencias 

de DNA se mueven de un sitio a otro en el mismo o en diferentes 

replicones. Este evento, pone en contacto regiones de DNA con 

poca o nula homología. 

- La Recombinación General u Homóloga, implica la interac

ción, apareamiento e intercambio de bases entre dos cadenas 

homólogas de DNA. Las cadenas de DNA involucradas pueden ser dos 

de doble hélice o bien una de doble hélice y una sencilla. Este 

intercambio raras veces genera modificaciones en la secuencia 

original de las moléculas involucradas, ya que normalmente se 

lleva a cabo en regiones homólogas, de moléculas homólogas. 

Actualmente, en ~.coli se conocen cuando menos dos sistemas de 

recombinación propios y uno cuyo origen probablemente sea un 

fago (RecBCD, RecF y RecE respectivamente) Tambien se conoce la 

proteína RecA, esencial casi en todos los sistemas de recombina

ción homóloga. En la Tabla 1 se presentan los sistemas de recom

binación homóloga que se conocen en ~.coli, las proteínas y 

moleculas involucradas, algunos de sus requisitos y sus funciones 

conocidas. 

- La Recombinación sitio Específica a diferencia de la ante

rior, no depende de grandes regiones de homología. En este siste

ma, que requiere de un número pequeño de bases similares en las 

dos moléculas de DNA (<lOpb), se intercambian secuencias alteran-
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do los patrones originales de DNA. Un ejemplo de estos eventos es 

la integración y la escisión del bacteriófago lambda en sitios 

específicos del cromosoma de ~.coli. Tambien se conocen secuen

cias que por recombinación sitio especifica, pueden cambiar su 

orientación. El cambio de orientación de una secuencia de DNA y 

su efecto en la expresión de genes vecinos da origen a la espe

cíf icidad de huesped del fago Mu, y a la variación de proteínas 

flagelares en ~.typhimurium. 

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

Genes involucrados en la 
recombinación (Rec) con
j ugacional 

Participación en rec. 
conjugaciona~ y trans
duccional en células 
silvestres 

Mutaciones activadoras de 
sistemas para la rec. con
jugacional y transduccional 

Participación en rec plas
mídica en células .•. 
- silvestres 

Requiere o implica extre
mos de doble cadena de DNA 

Secuencia que reconoce y 
activa 

RECOMBINACION PLASMIDICA 
INDEPENDIENTE DE recA 
EN PLASMIDOS PEQUEÑOS: 
a) intraplásmidica 

b) inter-intraplasmídica 
en mutantes sbcA-
(RecE+) 

RecBCD 

recA,B,C,D, 

+++ 

Si 

Chi 

4 

RecF 

recA,F,J, 
N,O,Q,Ruv 

± 

sbcB,c 

+++ 

No 

Fre 

RecE 

recA,E,F, 
J,O,Q, 

sbcA 

No 

+ 

+++ 



- La Transposición es una propiedad de las secuencias de DNA 

denominadas elementos genéticos móviles, la cual les permite 

movilizarse hacia secuencias de DNA con poca o nula homología. 

Los ELEMENTOS GENETICOS MOVILES (EM), juegan un papel muy impor

tante en la dinámica molecular de la información genética. Son 

secuencias de DNA capaces de insertarse (transposición conserva

tiva) o insertar una copia (transposición replicativa) , en otra 

región de la molécula de DNA donde se localizan o en una molécula 

vecina de DNA. Esta movilización se denomina TRANBPOBICION. La 

transposición de un EM bloquea la transcripción o traducción 

adecuada del gene en el que se insertan, y gracias a esta propie

dad fueron descubiertos. Estos elementos afectan tanto a la 

secuencia receptora como a las secuencias vecinas generando 

inversiones, duplicaciónes, deleciones, y frecuentemente cambios 

en los patrones de regulación de la expresión genética (Kleckner 

1981, Lewin 1990, Fedorof 1989 y Watson et.al. 1987). 

El descubrimiento de las secuencias moviles de DNA se 

remonta casi 50 años. En 1956 Bárbara McClintock propuso la exis

tencia en maíz de elementos genéticos que se movían dentro del 

genoma, lo que inducia cambios detectables en la expresión gené

tica y causaba rearreglos cromosomales. Sin embargo, fue hasta 

1968 cuando Jordan et.al. identificaron por vez primera la inser

ción de elementos genéticos discretos en el operón gal de 

~.coli. A este reporte le siguieron el de Shapiro en 1969 y el 

de Brachet et.al. en 1970, los cuales tambien reportaban inser

ciones de secuencias de DNA de tamaños especif icos en el operón 

lac, y en los genes tempranos del bacteriofago lambda. Los tres 
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grupos descubrieron estas secuencias al estudiar ciertas muta

ciónes espontáneas con propiedades diferentes a las conocidas 

entonces. Estas mutaciones revertían espontáneamente con la misma 

frecuencia que una mutación puntual; sin embargo no revertian con 

agentes mutagénicos, no eran supresibles y finalmente, eran mas 

polares que las mutaciones sin sentido descritas. 

La primer pista en torno a la naturaleza de estas 

mutaciones, provino del análisis comparativo de partículas vi

rales de fagos lambda silvestres y mutantes, en gradientes de 

cloruro de cesio. Los fagos mutantes resultaron ser mas densos, y 

como todas las cápsulas virales eran iguales {mismo tamaño y 

peso), el incremento en la densidad, debía responder a un aumento 

en la cantidad de DNA. 

El manejo de los fagos en esa época, permitió la elabo

ración y el entendimiento de modelos de inserción a pesar de no 

contar con las técnicas actuales de biología molecular. Los Fagos 

lambda gal transductantes llevaban estas mutaciones; su purifica

ción y comparación con los fagos silvestres demostró que poseian 

DNA extra. El análisis de heteroduplex de estos fagos por 

microscopia electrónica hizo posible determinar que la inserción 

siempre era de un tamaño preciso, y que podia ocurrir en diferen

tes sitios y orientaciones {Hirsch~, Malamy et.al. y Fiandt 

~·1 1972). 

Desde entonces se estudia el evento de transposi

ción, y se han elaborado modelos moleculares muy completos. 

Ademas, se han identificado un sinnúmero de elementos móviles en 

practicamente todos los sistemas biológicos. Actualmente no es 

raro que se reporte el descubrimiento fortuito de nuevos elemen-
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tos móviles. En bacterias gram negativas se conocen cuando menos 

43 Secuencias de Inserción (se.describen mas adelante). El avance 

en su estudio, incluye a los elementos procarióticos como el TnJ, 

Tn~, TnI, TnlO, Mu, IS~, IS2, etc. y a los eucarioticos Ty, Spm, 

P, Copia, Tu, LINEs, y SINEs entre otros. Su estudio ha dado 

grandes frutos en el campo de la dinámica de moléculas de DNA 

(Lewin 1990, Watson et.al. 1987, Klecner 1981). 

El bacteriofago Mu, es un EM que posee la capacidad de 

abandonar a su hospedero, pero la mayoría de los EM no pueden 

hacerlo. Estos últimos poseen sistemas de auto control en su 

movimiento, pues de no ser así, causarían un gran número de 

modificaciones en el DNA de su hospedero, las cuales pondrían en 

riesgo la supervivencia de su hospedero, y de ellos mismos (Lewin 

1990, Galas y Chandler 1989 y watson et.all987). En células 

bacterianas, la transposición es estrictamente regulada a niveles 

muy bajos (lo-4 a 10-9 por ciclo de división, Kleckner 1981). 

Algunos transposones poseen por esta razon, genes o secuencias 

para una regulación negativa que interfiere con la capacidad de 

transponer ( Machida y Machida 1989). 

Básicamente todos los EM bacterianos poseen la misma 

estructura. Se trata de moléculas discretas de DNA. sus extremos 

son secuencias Invertidas Repetidas ((IR) excepto las del fago 

MU, y del Tn554). Estos elementos tienen cuando menos un marco de 

lectura abierto, el cual codifica para una proteína capaz de 

reconocer dichos extremos, y de transponer al elemento a una 

molecula receptora. Esta proteína es conocida como transposasa 

(Cohen y Shapiro 1980). Ademas, cuando un elemento se mueve a un 
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nuevo sitio, normalmente se genera una duplicación pequeña de la 

secuencia receptora. Es decir, están flanqueados por una secuen

cia de tamaño preciso para cada elemento, repetida en la misma 

dirección en cada uno de sus extremos. Esta secuencia, diferente 

en cada sitio de inserción, es aparentemente el resultado de la 

reparación de los cortes asimétricos ("pegajosos") generados por 

la transposasa en el sitio de inserción y reflejan por lo tanto, 

un mecanismo de transposición similar. Hasta ahora, solamente el 

Tn554 escapa a la regla general de la pequeña duplicación de la 

secuencia receptora (Murphy ~· 1985). 

Dentro de los EM bacterianos se conocen dos tipos: los 

Transposones (Tn'~), que portan información adicional a la invo

lucrada con la transposición (normalmente secuencias que codifi

can para la resistencia a antibioticos) y las secuencias de 

Inserción (IS'~), las cuales no portan mas genes que los involu

crados con la transposición. cuando dos secuencias de inserción 

iguales flanquean otros genes, pueden moverse, corno una unidad, 

las dos IS's con el material genético interior corno si fuese un 

"pasajero". Este tipó de Tn se denomina Tn Compuesto (Cullurn 

J.1985). 

Las Secuencias de Inserción, tienen entre 700 y 2500pb, 

su número de copias por hospedero varia desde unas cuantas, hasta 

decenas por genoma. Estas secuencias son frecuentes en plásrnidos 

naturales, en los que están asociadas con genes de resistencia a 

antibioticos, formando transposones que confieren resistencia a 

drogas (Galas y Chandler 1989). 

No existe actualmente un consenso sobre la clasifica

ción de las secuencias de inserción o transposones; sin embargo, 
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ELEMENTOS MOVILES 

TRANSPOSON 
AAC GTT 

~-----------...___. 
TTG CAA 

SECUENCIA DE INSERCION 

TRANSPOSON COMPUESTO 

~ ~ Extremos Invertidos Repetidos 

---~ 

! j Genes involucrados c.on la transposición 

genes adicional (comunmente resistencia 

a antibioticos) 



en 1988 syvanen propuso un sistema de clasificación que incluye a 

28 de las secuencias de inserción y transposones mas estudiados 

en bacterias. Este sistema de cuatro grupos, contempla diferentes 

propiedades, pero enfoca su atención en la similitud entre las 

transposasas de sus miembros (Tab. 2). A continuación se presen

tan algunas de las características de estos grupos: 

Grupo 1.- En este grupo, los elementos cuentan con un solo marco 

de lectura abierto para la transposasa. Las transposasas presen

tan una estructura secundaria conservada. En el subgrupo la, esta 

estructura es de 5aa en Beta, seguidos de lOaa en Hélice Alpha, 

un espacio intermedio sin estructura de 4aa, y concluye con el 

consenso de Tyr ... Glu7 ... Lys14 que forma una Helice Alpha. El 

subgrupo lb, sólo posee cierta homologia con respecto a la trans

posasa del la, conserva la ultima Hélice Alpha, Tyr ... Glu7 •.• 

Lys14• 

Grupo 2.- En varios de los miembros de este grupo, el patrón de 

transcritos esta sobrelapado. Las transposasas de los EM del sub

grupo 2a, no presentan ninguna similitud en su transposasa, mien

tras que las del subgrupo 2b si. Sin embargo, aun no se cuenta 

con el análisis de su estructura secundaria. Las transposonasas 

del subgrupo 2c, tienen una región similar de 300aa, de los 

cuales casi el 30% coinciden perfectamente. 

Los grupos 3 y 4 comparten la cualidad de codificar para 

genes accesorios en la unidad transponible mas pequeña. 

Grupo 3.- Los miembros de este grupo poseen ademas de transpo

sasa, una resolvasa, la cual participa en la resolución de los 

cointegrados generados por la transposasa. Ademas, comparten 
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similitud en la transposonasa, resolvasa, extremos terminales, y 

sitios de resolución. Solamente en este grupo se ha demostrado la 

transposición replicativa. 

Grupo 4.- Estos elementos portan 3 genes que codifican para su 

transposasa, no forman cointegrados, ni poseen resolvasa, ademas 

se transponen en sitios específicos. 

TABLA 2.-CLASIFICACION DE LOS ELEMENTOS MOVILES (a) 

GRUPO 
la 

lb 

2a 

2b 

2c 

3 

EM 
IS4 
ISlO 
IS50 
IS186 
IS231 
ISHl 

IS26 

IS52 
IS903 

IS! 
IS.2_ 
IS66 
IS91 
IS200 
ISH2 
ISH50 
ISH51 
ISMl 

IS~ 
ISJ 
ISl36 

ISJO 
IS4351 

Tn21 

Tn3 

Tn917 

EM similares 

TnlO Tn2921 
Tns 

Tn4430 

IS15 IS46 IS160 
Tn2680 Tn152S 

IS102 Tn903 Tn602 

Tn2_ 

Tn4351 

Tn4 Tn501 Tn1401 
Tnl721 Tn2603 
Tn2607 Tn2608 
Tn2613 Tn4000 
Tnl Tn2 IS101 
Tnl720-
Tn551 

Huesped 
E.coli 
Enterobacterias 
Enterobacterias 
E.coli 
BaCIITus thuringiensis 
Halobacter ~ 

Enterobacterias 

Pseudomonas .e.E 
Enterobacterias 

E.coli 
E.coli 
Agrobacterium tumefaciens 
E.coli 
saiñiOñella typhimurium 
Halobacter ~ 
Halobacter ~ 
Halobacter ~ 
Methanobrevibacter sp 

(continuación TABLA 2) 
E.coli 
E.coli 
Agrobacterium tumefaciens 

E.coli 
Baeteroides fragilis 

Enterobacterias 

Enterobacterias 

Streptococcus faecalis 

Tn7 Enterobacterias 
TnS54 ¿IS21? staphylococcus aureus 

-----------------------------------------------------------------
a) Tomado de Syvanen 1988 
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Los sitios de ,inserción de los EM pueden ser elegidos 

de forma azarosa o especifica. Existen ejemplos en ambos senti

dos; hay transposones que exclusivamente se mueven a secuencias 

con cierta similitud con las secuencias de sus IR, asi como 

transposones que no tienen ningun patrón de reconocimiento. El 

ejemplo mas claro de ambas posibilidades es el Tn]. En el trans

posón Tnz, hay dos marcos de lectura que codifican para proteinas 

que modifican la actividad de la transposonasa en cuanto a la 

selección del sitio blanco. Estas dos proteinas dirigen la trans

posición hacia una secuencia consenso, ó hacia un punto azaroso. 

La regulación de la transcripción de estas dos proteinas determi

na el patrón de inserción del Tnz. 

En relación a la selección de un sitio blanco, pueden 

proponerse varias posibilidades. Una, es que la transposonasa 

reconozca a una estructura especifica de DNA. Esta estructura 

puede estar formada por un doblez natural, propio de la secuencia 

de DNA, o bien, uno generado por la unión al DNA de alguna pro

teína (similar a una histona). otra posibilidad es que se selec

cione una región, por la fuerza de unión entre sus cadenas (pro

porción de A-T). Por ultimo, cabe la posibilidad de que una 

proteina involucrada en transposición, tenga afinidad por una 

secuencia especifica de DNA (Galas y Chandler 1989, Galas 

~.1980, Gamas et.al 1987, Meyer et.al 1980, y Stellwagen 

1983). 

Mecanismos de transposición. 

La transposición de los EM posee algunas característi

cas compartidas, como la pequeña d"uplicación de la secuencia 
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receptora; sin embargo, el mecanismo de transposición solamente 

es claro para algunos elementos. 

Básicamente existen dos modelos de transposición, uno 

replicativo, y otro conservativo, aunque se han postulado varia

ciones y combinaciones de estos modelos. El modelo replicativo,, 

implica la replicación del elemento, ya sea antes o durante su 

transposición. Una de las herramientas mas empleadas y en la cual 

se apoya este modelo, es la identificación de moléculas interme

diarias o cointegrados. Los cointegrados son moléculas formadas 

por 2 replicones unidos por dos secuencias repetidas, orientadas 

en forma idéntica. Las secuencias de inserción y los transpo

sones comunmente son las secuencias repetidas directas que unen 

dos replicones para formar un cointegrado. El modelo replicativo 

postula que sólo una de las moleculas porta originalmente una 

secuencia de inserción (donadora), y que como el cointegrado 

porta 2, éste representa un intermediario, producto de una trans

posición replicativa. Siempre que ambas moleculas involucradas 

sean replicones, la resolución del cointegrado genera 2 moleculas 

autónomas con una copia de la secuencia de inserción cada una. 

En el caso de los transposones de la familia del Tn~, 

la formación de cointegrados es un paso intermedio en el proceso 

de transposición (ver Pág.15). 

El elemento móvil IS21 en cambio, es un ejemplo en el 

que la transposición no replicativa genera cointegrados. Un 

transposón compuesto de 3pb flanqueadas por dos IS21, ó 

11 rs21.2 11 , genera cointegrados a una frecuencia especialmente 

alta (1 x io-3¡. sus cointegrados, sin embargo, no poseen dos 
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copias del IS21.2, sino que unen a la molécula donadora y la 

receptora por dos copias de la IS21 exclusivamente. 

Un aspecto que no considera este modelo, es que se 

pueden generar cointegrados por recombinación homóloga de molécu

las con secuencias de inserción adquiridas en eventos de transpo

sición independientes. 

El modelo conservativo propone la "levitación" del 

elemento, el cual no deja una copia de si mismo en la molecula 

donadora ( Galas y Chandler 1989) . cuando menos tres evidencias 

sugieren la existencia de este mecanismo. Los experimentos de 

transposición con heteroduplex de ISlO::lac demostraron que los 

marcadores de ambas cadenas se encontraban en el nuevo sitio de 

inserción (Bender y Kleckner 1986). La segunda linea de eviden

cias proviene de rearreglos intramoleculares complejos generados 

por transposones compuestos. En 1985 Isberg y Syvanen describie

ron un transposón de la familia del Tn~, que produjo eventos de 

inserción-inversión, los cuales se apegan a dicho modelo. Por 

ultimo, el descubrimiento de formas circulares del TnlO que 

demuestran la ocurrencia de cortes de doble cadena en los extre

mos del TnlO (Morisato y Kleckner 1984) y la comprobación de que 

esta circularización se lleva a cabo en sistemas in vitro en 

ausencia de síntesis de DNA (Morisato y Kleckner 1987). 

El estudio de estos modelos se basa en el aislamiento 

de productos intermediarios o finales de transposición; sin 

embargo estos productos pueden ser modificados por mecanismos de 

recombinación. Ademas, moleculas similares a los productos de 

transposición pueden generarse por mecanismos diferentes a la 

transposición. Estas opciones dificultan la acreditación de los 
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productos finales e intermediarios de transposición. 

En la mayoría de los casos estudiados, los resultados 

respecto al modelo de transposición empleado por los diferentes 

EM, prueban la utilización de uno de los modelos, pero no exclu

yen la utilización del otro modelo de transposición. 

Es claro, que eventos como los cortes y uniones de DNA 

en las cadenas donadora y receptora, y cuando menos la replica

ción necesaria para reparar el corte asimétrico, pueden incluirse 

en cualquier esquema que pretenda explicar la transposición de un 

elemento. 

A continuación se presentan los modelos de transposi

ción mas aceptados para algunos transposones: 

El bacteriofago Mu, es uno de los ejemplos mejor estu

diados y del cual se dispone de evidencias experimentales sobre 

su mecanismo de transposición. Experimentos en los que se infec

taron células deficientes en metilación con fagos completamente 

metilados; o células deficientes en recombinación, con fagos 

heteroduplex (generados por mutaciones en diferentes sitios en 

cada cadena, o marcando con diferentes isótopos radioactivos cada 

cadena) demostraron que el fago Mu puede transponerse sin repli

carse. Este evento de transposición conservativa, se lleva a cabo 

despues de la infección con el fago, y no se sabe si durante las 

transposiciones posteriores, se pueda repetir este mecanismo. Sin 

embargo, durante la fase litica del fago Mu, se llevan a cabo 

masivas transposiciones replicativas. 

El TnlO, es un transposon compuesto, cuyas IS son las 

rs10. Solamente la ISlO derecha es completamente funcional, y 
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suficiente para transponer todo el elemento. Experimentos en los 

cuales se analizaron los productos de transposición de Tn10 

heteroduplex, formados por marcadores diferentes para cada cadena 

tanto en las ISlO, como en secuencias interiores del Tn, indica

ron claramente que el TnlO (IS10), transpone principalmente por 

un mecanismo conservativo, no replicativo (Kleckner 1989). 

