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RESUMEN Y CONCLUSIONES



Desde la publicacién del trabajo de

Guerola et al. (1971) se sabe que en Escherichia

coli el agente mutagénico N-metil-N'-nitro-N-nitro-
soguanidina induce comutacién entre.genes O grupos
de genes que se replican simulté&neamente. En con-
seéuencia los genes que se encuentran muy proximos
(menos de dgs minutos del mapa gené&tico) tienen

tendencia a mutar simultdneamente.

En este trabajo la comutacidén se ha uti-
lizado como un método de cartografia genética y
se ha estudiado en genes muy préximos entre sf de
tres regiones diferentes del cromosoma de E. coli:
el sistemavgenético F-lac, el sistema genético
leucina-arabinosa y el operdén de la arginina. De
los resultados obtenidos hemos llegado a las si-

guientes conclusiones:

En el sistema F-1lac

1 - La estirpe x493 es un Hfr que trans-
fiere su cromosoma en el orden O-thr-leu.....lac y
cuyo factor F estd integrado en el cromosoma, pues-

to que no desaparece después de un tratamiento con



naranja de acridina.

2 - La estirpe yl15 es un Fr cuyo
factor F estd en forma de episoma y desaparece

después de un tratamiento con naranja de acridina.

3 - Las estirpes Hfr Lac vy Ftorac”
obtenidas por mutagénesis con nitrosoguanidina a
partir de las estirpes x493 y x15 respectivamente,
conservan las caracteristicas donantes de sus pro-

genitores.

4 - En las estirpes Hfr Lac , la nitro-
soguanidina induce comutacidn entre el factor F y

el gen lac.

5 - En las estirpes F' Lac , la nitro-

soguanidina no induce comutacidén entre F y lac.

6 - En las estirpes Hfr Lac deficien-
tes en conjugacidn, la nitrosoguanidina no induce
comutacibn entre F y lac, de lo que se deduce que

. . . 4+
se han convertido en estirpes F .

En el sistema leucina-arabinosa

7 - En una estirpe de E. coli Leu—,
la nitrosoguanidina induce comutacibén entre los

genes leu y ara.



8 - En una estirpe de E. coli
Ara , la nitrosoguanidina induce comutacién

entre los genes ara y leu.

9 -~ Los genes leu y ara se encuen-
tran muy cerca uno de otro en el mapa genético y
la comutacién inducida por la nitrosoguanidina es:

un proceso reciproco.

En la ruta de la arginina

10 - En una estirpe de E. coli ArgH ,
la .nitrosoguanidina indyce comutacidén entre el gen

argH v los genes argE, argC y argB.

11 - En una estirpe de E. coli ArgE ,

la nitrosoguanidina induce comutacién entre el gen

argE y los genes argB y argC.

12 -~ Los genes argE, argC, argB y argH

estdn agrupados en una pequeia regibén del cromosoma,

mientras que los genes argA, argF y argG se encuen-

tran lejos de la regidn ECBH.

Fn cuanto al mé&todo

13 - La comutacién inducida por la nitro-
soguanidina es un nuevo método de cartografia gené-
tica cuyos resultados concuerdan perfectamente con

los obtenidos por los métodos cléasicos.
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1. CARACTERISTICAS Y EFECTOS BIOLOGICOS DE

LA NITROSOGUANIDINA: COMUTACION

CARACTERISTICAS

El poderoso agente mutagé&nico N-metil-
N'-nitro-N-nitrosoguanidina (A) se sintetizf y
céracterizé quimicamente en 1947, por McKay Y
Wright, por nitrosacién de la NQmetil—N'-nitro—
guanidina (B) en medio &cido.

]

NH ' NO NH
(B) ()

La N—metil—N'—nitro—anitro§Oguanidina (cuyo

nombre abreviaremos en adelante a nitrosoguanidina)
es estable en forma criétalizada pero inestable en
-solucidn. Su mayor estabilidad es a ph 5 (Mandell
y ‘Greenberg, 1960; Cerd&-Olmedo y Hanawalt, 1967),
decreciendo en ambas direcciones de la escala.