El TnJ y los elementos de esta familia, transponen 

replicativamente. Se ha probado que la transposición intramolecu

lar del TnJ ocurre en dos pasos secuenciales. El primer paso 

involucra la replicación especifica del Tn~, y la fusión inicial 

entre las moleculas donadora y receptora, para formar al in

termediario de transposición denominado cointegrado. El segundo 

paso es la recombinación sitio específica entre los dos Tn~, en 

el cual se resuelve el cointegrado, para generar los productos 

finales de transposición. La enzima que cataliza esta recombina

cíon se denomina Resolvasa, y el gene que la codifica se encuen

tra en el propio Tn~ (no todos los EM poseen resolvasa).(Sherrat 

1989). 

Existen evidencias que demuestran la transposición 

replicativa de cuando menos otras dos IS, IS90J e rs102. 

Estos argumentos indican que ambos modelos existen en 

la naturaleza, y que probablemente varios elementos utilicen 

ambos para transponer. 

Uno de los EM más interesantes desde el punto de vista 

clínico es la secuencia de inserción rs1, ya que esta se encuen

tra presente en plásmidos multirresistentes, implicados en algu

nas epidemias de este siglo. Este estudio es una aproximación al 

comportamiento de la secuencia IS1 y a su participación en el 
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origen y propagación de los plásmidos multirresistentes. 

IS1 

DESCUBRIMIENTO Y DISTRIBUCION 

La Secuencia de Inserción 1 (ISl) es uno de los elemen

tos móviles mas pequeños, tiene tan solo 768 pares de bases 

(pb). Fue Malamy, de comun acuerdo con Hirsh, quien en 1972 

designó la nomenclatura de las Secuencias de Inserción, como IS, 

seguida de un numero itálico que las distinguiera. Los grupos de 

investigación de Malamy, de Hirsch, de Jordan, y el de Michelis 

fueron los principales pioneros en el campo de las secuencias de 

inserción bacterianas. Es dificil determinar cual de ellos encon

tró primero la secuencia de inserción IS~. Desde 1966 estos 

grupos iniciarón un análisis intensivo de las mutaciónes genera

das por estas secuencias. En 1968 Jordan demostró que dichas 

mutaciones se debian a la inserción de secuencias discretas de 

DNA. Michelis en 1969, probó que las inserciones de dos mutantes 

independientes, compartian secuencias que hibridaban. Para 1972, 

los grupos de Malamy y de Hirsch describieron las características 

de las secuencias de inserción; estas secuencias tenian varias 

copias dentro del cromosoma de sus portadores. De todas las mu

tantes que analizaron, solamente identificarón 3 secuencias de 

inserción diferentes, las cuales se identificaron en varios 

operones y en varias orientaciones; curiosamente ambos grupos 

trabajaban exactamente con las mismas secuencias de inserción. 

La secuencia ISl se encuentra presente en el cromosoma 

de diferentes bacterias y como puede observarse en la Tabla 3, su 
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número varia inclusive dentro de la misma especie. En promedio se 

puede decir que ~.coli posee 6 copias de IS! en su cromosoma 

(Galas y Chandler 1989). En 1989 Birkenbihl et.al publicó el 

mapeo completo de la localización de secuencias IS! en el cromo-

soma de E.coli. K-12. El origen de esta secuencia no es muy 

claro; sin embargo, Ohtsubo et.al. (1980) sugiere que éste no es 

muy remoto, ya que la comparación de las secuencias de diferentes 

iso-IS!'s, de ~.coli y Shigella, muestran divergencias en secuen

cia, de un 1 a un 44%; sin embargo, apatemente todas las iso ISl 

conservan los marcos de lectura hasta ahora involucrados con su 

actividad. 

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

ORGANISMO # COPIAS ORGANISMO # COPIAS 

E.coli. Kl2 
---wt 6-8 ª-.typhimurium o 

Ymel 6 Shig:ella disenteriae 40 
EMG2 6 sonnei 30 
Wl485 6-7 boydii 2 
W2252 HfrC 7 flexneri 40 
W2367 8 Citrobacter freundii o 
W3110 7-9 Edwardsiella tarda o 
JE5519 10 Enterobacter aerogenes o 
xlOl 6 Erwinia amylovora o 
C600 8 Klebiella aerogenes 1 
W6 4 Serratia marcescens 2 

B 17 Rhizobiurn japonicum o 
c 3 Proteus mirabilis o 
w o Streptomyces niveus o 

a) Tomado de Galas y Chandler 1989 

La IS! puede transponer dentro del genoma en el que se 

encuentra, lo que genera secuencias repetidas, pero ademas, al 

transponerse a plásmidos conjugativos y fagos, puede introducirse 

en diversas bacterias por conjugación o transduc ión. 
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ESQUEMA GENERAL DE TRANSPOSICION 

La IS! como las demas IS's, puede "moverse" de una 

secuencia a otra de DNA. Su inserción es considerada como azarosa 

(Read H.A. ~.1980), a pesar de que se han detectado cuando 

menos dos sitios en los que su inserción es muy frecuente (HOT

SPOTS) uno en la región OP del operón Gal (la cual representa 

menos del 1% del operón) y otro en el plásmido pBR322. (Galas y 

Chandler 1989, Galas ~.1980, Gamas et.al 1987, Meyer et.al 

1980, y Stellwagen 1983). 

La ISl también genera secuencias pequeñas repetidas 

directas en el sitio de inserción, como los demas elementos 

moviles; en su caso, repite normalmente 9pb, aunque se han iden

tificado variantes que generan repetidas directas de 7 y hasta 

14pb (Galas y Chandler 1989). 

Normalmente, la ISl se duplica durante la transposi

ción, de tal manera que se obtienen 2 IS1 como resultado final de 

la transposición de una ISl. 

SECUENCIA DE LA ISl: 

I.-sus EXTREMOS y sus SITIOS cis. 

La secuencia nucleotídica de la secuencia ISl ha sido 

determinada (Ohtsubo H. 1978, Johnsrud L. 1979). Posee terminales 

Repetidas Invertidas (IR) de 35 pares de bases (pb ) repetidos 

casi perfectamente; estas IR's son denominadas insL e insR, iz

quierda y derecha respectivamente (Gamas et.al. 1985, Ohtsubo y 

Ohtsubo 1978, Grindley y Sherratt 1978, y Prentki et.al. 1987, 

Zerbib ~· 1990). Las dos IR son esenciales para el reconocí-
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miento del elemento por la transposasa antes de moverlo (Gamas 

et.al. 1985, Machida Y.~· 1982, y Prentki et.al. 1987). 

Las IR's de la ISl son reconocidas cuando menos por 

tres proteinas; la RNA polimerasa (RNAPol), el Factor de Integra

ción del Hospedero (IHF), y una proteina codificada por la misma 

IS~, la InsA. En caso de que la InsA, no sea la transposonasa, 

debe considerarse que tambien ésta reconoce los extremos de la 

ISl. Cualquiera de las IR'es funcional, y es reconocida por las 

tres proteinas. Al igual que la RNAPol, InsA e IHF protegen 

secuencias mucho mayores a las involucradas directamente con su 

unión al DNA. La secuencia esencial minima requerida para la 

actividad de transposición de cualquiera de los extremos de la 

ISl son 24pb repetidos casi perfectamente. Los extremos de la 

ISl pueden dividirse funcionalmente en 3 dominios involucrados 

con la transposición: 

El primero involucra sitios esenciales para la transposición, 

son en realidad los verdaderos extremos del elemento, las Jpb 

finales. Este dominio esencial para la transposición, no altera 

la afinidad de unión de proteínas a la IR. 

En el segundo dominio, se unen las proteinas InsA, IHF y 

RNApol. Su papel en la transposición es mucho mas complejo. Los 

sitios de reconocimiento de las proteinas InsA e IHF se sobrela

pan, sin embargo los dominios de unión en la secuencia de las 

IR's son diferentes. Se ha demostrado que mutaciones en ciertos 

sitios de las IR's alteran la afinidad de la proteína InsA, sin 

modificar la afinidad de la proteina IHF. Aparentemente cualquier 

mutación que afecte la unión de la proteina InsA, afecta también 

la transposición de forma severa. El papel de la proteina IHF es 
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más incierto. Algunas mutaciones que disminuyen su afinidad pero 

sin anularla (sin modificar la afinidad de unión de la InsA), 

pueden o no ser activas en transposición. Ademas, diferentes 

combinaciones en las que se modifican las afinidades de unión de 

ambas proteinas, en forma parcial o total, provocan una caida en 

la transposición (a excepción de la combinación InsA++, IHF+ en 

la que si se detecta transposición). 

Los ensayos de retardo de DNA en los cuales se ha 

demostrado independientemente la unión de ambas proteinas, indi

can que la secuencia es doblada de forma especial al formar el 

complejo DNA-PROTEINA. Sin embargo, no se ha podido detectar la 

unión simultánea de ambas proteínas. Experimentos de retardo en 

los que se usaron extractos crudos de cepas IHF+ e IHF- para 

detectar la unión de la proteina InsA a 80pb que incluian 24pb de 

las IR's de ISl, no mostraron diferencias. 

Esta región de unión de ambas proteinas, es parte del 

promotor reconocido por la RNAPol y corresponde a la region -35. 

El tercer dominio, no es esencial para la transposición, o 

para la unión de las proteinas. La presencia de esta región en la 

insL acompañada de un extremo insR integro, estimula la transpo

sición. En su ausencia, bajan la afinidad de IHF y la transposi

ción, no dramáticamente, pero si de forma reproducible. 

En la Figura l, se muestra la secuencia de los extremos 

de la IS!, los sitios indispensables para la transposición de la 

IS!, y cuales de estos, afectan la unión de algunas de las pro

teinas involucradas (Zerbib,~. 1987 y 1990, Galas y Chandler 

1989, y Prentki et.al. 1987). 
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A 

B 

e 

SITIOS IMPORTANTES EN LA 
TRANSPOSICION DE ISJ 

IR 
L 

IS 1 
768pb 

J JO 20 30 

IRL GGTgATG CTgCCAACTTAcTGATttAGTGT ATGaTggtgt 

I~ GGTaATGaCT CCAACTTAtTGAT AGTGTtttATGtTcaga 
JO 20 30 

• GGT 

union de InsA 
union de IHF 
promotor IRL 

A- CtTAC-G 
A- cttac -G 

CTgCCA 
-10 

región -35 haciaCT CCAA 
afuera de IS 1 

tagtg 
T ATGaT 

-35 

Figura.1 ... A, esquema de la IS.!_ C768pb), se indica la orientación de las IR 1s. S, secuencia de las IR's (sub .. 
rayado), y las coordenadas de las mismas; lDs minúsculas corresponden a los sitios en los que no coinciden 
arrbas IR 1s. e, sitios involucrados (minúsculas) y esenciales. (mayúsculas) en la unión de las proteínas lnsA, 
IHF y RNApol. Con un* se irdican las 3pb finales del elemento en asrbas JR's, esenciales para la transposición, 
pero no afectan la afinidad de Las proteínas involucradas con la secuencia. 

II.-MARCOS DE LECTURA ABIERTOS, TRANSCRIPCION Y ACTIVIDAD. 

La IS~ posee ~n complicado esquema de transcripción. 

Como las secuencias de inserción IS;?_, IS1__, IS.2_, e IS903, la IS]. 

posee varios marcos de lectura abiertos (MLA), los cuales por el 
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tamaño del elemento, evidentemene están sobrelapados (Galas y 

Smith 1984, Machida ~· 1984 a). se conocen 8 MLA con capaci

dad para codificar para polipeptidos de 50 aminoacidos cuando 

menos; estos marcos han sido denominados como insA a insG e insB' 

(Machida ~ 1984 a y Zerbib ~· 1987) . 

La transcripción de estos MLA se lleva a cabo gracias 

a que las IR's de la IS! contienen promotores fuertes (Machida 

et.al. 1984 b). La RNA polimerasa se une a estos promotores (ins 

PL,izquierdo e ins PR,derecho) y cubre unas 70 pb. La unión de la 

RNApol es mas fuerte en el insPL que en el insPR. El transcrito 

del ins PL inicia en una de las 5 adeninas dentro de la insL y 

continua hacia el interior de la IS!· La mayoría de los transcri

tos que genera, poseen 5 uridinas en sus extremos s•. Los trans

critos del insPR inician en una adenina, y siguen hacia el inte

rior de la IS~, es decir en dirección opuesta al otro promotor. 

El insPL se usa para transcribir los MLA insA e insB,y posible

mente insB' los cuales estan involucrados con la transposición de 

la IS~ (Chan y Lebowitz 1982, Machida et.al. 1984 a, Zerbib 

~· 1987 Jakowec et.al. 1988). 

En la Figura 2, se señalan los MLA de la IS~, las 

coordenadas en las que se ubican y su orientación. 

Los ocho marcos de lectura abiertos se estudiaron 

introduciendo mutaciones ambar que exclusivamente afectan a un 

marco de lectura, y resultan neutrales para el marco de lectura 

sobrelapado (Jakowec et.al. 1988). Los resultados de este aná

lisis nuevamente sugieren que los genes insA e insB son los úni

cos esenciales en la transpósición de la ISl. Sin embargo, los 
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MARCOS DE LECTURA ABIERTOS EN IS 1 

202 insE 468 

insD 
(1) 

insC 92 304 432 719 

(2) (3) 

IS 1 5 
56 insA 328 376 insB 750 

(2) > 
250 insB' 750 

(1) 

insF insG 
27 236 353 508 

(3) (2) 

Figura 2.· Los posfbles HLA capaces de codificar para péptidos de mas de SOaa. se rruestran como flechas, en la 
orientación Y coordenadas correspondientes. Entre porentesis se indica el marco de bases errpleodo para formar 
los codoncs (ejerrplo:la secuencia CCATCG se puede ~lear en los siguientes codones, 1.-g,a fil, 2.·C CAT CG, 
y 3.· ce ATC G.) 

~arcos de lectura insB', asi como insC,insD e insE, de alguna 

forma son necesarios para el adecuado control de la transposición 

de la IS;J,_. 

Anteriormente se pensó que la transposasa de la IS~ era 

exclusivamente InsA, aunque se proponía que el producto del gene 

insB podría participar tambien en la transposición. Los trabajos 

de Machida y Machida de 1987 indican que la transposonasa está 

codificada por los marcos de lectura insA e insB (insA-insB). 

Mutaciones en cualquiera de estos dos marcos de lectura, generan 

la duplicación de un número diferente de bases en el sitio de 

inserción. Esto sugiere que las proteínas InsA e InsB participan 

en la transposición, determinando el número de bases que se 

duplican en el sitio blanco. En 1989"Moser ~·.Propuso que la 
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transposasa estaba codificada por el marco de lectura de insA, y 

parte de la secuencia de insB. Se propuso que un corrí-miento en 

el marco de lectura de traducción podría eliminar el codon de 

terminación de insA, de manera que la traducción podría continuar 

a traves del gene insB, y un nuevo marco de lectura se seguiría 

traduciendo a traves del extremo 3 1 de insA, de la región inter

media y de insB. En 1989 Machida y Machida y en 1990 Lüthi et.al. 

presentaron evidencias que apoyan este modelo. Mutaciones de 

corrimiento del marco de lectura (frameshift), generadas añadien

do o eliminando 1 ó 2 pb en la región involucrada, eliminan la 

actividad de transposonasa. 

Los trabajos de Machida, de Lüthi y de Jakowec utili

zaron modelos de estudio similares: la detección de intermedia

rios de la transposición. Estos intermediarios son cointegrados 

formados por la transposición de una ISl de uno de los plásmidos 

(donador) a otro (receptor). Sin embargo, estos eventos pueden 

ser considerados como el resultado de eventos alternativos, como 

la recombinación mediada por la ISl. Un estudio realizado por 

Braedt en 1988 involucra no sólo a los genes insA e insB en 

eventos de recombinación mediados por rs1, sino que les adjudica 

un tipo de eventos de recombinación específico. El modelo emplea

do por Breadt consta de un plásmido con 2 IS1 repetidas en la 

misma orientación, separando dos regiones de DNA provenientes de 

plasmidos diferentes, es decir, se trata de una estructura simi

lar a un cointegrado. Con este sistema se detectaron dos tipos 

de eventos dependientes de funciones codificadas por la rs1. El 

primero involucra la deleción de secuencias del plásmido precur-
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sor, desde un extremo de la ISl hasta un sitio preciso, no 

azaroso en el plásmido. Este evento depende de los genes insA e 

insB. Tambien detectó otro tipo de plásmidos recombinantes gene

rados por las ISl. Este segundo evento, es la recombinación entre 

las dos IS~ repetidas directas. Este evento, requiere un gene 

insc intacto, y no requiere de insA e insB. Estos resultados 

sugieren el posible papel de una resolvasa independiente de la 

transposonasa. 

LAS PROTEINAS DE ISl. 

Los diferentes MLA de la IS~, asi como regiones que 

comprenden a varios MLA se han clonado en diferentes vehiculos 

moleculares. Estos vehiculos permiten la transcripción especifica 

de las regiónes de DNA clonadas. Con estos sistemas se ha detec

tado exclusivamente la transcripción y la traducción de una 

proteina, la InsA, de 9.8kd . En los demas marcos de lectura 

abiertos, no se detectó la expresión de ninguna proteina. En un 

principio se pensó que la transcripción de los posibles mensaje

ros de insB e insB' (que se encuentran codificados en la misma 

cadena y hacia el 3 1 respecto al transcrito de insA) estaba 

bloqueada por un terminador de la transcripción Rho dependiente 

que se encuentra entre los genes insA e insB. Sin embargo, se 

demostró que la transcripción por la RNA polimerasa de T7 atra

vieza este terminador. Por lo anterior, se ha propuesto que los 

productos de estos genes son muy lábiles ( mRNA o proteina), o 

que se regulan a nivel de la traducción (Zerbib et.al. 1987). 

26 



REGULACION 

Aun cuando no se conoce bién el sistema de regulación 

de la IS!, se ha postulado que la InsA es un autorregulador de la 

transcripción de insA, y de la Transposasa (insA- insB). Para 

determinar el efecto de InsA o de otras proteínas codificadas por 

IS~ en transposición, medida por la formación de cointegrados, se 

realizaron experimentos de sobre-producción de las proteínas 

codificadas por los diferentes marcos de lectura de ISl. Los 

resultados indican que una sobreexpresion de insA e insB, o 

exclusivamente de insA inhiben tanto la formación de cointegrados 

como la transposición. Sin embargo, al expresar moderadamente 

insA e insB, al igual que cuando se sobre-expresa insB, o en mu

tantes derivadas de insA, la formación de cointegrados y la 

transposición son normales (Machida y Machida 1989). En otra 

serie de experimentos se probó no sólo que InsA regula la trans

cripción de insA desde el insPL, sino que ademas puede ejercer su 

papel en trans (Zerbib et.al. 1990). Esta serie de experimentos 

incluyó la detección de cointegrados y la cuantificación de la 

actividad de ~-galactosidasa en fusiones de insA-lacZ bajo el 

control del insPL en presencia y en ausencia de una copia del 

gene insA entero insertado en lambda. 

El papel de un inhibidor en trans codificado por la IS~ 

tambien se ha reportado en otros sistemas, en los que se detectó 

inhibición de transposición y la actividad de una posible resol

vasa de cointegrados (Braedt 1985,1988). 

Mientras que las funciones inhibitorias de la transpo

sición y recombinación mediadas por ISl aparentemente operan en 
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trans, se ha postulado, que las funciones de transposición y de 

recombinación codificadas por este elemento, operan en cis 

(Braedt 1988, Prentki et.al. 1987). Se sabe que la IS~ puede 

complementar algunas de estas actividades en cis, estando en la 

misma molécula en la que se encuentra el elemento al que comple

menta (Prentki ~· 1987). 

FACTORES INDEPENDIENTES DE ISl QUE OPERAN SOBRE LA TRANSPOSICION 

DE ESTA SECUENCIA 

En la transposición de la IS1 participan tambien otras 

proteinas y factores como son la DNA polimerasa (DNAPol), las 

enzimas involucradas en la topologia del DNA (Topoisomerasas), la 

proteina DnaA, el factor de terminación Rho, la transcripción a 

traves de la IS1 y de los sitios blanco, y por último el Factor 

de Integración al Hospedero (IHF). 