Es inestable si se expone a la iuz, por lo que

las soluciones deben prepararse en pequenas ali-
cuotas (1 ml) de solucibn .que se conservan conge-

ladas hasta su uso y nunca se vuelven a congelar.
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EFECTOS5 BIOLOGICOS

"El interé&s biolbgico de la nitroso-
~guanidina comenz® con las observaciones de su
efecto inhibidor del crecimiento de tumores

en ratones (Golding et al., 1959) y’posterior—
mente se le han atribufdo una gran‘variedad de

efectos en distintos sistemas bioldgicos.

Desde que Mandell y Greenberg en 1960
descubrieron la accibn mutagénica de la nitro-
soguanidina en bacterias, su aplicacidn y el
estudio de sus propiedades se extendid rapida-

mente.

Ha sido estudiada la acci6n mutagénica
de la nitrosoguanidina en gran variedad de orga-
nismos. Los estudios m&s completos se hicieron

en Escherichia coli (Adelberg et al., 1965),

Salmonella thyphimurium (Eisenstark et al., 1965),

Bacillus subtilis (Yoshida y Yuki, 1968), Strepto-

myces (Délic et al., 1970; Kasahara et al., 1971},

Schizosaccaromyces pombe (Loprieno y Clarke, 1965),

Arabidopsis thaliana (Muller y Gichner, 1964;

Velengynsk¢ y Gichner, 1968), Paramecium aurelia




- 22 -

(Kimball, 1970),Taphrina maculans (Singh, 1973),

células de hamster (Orkin y Littlefield, 1971).

También se han éncontrado otros efectos
biolégicos de 1é nitrosoguanidina, fales como la
induccidén de profagos (Allan y McCalla; 1966), 1la
eliminacibén de cloroplastos en Euglena (McCalla,
1965); la produccidén de aberraciones cromosdmicas
en plantas (Gichner et al., 1963), accibn carcino-
génica (Druckrey et al., 1966), induccidn de re-
combinacién‘ﬁitética (Zimmermann et al., 1966),
inactivacién parcial del factor F‘(Takahashi y

Barnard, 1967).

La nitrosoguanidina reacciona con los
dcidos nucleicos (Singer y Eraénkel—Conrat, 1967;
Lawley, 1968), (Olson y Bard, 1969; Craddock, 1969;
Lawley y Thatcher, 1970; Kolb y Kaudewitz, 1970;
Lingens et al., 1971) y con las proteinas (Cerda-
Olmedo y Hanawalt, 1967; McCalla y Reuvers, 1969;

Lawley y Thétcher, 1970). En Escherichia coli

actfia inhibiendo la sintesis normal de ADN (Tera-
waki y Greenberg, 1965; Cerdd-Olmedo et al.,
1968) y hay indicios de que su actividad muta-
génica va asociada a una detencidén de la maqui-

naria de replicacidn (Jiménez S&nchez, 1974).



También se ha observado que estimula la replica-
cién reparadora (Cerdéd-Olmedo y Hanawalt, 1967).
A altas concentraciones tiene un gran efecto
inhibidor sobre’la sintesis de proteinas pero no
sobre la sintesis de ARN, y ésta eé‘probable—
mente la causa principal de la muerte en ciertas
condiciones particulares de estirpes que pueden
reparar los dafios producidos en su ADN (Cerda-
Olmedo y Hanawalt, 1967; Lingené et al., 1967).
Aunque produce letalidad, la proporcidn de mutan-
tes entre los supervivientes es alta y se han
investigado diversas condiciones de tratamiento
para conseguir un médximo de mutantes con un
méximo de supervivientes (Mandell y Greenberg,
1969; Adelberg et al., 1965; Cerdd-Olmedo y Hana-

walt, 1967, 1968).

COMUTACION

En los trabajos de Cerdd-Olmedo et al.
(1968) se demostrd que la nitrbsoguanidina induce
mayor frecuencia de mutaciones en las regiones
en replicacién gue en otras partes del cromosoma.
Estas mutaciones no consisten eh»grandes delecio-

nes, ya que la mayorfia de las mutaciones inducidas



por la nitrosoguanidina son reversibles (Eisen-
stark et gl., 1965). Tomando muestras sucesivas
de un cultivo sincronizado y traténdolas con
nitrosoguanidina, Cerdd-Olmedo et al. encontraron
un mdximo de un mutante determinado en el momento
en que se estaba replicando el gen correspondiente,
y esto permitid construir por primera vez un mapa

de replicacidn de los genes.

La mutagénesis selectiva de las regiones
en replicécién implica que si dos genes estdn
préximos en el cromoéoﬁé, y se replicén por tanto
simulténeamente, tendrdn una alta probabilidad de
ser mutados simulténeamente en un tratamiento con
nitrosoguanidina. En los trabajos de Guerola et al.,
(1971), al seleccionarvmutantesrggi (resistentes a
azida de’sodio), se observéwque una proporcidn
relativamente muy alta de eilos habfan sufrido
también mutaciones que afectaban a la sintesis de
leucina (genes leu) o la utilizacidén de arabinosa
(genes ara), pero pocos que afectaran la sfntesis
de histidina (genes his) o isoleucina y valina
(genes ilv). Este resultado es comprensible sa-
biendo que los genes ara y leu estidn muy cerca de

azi en el cromosoma de E. coli, mientras que his



e ilv estén muy lejos. Definieron el indice
de comutacidn entre dos genes o grupos de genes

. como la frecuencia de mutantes que afectan a

ambos en relacién con el producto de las fre-
cuencias de los mutantes que afectan s6lo a uno

u oﬁro, y encontraron que si la distancié entre
dos genes era de un minuto en el mapa genético,

el indice de comutacidn era 15, que el indice dis-
minuia ré&pidamente al aumentar la distancia y que

no habia comutacibn apreciable cuando la distancia

entre los genes era mayor de dos minutos.

2. METODOS DE CARTOGRAFIA GENETICA

Como seria imposible hacer en esta Intro-
dﬁccién una descripcidén completa de las numerosas
técnicas utilizadas para la construccidn de mapas
genéticoé, hemos seleccionado Gnicamente aquellas
técnicas genéticas que se refieren a estirpes bac-
terianas y que se han venido utilizando con éxito

a lo largo de varios anos.
A) - CONJUGACION

Hay tres maneras, en general, de carto-



grafiar el orden relativo de los genes en el
cromosoma de E. coli y estimar las distancias
relativas entre ellos, estudiando la conjuga-
cibn y analizando los recombinantes. Dos dé
éstos métodos, relacionados directamente con la
transferencia del cromosoma, permiten construir
mapas genéticos por el tiempo de entrada de los
marcadores en el cigoto y por el gradiente de

transmisién de estos marcadores al cigoto. Ambas

técnicas permiten colocar los genes en un orden
relativo, incluso cuando se encuentran a grandes
disfancias, pero no son resolutivos para distancias
muy pequenas. El tercer método, complementario de
los dos anteriores, permite construir un mapa gené-

tico por frecuencia de recombinacibn entre dos 6

mds genes y es muy sensible cuando se aplica a

regiones pequenas del cromosoma.

Despﬁés del hallazgo de éstirpes donantes
con alta frecuencia de recombinacién (denominadas
Hfr), Jacob y Wollman, en 1956, estudiaron la
cinética de la formacidén de recombinantes por el
procedimiento de poner en conjugacibn una estirpe
Hfr (tipo silvestre y sensible a la estreptomicina)

con una estirpe F~ (auxotr6fica para treonina y



leucina, incapaz de vivir con galactosa como

Gnica fﬁente de C y resistente a la estreptomi-
cina).  Tomaron muestras cada 10 minutos, las
agitaron violentamente y las sembraron en cajas

de medio minimo con glucosavconteniendo estrep-
tomicina para éeleccionar recombinantes Thrt

Leut sStrf y en cajas de medio mfinimo con galac-
tosa contegiendo treonina, leucina y estrepto-
micina para seleccionar recombinantes Galt strT.
Los resultados obtenidos mostraron que ho aparecia
ningtin recombinante Thr* Leut Strf si una muestra
de’ la mezcla delcruzamiento se agitaba durante los
8 primeros minutos de contacto celular y no apare-
cfa ningln recombinante Galt Str¥ si se agitaba
durante los 25 primeros minutos. A los 60 minutos
de conjugacibn se obtuvieron 18 recombinantes Thrt
Leut Str¥ y 5 recombinantes Galt Str¥ por cada 100
Hfr. Era evidente que el Hfr transferia su cromo-
soma'desde un origen O definido y continuaba en el

orden O-thr-leu-gal. Por consiguiente, el tiempo

de entrada de cada uno de estos genes en la célula
receptora F~ proporciona una medida de su distancia
genética, que es proporcional a la distancia fisica
si se supone gue la velocidad de migracién cromo-

s6mica es constante por unidad de longitud.