Rho 

El factor de terminación Rho es importante para la 

transposición de la IS~ y de otros elementos. La transposición de 

la IS~ en cepas rho- es mucho menor que en las cepas silvestres 

isogénicas (Datta y Rosner 1987). Descifrar el efecto preciso de 

Rho sobre la transposición es dificil, ya que esta mutación es 

pleiotrópica. La disminución de la transposición en cepas rho- se 

puede deber a un desenrrollamiento en el DNA, a la expresión 

diferente de los genes involucrados en la regulación de la trans

posición, o a un incremento en la transcripción de los sitios 

blanco sujetos a una regulación Rho-dependiente. Tal vez su papel 

sea la regulación de la expresión de los genes de IS~ ya que se 

sabe de la existencia de un terminador Rho dependiente entre los 

28 



marcos de lectura insA e insB. sin embargo, los reportes de 

Zerbib ~l 1987, Machida y Machida 1987 y 1989, Moser et .al. 

1989, y Lüthi et.al. 1990, respecto a la transposonasa de IS~ (en 

los que se sugiere que la transposonasa esta compuesta por los 

MLA insA-insB) complican el sistema, ya que el terminador Rho 

dependiente, se localiza justamente entre los genes insA e insB, 

en medio de la transposonasa, y teóricamente, en su ausencia, se 

incrementaria la transcripción de la transposonasa, y por lo 

tanto, la transposición de la IS!· Evidentemente, el reporte de 

Datta y Rosner, es contrario al modelo teórico anterior. Es 

posible, sin embargo, que Rho participe en el corrimiento de fase 

de lectura que da lugar a la transposonasa, lo cual explicaria el 

requerimiento de Rho en la transposición. otra caracteristica de 

las cepas con esta mutación, es que pueden ser infectadas por el 

fago Mu, pero el ciclo replicativo del fago se ve disminuido (no 

afecta su transposición conservativa, sólo la replicativa). 

DNAPol 

Algunas mutaciones en la DNA polimerasa (DNAPol) tam

bién afectan la transposición. Aparentemente no son las activi

dades de polimerasa, ni de exonucleasa 5'-3', las involucradas en 

transposición. Pero si es claro, que su papel en la transposición 

comparte funciones con la reparación del daño a DNA por U.V. o 

metil etano sulfonato. Las mutaciones en polA que afectan la 

transposición replicativa de IS~, afectan la replicación del fago 

Pl de la misma forma que la mutación de rho a ~: es decir, estas 

cepas pueden ser infectadas por Pl, pero no puede generar una 

fase lítica, no puede replicarse independientemente. Estos resul

tados permiten suponer que tiene un papel en la replicación 
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especifica de ciertos elementos, independiente de la replicación 

del cromosoma, ya que revertantes que restauran la actividad de 

polimerasa no revierten el efecto sobre la transposición (Syvanen 

~· 1982, Chandler y Galas 1983). 

TOPOISOMERASAS 

La transposición de la IS~ se ve afectada tambien por 

mutaciones en la DNA topoisomerasa I. No es claro si el requeri

miento de superenrrollamiento es en la IS!, o en el sitio blanco. 

Sin embargo, es claro que la topologia del DNA en eventos de 

transposición y de recombinación es un factor clave. El equili

brio de actividades de los genes de la topoisomerasa I y de la 

girasa o topoisomerasa II (gyrA y gyrB), asi como de factores 

externos que modifiquen estas actividades han sido estudiados 

tanto en ISl como en Tn5 (Sternglanz et.al. 1981, Isberg ~ 

1982, Garibay 1990). A pesar de que se involucra directamente 

la topologia del DNA en la transposición, aun no pueden descar

tarse efectos secundarios de genes ajenos a la IS!, involucrados 

en la transposición, cuya expresión dependa del superenrrolla

miento. 

DnaA 

Una proteina que posiblemente tambien juega un papel 

importante en la transposición de la secuencia IS!, es DnaA. Esta 

proteina esencial esta involucrada en el inicio de la replicación 

cromosoma!. La ISl tiene dos sitios consenso de reconocimiento 

para esta proteina (coordenadas 396 y 547) y es posible que estos 

participen en la actividad de esta secuencia. En ISSO, se ha 

demostrado que DnaA reconoce y se une a sus extremos, y que de 
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alguna forma participa en la actividad de estos extremos (Berg 

1989). 

IHF 

El factor de integración del Hospedero (IHF) es una 

proteína básica relacionada estructuralmente con el grupo de 

proteínas similares a las histonas (Friedman 1988). Este grupo de 

proteínas se unen al DNA, cambian su estructura y generan comple

jos de topologia especifica. La IHF es el producto heterodimérico 

de los genes himA y himD (hip) de ~.coli. La afinidad de la 

proteína IHF al DNA es específica, y depende de la secuencia de 

unión consenso Py-AANNNNTTGAT-A/T. La unión de la IHF se ve afec

tada también por las secuencias que flanquean el sitio de unión; 

sin embargo, este efecto no ha sido identificado con precisión. 

El IHF se encuentra en una concentración estimada entre 14,000 y 

20,000 dímeros por célula en crecimiento. 

El IHF participa en muchos eventos genéticos (recombi

nación, replicación, reparto de plásmidos, transferencia, etc,); 

sin embargo, su participación en la mayoria de ellos se limita a 

facilitar la acción o unión de otras proteínas, gracias a la 

formación de estructuras secundarias complejas. Estas estructuras 

permiten la elección precisa de sitios en los diferentes eventos 

genéticos en los que participa la IHF (Echols 1986). A continua

ción se presentan algunos de los eventos genéticos en los que el 

factor IHF participa: 

-Recombinación sitio específica. su participación es esencial 

para que se lleve a cabo la integración del fago lambda al cro

mosoma (Sadowski,P. 1986), así como para la variación de fase 

"fimbrial" en E.coli (Dorman y Higgins 1987). 
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-Recombinación homóloga. Es posible que la IHF participe en 

la recombinación homóloga entre dos secuencias IS~ en los plásmi

dos FII. Dicho evento dependiente de RecA, ha sido ampliamente 

estudiado en diferentes enterobacterias, por su efecto en la mul

tiresistencia de los plásmidos FII. cuando la recombinación 

homóloga de las dos IS~ de un plásmido FII se resuelve generando 

dos moléculas, se dice que ha ocurrido una DISOCIACION, que es 

como se denomina este evento. En 1990 nuestro laboratorio exploró 

el papel de la IHF en la disociación de plasmidos FII. Los resul

tado obtenidos por A.Garibay sugieren que IHF bloquea la disocia

ción. 

-Regulación de la transcripción. Contribuye a la regulación 

de la transcripción del bacteriófago ~· La unión de IHF a la 

región reguladora de ~· induce la transcripción de los genes 

tempranos de Mu, o de su represor. La decisión entre estas dos 

opciónes depende de la selección de unión, a uno de los dos 

sitios localizados en esta región (Krause y Higgins 1986). Ademas 

es esencial en la regulación de los genes ilv y xil de E.coli 

(Friedman~ 1984} y del operón tra del plásmido F (Gamas 

~· 1987). 

-Transposición. se han detectado sitios consenso de unión de 

IHF en los EM IS10, ISSO, IS!, en el Tnró, y en Tn2 {Galas y 

Chandler 1989, Wiater, L.A. y Grindley,D.F. 1988, Berg,D.E.1989). 

Sin embargo, el papel de la IHF en la transposición no ha sido 

identificado; es posible que a pesar de los multiples sitios de 

unión detectados, estos no sean importantes en la transposición. 

cuando menos en el caso del Tn~, se ha postulado, que su papel 
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sea indirecto, a través.de la regulación de otros factores del 

hospedero involucrados en la transposición. El papel de IHF en la 

transposición de la secuencia IS~ no ha sido estudiado, pues el 

sistema experimental para detectar la transposición de IS~ de

pende de la conjugación de un plásmido, el pOX38, y el operón tra 

de dicho plásmido, no se expresa en ausencia de IHF. 

-Replicación. Esta proteina es esencial para la replicación 

del plásmido pSClOl, y del fago fl (Gamas et.al. 1986, Greenstein 

et.al. 1988). El origen de replicación del plásmido F, posee 

sitios consenso de unión para la proteina IHF, la cual aparente

mente juega un papel estructural en la función del oriT (Tsal 

et.al. 1990). 

-Reparto. El IHF contribuye al proceso de reparto lisogenico 

del fago Pl. La distribución adecuada de los fagos depende de la 

unión de la proteina ParB al sitio pars. La secuencia del sitio 

parS, está compuesta por dos dominios, uno pequeño (13pb) e inde

pendiente de IHF, y otro mayor, en el cual la unión de ParB se 

incrementa en presencia de IHF. 

-superenrrollamiento. Finalmente, la modificación del super

enrrollamiento del DNA, es otro de los efectos de la proteina 

IHF. En cepas de ~.coli himA- se estudió con topoisómeros de 

plásmidos multicopia, el efecto de IHF en el superenrrollamiento, 

y los resultados sugieren que a pesar de su unión sitio especifi

ca al DNA, su ausencia tiene un efecto general sobre el superen

rrollamiento del DNA (Garibay 1990) . Este efecto es indirecto ya 

que en estas mutantes, la expresión de la subunidad GyrA de la 

enzima girasa, se encuentra disminuida cuando menos 4 veces 

(Gellert et.al. 1983). 
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Como se mencionó en una sección anterior, la ISl posee 

dos sitios de unión para la IHF, los cuales estan sobrelapados 

(pero no son los mismos) con los sitios de reconocimiento·de la 

proteina InsA. Ademas, se detectó que un sitio preferencial para 

la inserción de IS!_, es un sitio de unión de IHF (Gamas 1987) . En 

este caso, como en el del Tnró, no se sabe cual es el papel de 

IHF, ya que puede estar involucrado en: a) la selección del sitio 

blanco; b) la estructura del complejo de transposición o del 

sitio blanco; c) la regulación de los genes codificados por el 

elemento móvil o por el cromosoma involucrados en la transposi

ción; d) la generación de una topología general en la zona del 

evento y e) la atracción de enzimas involucradas. 

Otros factores del hospedero cuya acción no este di

rectamente involucrada con el evento de transposición, pueden 

interaccionar con la rsi. Los sistemas de recombinación generales 

son un buen ejemplo, ya que estos pueden generar amplificaciones, 

inversiones e inclusive deleciones al recombinar a dos ISl próxi

mas. 

EFECTOS GENERADOS POR LA J:S 1· 

La rs1, como las demas secuencias de inserción, induce 

mutaciones en el genoma donde se localiza al interrumpir diversos 

genes, y alterar regiones vecinas. Esta secuencia genera fre

cuentemente deleciones (operen gal), fusión de replicones, 

inversiones y promueve eventos de recombinación homóloga (Sae

dler et.al. 1980, Galas y Chandler 1989). 

Determinar la aportación de la secuencia ISl en la 
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mutagenesis general de las bacterias es dificil, ya que éste es 

un proceso multifactorial. Sin embargo, se han realizado diversos 

estudios en torno a los efectos de la ISl. 

La inserción de la IS! genera una fuerte polaridad en 

las secuencias corriente abajo respecto a la trancripción (Fiandt 

et.al.1972, Hirsch et.al. a y b 1972). Esta polaridad se debe al 

efecto de una señal de terminación parcialmente dependiente de 

Rho, la cual ejerce su efecto en cualquier orientación. Este 

terminador, situado entre dos de los genes de la IS~, no funciona 

plenamente en cepas Rho- y cuando la transcripción se encuentra 

bajo el control del promotorPL de lambda y en presencia de la 

proteina antiterminadora N. 

Ademas de la polaridad negativa, la inserción en cual

quier orientación de la ISl puede modificar la expresión de un 

gene. En los extremos de las IR de la IS~, se encuentran cajas 

consenso de la región -35 de los promotores comunes de ~.coli. Si 

una de estas cajas queda alineada con una de la región -10, 

entonces la inserción genera un promotor funcional para genes 

vecinos. Pero este no es el único mecanismo por el cual la IS~ 

puede inducir la transcripción. Las señales presentes en esta 

secuencia, ademas de unir a la RNApol., también unen a otros 

factores importantes para la transcripción, como las proteinas 

IHF y CRP. Al aumentar la cantidad de dichos factores en la 

región, se pueden modificar las condiciones de transcripción pre

vias a la transposición de Isi en esta zona (Galas y chandler 

1989) • 

Un estudio sobre los efectos de la IS! en la mutagene-
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sis bacteriana que excluye los efectos de un sitio preferencial 

de inserción de ISl en el gene lacI, indica que la ISl aporta el 

4% de las mutaciones en ese gene. En el caso del gene galT, de 10 

mutaciones polares analizadas, 10 fueron por inserciones de ISl. 

Por último, de 25 mutaciones espontáneas en el gene CI de lambda, 

15 fueron causadas por IS!_. 

En cuanto a la aportación de la IS1 en eventos de 

recombinación, se sabe que las copias de la secuencia ISl en un 

genoma, funcionan como sustratos de recombinación. La recombina

ción homóloga de secuencias ISl genera diferentes productos. La 

recombinación de copias repetidas directas de la ISl generan 

deleciones (operon gal) y amplificaciones (r-det plásmidos FII), 

mientras que la recombinación entre repetidas invertidas generan 

inversiones (Cornelis y Saedler 1980). La recombinación entre 

dos ISl de diferentes replicones, genera intercambios de secuen

cias entre replicones, o la fusión entre estos, dando lugar a 

"cointegrados". 

Los cointegrados plasmidicos generados por recombina

ción de secuencias ISl, poseen dos secuencias IS! repetidas en la 

misma dirección, que unen por sus extremos a las moléculas origi

nales. Esta estructura es similar a los cointegrados generados 

por la transposición replicativa de IS1; en los cuales la ISl en 

una de las moléculas originales, transpone hacia otra molécula, 

pero en estos ultimes, la transposición de la ISl genera repeti

das directas en el sitio de inserción. Esta transposición une en 

el proceso replicativo a las dos moléculas de DNA, las cuales se 

separan a través de un evento de recombinación intramolecular 

entre las dos ISl, dando origen a los productos finales de trans-
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posición, con una IS! cada uno. Sin embargo, en ocasiones la 

resolución no se lleva a cabo, y el intermediario de la transpo

sición "cointegrado" permanece estable. Este cointegrado, tambien 

tiene dos IS~ repetidas en la misma dirección, que unen a las 

moléculas originales por sus extremos. En general los cointegra

dos generados por la secuencia IS! y los transposones compuestos 

por esta secuencia, son mas estables que los generados por el 

Tn3. Otra caracteristica importante de los cointegrados de IS! es 

que su frecuencia de formación es diferente a la de transposi

ción, por lo que se ha postulado que en realidad no sean interme

diarios de transposición, sino productos finales alternativos de 

una transposición directa (Chandler y Galas 1984). 

Se ha postulado, que las deleciones de secuencias de 

DNA causadas por la IS!., son ocasionadas por eventos de transpo

sición abortivos. Tanto en las deleciones del operón gal como en 

un sistema plasmídico (Greadt,B. 1985 y 1987), se ha demostrado 

que las deleciones originadas por IS! terminan en uno de los 

extremos de la IS~. En 1980 Calos,M et.aj,_. propusieron que estas 

deleciones tenían por extremo opuesto a la IS!, una región pre

ferencial de inserción para la propia IS!. Por lo anterior se ha 

sugerido que las deleciones son eventos abortivos de transposi

ción, en los cuales una secuencia similar a la IR de la ISl es 

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

ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE EL MODELO DE TRANSPOSICION 

Reif y Arber (1980) sugirieron que la IS~ transpone 

normalmente a traves de un intermediario replicativo. El sistema 

de detección que emplearon consistió de una IS! a la cual se le 
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clonó el gene que confiere resistencia a kanamicina en el sitio 

PstI (interrumpiendo el marco de lectura insA). Los valores de 

transposición de esta IS~ Kanr en cepas recA+ fueron similares a 

los valores de formación de cointegrados en cepas recA-, en donde 

se detectaron valores de transposición mucho menores (dos ordenes 

de magnitud). 

Por otra parte, existen evidencias de que la IS1 trans

pone a frecuencias relativamente altas en algunos sistemas en los 

que no se detecta la fusión de replicones. Estos resultados 

sugieren que los cointegrados no necesariamente son intermedia

rios de la transposición de IS!_ (Galas y Chandler 1982). 

A pesar de que la formación de cointegrados se relacio

na con la transposición de la IS~, los intermediarios son detec

tados a altas frecuencias. Es decir, o la transposición se inter

rumpe en un paso intermedio a una frecuencia elevada, o los 

cointegrados son el producto de un evento diferente a la transpo

sición. En el caso del Tn~, cuya transposición involucra la 

formación de cointegrados, estos no son detectados a menos que se 

afecten ciertas funciones del elemento necesarias para resolver

los (Sherratt 1989). 

Los datos anteriores, indican que los cointegrados 

generados por la secuencia ISl son mucho más estables que los 

del Tn3. 

Es importante señalar que la mayoria de los eventos 

generados por IS~ se han analizado solamente en ~.coli, empleando 

como herramienta fundamental de trabajo, plásmidos construidos 

por ingenieria genética y plásmidos naturales multirresistentes. 
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PLASMIDOS 

Ademas del cromosoma, es frecuente que las células de 

practicamente todos los géneros bacterianos contengan plásmidos, 

moléculas extracromosomales cuya replicación es independiente de 

la replicación cromosomal. El tipo de moléculas que forman este 

grupo es variado. Normalmente se trata de moléculas circulares 

covalentemente cerradas de doble cadena de DNA. 

La información genética codificada por los plásmidos, 

es información accesoria para sus huéspedes, ya que su presencia 

no es imprescindible. En las bacterias, la información aportada 

por los plásmidos incluye la resistencia a agentes tóxicos como 

metales pesados y antibióticos, la utilización de fuentes alter

nativas de carbono, y la facultad de establecer relaciones 

simbióticas Una importante aportación de los plásmidos, es la 

sexualidad de las bacterias. Los plásmidos conjugativos codifican 

información para transferirse de una bacteria a otra. Este 

evento, puede ocurrir entre diferentes especies y géneros, depen

diendo del grado de independencia del plásmido respecto a sus 

posibles hospederos. Esta capacidad de introducirse en diferentes 

especies o géneros de bacterias es conocida como el rango de 

hospederos a los cuales tiene acceso un plásmido, y son caracter

isticos para cada uno de ellos. Esta propiedad permite el inter

cambio de información genética entre diferentes organismos, y 

somete a la misma información (plásmido) a diferentes ambientes 

de reparación, recombinación, restricción, etc. (Gómez 1983, 

Lewin 1985 y Novick 1987). 

La información genética de los plásmidos, al no ser 

esencial, seguramente está sometida a una preción de selección 
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diferente de la que opera sobre la información cromosomal. En 

este sentido, los plásmidos pueden considerarse como un dominio 

genético diferente del cromosomal, formado por una poza de 

unidades de información en continuo proceso de ensamble, rearre-

glo e intercambio. Ademas, gracias a su transferencia entre 

bacterias, se consideran como una poza informacional accesoria, 

común a distintas especies. 

La presencia en los plásmidos de secuencias de DNA 

capaces de movilizarse de una molécula de DNA a otra (IS's y 

Tn's) asi como la recombinación entre secuencias homólogas, son 

factores importantes en determinar la dinámica molecular de los 

plásmidos. La frecuencia de recombinación y de transposición, 

asi como la estructura de las moléculas resultantes es diferente 

en cada bacteria. Sin embargo, una vez formado un plásmido con 

una nueva combinación de unidades de información, este plásmido 

puede ser transferido a otra bacteria donde puede sufrir nuevos 

rearreglos moleculares (Gómez-Eichelman 1983, Martinez-salazar 

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

En una misma bacteria pueden coexistir varios plásmi

dos. Para que esto suceda deben ser compatibles. Compatibles son 

aquellos plásmidos que no compiten por los mecanismos de segre

gación y/o replicación. Si se encuentran dos plásrnidos del mismo 

grupo de incompatibilidad dentro de una misma bacteria, estos se 

segregan de tal modo que cada bacteria retiene solamente a uno de 

los plásrnidos (Scott 1984, Novick 1987 y Austin y Nordstrom 

1990). 

La secuencia de inserción ISl se encuentra repetida en 
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plásmidos tipo F, y en los plásmidos multirresistentes (R). En 

una bateria de 70 cepas clinicas multirresistentes de ~.coli, 

Salmonella spp. y Shigella spp. se determinó que más del 50% 

poseen plásmidos portadores de la secuencia IS~ (Ramirez et.al 

manuscrito en preparación) En otra bateria de tamaño similar, de 

cepas naturales de ~.coli obtenidas del hombre y de diferentes 

mamiferos, se encentro un 30% de bacterias portadoras de plásmi

dos con IS~ (Sawyer et.al 1987). 