Estudiando una gran variedad de estir-
pes F~ auxotrdficas, Jacob y Wollman fueron capa-
ces de construir un mapa genético de la estirpe
Hfr en términos de tiempﬁ, par&metro gue no se
habia empleado en la elaboracidén de mapas gené-
ticos. Posteriormente, estudiaron el orden génico
con que varias estirpes Hfr transfieren su cromo-
soma, encontrando gue cualquier par de genes
vecinos en una estirpe, lo era en todas las demds,
'y por lo finico que se diferenciaba una linea de
otra era por la posicién'del origen y la direccidn
en que se transferian los genes. Propusieron en-
tonces que el cromosoma de la bacteria F* debia ser
circular y se romperia por el 1ﬁgar de origen de
.cada estirpe para hacerse lineal en las bacterias
Hfr. - |
Esta hipbtesis fue confirmada mds tarde
_por Cairns con la visualizacidn autorradiogréfica

de la molécula de ADN bacteriano.

Los aspectos generales del mapa genético
de E. coli han sido obtenidos por este método.
El mapa genético de E. coli aparece, por consiguiente,
dividido en minutos, y sﬁ longitud total es de 90

minutos.



La interrupcidén esponténea de 15 con-
jugacidn fue confirmada por experimentos de
"induccibn zigdtica" en que el Hfr era lisbgeno
para el fago A y el F~ né era lis6geno (Jacob y
Wollman, 1956). La interrupciébn esﬁonténea es
responsable del gradiente de transmisién observa-
do si se permite indefinidamente la conjugacién;
los genes se transfieren entonces con mayor fre-
cuencia cuanto mds cerca estén del origen. Las
frecuencias asi observadas sirven para formar
mapas gené&ticos que coindiden con los formados por

conjugacién interrumpida.

Si existe una probabilidad constante K

por minuto (y por consiguiente por unidad de longi-
tud del cromosoma donante) de que la transferencia
se interrumpa, entonces la probabilidad p de trans-
ferencia de un gen localizado a una distancia del
origen tal que su transferencia requiere x minutos
bseria

R
Puesto que la razbén de p entre leu y gal es
0.18/9,05 = 3,6 y que los valores correspondientes

de x son 8 y 25 minutos respectivamente, se puede

calcular gque:
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1n 3.6
K= ——— = 0,075/minuto
25 -8

El primer intento de construir un
mapa genético por frecuencia de recombinacidn
(Lederberg y Tatum, 1946) habia fracasado porque
es una condicibn necesaria para la aparicidn con-
jﬁnta de aiguno de los dos genes donantes eh un
recombinante gue ambos sean transferidos a la
célula F~ antes de que se interrumpa la conjuga-
cidén y ademds que realicen la integracidn conjunta
en ei consiguiente proceso de recombinacién. Cuanto
mis préximos estdn los genes en el ADN donante, es
decir, cuanto mayor sea su ligamiento genético,

més probabilidad tendrdn de ser integrados juntos.

Si sabemos que la frecuencia de recombina-
cidn entre dos genes separados por un minuto de
tiempo de transferencia es del 22%, puesto que la
- transferencia de todo‘el croﬁosoma (3x106 pares de
bases) requiere aproximadamente 90 minutos, la pro-

babilidad de entrecruzamiento por par de bases es:

22 90
X
100 3.10

= 0,06%
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La determinacién de frecuencias de
recombinacifn permite, por tanto, hacer el mapa
de genes préximos, pero es in(til para genes
separadds por varios minutos, porque la frecuencia

de recombinacién alcanza el miximo del 50%.

Combinando este método cartogrdfico basado
en las frecuencias de recombinacibén con los anterio-
res se fue contruyendo gradualmente el mapa de todo
el genomio de E. coli, que en la actualidad cuenta

con casi 500 genes (Taylor, 1972).
B) TRANSDUCCION

Zinder y Lederberg (1952) descubrieron la
transduccibdn como un nuevo mecanisﬁo de infercambio
genético que difiere radicaiﬁente de la conjugaciébn.
Gracias a este mecanismo, una bacteria puede reci-
bir un fragmento de ADN utilizando como vehiculo

la cépsida de un fago.