Dentro de los plásmidos descritos en la literatura, los 

plásmidos R del grupo de incompatibilidad FII (pFII) son un grupo 

ampliamente estudiado. Son plásmidos conjugativos multirresis-

tentes, que se presentan en una o dos copias por cromosoma 

hospedero, y tienen un tamaño aproximado de lOOKb (Womble y Rownd 

1988, couturier 1988, Novick 1987, Daves y Rownd 1972). 

Estos plásmidos fueron descubiertos por su importancia 

clinica en epidemias causadas por bacterias patógenas multirre

sistentes a antibioticos a finales de los años SO's. Para la 

década de los 60 1 s, Hedges y Datta, Watanabe, y Ohtsubo entre 

otros investigadores, reportaron las caracteristicas de estos 

plásmidos, comparándolos con los plasmidos F, y con otros plásmi

dos R. En 1960 Nakaya et.al. reportó el aislamiento del plásmido 

NRl (RlOO) de Shigella y demostró que era un factor que confería 

multirresistencia a antibióticos, y que era transferible entre 

diferentes enterobacterias. La inestabilidad de estas moleculas 

en diferentes hospederos, fue una de las caracteristicas mas 

sobresalientes. Watanabe reportó en 1963 que las resistencias 

conferidas por estos plásmidos a ~.typhimurium se perdían a alta 
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frecuencia durante el crecimiento de dicha bacteria, y postuló 

desde entonces, que estos plásmidos estaban compuestos por dos 

unidades geneticamente distinguibles, un factor de transferencia 

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

(r-det). 

Los pFII (como el Rl-19 y el RlOO), estan formados por 

dos regiones funcionalmente distintas: a) El RTF, que contiene la 

información genética para la transferencia y para la replicación 

del plásmido y b) el r-det, que contiene la mayoria de los genes 

de resistencia a antibióticos presentes en estos plásmidos. El 

r-det esta flanqueado por dos secuencias de inserción ISl orien

tadas en la misma dirección. La mayoria de los genes de resisten

cia del r-det estan formando parte de transposones. 

RTF 

Tn!O 

Figura 3.- Esquema de los pFI l R1DO y Rl-19 

La estabilidad de ambas regiones otorga una dinámica 

muy especial a los plásmidos FII, ya que estas moleculas pueden 

sufrir varios rearreglos, en los cuales se duplican, multiplican 
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y separan el RTF y el r-det. Uno de ellos, es la orsocrAcroN, 

evento de recombinación homóloga dependiente de RecA, entre las 

dos IS~ que flanquean el r-det de los pFII, lo que genera dos 

moléculas separadas (RTF::IS~ y r-det::IS!). La disociación de 

ambas moléculas ocasiona la pérdida de resistencia a los antibió-

ticos para los cuales codifica el r-det, a menos que éste, se una 

nuevamente a un replicón, ya que no es capaz de replicarse 

autónomamente. Sin embargo, estas moléculas podrian recombinar 

con otros plásmidos que contengan también secuencias homólogas 

(ISl por ejemplo), lo que permitiria la dispersión de los deter-

minantes de resistencia a antibióticos hacia nuevos hospederos, 

con diferentes sistemas de recombinación. 

IS 1 

RTF 

mul tirresistente 
IS 1 

JJ 
, multisensible 

DISOCIACION 

recom binacion 

OOTF 
r-det 

1 resol ucion 

RTF·FACTOR DE REPLICACION 

Y TRANSFERENCIA 

t•dct·DETERMINANTE DE RE· 

SJSTENCIA A ANTJBIOTICOS 

Figura 4.· Esquema de la disociación de..., pFll 111.1ltiresistente, que pierde la región que codifica para las 
resistencias a antiblticos. • 
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cuando cepas de P.mirabilis con el plásmido NRl se crecen en 

presencia de altas concentraciones del antibiótico Cloramfenicol, 

se seleccionan células que tienen el plásmido NRl con el r-det en 

multicopia, ya sea como una molécula independiente, o unida al 

RTF. Se ha postulado que la amplificación de la región r-det del 

NRl es un evento molecular generado por la recombinación de 

secuencias homólogas; en este caso, las IS~ que flanquean al r

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

En !·coli y en s.sonnei el r-det y el RTF, se mantienen 

establemente unidos; sin embargo se pueden detectar eventos de 

amplificación o disociación a muy bajas frecuencias. 

En ~.typhimurium los pFII se disocian frecuentemente, por 

una recombinación entre las dos IS~ (Chandler et.al. 1977, 

Gómez-Eichelmann 1983, Martinez 1986, Davies y Rownd 1972, Datta 

Y Hedges 197la y b). 

En ~.typhimurium la recombinación y transposición de 

las ISL es mas elevada que en ~.coli a pesar de que los niveles 

generales de recombinación homóloga son similares en ambas bacte

rias. (Torres y Gomez-Eichelman 1983, Bustos-Martinez y Gómez

Eichelmann 1987). La recombinación de las IS~ en la disociación 

de los pFII depende del gene recA en ~.typhimurium y en ~.coli. 

En la primera bacteria se ha reportado la existencia del gene 

dor, en la ausencia del cual, los valores de disociación dismi

nuyen. dos ordenes de magnitud (Watanabe et.-ª1_ 1980 y 1982). El 

"sistema" dor no ha sido bien caracterizado; sin embargo, se cree 

que está involucrado en la recombinación homóloga de secuencias 

especificas como la IS1 y de algunas otras, y se ha sugerido que 
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no participa en la recombinación homóloga general. En ~.typhimu

..r.i.YJ!L.es posible que la región r-det funcione como unidad de 

información genética intercambiable, a una frecuencia mucho mayor 

que en bacterias como E.coli. 

El número de componentes involucrados en la disociación 

de los plásmidos FII y su papel, aun no es claro. Se ignora si 

las IS~ funcionan exclusivamente como sustratos de recombinación 

homóloga, o si aportan sitios o enzimas especificas. 

Respecto al posible papel del RTF en la disociación de 

los pFII, no se sabe si es simplemente un portador del r-det, o 

si esta directamente involucrado con la disociación. cuando menos 

dos trabajos permiten suponer que el RTF aporta información que 

modifica la frecuencia de eventos de recombinación: r.- Chernin y 

ovadis (1980) sugirierón que una exonucleasa dependiente de ATP 

codificada por el RTF del Rl-19 modifica la frecuencia de recom

binación postconjugacional en diferentes mutantes de ~.coli. 

rr.- Chandler et-..J!l.. 1980 y 1982, reportaron el estudio de un 

plásmido derivado del RlOO, capaz de generar ccc r-det y plásmi

dos formados por un RTF y varias copias de r-det a altas frecuen

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

suprimido en trans por un plásmido silvestre. Este estudio 

involucra directamente a una región del RTF proxima al TnlO con 

la inhibición de la disociación en ~.coli. 

El estudio de la dinámica molecular de los plásmidos 

FII permite profundizar en el conocimiento de su origen y compor

tamiento, asi como sobre algunas funciones bacterianas utilizadas 

por los plásmidos, los elementos móviles y por las mismas bacte-
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rias, en los mecanismos de recombinación que participan en los 

diferentes rearreglos moleculares. 

Los plásrnidos FII en especial, poseen una estructura 

molecular que los convierte en un excelente modelo experimental 

para el estudio de los mecanismos moleculares de ensamble, diso

ciación e intercambio de unidades de inf orrnación entre los plás

rnido s, y para el estudio comparativo de estos mecanismos en 

diferentes bacterias. Particularmente se han empleado corno modelo 

de eventos de recombinación generados por la IS!, ya que su 

estructura es muy similar a la de los cointegrados generados por 

la transposición de la IS~ (Watanabe et.2l_ 1980 y 1982, Gómez

Eichelmann y Torres 1983, Bustos-Martinez y Górnez-Eichelmann 

1987, Martinez-Salazar y Górnez-Eichelman 1987, Cruz y Górnez

Eichelmann 1984, Chandler et.~ 1977). 

En la Tabla 4 se enlistan las diferencias esenciales 

respecto a la disociación de los plásmidos FII entre las bacte

rias ~.coli y s.typhirnuriurn con el propósito de resumir y resal

tar los principales argumentos expuestos en la Introducción. En 

la Tabla 5, se presentan los valores de disociación de pFII en 

g.coli y ~.typhimuriurn. 
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TABLA 4.-DIFERENCIAS ENTRE S.typhlmurium Y 
E.col/ INVOLUCRADAS EN LA DISOCIACION DE pFll 

CARACTERISTICAS 

Frecuencia 
de Dlsoclacion 

IS 1 Cromosomal 

Unlon de 
Protelnas 

Mutaciones 
Involucradas 

E.coli 

baja 

8 copias 

IHF,lns A 

Hlm A-

S.typhimurlum 

alta 

O copias 

? 

Dar-

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

Y S.typhimurium 

CEPA FRECUENCIA RELATIVA 

E.coli wt 0.01-0.05 

recA- <0.01 

himA- 0.3 

dam- 0.3 
S.typhimurium wt 1 

recA- <0.01 

dor- <0.01 

Recopilación de los trabajos de Gómez-Eichelmann y Torres H.K. 1983, 

y de Watanabe, Mise y Hashimoto. 1982. 



OBJETIVOS 

Este trabajo tiene por objetivo general, comprender el 

evento de disociación, y el comportamiento diferencial de los 

pFII en ~.typhimurium y en ~.coli y como objetivo particular, 

la identificación y estudio de los factores involucrados en la 

recombinación mediada por IS~, que genera la disociación de los 

pFII. Para abordar estos objetivos, se plantearon tres hipote

sis: 

I.- El RTF de los pFII participa activamente en la disociación. 

La expresión de las funciones involucradas en este evento es 

diferente en los diferentes hospederos de estos plásmidos. 

II.- La ISl codifica para factores que actuan en trans en la 

disociación de los pFII; estos factores pueden ser represores o 

inductores. 

III.- Los pFII responden a funciones cromosomales que varian de 

hospedero a hospedero, dentro de estas funciones, probablemente 

se incluyan a IHF y a der. 

48 



MATERIAL Y ME TODOS 

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES 

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 11o•c y 15 libres de presf6n durante 25 mfnutos. las 
soluciones de antfbióticos se esterilizaron por medio de filtrado (filtros Mfllipore HA 0.25). Los medios de 
cultivo con agur se vachron calientes en las cajas de Petrf (20 ml/caja) y se dejaron solidificar a terrperatu· 
re arrbiente. 
Medio Lurio CLBl 

Bacto trfptona 10.0 
Extracto de levadura s.o 
NaCl 10.0 g 

Ti mina 0.002 g 

NOOH 2.SM 1.0 ml 
H2o 1 Lt 

Placas de Agar (L1) 

Bacto ager 20 

Medio LB 1 Lt 

Medio Lurfa .. Haltosa 

Maltosa 20X ml 
Medio LB 100 ml 

Placas con Antibiótico 

Cuando ae usó algún antibiótico en las placas 

de agar, is te 1e agregó después de esterilizar el 
medio, a les afgufentes 
concentraciones: 

""!'icflina <Apl [200 µg/mll 

cloramfenicol (Clol e 2S µg/mlJ 

especti..-icina (Spl [ 2S µg/mll 

estreptomicina (Sp) e so µg/mll y [200 µg/mll 

kanamicina CKml 

ácido nal idfxico CNall 

tetraciclina CTcl 

Agar Blando 

Bactoager 

NaCl 
Medio LB 

H2o 

Medio de Dilución 01>) 

[ 2S µg/mll y [ SO µg/mll 

e 20 µg/mll 
[ 2S µg/mlJ 

7 
8 

30 ml 
Lt 

2.S g 

1 Lt 
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Medio HcConkey 

SO g de Medio HcConkey / L t de H2o 

Placas de medio mlnimo CH1l 

NH4cl 1.0 

KPD4 3.0 

NaPo4 6.D 
NaCl o.s 
Bactoagar 20.0 
Dextrosa 20X 10.D ml 
Mgso4 2SX 1.0 ml 
Vitamina e1 o.1x 0.16 ml 

Medio Fry 

Extracto de carne 10 g 

Bactopeptona s g 

NaCl 10 g 

Bactoagar 14 g 

H2o 1 Lt 

Medio Lurfa Calcio 

Cact 2 0.2S M S ml 
Dextrosa 20X S ml 
Medio LB SOO ml 

Medio TSS 2X 

Poi ietilengl icol 8000 20X 

Dimetilsulfoxido 10X 

Cloruro de Magnesio 50 Mm 

Medio LB 

pH final :6.S 

Medio para almacenar cepas en mfcro·aeroff l la 
(STAB, 2 111 de llledio por tubo de' 111) 

Becto caldo nutrftfvo 1.0 g 

NaCl 0.8 

Bactoagar 0.6 

Triptofano 20 mg/ml 0.1 ml 

"2º 100 .. 1 



Nedio de Dilución para fagos (SN) TBE 
Trh.HCl [pH 8.3] 90 llfl 

NaCl 
N;so4•7 H2o 
Trfs·HCl [pH 7 .5l 
Gelatina 
H2o 

1. 16 g 
0.4 g 

10.0 11l 
0.02 g 

200 ml 

CEPAS llACTERIAllAS, PLASlllDOS T FAGOS 

COLOl!ANTE DE FICOLL 

Azul de bromofenol 

Xflen·chnol 
Flcoll 

90 llfl 

10 ld4 

0.25 X 
0.25 X 

15 X 

Les cepas bacterianas, plásmidos y fagos utilizados en el presente trabajo se enlfsten e continuación. 

CEPA CARACTER 1 STI CAS FUENTE 

Escherichia col f 

IC37 Prot6trofa Lec+ Hi~+ Sn{. H.Nil ler 

K1299 Protótrofa Lec+ D. himA Smr Ter ldem 

C600 thr leu thi F· Lac· C.G6mez E. 

113110 Protr6tofa F- Lec+ H.G.Harinus 

182 Protrótofa F· J .Raml rez 

JK85 gl 1 A his S erg H thl 1 F· Lac· J .Perker 

S17·1 pro thi Tra+ (RP4·2 Integrado) rec A J.Martfnez 

NX614 fi(pro-lac) gal ilv thf Lec- Nalr F.Basterrachea 

NX881 D;Cpro·lac) gal flv thl Lec- Nalr Rec A· ldem 

Salmonella thlphynuriU11 

SU696 Aux6trofa Lec- Nal r G.Al faro 

SU896 Aux6trofa Lec· Nal r Smr recA- J .Bustos 

Hw205 ser A thy Lec- \latanabe 

Hw204 ser A thy Lec- dor· Watanabe 

Hw211 ser A thy lac- rec A llatanabe 
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PLASH!DO CARACTER 1ST1 CAS FUENTE 

R1·19 Apr Smr·Spr Sur cmr l:Jnr G. Al faro 

R100 Smr·Spr sur cmr Ter G.Alfaro 

R100t Smr ·Spr Sur Cmr J .Martfnez 

RTF-2 Km,. Ter J.Martfnez 

pMS01 Apr y Tes derivado de p6R322 J.Martfnez 

p6X404·7 Ter y con Ll'1 gen Inactivo para ICmr ldem 

p6R322 

p6R322::1S1 

f 1 lac lacy1 

FAGO 

LAMBDA ! 434 e 1 16S 

LAMBDA i 434 cin cll68 

R17 

P1ts cmr 

F.Bol ivar 

M.Chandler 

A.J.Clark 
vla f.Basterrachee 

CARACTER 1 STI CAS 

Lftico en cepas IHF+ 
IHF· 

FUENTE 

G.Guarneros 

lfsogénico en cepas IHF+ idem 
Lftico en cepas IHF-

Lftico en cepas Hfr 6 F+ G.Alfaro 

lisogénico e 3D0c, 
l ftico e 4Zºc, cmr 
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METODOS DE GENETICA BACTERIANA 

CULTIVOS BACTERIANOS 

Los cultivos bacterianos se hicieron siefT'Pre 
a partir de U'l precultivo fresco. Este precultivo 
se preparó inoculando la cepa en U"I tubo con 3 ml 
de medio lurfa (LB) el cual se incubó sin agita 
ción a 37•c de 1Z a 18 hrs. 

los cultivos bacterfenos se hicieron en 
general inoculando lM'l8 al fcuota del precul tivo en 
LB en une proporción de 1:100. Pera ello se utili 
zaron matraces nefelométricos (con brazo lateral) 

de 125 ml, con 50 ml de cultivo. Se inctbó con 
agitación constante a 100 rpn a 37•c. hasta alean 
zar la densidad celular requerida. 

la densidad celular del cultivo bacteriano se 
calculó por medio de la lectura periódica de su 

densidad óptica a 550 rrn CDO 550 ,...> en 1.11 espec· 
trofotómetro. La lectura se real izó en el matraz 
nefelométrico ó en tlbos de ensayo de B ml. 

CONSERVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS 

La conservación de las bacterias por perfodos 
largos, se llevó a cabo en cordiciones de micro· 
aeroftlia. A partir de U'l cultivo en medio sólido, 
Ln8 lrl.Jestra del cbped bacteriano se senbró por 
piquete en 1.11 tlbo CSTAB) el cual se tapó y selló 
con parafina. Los tubos se almacenaron a tmpera· 
tura anbiente en la obscuridad. 

PROPAGACIOll DEL FAGO P1CmRtS 

Se preparo U1 cultivo (1:40 precultivo) a 
3o0 c con agitación CZOOrpm) de la cepa l is6gena 

en luria con MgS04 a 11\8 concentración de 10rrH 
para E.col! y de 100... para S. typliirrurium., al 

alcanzar 11\8 D.o. 550rrn de 0.3, se concentró 5 ve
veces el cut tivo en el mismo medio, y se incubó 
con agitación CZOOrpm) a 4Zºc por Z hrs. Durante 

este periodo se detecta le lisis de las bacterias 
l fs6genas. Posteriormente se incuba a 3?°C por 
90 1 s, se añade cloroformo C1:20) y se agita (vor· 
tex). Se centrifuga y se recupera el sobrenadante 
decantardo, y se añaden 2 gotitas de cloroformo. 
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TITULACION DEL FAGO P1 

La titulación del fago P1 se real izó eq:>lean 
do la cepa sensible AB1157. De un precultivo 

estacionario se inoculó 1 :40 en medio Lurfa y se 
incubó e 37°C con agitación CZDDrpm) hasta alean· 

zar LnB o.o. 550rm de 0.3. Se concentró el cut tfvo 
10 veces y se eaplearon 100ul de este por cada nu
estra, la cual incluye ademas de las bacterias 
concentra das, 50ul de CaClz 15nf4, 50ul de MgS04 
30ci1it y 100ul de l isado fágko en distintas con· 
centra ci6nes (1 x 1o·S,·ó Y ·?). A cada nuestra 

1e le añadieron Z.5ml de egar blando l lquldo, y 
terrplado, se mezcló y se senbr6 por vaciado en 
cejes de Lurfa calcio, tas cuales ae incuban a 
4zºc por 1Z·Z4hrs. 

LISOGENIA 

Para hacer l fsogena de P1 cnt ts a las cepas 
descritas en este trabajo, se siguió la afgufente 
metodologla: 

Seri>rar 200ul de U1 cul t fvo fresco en fase esta· 
cionaria de la cepa a lisogenizar en U'\8 caja 
de ager Luria con cm, dejar que seque y añadir en 
el centro, 5D·100ul del fago a 1.11 titulo de Z0·1. 
Dejar la caja a 30ºc por ta noche y checar en las 
colonias resistentes, tanto sus marcadores, como 
los conferidos por el P1. 

TRANSOUCCION 

La transducción con P1 se real izó segL.n el 

Metodo descrito por Milletts,N. (1969), con algu 
nas inodificaciones. Se inoculó 1:40 ui cultivo de 
Luria con U1 precul tivo en fase estacionaria de 
lacepa deseada. La cepa bacteriana se dejo crecer 

hasta Lila º·Dssorrn de 0.3 , el cultivo se centri· 
fugó y se concentró 10 veces respecto al 
vol.original. A SOOul del cultivo concentrado se 
leañadieron Z50ul de CaClz 15nf4, Z50ul de HgSo4 
30...y 5DDul de llsado faglco titulado y diluido 

en proporción adecuada para tener la proporción 
de Infección de 1.11 fago por ZO bacterias. En los 

controles de infección se sustituyó el fago por ~ 
dfo de Luria. Se Mezcló suavemente y se fnclbó por 
20•• 37°C sin agitadón; posteriormente se centr! 
fugo la wiezcla, y se levó 2 veces en JC). Ffnal-
111ente se resuspendió en 1DDul de HD y se seri>ró 

en cajas con medios selectivos. 



COHJUGACION BACTERIANA 

El método utfl izado normalmente est6 basado 
en Miller C19n>, y se realizó de lo siguiente 
manera: 

se prepararon cultivos de les cepas donadora 
y receptora en LB hasta alcanzar uia DO 550 rrn=0.2 
(fase de crecimiento exponencial, aproximadamente 
5 x 107 células viables/mi). Se mezcló 1 mi de 
cada cepa en 111 tubo de ensayo y se incubó a 37•c 
sin agitación ciJrente 1 hora. 

Pare conjugar plásmfdos de las bacterias 
E.col f a s.typhf1?1JriUJ1 y viceversa, se senbraron 
precul ti vos sol fdos en cajas de LB agar, de las 
cuales se tomaron las conjugantes frescas, y se 
senbraron nuevamente en LB agar, pero Lna encime 
de la otra, y se incubaron sin agitación por 
12hrs. 

Las bacterias exconjugantes se seleccionaron 
en medio sólido con los antibióticos adecuados. 
los antibióticos se seleccionaron de acuerdo con 
el fenotipo esperado para las exconjugantes. 

Cuando se necesitó seleccionar a las bacte 
rias exconjugantes en aq:>fcf l ina, se hicieron 
diluciones 10·1 y 10"2 en Mil, con el fin de obte· 

ner ui núnero menor de bacterfa&/ml. Esto se hizo 
debido a que el mecanismo de resistencia de las 
células exconjugantes se da a través de la produc
ción de la enzima P·lactamasa. Esta enzima es 
rruy eficiente para degradar a la Ap que se encuen
tra en el medio, alrededor de la célula. Es por 
ello cp.Je si la densidad celular es alta, las 
bacterias sensible& que estén alrededor de U'l8 

resistente pueden crecer, lo cual dificulta le 
selección de las exconjugantes. 

Se senbraron por espatulado 100 ¡¡l del cul ti 
vo sin dilufr en Lll8 placa de medio con el antibiQ. 
tico. Lo mismo se hizo con los cultivos dilufdos, 
en el caso de selección en arrpicilina. Las placas 
se Incubaron • 37"C de 14 • 18 hrs. Se eligieron 
elglll8s colonias exconjugantes el azar y se veri
ficó su fenotipo en los antibióticos adecuados. 
las exconjugantes de medio sol ido, se selecciona
ron estriando varias asadas de la conjugación en 
las cajas de selección pertinentes. 
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OSTENCION DE CUENTAS VIABLES 

Para determinar el núnero de bacterfas 
viables por ml de cut tivo bacteriano se utfl izó la 
metodologfa prop.iesto por Miller C19n), descrita 
a continuación: 
•e determinó l• 00s50,.,,, del cul tlvo bacteriano a 
analizar, el cual se diluyó en Jr«>. Las diluciones 
adecuadas para obtener colonias aisladas fueron: e 

·4 -5 
tna oo550rrn entre 0.2 y o.~5 10 -~ 10 , y a 
00550,... entre 0.5 y 1.0, 10 y 10 • se senbra 
ron en L1, 100 ¡¡l de cada dilución por espatulado 
con LllB veril la 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. Apartfr de U'l8 

célula viable se forma Lll8 colonia bacteriana. 
Pera calcular las cuentas viables se contaron les 
colonias en las placas de la dilución donde creci
eron entre 50 y 500 colonias aisladas. El rúnero 
de células viables / ml de cut tivo se calculó con 
lo siguiente fónrula: 
Células/mi= 

Nl.inero de colonias por placa x 10 x Factor de 

dilucion 

TRANSFORMACION BACTERIANA 

Se utH izó el metodo descrito por Mil ter 
et.al 1989, el cual se describe a continuación: 

A partir de l.11 precultfvo fresco, inocular 
(1:100) 10 mi de LB con lo cepa • transformar, 
incubar a 37°c con agitación C200rr:rn> haata llegar 
a e.na DO 550 rm=0.3-0.4. Al llegar a esa DO; se 
diluyen 1:1 con inedio TSS 2X y se toman 100 •l de 
cultivo por cada transformación, y 100ml más como 
control, los cuales se transfieren a tubos preen 
frfados, se añade el DNA a transformar en volúne· 
nes no mayores de 5ul, y en concentraci enes desde 
100pg hasta 1ug, y se agita la inezcla. se mantie
nen en hielo los tubos por 30 Min. Posterfonnente 
se someten a 43°c por 5 1 • y se regresan 5 1 el 
hielo. Se añaden 90Dml de LB dextrosa, y se incu· 
ban en agitación a 37°C por 3hrs. Pare seleccionar 
las bacterias transformantes, se concentra el cul
tivo centrifugando y tirando el sobrena dante, y 
se resuspende en 100ul de Jr«>, del cual se sfenbran 
en cajas de LB agar con los antibióticos requeri· 
dos, diferentes cantidades e inclusive di luciones 
de la mezcla de transformación. Las cajas se 
incuban • 37°c por 12· 18hrs. 



PRUEBA DE SENSlBLILIDAD Al FAGO R17 

El fago R17 es específico pera bacterias F+ y 

Hfr. Este hecho se debe a que el r~eptor para 
este fago es el pi lus formado por la proteína 
pi l ina. El gen que codifica para esta proteína es 
parte del oper6n tra, presente en los plásmidos F. 
Por lo tanto las bacterias que poseen ui plásmido 
F sintetizan estos pi l i y son sensibles a este 
fago. 

Con el fin de determinar si Lrla cepa era F+ 6 

Hfr, se probó su seos ibi l idad a este fago. Para 
ello se hizo Ll1 cultivo de la cepa y de L.na cepa 
control Hfr en LB, hasta U'\8 DO 550rm=0.6. Se 
serilraron 100 1&l de éste en ll\8 caja de medio Fry 
y se incubó bajo la flama de 1.1'\ mechero hasta que 

se secó el inóculo. Una vez seco, se colocaron 20 
¡ti de dilución del fago R17 en el centro de la 

zona del inóculo bacteriano y tanbién se dejó 
secar. Se fncub6 a 37•c hasta que se observó la 
placa de lis is en el control (aproximadamente 14 
hrs.) 

TITULAClllll DEL FAGO LAllSDA 

Se titularon dos cepas del bacteriófago 
lanixla: i434c!l 68 e i434cin el 168 usando la 
siguiente .,.todologfa: 

Se hfzo ui cultivo de bacterias lanbda sensi· 
bles en LB adicionado con 0.2% de mal tosa y se 

lnc<.t>ó por 14 hrs. hasta llegar a la fase de 
crecimiento estacionaria. 10 111l de- este cultivo 
se centrifugaron a 10,000 rpn por 10 min. a s•c y 

la pastill1 se resuspendió en 10 ml de MD. Se 

volvió a centrifugar y se resuspendió en 0.4 del 
volunen original. Se almacenó a 4•c. 

Se hicieron di luciones 10·5 

cada nuestra de fago en Sii y se mezcló O. 1 ml de 
cada dilución con 0.1 ml del cultivo bacteriano. 
Esta rezcla se incubó a 37•c durante ZO 111in., 
transcurridos los cuales se l'leZC\6 con 2 "'l de 
agar blando fllldido a 45•c y se setrbró en l1. Se 

lncl.tló • 37•c de 12 a 16 hrs., hasta observar la 
aparición de placas de l fsis en el césped bacte· 

rfano. Cada fago activo produce 1.1'\8 placa, por lo 
tanto el túnero de ooidades formadores de placa 
(UFP) / •l ae calcul6 con la siguiente f61'111Jla: 

UFP I 111 • NIÁnero de placas X 10 X 

factor de dilución 
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VER!FlCACICM DEL FENOTIPO Hi ..... + Y Hi ..... • 

Con el fin de analizar el fenotipo HI""- en 
h cepa k1299 de una manera Indirecta, ae utf l fza· 
ron dos nJJtantes del fago larrbda, las cuales 
inducen Lll grado de lisis diferente en las cepas 
lHF e lHF· (hfn>I.· 6 h!nO/hfp·). la metodolog!a 

utilizada fué la siguiente: 

Se preparó \XI cultivo df! la cepa JHF-, asf 
CQ'DO de un control JHF+ en medio Lurfa·Hel tose, 

hasta llegar a \.lla DO SSOm -0.6. Se sesrbraron 
100 ¡ti de este cultivo en placas de l1 y se dejó 
secar. Se colocaron 20 ¡ti de la dilución 10"2 de 

cada cepa del fago larilda sobre la zona seca del 
inóculo bacteriano y se dejó secar. Se incubó 1 
37•c hasta observar l fsfs en el control (aproxima· 
dM>ente 18 hrs.). 

Además del método anteriór, tanbién se °""leó 
el descrito por Friden, P.et.al. en 1954, el 
cualconsiste siff1=1lemente en sent>rar la cepa en 
cuestión en 3 medios "'inimos, con el medio mfnirno 
requerido por la cepa pertinente, otro con leuci· 
na, y finalmente l.rKl con leucfna, fsoleuctna y 
valioa. Esta colección de til4 1 s per-mite detectar la 
auxotroffa de lsoleucfna y val ina generada porta 
presencia de leucfna en cepas hfp, ... 

PRUEBA DE MARCADORES DE RESISTENCIA A ANT!B!OTICOS 

A partir de oo cultivo ajustado a ººssomt• 
0.2, se hicieron diluciones io·4 y 10·5 en 11>. 
se espatularon 100µ.l en cojas de agar LB y se 
incl&leron a J7•c pera obtener colonias aisladas. 

Se traspasaron 100 colonias aisladas de cada 
cepa a 1.n11 caja de l1, utHizando palillos de 

madera est~riles y se incubaron a 37ºC de 14 a 

16hrs. 
Se d4>l icaron los parches por el lllétodo de 

replica de placas (Miller, 19n), en los lledlos 

con los antibióticos adecuados para verificar la 
presencia de los tnercadores de resistencia del 
pl6smido y de la cepa correspondiente. Se incuba· 
ron las cajas a 37•c de 14 a 16 hrs. 



METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR 

VISUALIZACIOll DE LOS PLASlllDDS 

Se utilizaron las tknicas de l fsados claros 
y su separacf6n en geles de agarosa por electrofo· 
resfs, descritas por Menietfs (1982), 6 la separa· 
ci6n de topoisóme:ros de acuerdo a las siguientes 
técnicas: 

a) Obtención de plásmidos por lfsados claros. 

Se creció 111 cultivo de ceda cepa en 3 "'l de 

LB hasta 11\8 DO SSOrm>1.0 (Fase estacionaria con 
14 a 18 hrs de cut tivo). los cut ti vos se centrifu
garon en microcentrffuga a 10,000 rpm por 2 min. 
Las células concentradas en la pastilla se resus
pendieron en 100ul de solución 1 con l izosl.,. y 

ANAsa, se dejaron reposar por 5 1 a teq>eratura 
ant.tiente, y se l fsaron con la enzima l fsozfma, 
NaOH Y detergente SOS. Se centrifugaron los restos 

celulares a 10,000 rpm por 15 min a 4•c. El sobre· 
nadante se R1ezcl6 con fenol-cloroformo (1:1) y se 
centrifugó Z min e 10,000 rpm. La fase acuosa 
&\4)erfor se mezcló con Z volunenes de etanol 
absoluto a ten-peratura anbiente. Se incubó a -2o•c 
de 16 a 24 hrs. 

Se centrifugó 15 11in • 10,000 rpn a 4•c. La 
paatll la de DNA obtenida se lavó con etanol al 
70X. Se centrifugó y se secó al vacío. Cada a.Jes
tra se resuspendió en 8 6 30¡il de TE 1x [pff 8.0J 
y se se añadió 1/6 de volunen de colorante de 
Ficoll. 

bl Separación de los plásmidos por electrofo· 
resfs en geles de agarosa. 

Para el lo se prepararon geles de agarosa al 
1X en solución 111110rtiguadora TBE 0.5x y se 10onta· 
ron en cámaras de electroforesis verticales para 
corrfdas de poco ti~ u horizontales en el caso 
de corridas largas. 

Se colocó la ouestra de DNA en el gel y ae 
corrió por electroforesis a 80 ó 100 volts, seglÍ"I 
el caso, sl~re con voltaje constante. Al finali
zar la electroforesis el gel se tiñó con brom.Jro 
de etidio [0.5 ¡¿g/mll por 45° y se fotografiaron 
les bardas observadas en ui transllL>11inador de luz 
ul travfoleta. 
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c) Separación de los topoisómeros del pl'8ml· 
do pHS01 por electrofor~sis en geles de agarosa 
con cloroqufna. 

Para ello ae utfl Izó el pl6smido pHS01 (Her· 
tfnez, 1983) con marcador de resistencf a Apr. Este 
plásmido se Introdujo en las cepas por tronsfoMM· 
e Ión. Para extraerlo se utf l fzó la t~cnlca de l Is,! 
dos claros. El vol unen de cul tlvo total utll izado 
para cada extracción fué distinto. Esto se debe a 
que en fases de crecfmento fnfcfales, la concen· 
tración celular es inenor y se necesita ui mayor 
vol unen de cut tivo para obtener el rendimiento de 

ONA necesario para visualizar los topofs6meros. El 
voluren utilizado para cada extracción fué el si
guiente: 
00s5orm• 0.6 vol unen= 12 mi 
0.8 9 .. 1 

1.0 6 .. 1 
1.3 3 OI( 

1.5 3 mi 

En todos los casos se centrifugó el vol\.ITlen 
total y ta pastilla se repartió en dos tubos 
Eppendorf, en los cuales se hizo la extracción. 

El DNA obtenido se resuspendió en 6 a !l¡ll de 
TE y se le añadieron 2µl de colorante de Flcol l. 

Se hizo iii gel de agarosa al 1X en TSE con 
Fosfato de Cloroquina [25 ¡ig/mll. El t1W11Bño del 
gel fué de 9 x 14 cm con ui espesor de 5 6 10 om 
(40 y 80 .,¡ de agarosa respectivamente). Se dejó 
dentro de la canastilla y se montó en la cámara 
horizontal de electroforesis con 750 ú 850 mi de 
TSE con la 11isma concentración de fosfato de 

cloroquina. 

Se colocó l• 11.Jestra de ONA en el pozo del 
gel, ac tapó la cámara y se apl fcó corriente a 35 
volts (vol taje constante) durante 18 hrs. 

Se retiró el gel de la canastfl la y se lavó 
en agua destilada con agitación lenta. Se hicieron 
dos cant>i os de agua de ui litro (uno cada dos 
horas). Posteriormente se tiñó en broouro de 
etidio ¡5 ¡ig/mlJ por 30 01in y se lavó 10 '1in en 
agua corriente, para cp:Jitar el exceso de colo

rante. 



RECOMBINACIOll DE PLASHIDOS fncFll 

la estrategia efl'Pleada pare detectar eventos 
de recarbinación entre los pUsmidos incFll se 
describe a continuación: 

se Introdujo por conjugación el RTF-Z <Km', Te'> 
en las cepas deseadas, posteriormente, se introdu· 
jo de lo miSIM forme el R100t CCm', Sm-Sp'). Les 

becterias portadoras de arrbos plásmidos fueron 

presionadas con antibióticos, para q.ie los mantu· 
vieran o al menos sus marcadores, por sólo U'\8 no· 
che. De estas cajas, se tema ron asadas que fueron 
resuspendidas en Luria, y se ajustó la oo550rm a 
0.3 rra todos los cut ti vos. Con la di lución a la 
1x10· de estos cultivos, se inocularon 50 1nl de 
LB en matraces nefelometricos de 25Dml. Estos ma· 

traces se incubaron a 37°C a 200rpn hasta alcan

zar Ll'lll ºDssorin de 0.6, y posteriormente se dilu
yeron pera inocular nuevamente SOml en las mismas 

condiciones. El cut tivo se mantuvo en fase expo· 
nencial hasta por 100 doblajes repitiendo las di l!! 
clones. Al finalizar el crecimiento de las cepas, 
se seleccionaron bacterias capaces de crecer en 
presencia de los antibióticos para tos cuales cod! 
ficen resistencia eri:>os plásmidos. Gracfes e la in 
corrc>atibi l idad, al final de este cut tivo, la mayo· 
rfa de les bacterias poseen solo Ln replicón de 
los 2 pl4SR'lidos incfll. Les bacterias capaces de 
crecer bajo le selección de los marcadores de am· 
bos pUsmfdos fueron purificadas, y se les extrajo 
el material genhico extracromosmal y fueron sorne· 
tfdos a electroforesis en geles de agarose. A~ 
llas bacterias 11.Jltfrresistentes portadoras de Ln 

solo plásmido fueron consideradas CORO eventos de 

recod>inación. 

EXPERIMENTO DE DISOCIACIOll DEL R100t 

Para real izar estos experimentos se introdujo 
por conjugación el plllsmido R100t en las cepas 

deseadas. Los experimentos de disociación se 
hicieron a partir de precultivos frescos ajustados 
a U'l8 ºDssonn=0.2 con LB. los cut tfvos se hicie· 
ron inoculando con ZO¡tl de lo dilución • la 1 X 
10-Z del precultlvo, en SO .,1 de LB (dilución 1: 

Z,500,000). Previamente se calcul6 que el núnero 

de c6lulH viables en SOitl • esto DO ea de ix106• 
El cultfvo se fncli>ó en 11'18traz nefelométrfco de 

125 •l, • 37•c con agitación costente a 100 rpn. 

56 

RECOHBINACIOll DE PEQUEliOS PLASHIDOS MULTICOPIA 

A partir del c6sped becteriano de l6l8 cepa 

portadora del plásmido pBX404-7, se hizo 1.1'1 culti 
vo inicial en 5 011 de LB con Te C1Z.S¡tg/mll hasta 

l6l8 DO SSOrin=0.3. En el ceso de lo cepa HB101, por 
ser ésta LllB cepa AecA·, se necesita dejar crecer· 
el cultivo hasta l.l'\800ssorwn=0.5, ya que en esta DO 
tiene ui rúnero de bacterias viables similar al 
cut tivo de las AecA+.Se usó LB con Te pare ejercer 
presión selectiva y que no se perdiere el plésmido 
al hacer tos cut ti vos .. Cuando cada cut tivo llegó e 
laOO especfficada, se colocó a 4•c y con LN1 

al fcuota del mismo se probó la frecuenc:fa de 
reconbinacfón del plésmido .. A esta frecuencia se 
le llam6Frecuenci1 de Recod>inacfón Inicial CFi). 
Elevento que indicó la reconbinación en el plásmi 

do, fue ta adquisición de la resistencia a km en 
las bacterias. 

A partir de la F i' se calculó para cada cepa 
el núnero de becterias/ml de cultivo con plásmido 
no recoot>;nado. Con el núnero adecuado de bacte· 
rfas para cada cepa se comenzó el experimento de 
recorrbinecfón homóloga. Estas bacterias se tomaron 
de Lllll al fcuota del cut tfvo e 4•c, y con el las 
seinoculeron cultivos en LB con 12.5 jlg de Tc/ml. 
El IÚ\iero de becterias aenbredo ae verificó hacfeo 
do cuentos viables en plocos con Te C1Z.S ¡¿g/mlJ. 
Se incubaron los cut tfvos hasta alcanzar \.l'\8 

densidad celular cµe permitiera observar el 
evento de recOllÍ>inacfón del plásmido. La frecuen

cia de recod>inación de este plásmido, reportada 
para bacterias RecA· es de 6.54x1o·6, por lo 
tanto se incl.bó hasta que las bacterias alcan211· 
ron ...,. densidad celular de 1x108 c~l/111 con el 

fin de poder observar el evento. Al llegar • este 
densidad, ae calcul6 la Frecuencia de RecOllÍ>ina

ción Final de l• fo""" ya mencionada. 

Cada 1Z hra se diluyó i.na parte del cultivo 

con medio LB hasta llevarlo • Ll'lll D!Js50,.,.=o.z. Con 
ZO ¡tl de la dilución 1 la -z de este cultivo se 

Inocularon 50 •l de LB fresco y se fnc\bó ~va· 

mente o 37ºC con lo misme agitación. Lo prueba de 
marcadores de res i stenc fa a anti bf ót f cos se prac· 
tic6 al final izar el experimento de dfsocfoclón. 



RESULTADOS. 

En este trabajo se estudiaron los factores involucra

dos en la recombinación hómologa de las IS~ durante la disocia

ción de los plásmidos multirresistentes FII en 2.typhimurium y en 

~.coli. 