Numerosos experimentos de transduccidn
con el fago Pl empleando mutaciones previamente
localizadas por medio de la conjugacidn demostraron

que el ligamiento de dos genes en el cromosoma
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bacteriano puede deducirse de la frecuencia rela-
tiva con la que son cotransducidos. Puesto que
el fragmento de ADN qﬁe lleva el fago corresponde
a un 3% del ADN bacteriano total (Ikeda y Tomi-
zawa, 1965) cuanto mis cerca se enéuentren dos
genes entre si, mayor serd la probabilidad de
que residan en el mismo segmento. De este modo
se puede deducir la distancia de mapa entre dos
“lugares genéticos muy estrechamente ligados de la
frecuencia ae su cotransduccidén y obtener asi un
mapa de la estructura fina de un pequeno segmento

del cromosoma.

Sobre estas bases, Yanofsky y Lenhox en

1959 construyeron un mapa genético de la regibn
trp del cromosoma de E. coli. Aislaron un gran
nimero de mutantes Trp~ y los clasificaron en

cinco grupos distintos, segfin la reaccidn de la
biosintesis del tript6fano deficiente en cada

uno. Seleccionaron varios mutantes trpA (afectados
en la proteina A de la triptéfanosintetasa) y
realizaron transducciones en las que los diferentes
mutantes figuraban como donantes y como receptotes.n
De esta forma determinaron lé posicidén exacta de

cada uno en el mapa genético. Mientras tanto, se
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dedicaron a la extréccién, purificacién y anéd-
lisis estructural de la protefina A de la trip-
. tofanosintetasa, codificada por el gen trpa, y
encontraron gue esta proteina est& formada por

267 aminodcidos con una secuencia fija.

Para determinar la naturaleza de la al-
teracibn quimica responsable de la pérdida de
la funcidn enzimdtica de las diferentes mutacio-
nes.en la regibn trpA, analizaron las secuencias
de aminoicidos de la proteina A de la tript6fano-
sintetasa en ocho mutantes distintos, y compro-
baron que eh cada mutante, esta protefina A no
funcional, llevaba un amino&cido anormal en un
lugar definido y demostraron que el orden rela-
tivo de los lugareé mutantes en él mapa genético
del gen trpA es exactamente el mismo que el orden
relativé de los residuos de aminodcidos en el po-
lipéptido que estas mutaciones han afectado, es
decir; que la secuencia de nuclebtidos del gen es
colinear con la secuencia de aminodcidos que deter-

mina especificamente (Yanofsky et al.,1964).
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C) TECNICAS FISICAS

Algunas de las técnicas biofisicas,
empleadas preferentemente en la éartografia de
fagos, se han usado sobre estirpes bacterianas,
observéndose‘que los mapas obtenidos por estos )
métodos coincidian perfectamente con los obteni¥

dos por técnicas genéticas.

Una té&cnica aplicada con éxito en la
éartografiavgenética de E. coli fue empleada por
Stént vy Fuerst,’l955; bééada en estudios- de desin-
tegracién.de p32 en el ADN de bacteriéfagos

(Hershey et al., 1951).

Cuando se introduce fésforo radiactivo
con una. actividad especific;’alta (100 mCi/mg) en
el ADN de E. coli, un &tomo de fésforo de cada
“3000 gueda marcado con P32, A1 desintegrarse,
los 4tomos -de P32 son sustituidos por dtomos de
azufre (8)32 gue provocan rupturas no letales en
una de las cadenas de ADN, pero que al ir acom-
panadas de la emisién de radiacibén B, originan rup-
turas en la cadena complementaria'en un 10% de los

casos. La ruptura de ambas cadenas se cree gue
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es letal. Este proceso se conoce con el

nombre de "suicidio radioactivo".