MODELO EXPERIMENTAL.-

La disociación de los plásmidos FII es un evento depen

diente de RecA, en el que la recombinación homóloga de dos ISl 

separa los módulos informacionales de estos plásmidos: 

1 pFII (RTF.rs1.r-det.rs1>----> 1 RTF::ISl + 1 r-det::rs~. 

Este evento puede detectarse gracias a que el r-det, el módulo 

que porta la mayoria de los genes de resistencia a antibióticos, 

no es capaz de replicarse autónomamente. Esta caracteristica 

provoca que las cepas bacterianas portadoras de plásmidos FII, 

pierdan la resistencia a antibioticos cuando ocurren eventos de 

disociación. 

En este estudio, se utilizó como herramienta básica de 

trabajo, la detección de eventos de disociación del plásmido 

RlOOt (incFII), y a menos que se indique de otra forma, los 

resultados reportados se refieren a experimentos de disociación 

del RlOOt. La región r-det del plásmido RlOOt porta la informa

ción para conferir a su hospedero, resistencia a Cloramfenicol, 

Estreptomicina-Espectinomicina, sulfas, asi como a Mercurio (Cm, 

Sm-sp, su y Hg respectivamente) (Figs. 3 y 5). Los genes de 

resistencia a Sm-sp, su y Hg forman parte del transposon Tn21; 

mientras que la resistencia a Cm, no esta en un transposón. Los 

eventos de disociación (Fig.5) pueden cuantificarse detectando 

unicamente la aparición de células cms y verificando después en 
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estas, la pérdida de los. otros marcadores de resistencia smr-spr 

y sur. Finalmente, la presencia de plásmidos. tipo RTF en estas 

células se determina analizandolos por electroforesis en geles de 

agarosa (Fig. 6). 

FIGURAS Disociación del RlOOt 

e REPLlCACION Y 

DIVtSION CELULAR 

FIGURA 6.-ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DE 
PLASMIDOS RESISTENTES (1) Y SENSIBLES (2) A Sm-Sp Y Cm, 

AISLADOS DE LA CEPA HW205 DE S.typh/murlum AL 
FINALIZAR UN EXPERIMENTO DE DISOCIACION 

1 2 
~r.'M 

Migración del 
R100t original 

resistente a --+ ... :., ~ 
Sm-Sp y Cm 

Mlgraclon de - ittW ... ., 
DNA 

cromosoma! 
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EFECTO DE LA rNFORMAcroN GENETrcA DEL RTF EN LA DrsocrAcroN DE 

LOS PLASMrDOS Frr. 

Uno de los puntos claves en el evento de disociación, 

es la identificación de los factores involucrados. Hasta ahora, 

no se sabe si el RTF de los pFII aporta alguna función estructu

ral o enzimática involucrada con la disociación. Como se men

cionó en la introducción, existen reportes que sugieren que el 

RTF codifica para moléculas que modifican la frecuencia de recom

binación de la IS! de los pFII (Chandler et.al 1982) y la fre

cuencia de la recombinación generalizada (Chernin et.al 1980). 

Sin embargo, no sabemos si estas funciones son esenciales para la 

disociación, ni si estan involucradas o no con la regulación de 

la misma. 

Para probar la aportación del RTF al patrón de disocia

ción de los pFII, se construyeron plásmidos con replicones que no 

pertenecen al grupo de incompatibilidad FII, portadores de un 

módulo similar al r-det (pMG). como replicón se empleó el plásmi

do F'lac, y como módulo similar al r-det, se eligió al Tn~, que 

es un transposón con un gene de resistencia a Cm flanqueado por 

dos rs1 directas. 

Para construir a los pMG, primero se transfirio por 

conjugación el F'lac a la cepa GM2198 dam::Tn~. Posteriormente 

para seleccionar a los plásmidos F'lac::Tn2, esta cepa se conjugó 

con la C600 (lac-, ems¡, y se seleccionaron células emR (Tn~), en 

el medio selectivo adecuado. se verificó la presencia del plásmi

do F'lac en las células emR con el fago Rl7 que unicamente infec

ta a células con pili codificados por estos plásmidos. Se selec

cionaron 20 colonias independientes Lac- en medio Mcconkey, y se 
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les verifico nuevamente tanto la infección con Rl7, como la 

resistencia a Cm. Los pMG (cmR Lac-) permiten la detección de 

eventos de disociación pues generan un fenotipo cms, Lac-. Este 

sistema permite diferenciar el evento de disociación de otros 

eventos, como la transposición conservativa cemR Lac+), la trans

posición replicativa (CmR Lac-) o la escisión precisa (Cms, 

Lac+). Para estudiar el fenotipo Lac conferido por el plásmido, 

se utilizarón células con una deleción del operón lac (/\ lac), 

lo que evita la restauración del fenotipó Lac+ por recombinación 

homóloga (plásmido/cromosoma) . 

Dos de estos plásmidos, pMGl y pMG2, se transfirieron 

por conjugación a diferentes cepas de E.coli (wt y recA-) y de 

~.typhimurium (wt, dor- y recA-) para poder comparar sus patrones 

de disociación con los reportados para pFII. 

En la Figura 7, se presenta un esquema del modelo 

experimental F'lac::Tn~, la construcción de dicho modelo, y los 

resultados de los experimentos de disociación. En algunas de las 

becterias finalistas se probó la presencia del pF'lac infectando 

con el fago Rl7. 

Los pMGl y pMG2 se disociaron a baja frecuencia en la 

cepa silvestre de E.coli y en las cepas silvestre, dor-, y recA-

de ~.typhimurium. Este resultado es claramente diferente al 

reportado para la disociación de los pFII (tabla 5 y Fig 8): 

lo.-Los valores de disociación para ~.typhimurium y para ~.coli 

resultaron similares. 20.- Las cepas recA- y dor- de ~.typhimuri

um no presentaron la reducción de dos ordenes de magnitud respec

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

FIGURA ?.-MODELO, CONSTRUCCION Y DISO
CIACION DE LOS pMG EN S.typhimurium 

Y E.coli 
El Tn9 como modelo de r-det 

151 -<JHg su 

r-det CONSTRUCCION DE PLASMIDOS F'lac-::Tn9 
Tn9 

de RlOO IS1 151 ISI - - - C600/F/ac GM2198::Tn9 Cmª 
Sm-Sp cm > ~ oy ~Tn9 

GM2198::Tn9 Cm C600 

F'lac 

IFJac ~. / o ~Tn9º l 
~600/Flac-::Tn9Cmª 

% DE DISDCIACION 

50 
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30 
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10 

oj¿:::;;;;;~;;t:'::=~!l2::z::=~l...1C:=~¿6::z:=::z::;z:::z:;; 
HW205 wt HW204 dor- HW211 recA· MX614 wt MXBB1 recA· 

120 doblajes 
R pMG1 (F/ac,,Tn9) O pMG2 (F/a.,,,Tn9) 
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DrsocrAcroN DEL R100t EN CEPAS DE E.coli y ~.typhimurium CON UN 

NUMERO DrPERENTE DE COPrAS DE rs1. 

La similitud entre la disociación de los plásmidos FII 

y la resolución de un cointegrado de transposición replicativa de 

la ISl permite suponer que ambos eventos comparten cuando menos 

algunas funciones. En este sentido, resulta importante determinar 

si la presencia o ausencia de la ISl modifica los patrones de 

disociación, y poder determinar si esta, aporta factores que 

actuen en trans involucrados en la disociación (FTD). 

La presencia de ISl cromosomales en !.coli y su 

ausencia en ~.typhimurium resalta al análizar las diferencias 

entre estas bacterias, respecto a los patrones de disociación de 

los pFII. Una posible explicación de este comportamiento diferen

cial, es que la IS~ codifique o titule algun factor, involucrado 

con la disociación de los pFII, de tal forma que la presencia de 

multiples copias de la IS~ repriman la disociación. 

Para detectar la existencia de la actividad reguladora 

o inhibidora de algun FTD codificado por IS!, que bloquee la 

disociación de plasmidos FII en !.coli, se utilizaron cepas con 

y sin IS! cromosomales, portadoras del plásmido RlOOt. Las cepas 

empleadas fueron la 182 (J.Ramírez, carente de IS!), la C600 (8 

copias), la Kl299 (8 copias) y una cepa de ~.typhimurium HW205 

(carente de IS!)· La cepa Kl299 (himA-) se empleo por ser una 

!.coli con una disociación detectable (aunque baja respecto a 

§._.typhimurium A.Garibay 1990). 

En la Figura s, se muestra un resultado representativo 

de los experimentos de disociación realizados con estas cepas. La 

cepa 182/RlOOt, a pesar de que no posee copias cromosomales de 
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ISl, no es capaz de disociar el RlOOt. 

100 

80 

60 

40 

20 

FIGURA 8.-DISOCIACION EN AUSENCIA 
DE IS 1 CROMOSOMAL 

% DE DISOCIACION 

o~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

W3110 C600 k1299 182 HW205 
6-8 coplas de ISJ O coplas de ISJ 

B 120 doblajes - 200 doblajes 

El resultado anterior sugiere la ausencia de FTD nega

tivos. Sin embargo, es posible que en li_.coli esté reprimida la 

disociación independientemente de las copias de ISl cromosomales, 

por lo que se investigó el efecto de multiples copias de ISl en 

la disociación en E·tyPhimurium. 

Para modificar el numero de copias de ISl en ~.typhi

murium, se empleó un derivado del plásmido multicopia pBR322 con 

una IS!_ activa (pISl). La cepa Su695.se transformó con el pISl y 
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con el pBR322, y posteriormente por conjugación se les transfi-

rió el plásmido RlOOt. 

En la Figura 9 se presentan resultados representativos 

de los experimentos de disociación con la cepa Su695 con y sin 

copias de IS1. Como puede apreciarse, no hay un cambio signifi-

cativo al modificar el número de copias de IS~. Lo anterior, 

sugiere la ausencia de FTD reguladores o represores codificados 

por la ISl. 

FIGURA 9.- DISOCIACION EN PRESENCIA DE 
MULTIPLES COPIAS DE IS 1 EN S.typhimurium 

100 

80 

60 

40 

20 

o 

% DE DISOCIACION 

SU695 
O copias 

SU695\pBR322 
O copias 

- 78 doblajes D 96 doblajes 

88 

SU695\plS1 
> 10 copias/cél. 

¡n¡ 120 doblajes 

En este trabajo, se intento detectar la acción de una 

resolvasa (Págs 9 y 12) codificada por la ISl capaz de disociar 

los pFII, que tienen la estructura esperada de un interl!lediario 

de la transposición replicativa de la ISl. Para detectar la 

resolvasa, o algun FTD que la incrementase, se utilizaron dos 

cepas, SU695 rec A- (~.typhimurium) y Kl299 him A- (~.coli). 

La cepa Su695 rec A- representó un modelo ideal para la detección 
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de estos FTD positivos, ya que es una cepa en la que los eventos 

de disociación (que normalmente ocurren a alta frecuencia) han 

sido disminuidos por una mutación involucrada con los sistemas de 

recombinación homóloga general. La cepa Kl299 fue sel~ccionada 

por ser una ~.coli en la que ya hay un poco de disociación, 

pensando que tal vez los FTD positivos incrementen su frecuencia. 

A ambas cepas se les modificó el número de copias de IS~ activas 

transformándolas con el pISl, y posteriormente se les transfirio 

por conjugación el RlOOt. 

Los resultados obtenidos en los experimentos de diso-

ciación (Fig.10) muestran claramente que el incremento en el 

número de copias de IS!_, no tiene ningun efecto sobre la disocia-

ción. Estos resultados junto con los anteriores sugieren la 

inexistencia de FTD pos~tivos o negativos codificados por ISl 

involucrados en la disociación de plásmidos FII. 

50 

40 

30 

20 

10 

FIGURA 10.- DISOCIACION EN K1299 y SU896 
EN PRESENCIA DE MULTIPLES COPIAS DE /S 1 

% DE DISOCIACION 

o_¡¿_-"'=;==~=-==r===::..-¿__=;==:..._¿__-==¡==_L,_-=T""'"--'~-.-~ 

suass' pBRs22' p1s1 • K12ss' pBRs22' p1s1 • 

'---'r~e~cA""'-·~~~~~~~~'L' ~I~H"-'-F~-~~~~~~~___.. 
- 78 DOBLAJES - 120 DOBLAJES CJ 300 DOBLAJES 

a=O COPIAS DE ISl/CEL 
*=>10 " ,, " 
b=B 
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EFECTO DE LOS GENES dor y bimA SOBRE LA DISOCIACION 

DE LOS PLASMIDOS FII EN E.co1i. 

Respecto a las diferencias entre ~.coli y ~.typhimurium 

que pudieran explicar los patrones de disociación en ambas bacte

rias, es posible que cierta información, no sea idéntica, o no se 

encuentre en alguna de las bacterias: A) Es probable que el gene 

dor identificado en ~.typhimurium no sea funcional o no se en

cuentre en E.coli y/o B) la proteina IHF que se une a las IR's 

de la IS! bloquee la disociación en E.coli y tal vez la IHF de 

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

A.Garibay (1990) estudió la disociación de pFII en mutantes IHF

en ~.coli y postuló que la IHF inhibe la disociación en ~.coli. 

El carácter pleiotrópico de la IHF dificulta el entendimiento de 

su participación en la disociación. 

Para estudiar el efecto de ambos genes, se construyó 

una bateria de cepas de ~.coli en las cuales se introdujeron por 

transducción con Pl los genes dor+ y dor- de ~.typhimurium, y el 

gene himA-(IHF-) de ~.coli. Esta bateria de cepas se derivó de la 

cepa JK85 (hisS- y gliA-). Los genes hiss, y gliA flanquean el 

gene doren el mapa de ~-typhimurium (Figura 11). Las cepas Su695 

dor+, HW205 (dor+) y HW204 (dor-) de ~.typhimurium se lisogeniza

rón con el fago Pl ts Cmr. También se lisogenizó la cepa Kl299 

(himA-) de ~.coli, la cual porta una resistencia a Tetraciclina 

en una región muy próxima a la deleción de himA, lo que permite 

seguir facilmente su transferencia. Los Fagos obtenidos al indu

cir por temperatura (42.C) el ciclo litico en estas cepas fueron 

empleados para transducir la cepa JK85 (Figura 11). La bateria de 

cepas asi construida nos ofrece los siguientes genotipos: JK85 
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wt, JK85D dar+, JK85d- dar-, JK85h- himA, JK85Dh- dor+,himA-. 

La detección del gene dar es indirecta, a travez de la obtención 

de transductantes His+ y Gli+, ya que estos marcadores flanquean 

a dar en ~.typhimurium. 

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

dor EN EL 

CROMOSOMA 

DE S.typhimurium 

E.ca// S./yphlmur/um 
po1lclon gene poalc/on gene 
(mln) (mini 

54 gua A.B 52 gua A,B 

his S 53 his S 
dor 

55 g/i A 54 gli A 
pur /(G) pur G(/) 

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

Pl JK85 Pl 

himA- his- gli- dor ó dor-y y!::y~~-
JK85H 
himA-

JK85D 
dor 

JKSSd· 
dor-

JKSSDH 
himA

dor 

Los Pl empleados para transducir a la cepa JKBS(hisS-,gliA· 
Tet') se obtuvieron de las siguientes cepas: K1299 (bimA-,TetR), 
HWZOS y HW204 (hisS+,gliA+,y dor y dor- respectivamente). 

VERIFICACION DEL FENOTIPO himA EN E.coli 

JKBS 
JKBSH 
JKBSDH 

LAMBDA TC himA 
Cln Cin CU 

lisis lisis 
lisis no 
lisis no 
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Posteriormente se les transfirió por conjugación el 

plásmido RlOOt, y se llevaron a cabo experimentos de disociación. 

Los resultados que se muestran en la Figura 14 indican que en 

todas las cepas de esta bateria, la frecuencia de disociación es 

menor que la obtenida en·s;t~~~~m_urium. 

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

HW205 
(wt) 

JK85 
( wt,dor ,dor-,himA-,dor·himA-) 

78 doblajes. 

A.Garibay (1990) reportó que al añadir SOµg de Novobio

cina (Nov), un inhibidor de la subunidad B de la girasa, se 

incrementaba la disociación del Rl-19 en aproximadamente un 20% 

en 120 doblajes celulares. A partir de este dato, se pensó en 

utilizar Novo Coumermicina ((Cou) otro inhibidor de la girasa) 

en experimentos de disociación en la bateria de cepas JK85. 
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Se hicierón experimentos de disociación con las cepas 

JK85 y JKSSD utilizando diferentes concentraciones de Nov y de 

cou, para rastrear el punto de efecto máximo (estos experimentos 

de disociación tuvieron una duración de ~38 doblajes por cepa). 

En la cepa JKSSD, pero no en la JK85 se observaron eventos de 

disociación. También se rastreó el efecto de la Nov en la cepa 

HW205/RlOOt y el efecto observado corresponde al mismo de la cepa 

JKSSD. Las concentraciones de mayor efecto, fueron 40 y 60 µg de 

Nov/ml, pero con 60 se afectó mas la curva de crecimiento que con 

40, por lo que se escogio esta última concentración para efectuar 

los experimentos posteriores en toda la bateria de cepas. La Cou 

se probó exclusivamente en la cepa JK85 y en dos concentraciónes 

(2.5 y 3µg/ml). Los resultados correspondientes a los experimen

tos de disociación, con la cepa HW205/RlOOt, con Nov, se presen

tan en la Figura 13. 

Los resultados que se obtuvieron con la cepa JK85/RlOOt 

y sus derivadas en experimentos de disociación con y sin Nov, se 

muestran en la Figura 14. 

La cepa JK85 no modificó su patrón de disociación en 

ninguna de estas circunstancias. Los valores de disociación en la 

cepa JK85D dor+ al tratarla con Nov, son similares a los obteni

dos en s.typhimurium. El efecto del gene dor se hace evidente al 

comparar estos valores con los obtenidos en la cepa JK85d-, en 

donde no se presentó la disociación en las condiciones experimen

tales utilizadas. La cepa JKSSH himA- no mostro disociación, pero 

el resultado respecto a la participación de IHF en la disociación 

se ve claramente con la cepa JK85DH, donde no sólo no incrementa 

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

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

(HW205) 

'Yo DE DISOCIACION 

100 

100 

80 

60 

40 

20 

80 

80 

40 

20 
o-"'--~~~...L.~~~...L...~~~...L.~~~--' 

40 60 80 

µg de Novobioclna/ml 

~ 39 doblajes 

FIGURA 14.- EFECTO DE LA NOVOBIOCINA 
EN LA DISOCIACION EN E.co/i wt, dor 

dor-, himA - y dor himA -. 

" DE OISOCIACION 

JK86 wt JK850 JK85d- JKB5H JKB50H HW205 
Dor dar- himA- )l~~Jí-
B O ug NOVO CJ 40 ug NOVO 

78 doblajes 
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La Cou produjo un efecto similar aunque no tan marcado 

como el obtenido con Nov en las cepas JK85 y JK85D. Los resulta

dos anteriores indican que la Nov activa o induce la disociación 

de los plásmidos FII en cepas de E.coli portadoras de un gene 

dor. 

Para estudiar el efecto de Nov sobre el superenrrolla

miento e identificar el patrón topológico del DNA adecuado para 

la recombinación de las secuencias ISl durante la disociación de 

los plásmidos FII, se decidió analizar los topoisómeros de las 

cepas claves con y sin inhibidores. con la colaboración de 

A.Garibay y de J.Membrillo, se transformaron las cepas HW205, 

JKB5, JKB5D, JK85d-, JK85h-, y JK85Dh- con el plásmido multicopia 

pMSOl, y se obtuvieron lisados claros en las mismas condiciones 

de los experimentos de disociación. Los topoisómeros del pláe:mido 

se separarón por electroforesis en un gel de agarosa con cloro-

quina y el negativo de la fotografia del gel se sometio a barrido 

densitometrico a 620nm en un espectrofotómetro DU-BB de Beclanan, 

las coordenadas obtenidas para cada curva se regraficaron usando 

el programa Harvard Grafics (Fig.15). En la fotografia que se 

muestra es evidente la diferencia entre el patrón de topoisómeros 

de las cepas silvestres de E.coli (JK85 fig 15-II) y s.typhimuri

um (Su695 fig 15-I). El patrón de s.typhimurium está relajado re

specto al patrón de E.coli. La cepa JK85D (i:l.Qr figl5-III-l), no 

presenta ninguna modificación respecto a la JK85 (fig 15-II-l), 

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

15-IV y V respectivamente) tiene un patrón casi tan relajado como 

el de s.typhimurium. Al añadir Nov, todos los patrones se rela-

jan, pero en las cepas JKB5 y JK85D el efecto es mucho mayor que 
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FIGURA 15.- Efecto de la novobloclna en el patrón de 
auperenrollamlento del pMS01 en E.col/ y S.typhlmurlum. 

A).-Fotogratla de la alactrotorHI• del pMS01 al•l•do da laa 

oapaa:Cll SU89!5, (11) JK8!5, (111) JK8!50, CIV) JK8!5H y (V) JK8!5DH 

11 111 IV V 

o~;._ ·· _ .. ~ ,· 't .:..3
1 
1 

1 
=:¡·-;: , ... -~ t: 1=· ~- .... ~ .. - .-... .... . ·---. -··-. .-.. . . .. .. 

~ 
fNov)/m~ o (1), 40 (2) y eo (3). 

B}.-Gratloae alaborada11 oon al programa Harvard Graphloa, del barrido 

d1naltornetrloo (DO u 1 •• ) del negativo da la totogratla auparlor 

,, ,,, IV V 
1 1 1 1 1 1 

o 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 
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en la cepa Su695. Esto sugiere que los inhibidores de la sub

unidad B de la girasa generan un patron TOPOLOGICO adecuado 

para que la disociación de los plásmidos FII se lleve a cabo en 

E.coli dor+. 

Es evidente que el gene dor es indispensable en la 

disociación de los pFII, pero no sabemos si su efecto resulta de 

un incremento en la recombinación homóloga de pÍásmidos, o de un 

efecto directo sobre la disociación. La siguiente sección de

scribe los trabajos realizados para determinar el efecto del gene 

dor en la recombinación homóloga de plásmidos grandes (FII) y 

pequeños (pBX404-7). 
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EFECTO DEL GENE dor EN LA RECOMBINACION HOMOLOGA DE PLASMIDOS 

Watanabe et.al. (1980 y 1982) al descubrir el gene dor 

y su efecto en la disociación, estudiaron su papel en la recombi

nación homóloga postconjugacional y de transferencia, y concluy

eron que dor no las afecta. Como diferentes enzimas de recombina-

ción operan sobre diferentes sustratos, se decidió analizar el 

papel del gene dor en la recombinación homóloga de dos sistemas 

plasmidicos (en plásmidos FII, y en plásmidos pequeños multico-

pia). 

La recombinación homóloga entre plásmidos FII se estu-

dió en los plásmidos RlOOt y RTF-2, detectando moléculas recombi-

nantes con los marcadores de resistencia a antibioticos de ambos 

plásmidos. 

El estudio de la recombinación homóloga entre plásmidos 

pequeños multicopia se realizó con el plásmido pBX404-7 (pBX). El 

pBX fue diseñado para cuantificar eventos de recombinación, 

simplemente por la aparición del marcador de resistencia a kana-

micina. La resistencia a kanamicina, se regenera cuando dos se-

cuencia repetidas del interior de este gene recombinan (Xu 

et.al. 1988). 

En las cepas de s.typhimurium HW205, HW204 y HW211 

(wt, dor- y ~- respectivamente) se estudió el efecto del gene 

dor en la recombinación hómologa de plásmidos empleando ambos 

sistemas. Los resultados obtenidos siempre mostraron la misma 

tendencia. En la Figura 16 se presenta el promedio de varios 

experimentos, y en la parte inferior se muestran algunos plásmi

dos recombinantes obtenidos de las cepas HW205 y HW204. 
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FIGURA 16.~ EFECl'O DEL GENE dor EN LA 
REOOMBINACION HOMOLOGA DE PLAS

MIDOS EN S.tTpblmurlum 

CEPA PLASMIDOS Fii pBX404-7 

HW205 wt 1 1 

HW204 dor- 1 0.2-0.5 

HW211 recA- <0.01 0.01 

Frecuencia nlatlft de recomblnKlón de dOI al.temu: pFII) 
grandes plúmldOI unlcopfa (RlOOt y R.TF-2). pBX404-7) 
pequefto pl6amldo multicopia. IOI naultados de cada alatema 
aon Independientes. 

Electroforesis en gel de agarosa de los plásmidos 
recombinantes obtenidos de las cepas HW205 (1) 

y HW204 (2) de S.typhimurium, aisladas al con
cluir un experimento de recombinación con los 

plásmidos RlOOt y RTF-2 (3). 

RlOOt -
RTF-2 __.. 

3 1 3 2 

,· b ... J.L.1 ~ 

·! 

____ l ~ 
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En las cepas de E.coli JK85, JK85D y JK85DH (J<tt, .dor y 

dor himA-) se estudio el papel del gene dor y el efecto de la 

Novobiocina en la recombinación homóloga de plásmidos pequeños. 

Como en el caso anterior, los resultados siempre mostraron la 

misma tendencia, y en la Figura 17 se presenta el promedio obte-

nido. 

FIGURA 17.-EFECTO DEL GENE dor Y LA NOVO
BIOCINA EN LA RECOMBINACION HOMOLOGA 

DEL pBX404-7 EN E.coli 

CEPA Novobiocina 
Oµg 40µg 

JK85 1 1 
wt 

JK85D 0.64 0.46 
dor 

JK85DH 0.14 0.19 
dor himA-

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

En esta serie de experimentos se puede observar que el 

efecto del gene dor no es significativo sobre la recombinación 

homóloga de plásmidos FII, ya que en la cepa Hw204, se obtuvo la 
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misma frecuencia de recombinación que en la cepa silvestre. En la 

cepa Hw211 (recA-) en cambio, no se detectaron eventos de recom

binación. Respecto a la recombinación homóloga de plásmidos 

pequeños, en la cepa Hw204 se aprecia una leve disminución re

specto a la cepa silvestre. En este caso la mutante recA- está 

ostensiblemente disminuida en su capacidad de recombinación. 

Respecto al efecto del gene dor en la cepa JKSSD, este 

no incrementó los niveles de recombinación del pBX404-7, sino que 

inclusive, los disminuyó un poco. Este resultado contrasta con la 

disminución en recombinación del mismo pBX en la cepa dor- en 

s.typhimurium. En la cepa JKSSDH, en la que ademas del gene dor+, 

se introdujo tambien el gene himA-, puede observarse un decremen

to de un orden de magnitud (en ocasiones llego a ser de dos 

ordenes de magnitud) en la recombinación homóloga de plásmidos 

pequeños. Los experimentos con novobiocina, no alteraron sensi

blemente a ninguna de las cepas empleadas. 

Estos resultados indican que el gene dor no afecta la 

recombinación homologa de plasmidos FII. 
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En el presente trabajo se estudio la participación de 

diferentes factores en la disociación de los pFII, con la finali

dad de comprender mejor el fenómeno y entender el comportamiento 

diferencial de estos plásmidos en E.coli y s.typhimurium. 

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

cuando nos referimos al efecto del replicón en el que 

se lleva a cabo la disociación, nuestro interés principal es 

determinar si el RTF de los pFII está involucrado activamente en 

la disociación, o si simplemente ésta se lleva a cabo de igual 

forma en cualquier otro replicón. En el caso de los plásmidos F y 

FII, existen reportes que involucran secuencias y funciones de 

estos con eventos de recombinación específicos para cada uno 

(Hopkins et.al. 1980, Chandler et.al. 1982); sin embargo, no se 

sabe si dichas funciones estan involucrada de alguna forma con la 

disociación. Considerando esta posibilidad, se decidió probar la 

disociación de un plásmido estructuralmente similar a los pFII, 

pero con un replicón diferente. 

Para construir dicho plásmido se eligieron el F'lac, y 

el Tn9. La estructura del Tn9 es similar a la del r-det cuando se 

encuentra unido al RTF, con las ISl repetidas directas flanquean

do la resistencia a cm para la que codifica. Los plásmidos pMG 

(F'lac::T~ con el T~ insertado en lac, emR Lac-) nos permiti

eron identificar eventos de disociación (Cm5 Lac-) sin confun

dirlos con eventos de transposición conservativa o replicativa 

(cmR lac+ y lac- respectivamente) ni de escisión (Cm5 lac+). 
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Los pMGl y 2 se emplearón en experimentos de disocia-

ción en las mismas condiciones en las que se realizan para los 

pFII, para determinar el efecto del F'lac sobre este evento. 

Los resultados (Fig 7) son claramente diferentes a los 

reportados para los pFII (Tabla V). La disociación del F 1 lac::Tn9 

no responde a las condiciones de disociación de los pFII. Los 

valores de disociación resultaron similares para las cepas 

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

caso de la primera muy altos y en la segunda muy bajos respecto 

a los reportados para pFII. En el caso de las mutantes de 

s.typhimurium, es claro que estas no resultaron esenciales para 

la disociación de los pMG, e inclusive muestran un ligero incre-

mento respecto a la cepa silvestre. Estos resultados indican la 

participación de factores aportados por el replicón en la diso-

ciación, sin embargo, no podemos diferenciar entre las dos si-

guientes posibilidades: 

a) el F'lac aporta funciones que alteran la regulación de la 

disociación (Hopkins et. al. 1980) 

b) el F'lac no posee las funciones que responden a factores 

involucrados con la regulación de la disociación. 

Estas alternativas si bien son diferentes, ambas nos 

permiten suponer la participación del replicón en la disociación 

al aportar o no funciones esenciales en la regulación de esta 

recombinación, y por lo tanto permiten suponer que el RTF si 

juega un papel importante en la regulación de la disociación de 

los pFII. 
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Una consideración debe hacerse en torno a estos experi

mentos: la estructura del r-det y del Tn9. Como se indica en la 

Figura 7, la única diferencia importante es el tamaño (respecto 

al conocimiento actual sobre disociación), y su importancia 

radica en la flexibilidad de ambas moléculas para poner en con

tacto a las IS!. En diversos eventos de recombinación intramolec

ular se reconoce que existen distancias óptimas para poner en 

contacto a las secuencias homólogas involucradas. En este senti

do, tal vez los eventos detectados en el F'lac::Tn9 hayan sido 

afectados por este factor. 

Finalmente, es recomendable que se hagan nuevos experi

mentos en los que se elimine el numero de variables desconocidas 

que participaron en este experimento. Nos referimos a la utiliza

ción de los plásmidos pMG, pues no fue posible obtener el plásmi

do F'lac::r-det, ni el RTF::TN~, ambos necesarios, pues se desco

noce el comportamiento tanto del F'lac como del TN9 en cuanto a 

disociación. 

EFECTO DEL HUKERO DE COPIAS DE ISl EH LA DISOCIACIOH 

Los pFII se disocian con mucho mayor frecuencia en 

S.typhimurium que en E.coli, curiosamente, la primera carece de 

copias cromosomales de I~J mientras que en la segunda hay en 

promedio a copias. En P.myriabilis que tampoco posee copias de 

IS! cromosomales, esta secuencia tambien recombina a alta fre

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

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

suponer que la secuencia IS1 porta información que actua en 
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trans, la cual inhibe la disociación. Ademas de este argumento, 

la similitud estructural entre los pFII y los cointegrados inter

mediarios de transposición replicativa, tambien permiten suponer 

una actividad de la IS~ en la disociación, sólo que en este 

sentido, seria una actividad de resolvasa o algo similar, que 

ayudara en la disociación, y un represor de la misma. 

Ante cualquiera de las alternativas anteriores, resulta 

de gran interés determinar la existencia de actividades que fun

cionen en trans, codificadas por la IS_!_, que modifiquen la diso

ciación. En los trabajos realizados por diversos investigadores 

con propositos similares al nuestro, se ha intentado determinar 

la existencia de factores que actuen en trans codificados por 

IS!; solamente los trabajos de Braedt han podido identificar 

alguna actividad, pero su estrategia experimental como se mencio

no previamente, se basa en la detección de eventos generados y 

aislados rapidamente tras la transformación. En termines gener

ales, se ha tratado de buscar la actividad de factores codifica

dos por ISl en sistemas que no son activos para la recombinación 

de IS1 (E.coli). En este trabajo se estudiaron los efectos de 

múltiples copias de ISl en la disociación de pFII en el sistema 

tradicional, y en un sistema activo para la disociación, s.typhi

murium. 

En 1989 J.Bustos reporto la disociación de pFII en una 

cepa clinica de s.typhimurium con copias cromosomales de IS!. Sin 

embargo, se debe considerar la verificación de la actividad de 

las copias de ISl involucradas, y no solo probar su presencia. 

umeda y Ohtsubo (1991) reportaron la existencia de 4 tipos de IS! 

con diferencias en la secuencia nucleotidica en E.coli Kl2, lo 
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que nos permite suponer que el numero de copias de ISl no indica 

el numero de copias activas de IS~. Es por esto que en nuestro 

trabajo incluimos como portador de copias de ISl al plásmido 

multicopia pBR322::I~, que porta una secuencia IS_!_ activa 

(Bustos y Gomez 1987). 

Para identificar actividades en trans codificadas por 

la IS~ involucradas en la disociación, se emplearon cepas de 

E.coli y s.typhimurium con diferente numero de copias de IS_!_, 

partiendo de las siguientes estrategias: 

-se trato de identificar un papel inhibitorio de la IS~, 

determinando la disociación de pFII en una cepa de E.coli sin 

copias de IS_l;_ (182) y en una cepa de s.typhimurium con multiples 

copias de ISl (Su695/pIS1) . 

-se trato de identificar un papel positivo de la ISl, deter

minando la disociación de pFII en la cepa K1299 de E.coli que por 

la deleción que porta en himA disocia pFII (aunque a baja 

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

mutación no disocia pFII; introduciendoles multiples copias de 

IS_!_ (Kl299/pI~ y Su695 recA-/pI1g_ respectivamente). 

La construcción de estas cepas nos permitía el análisis 

directo del efecto del numero de copias de Iª-!_ en sistemas que 

normalmente estan activos o inactivos en disociación. Como puede 

apreciarse en las Figuras 8, 9 y 10, el número de copias de IS_l;_ 

no modifica (ni positiva ni negativamente) el patrón de disocia

ción de las cepas empleadas. Este resultado nos hace suponer que 

la ISl no aporta FAT's positivos ni negativos involucrados en la 

disociación. sin embargo, cabe la posibilidad de que el efecto de 
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estos no sea detectable con el sistema empleado, ya sea por que 

tienen una actividad muy baja, o por que factores ajenos a la IS1 

involucrados en la regulación de la disociación restringen su 

actividad. De cualquier forma, la regulación gruesa de la diso

ciación no se ve~fectada por el numero de copias de IS~ en 

E.coli ni en s.typhimurium. 

Partiendo de esta conclusión, resulta intrigante el 

numero de copias de IS! en E.coli y en s.typhimurium. Tal vez, la 

alta actividad de disociación de s.typhimurium inestabiliza la 

permanencia de copias de IS1 en su genoma. Seria interesante 

determinar si el numero de copias activas de IS1 en una bacteria 

es inversamente proporcional a la capacidad para recombinar a la 

ISl de cada bacteria. 

EFECTO DE LOS GENES dor y himA EH LA DXSOCXACXOH 

La mutación del gene dor descrito por Watanabe et.al. 

(1980) reduce dos ordenes de magnitud la disociación en s.typhi

murium. Este efecto, no ha sido caracterizado a fondo, apenas se 

sabe que no involucra recombinación homóloga cromosomal, y se 

sugiere que dor solamente participa en eventos de recombinación 

sitio especifica, de secuencias particulares como la IS1. A diez 

años de su descripción, aun se ignora si dor es parte de un 

sistema de recombinación o si es una recombinasa que opera junto 

con RecA, tampoco se sabe si participa en eventos de recombina

ción plásmidicos, o si en efecto, su acción es secuencia espe

cifica. También se ignora si E.coli tiene un gene equivalente. 
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Por lo antes expuesto, se decidió introducir una región 

del genoma de s.typhimurium que contiene el gene dor en E.coli, y 

probar sus efectos en ambas bacterias, determinando patrones de 

disociación, y recombinación de plásmidos grandes de bajo numero 

de copias y pequeños multicopia. 

La proteína IHF participa en diversos eventos de recom

binación especifica, aportando aparentemente una topología espe

cifica en el DNA sobre el que tiene afinidad. En los extremos de 

la ISl se identificaron sitios de unión para la IHF, que se 

sobrelapan con los sitios de unión para las proteinas InsA y la 

transposonasa (que codifica ISU. Estos sitios participan en la 

regulación de la expresión genética y en el reconocimiento de la 

transposonasa de la ISl. Nuestro grupo ha estudiado la disocia

ción de pFII en cepas de E.coli sin IHF (deleción de himA) y los 

resultados sugieren que la presencia de esta proteína bloquea la 

disociación. Sin embargo, no se sabe si el incremento en la 

disociación de las cepas IHF- se debe a un efecto directo sobre 

los sitios de reconocimiento de la IHF o al relajamiento general 

en el DNA que su ausencia provoca. Esta ambigüedad, requiere que 

se pruebe el efecto de IHF en una cepa en la que la disociación 

sea frecuente. 

Para estudiar el efecto de ambos genes en la disocia

ción, se construyó una batería de cepas derivadas de la JK85 

(Figura 11), JK85D <!2.!J JK85d dor-, JK85H himA- y la JK85HD dor 

himA- y la isogénica silvestre JK85 wt. Para nuestra desilu

sión, en ninguna de estas cepas se detectarán eventos de disocia-

ción (Fig. 12). 
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Al considerar que el patron de superenrrollamiento del 

DNA de s.tyPhimurium es mas relajado que el de E.coli, y que Nov 

(que relaja el patron de superenrrollamiento) incrementa cuando 

menos en un 10% la disociación en s.typhimurium (A.Garibay 1990), 

decidimos modificar las condiciones de superenrrollamiento en la 

bateria de cepas JKB5. Se identificó la concentración adecuada de 

Nov por sus efectos en la curva de crecimiento y en la disocia

ción en S.typhimurium (Fig. 13), se procedio a probar su efecto 

en las cepas JK85. 

Los resultados (Fig.14) indican claramente que se 

requiere el gene dor y Nov para obtener niveles de disociación 

proximos a los obtenidos en s.typhimurium, y que la ausencia de 

IHF disminuye los niveles de disociación. 

El efecto en la disociación en las cepas JK85 se asocio 

con la presencia de dor y con una modificación en el superenro

llamiento que genera la novobiocina. 

como se aprecia en la Figura 15, los patrones de super

enrrollamiento de la cepa de s.tyPhimurium (Su695) sin Nov es mas 

relajado que el de las cepas JKB5 himA+ sin Nov, mientras que las 

cepas himA- presentan un patron similar al de s.typhimurium. Al 

añadir Nov, los patrones de las cepas JK85 himA+ se hacen mas 

parecidos a los de S.typhimurium. Debe aclararse que el patron de 

topoisómeros en s.typhimurium tambien se releja en presencia de 

Nov, y que como ya dijimos esta incrementa los niveles de diso

ciación; sin embargo, el efecto en el patrón de topoisómeros es 

más dramatice en E.coli. Queda claro que todas las cepas JKB5 

fueron probadas en condiciones de superenrrollamiento similares a 
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las de s.typhimurium, y que sólo en las cepas dor se observó 

disociación. Es decir que se requiere de un ambiente topológica

mente adecuado, además de un gene dor activo, para poder disociar 

con alta frecuencia. 

Estos resultados sugieren que E.coli carece del gene 

dor. Para provar lo anterior sugerimos que se pase por transduc

ción con Pl la región hisS-gliA de E.coli a una doble mutante de 

s.typhimurium, la cual perdera la actividad de dor si esta hipo

tesis es correcta. 

Para descartar un efecto del gene dor en la recombina

ción homóloga plasmidica, se diseñaron varios experimentos tanto 

con pFII como con el pBX404-7 en cepas dor+ y dor- de s.typhimu

rium. Tambien se realizaron experimentos de recombinación con el 

pBX404-7 con y sin Nov en la bateria de cepas JK85. Los resulta

dos obtenidos (Figs 16 y 17) no muestran un efecto claro de dor o 

de Nov sobre la recombinación plasmidica, por lo que suponemos 

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

La disociación de plásmidos F 1 lac::Tn9 de estructura 

similar a los pFII no responde a los mismos. requerimnientos que 

los pFII, por lo que concluimos que el replicón RTF de los pFII 

afecta la regulación de los patrones de disociación por cualquie

ra de los dos sigentes mecanismos: 

-El RTF provee funciones enzimaticas especificas involucradas con 

la disociación. 

-El RTF porta sitios reconocidos por enzimas involucradas con la 

disociación. 

La presencia o ausencia de secuencias ISl no es un 

factor determinante para activar o reprimir la disociación de los 

pFII en E.coli o s.typhimurium. Y es claro, que esta secuencia no 

aporta FAT's lo suficientemente fuertes para modificar los pa

trones de disociación de los pFII en ninguna de las dos bacte

rias. 