Stent et al. marcaron células de una
estirpe Hfr con p32 y la mantuvieron en un con-
gélador durante varios dfas. Cada dfa tomaban
una muestra y hacfan experimentos de conjugacién
empleando una estirpe F~ no radiocactiva. Midieron
el nlimero de recombinantes obtenido en cada experi-
ﬁento y observaron gque desciende exponencialmente
al aumentar el tiempo de almacenamiento en el
cénéelador, durante'el.éual se producian las des-
integraciones del P32 y 1las consiguientes roturas
cromosémicas. Los resultados indicaron gue la lon-
gitud del fragmento cromosémico transferido por el
Hfr durante la conjugacidn dependia del nGmero de
rupturas que hubiera sufridg. Suponiendo que el
p32 se distribuye pof igual en todo el cromosoma,
las pendientes de la fraccidn de recombinantes en
funcién del tiempo de almacenamiento deben ser pro-
porcionales a las distancias al origen de los genes
correspondientes. Efectivamente, se observd una
inactivacibn relativa de los marcadores thr, leu,

azi, ton, lac y gal de 0.35: 0.39: 0.43: 0.87 y
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1.0 respectivamente, que corresponde satisfac-
toriamente con las distancias 0.34: 0.36: 0.44:
0.72 y 1.0 obtenidas por conjugacibn secuencial,
lo que permite aplicar eéte método como una téc-

nica mds de cartograffa genética.

La relacifn entre las distancias gené-
ticas medidas por recombinacibén y las distancias
fisicas del cromosoma varia mucho de un organismo

a otro. En E. coli una unidad de recombinacibn

corrgsponde a 2x103 pares de bases, en el fago

T4 a 250 pares de bases, en Drosophila a 3x10°

pares de bases y en ratones é 1,2x106 pares de

bases (C.P. Swanson, 1967).
D) MAPAS OBTENIDOS POR REPLICACION

En 1968 Cerdé—Olmedo, Hanawait y Guerola
demostraron que la nitrosoguanidina mutageniza .
especificamente la regibén del punto de replica-
cidén con una probabilidad mucho mé&s alta que el
resto de la molécula de ADN. Pensaron entonces
" en la posibilidad de tratar con nitrosoguanidina

muestras sucesivas de un cultivo sincronizado y



analizar los mutantes obtenidos en cada una.

De un cultivo sincronizado de un derivado de

E. coli 15 tomaron muestras cada 5 minutos,

las trataron con nitrosoguanidina y las ensaya-
ron para diferentes tipos de mutantes. Encon-
traron un gran aumento en la frecuencia de mu-
tacién..en ciertos tiempos del ciclo de replica-
cibn, y estos tiempos diferian de un marcador a
otro, permaneciendo constantes para un mismo mar-
- cador en varios experimentos. Después de obtener
un maximo de mutantes en ﬁn marcador determinado,
al cabo de un cierto tiempo se obtenfa un segundo

midximo, y a este intervalo se le llamb tiempo de

replicacifn. Este tiempo de replicacibébn se corres-
ponde con el tiempo de generacidén del cultivo en
fase exponencial en el mismo medio y a la misma

temperatura.

Hicieron varios experimentos ensayando
va;ias mutaciones en cada uno, y definieron el
tiempo de replicacidn como la media de la diferen-
cia de tiempos entre los midximos del mismo marca-

dor. A cada marcador le asignaron un valor, lla-

mado posicidn del marcador, que era el cociente
entre el tiempo de su primer méximo y el tiempo

de replicacidn.
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Estudiaron siete marcadores diferentes
y comprobaron que sus posiciones respectivas coin-
cidfian bastante bien con los lugares gque ocupan
estos marcadores en el mapa basado en los métodos
‘clésicos de recombinacién. Estos mismos experi-

mentos los repitieron con E. coli K-12, y obtu-

vieron idénticos resultados. -

Empleando esta misma técnica y utilizando
el mismo agente mutagénico Jyssum (1969) estudid

el origen y la secuencia de la replicacibén del

cromosoma de Neisseria meningitidis,.Yabe'y Mitsu-
hashi (1971) averiguaron el momento en que tenia
lugar 1la replicacién y la transferencia de un
factor R en E. coli y Hohlfeld y Vielmetter (1973)
demostraron la replicacién bidiréccional del cro-

mosoma de E. coli.