La transducción del gene dar a E.coli junto con una 

adecuada topologia del DNA, son suficientes para la activación o 

liberación de la disociación de los pFII. 

La ausencia de la proteina IHF puede generar un patrón 

topológico adecuado para la disociación, sin embargo esta ocurre 

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

En presencia de un gene dar y con una topologia adecuada, la 

ausencia de IHF reduce la disociación, es decir, apesar de su 

efecto en la topologia del DNA, la proteina IHF es requerida, 

aparentemente en los extremos de la ISl, para alcanzar los maxi

mos niveles de disociación. 

87 



'\ 
BIBLIOGRAFIA 

Alberts, Bray, le-wis, Raff, Roberts y IJatson. 1983 
Molecular Blology of the Cell. Garland Publfshing 
lnc. 

Bender,J. y Kleckner,N. 1986. Genetic evidence 
that Tnl.Q transposes by a nonreplicative mecha· 
nism. Cell il: 801·815. 

Berg,D.E. 1989. Transposon T~. en Mobile DNA. de 
Berg,D.E. y Howe,H.H. Am Soc. Nicrobiol. 

Birkenbihl,R.P. y Vielmetter,11. 1989. Coq>lete 
maps of 1s1. IS,, IS}, ISi, 1s;¡, IS~ and IS~ 

locatlons in Escherlchia coli K1Z. Mol.Gen.Genet. 
~: 147·153. -

Srachet,P. Efsen,H. Ranbach,A. 1970. Mutations of 
col iphage lanbda affecting th• expresion of repli· 
catfve flnctions P ando. Mol.Gen.Genet. ,!M: Z66. 

Braedt,G. 1985. Recori>ination in recA Cells Be· 
tween Direct Repeats of lnsertion Element ISl • 
J .sacteriol. ,!gCZl: 529·534. 

Braedt,G. 1968. Diferent Readfng Fr-s Are Re· 
aponsible for ISl·Dependent Deletfona and Reconibi· 
natfon. Genetic• !1§: 561·570. 

Bukhasi,A.I. et.•l. 11DNA insertlon elements, plas· 
•ids and epiaomea• CSH laboratory 1977 pp 507·5ZO. 

Bustos·Martfnez,J.A. y Gomez·Eichelmam,M.C. 1987. 
Frequency of IS,l·Medfated 110lecular eventa fn 
different -*>era of the f•ily enterobacteriac· 
eae. J .Bacteri ol. lliC1 ll :4946·4949. 

Calos,M.P. y Miller,J.H. 1980. Molecular conae· 
quencea of deletion fonootion ioedfated by transpo· 
aon TF'Q'.. Noture fil: 38·41. 

Chan,P.T. y Lebowftz,J. 19BZ. Happing of RNA 
polymerase bfnding aites in R1Z derived pl•S111ids 
carr¡ing the replication incoopatibillty region 
ard the insertfon sequence l!il,. Nucl. Acids Res • 
.!Q: 7Z95· 730Z. 

Chandler,M. Allet,B. Galley,E. Soy de La Tour,E. y 

Caro,L. 1977. lnvolvement of IS1 in the dissocia· 
tion of the r·dete .. inant and RTF c°""""""ta of 
the pl•SMid 11100.1. Mol.Gen.Genet. fil: Z89· 295. 

9 l. 

Chandler,M. Clerget,M. y Caro,L. 1980. IU;promot· 
ed events assochted wfth drug·resistance plas· 
mids. CSH Syq>.Ouant.Bfol. il: 157·165. 

Chandler,M. Séchaud,J. y Caro,L. 1982'. AnxJtant of 

the plasmid R100.1 capable of producing autonomous 
circular forms of its resistance determinant. 
Plasmid Z: Z51·Z6Z. 

Chandler,M. y Galas, D.J. 1983. !Sl·mediated 
tanclein ci.lplicat!cn of plasmld p6R3Z2 dependence on 
U"4 ond on DNA polymera•e l. J. Mol. Biol. lli: 
183·190. 

Chandler,M y Galas,D.J. 1984. Studi.es on the 
transpositfon of lS1 in "Bacterial Plasmids 11 Ed. 
Helinski,D. Cohen,s. y Clewell,D. Plenun Press 
N. Y. :53·77 

Chernin,L.S. y O.adis, M.I. 1980. Plasmid centro! 
recori>fnation in ~i K·12. Mol.Gen.Genet. 179: 
399·407. 

Cohen,s.N. y Shapfro,J.A. 1980. Transposable g~ 
tic elements. Sc.Ao.i <Z4Z): 40·48. 

Cornelis,G. y Saedler,H. 1980. Deletlona and an 
inversfon induced by a recident ISJ. of the lactose 
transposon Tn951. Mol .Gen.Genet. fil: 367·374. 

Couterfer,M. Bex,F. Bregqulst,P.L. y Maas,11.K. 
1988. ldentlffcatlon and clasafffcation of bacte· 
riel pl•..,fds. Microb.Rev. g: 375·395. 

Culluo J.1985, lnsertfon Sequencea. in Genetfcs of 
Bacteria, Sea He, Leach y Gal tzzf, Academfc Presa. 

Datta,A.R. y Rosner,J.L. 1987. Reduced transposi· 
tfon In ~ rutants of Escherlchla col! K·1Z. 
J.Bacterlol. W<Z>: 888·890. 

Oarnell, Lodish, y Balthnore 1990. Molecular Cell 
Biology. 2nd.ed. Scfentific Ano Books. 

Oa~ies,J.E. y Rownd,R. 1972. Transmisslble nultf· 
ple drug resiatance fn enterobacteriaceae. Scfence 
fil: 758·768. 



Donnon,C.J. y Hfggfns,c. 1987. Ffri>rfol phase 
varf•tfon fn ~el!: Oependence on 
lntegrotfon Hoat Factor and homologfea wfth other 
afte·specfffc recori>fnasea. J.Bacterlol. W: 
3840·43. 

Echols,H. 1986. Mul tiple DNA·protefn fnteractfons 
governfng high·precision DNA transactfons. Scfence 
lli• 1050-1056. 

Fedorof N.V. 1989 Transposeble elements in mayz. 
en Mobile DNA de Berg,D.E. y Howe.H.H. Am Soc. 
Nfcrobiol. 

Ffandt,N. Sz)'blakf ,11. y H•llWOY, H.H. 19n. Polar 
Hutatlons In .[!s, B!) ond Phage lantxfa Consfst of 
a few la·DNA Sequences lnserted with Either Orien· 
tatfon. Hol .Gen.Genet • .!J.2: 223·231. 

Frfde,P. Voelkel,K. Sternglanz,R. y Fre<n:fl fch,H. 
1984, Reduced expression of the fsoleucfne ond 
val fne enzymes in fntegration host factor tT1Jtants 

of~o~f. 

Frfednan,D. Olson,E. Cerver,O. y Gelert,H. 1984. 
Synergfatfc effect of hi"" and gyrB ftltatfons: 
evidence thet HiM f\l'letfons control expression of 
ll:!. and ~genes. J.Bocterfol. lliC2>: 484·489. 

Frfectnan,D. 1988. Integratfon host factor: 
protefn for all reosons. Cell ~: 545·554. 

G•l1s,D. y Ch.-.d'ler ,H. 1982. Structure and atabi l · 
fty of Tr"\2.·lledlated cofntegrates. Evldence for two 
pathway of transpositlon 
J.mol.Blol. fil: 245·2n. 

Galas D.J. y S..fth T .F. 1984 The relationship 
between codo botrdrles and .,ltlple reeding fr
preferences: Codlng organfzation of beeterial 
fnsertlon aequences. Hol .Blol.Evol. 1:260·268. 

Galos D.J. y Chandler H. 1989, lnsertfon Se· 
quences. en Hobfl. DNA de Berg D. E. y Howe H. H. lvn 
Soc. Nlcroblol. 

Gamos,P. Galas,D. y Chandler,N. 1985. DNA sequence 
at the ends of ISl required for transposftfon. 
Nature lli: 458·460. 

Gamas,P.Burger,A. Churchward,G. Caro,L. Galas,D. y 
Chandler ,H. 1986. Repl f catfon of pSC1D1: effects 
on KJtatlona In the E.col!. DNA bindlng protein 
IHF. Mol.Gen.Genet. lli 85·89. 

92 

GalnBs,P. Caro,L. Galaa,D. y Chandler,H. 1987. 
Expresslon of F tranafer fi.nc:tlons dependa on the 
Escherfchfa ~ integr•tion host factor. 
Mol .Gen.Genet. m: 302·305. 

GMIBs,P. y Chendler,H. 1987. Escherfchia col f fn· 
te¡ration host factor binds specfffcel tY"""to the 
ends of the fnsertion Seq.Jenee ISJ. end to its 
mejor insertion hot·spot in pllR322. J.Hol.Biol. 
195: 261·2n. 

Goribey,A. 1990. Influencie de la protefna HllM en 
la reconillnacl6n intreplasmfdfca, TESIS Facultad 
de Ciencias UNAN. 

Gellert,H.R. Henzel,IC. HfZLAJCht,M.H. 0 1Dea y 
FrleáMn,D. r. 1983. Regul atlon of DNA a...,.rcoil fng 
In L.E!!!.!- CSH Svn.>.Quen.Bfol. fl: 763·767 

G6mez·Elchelmem, M.C. 1982. Elementos transpon!· 
bles en proceriotes. Mensaje Bioqufmfco vol. V. 
UNAN. pp 75·85. 

G6mez·Elchelmam,H.C. Torres, H. 1983 Stabillty of 
pUsmids R1·19 and R100 In hyper-recori>inant 
E .col i •tr•fns •nd in 
S.typbinurillD strolna. J.Bacterfol.fil: 1493·1497 

Góooez·ElchelMam,H.C. 1983 E1tabll idad y expre· 
alon ~tlca en 
plasmidos Fii, Bolletln : 197·208. 

Greenstefn,D. Zlnder,N. y Horluchl,K. 1988. lnte
gration host factor fnterocts wfth the DNA repli· 
cation enhancer of the fllamentous p'1age f1. PNAS 
USA §: 6262·6266. 

Grfndley,N.D.F. y Sherratt,D.J. 1978. Seq.Jenee 
Analyof& ot IS! lnsertion Sitos: Hodels for Trona· 
posltfcn. CSHSQB 'º' 1257·1261. 

Hirsch, H.J. Starl fnger,P. y Brachet,P. 1972. Two 
Kfnds of lnsertfons In Bacteria! Genes. 
Mol.Gen.Genet • .!J.2: 191·206. 

Hopltlns,J.D. Clements,N.B. L long, y. T. lsberg,R.R. 
Y Syvenen,H. 1980. Recori>lnatlcn genes on the 
Escbcricbl8 ~ sex factor SpKffic for trans· 
pasable elements. PNAS.USA lz:C5): 2814·2818. 



Jsberg,R y Syvanen, M. 1981. Repl !con fusion 
promoted by the fnverted repeats of Tn5: the rfght 
repeat h an fnsertfon sequence. J.Mol:Slol. fil: 
15-32. 

Johnsrud,L. 1979. DNA Sequense of 151 A Transposa· 
ble Element. Mol.Gen.Genet. 169: 213-218. 

Jordan,E. Saedler,H. y Starl fnger,P. 1968. o• and 
strong polar nutations in the gal operon are 
insertions. Mol.Gen.Genet. 102, 353. 

Kleckner,N. "Transposable elements in prokaryotes 11 

Am. Rev. Genetic. vol.15 1981 pp 341·404 

Krause,H. y Higgins, N. 1986. Posftfve end riega· 
tfve regulation of the ~ operator by !Y. represor 
and' Escherfchfo co\j lntegratfon host factor. 
J.Siol.Chem. ID: 3744·3752. 

Lewin,8. 1990 GENES IV J. Cell Press, CMbridge 
Mass. 

LOthf,K. Moser,N. Ryser,J. y Weber,H. 1990. Evi· 
dence for • role of translatfonal frameshfftfng in 
the expressfon of transposftfon actfvity of the 
bacteria! fnsertion element 151. Gene M: 15·20. 

Machida,Y. Machida,CH. Ohtsli>o,H. y Ohtsubo,E. 
1982. Factor• detenoining frequency of pla&11id 
cofntegratfon Oledfated by fnsertion secµ>nce ISJ... 
PNAS.USA. 12: 2n-281. 

Machida Y. Machfda CH. y Ohtsli>o E.1984 a. fnser
tion Element Encades Two Structural Genes Required 
for fu Tranoposftfon. J.Mol.Biol.fil:229-245 

Machi da CH. Machi da Y. y Ohtstbo E. 1984 b. soth 
lnverted Repeat Sequences Located at the Erds of 
ISJ. Provide Pr08l0ter Functfons. J.Mol .Biol. fil: 
247-2"7. 

Machida,CH. Machida,Y. 1987. Base slbotitutions in 
transpooable element 151 cause DNA d.ipl icatfon of 
varhble length at the target site for pla..,fd 
cointegration. EMBO J. ~ (6): 1799-1803. 

Machida,CH. Machi da, Y. 1989. Regulation of IS1 
transposftion by the .J.!l2. gene p!"oduct. 
J.Mol.Bfol. ZQ!!: 567-574. 

93 

Malamy,M.H. Ffandt,M. y Szybelakf,11 19n. Electron 
Nfcroscopy of Polar lnsertfcns fn the l•c Operon 
of ~- Mol.Gen.Genet. 112: 207-222. 

Martfnez·salazer,J. y Gdmez·Elchelmann,c. 1987. 
Molecular rearrengements between two plesmfds of 
the Fil inc°"""tibfl fty group in diferent reccxrbi
natfon-deficient Escherichia ~ streins. Plasmid 
.!.!!: 237-45. 

Mertinez,J.M. 11 Recoobfnacf6n de plásmidos tipo R 
en E.coli K12" Tesis UNAll 1986. 
Morfsato,o. y Kleckner,N. 1987. Tn!.Q. trensposition 
and circle formation in vftro. Cell ll: 101-111. 

Murphy,E. y Lofdahl,S. 1985. Transposftfon of 
T~ does not generate a target d.ipl fcatfon. 
Nature fü: 292-294. 

Nfsfoka,T. Mitani,M. y Clowes,R. 1969. C°"""sfte 
cfrculor fonns of R factor deoxyribonuclefc acid 
..,lecules. J.Bacterfol • .'llC1): 376-385 

Novick,R.P. 1987 Plasaid fncoopatibil ity. Microbi
ol.rev.llC4>: 381 -395 

Ohtsubo,E. Zeni llNln,N. y Ohtsubo,H. 1980. Plesmids 
contafnfng fnsertfon elements are potentfal trens
posons. PNAS. USA. ITC2): 750-754. 

Ohtsl.bo,E. Zeni lmen,N., Ohtatbo,H., NcConnf clc,M. y 
Machida,c. 1980. CSHSQB. ~: 283-295. 

Ohtal.bo,E. Ohtsl.bo,H. Ooro1zlcfewicz,W. Nyman,K. 
Allen,D. y Davison,D. 1984. An evolutfonary analy
sfs of iao-IS.1 el.-nts frao Escherfchie col i and 
lll.1n.UI atrafns. J.Gen.Appl .Mfcrobfol. ~: 359· 
376. 

Ohtsli>o,H. Ohtsli>o,E. 197B. Nucleotide sequence of 
.,, fnsertion element, ISJ.. PNAS.USA.~(2): 615-
619. 

Pato,M.L.1989 Bacteriophage 1111. en Moblle DNA de 
Berg,D.E. y Howe,H.H. Alll.Soc.Microbfol. 

Peteraon,a.c. y Rownd,R. 1983. Homologous ae
queocea other than fnsertion el~t• can serve as 
recOll'bination 1ftes in pl1S11id drug resistance 
gene """lification. J.Bacteriol. 156(1): 1n-185 

Peteraon,e.c. y Rownd,R. 1985. Recori>fnatfon 1itea 
In plaS11fd drug resfotance gene """l fffcatfon. 



Prentk.f,P. Pham,M. Gl!llMs,P. Chandler,M. y Gal1&,D. 
1987. Artfffcf1l tranaposable eleoients fn the 
ltudy of the enda of JS1. Gene él: 91·101. 

Prentkf,P. Chandler,M. Galaa,D.J. 1987. ~
~ fntegration host factor dends de ONA at 
the ends of JS.l and In an lnsertfon hotspot wfth 
rrultiple IHF binding sites. EMBO J. {!: 2479·2487. 

Reif,H.J. y Arber,W. 1980. Analysis of transposi
tlon of IS,l Kan and its relativos. CSHSllB. il: 
40·43. 

Sadowskl,P. 1986. Site·specific recarbinases: 
changh-.g paterns and dofng the twfst. J.Becterfol. 

165: 341·347. 

Saedler,H. Cornelis,G. Cullun,J. Schunecher,B. y 
SonrnerJ,H. 1980.JS.l·medlated DNA Rearrengements. 
CSHSQB il: 93·98. 

Sawyer,S.A. Dykhuizen,D.E. DuBose,R.F. Green,L. 
Mutangadura·Mhlanga,T. llolczyk D.F. y Hartl,O.H. 
1987. Dlstrlbutlon ard atxrdance of lnsertlon 
•eq.Jenc:es among natural fsolates of Esche· rfchia 

~ Genetics fil:51·63. 

Scott,J.R. 1984 Regulation of plasmfd repl kation" 
Mlc.Rev., Mar.: 1·23 

Shapiro,J.A. 1969. Mutations caused by the inser· 
tlon of genetic Mterial fnto the galactose operan 

of ~· J.Molec.Blol.~:93. 

Sherrot,0.1989 TrJ! 1nd Related Transposable Ele· 
ments: Slte·Speclflc Recarbinatlon and transposl· 
tion, en Mobi le DNA de Berg,D.E. y Howe,M.M. 
Am.Soc. Mlcroblol. 

Sternglanz,R. DINardo,S. Voelkel ,K.A. Nlshl,..ro, Y. 
Hirou,Y. Becher,K. ZL111Stein,L. y \lang J.C. 1981. 
Mutatfons in the gene codfng for Escherkhia ~ 
ONA topofsomerase 1 afectin transcription and 
transposftlon. PNAS USA 1ª: 2747·2751. 

Syvanen,M. 1988 Bacterhl Jnsertfon SeqJenC:es, en 
Genetfc Recori>fnation, de Kucherlapeti R., y 
Smith G.R. u. Soc. for Mlcroblol. 

Taal,M. Florence fu, Y.H. y Deonir,R.C. 1990. 
Intrfnslc bends and lntegratlon host factor bfnd· 
lng et F pl1smld orll. J.Bacterlol. 1n<8>: 4603· 
4609. 

94 

lfteda,M. Ohtstbo,E. 1991. Four typeo of IS1 wlth 
dlfferences In ru:leotlde aeq.JenCe reafde fn 
Escherlchl1 colfK·12 chromosome. Gene 2ª: 1·5. 

Watson,J.D. et.al. 11Recorrbfnant DNA • ahort course11 

Sel. Am. books. 1983 

Watson, Hopkins, Roberts, Steitz y IJefner. 1987 
"Molecular Biology of the Gene11 Benjamfn·Ci.mnfngs. 

llillets,N. Clark,A. y Lols,e. 1969. Genetlc local· 
hat;on of certain rutatfons conferfng recarbfna .. 
tion deflclency fn~. J.Bacterlol. 21'.: 244· 
249. 

llarble,D.D. y Rownd,R. 1988. Genetic and physfcal 
map of plasmid NR1: c~rlson wlth other lncFI! 
antiblotic reslstance plasmlds. Mlcrobfol.Rev. g: 
433·451. 

Xu,B. Paszty,Ch. y Lur~ln,P.F. 1988. Aplasmld· 
based method to quantltate homologous recarblnatio 
frequencies in gram·negatfve bacteria. Bfotech· 
nl<µ>B {¡(8): 752·760. 

Zerbib,D. Prentk.i ,P. Gamas,P. Freuid,E. Galas,J.O. 
y Chandler,M. 
1990. F1S1Ctional orgonizatlon of the ends of IS,!: 
specific birding sfte for en IS,!·encoded protefn. 

Zerbib,O. Polerd,P. Escoubas,J.M. Galas,O. y 
Chandler,M. 1990. The regulatory role of the IS.!; 
encoded lnsA proteln In transposltlon. Mol.Micro· 
biol. ~(3): 471·477. 


	Portada
	Índice
	Resumen 
	Introducción
	Objetivos 
	Material y Métodos
	Resultados 
	Discusión 
	Conclusiones
	Bibliografía