3. SISTEMAS GENETICOS EMPLEADOS EN ESTE ESTUDIO

Hemos aplicado el método de la comutacidn
a varios grupos de genes localizados en diferentes
partes del cromosoma de E. coli. La Figura 1 indi-
ca la situacién de tales genes en el mapa genético
de E. coli, segln los resultados reunidos por Taylor

(1972) .
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FIGURA 1. Representacidn esquemética del cromo-

soma de Escherichia coli con los marcadores uti-

lizados en este trabajo. Las distancias corres-

ponden a las obtenidas por Taylor y Trotter (1972).
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A) -  SISTEMA F-lac

'La conjugacidn en E. coli-exige el con-
 tacto entre una célula dohante y una célula recep-
tora. El carécter de donante se debe a la presen-
cia en la célula del factor sexual F, una particu-
la infectiva, que se autorréproduce y que confiere

a las estirpes portadoras ciértas propiedades: 1)
Las cé&lulas donéntes (F+) pueden cambiar esponténea-
mente y convertirse en células receptoras (F ). 2)
Si se afiade una séla célula F' a un cultivo de cé-
luiaé F , al cabo de un cierto tiempo todas las cé-
lulas son F$, y sus descendiéntes conservan el fac-
tor F. 3) Las células F tienen una actividad sexual
baja, ya que sblo una de cada 104 células transfiere
ADN bacteriano a una célula F .

Posteriormentevse comprobdé que el factor F
de E. coli era un pequéﬁo fragmento de ADN (Falkow.
et al., 1964) que tenfa una longitud aproximada de
10~ pares de bases, equivalente a un 2% del total

del cromosoma bacteriano.

En 1950 Cavalli encontrd un mutante F+ de

E. coli que, en experimentos de conjugacién con una
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estirpe F , producfa una frecuencia de recombina-
cibén muy elevada, y que designd con el nombre de
Hfr. En los cruzamientos entre estirpes‘Hfr y F,
llevados a cabo por Hayes y méds tarde por Jacob y
Wollman, se encontrd gue la mayor parte de los
descendientes eran F_; con la excépcién de algu-
nos individuos Hfr. En algunas ocasiones, estas
estirpes Hfr revertian a la forma original, y se
comportaban como verdaderas estirpes F+que conte~
nfan partfculas F infectivas. Este hecho, que in-
dicaba que las estirpes Hfr retenfan el factor F
de algunha manera, hizo pensar a Jacob y Wollman
que en estas estirpes el factor F podrfia estar in-
tegrado en el cromosoma bacteriano. Para probar
esta hip6tesis, efectuaron cruzamientos Hfr x F,
interrumpiendo la conjugacidén cada cierto tiempo,
y observaron que, en cada eétirpe Hfr la transfe-
rencia del cromosoma donante se hacfa de una for-
ma secuencial, a partir de un origen fijo para caé
da estirpe y las cé&lulas receptoras se convertiah
en Hfr sblamente en los casos en que era transfe-
rido el Gltimo marcador (él mé;w;lejado del ori-’
gen). Parecia por tanto que el factor sexual es

un elemento autorreproductor que puede existir en
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dos estados, auténomo e integrado. En el estado au-
ténomo se obtiene una célula F' en la que el factor
‘F no forma parte del cromosoma bacteriano y se re-
plica independientemente de_él.'Los genes propios
del factor F daban a la bacteria Ff"la capacidad

de transmitir el factor F a una célula F . En el
estado integrado, el factor F forma parte del cro-
mosoma bacteriano y se replica como parte de €1,

lo que explicaria por qué el contacto de las célu-
las Hfr con éélulas F~ no convierte a &stas en do-
nantes, a menos que transfieran todo el cromosoma.
Tanto en el estado auténomo como en el integrado
los caracteres fenotipicos adquiridos por la célu-
la por medio del factor sexual, tales como la pre-
sencia de pelos sexuales o la sensibilidad a cier-
tos fagos, son generalmente accesbrios, ya que este
factor no es un constituyenté celular necesario.
Cuando una bacteria ha sido "curada" del factor
sexual (o sea, el cambio F+-9F—) los caracteres

fenotipicos se pierden irremisiblemente.

Otro dato que apoya la hip6tesis de Jacob
y Wollman fue el descubrimiento de una nueva es-
tirpe (Adelberg, 1959) con un gran aumento en la

frecuencia de los procesos de integracidén y desinte-

*
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~gracidbn (F+n.§Hfr Y Hfr._§F+). Esta estirpe, rever-
tiente de un Hfr, posefa un factor sexual modi-
ficado, al que Adelberg asigné el simbolo F', que
se integraba invariablemente en el mismo lugar del
cromosoma bacteriano, diferenci&ndose del factor F
'nérmal, cuya integracién se realiza en muchos si-
tios distintos del cromosoma y, por consiguien-

te, da lugar a una diversidad de estirpes Hfr. Adel-
berg propuso que el factor sexual F' adquiria parte
del cromosoma bacteriano y retenfa una "memoria"
del lugar genético en el que se habia integiado

pof brimera vez en férmé‘de Hfr. A partir de un

Hfr cuyo origen de transferencia estaba muy pré-
ximo a los genes lac, Jacob y Adelberg seleccio-
naron una estirpe de baja frecuencia de recombina-
cibn para todos los caracteres excepto para lac.

El estudio de estos recombiﬁéntes indic6 que sbélo
recibian Fy Lac+ de la bacteria donante y que

eran inestables y podian revertir a F Lac . La
explicacibn de estos fenbfmenos es que la estirpe
aislada llevaba un factor sexual F', designado co-
mo F-lac, formado al separarse F del genomio lle-

vindose los genes lac bacterianos.

En este trabajo decidimos emplear la nitro-
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soguanidina como un instrumento para diferenciar
el estado autdnomo o integrado del factor sexual

F de E. coli. Hemos empleado una estirpe Hfr de

E. coli K-12 denominada X4§3, cuyo orden de trans-
ferencia es O-thr-leu ... lac y que, segln la hi-
pétésis de Jacob, debé tener el factor F integra-
kdo en el cromosoma bacteriano en un lugar muy pré-
ximo al gen lac. Este Hfr se traté con nitroso-
~guanidina y se seleccioné un mutante Lac . Si F
estd muy cerca de lac, al tratar este mutante Lac
;con nitrosoguanidina y seleccionar revertientes
Lac+, esperébamos encontrar un porcentéje mas al-
to de células deficientes en las funciones corres-
| pondientes al factor F entre estos revertientes
que entre células tratadas de la poblacién sin se-

o +
leccionar para Lac .

'Si, por el contrario, estos experimentos
se llevaban a cabo con una estirpe original F+, cu-
yo factor F no esﬁé integrado en el cromosoma bac-
teriano, al seleccionar revertientes Lac+, no debe-
riamos encontrar este aumento en el porcentaje de
células afectadas en las funciones de F, ya que al
no encontrarse prdximos entre si ambos marcadores,

no- deberfan exhibir comutacibn. Para estos experi-
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mentos hemos definido el factor F comb un episoma
gque proporciona a la bacteria sensibilidad a fagos
especificos de bacterias donantes, tales como los
fagos de ARN QB vy £f2, y el‘fago de ADN f1, Se cono-
cia ya que la nitrosoguanidina es caéaz de inacti-
var el factor F (Takahashi y Barnard, 1967) y tam-—
bién se han usado muchas mutaciones inducidas por
este agente mutagénico en el anélisis qenético de
las funciones de F (Achtman, 1973). Los estudios de
comutacién con nitrosoguanidina permitirdn conocer
el estado de igtegracién o autonomia de los episo-
mas independientemente de que é&stos confieran a

la bacteria capacidad de conjugar.

B) - SISTEMA LEUCINA - ARABINOSA

Hemos seleccionado el sistema genético
leucina-arabinosa porque ambos genes se encuentran
a una distancia menor de medio minuto en el mapa de
recombinacidn (Taylor y Trotter, 1972) y queriamos
probar §i la‘comutacién era reciproca, ya gque po-
drfa ocurrir que él seleccionar mutaciones en un
~gen encontriramos una alta frecuencia de mutaciones
no seleccionadas en genes situados a la derecha
del gen'original en el mapa genético, pero no en

“genes situados a la izquierda o viceversa. Es decir,



si seleccionando revertientes para la leucina en-
contrébamos con bastante frecuencia mutantes en
“el operén de la arabinosa, si la comutacidén es re-
ciproca, al seleccionar reyertientes para la ara-
'binosa, esperamos encontrar también con bastante
frecuencia mutantes en el gen de la leucina. Des-
pués del tratamiento con nitrosoguanidina de una
estirpe silvestre de E. coli B seleccionamos mu-
tantes Leu vy Ara . Un mutante Leu lo tratamos

de nuevo con nitrosoguanidina y seleccionamos rever-
tientes Leu+;para determinar después cuéntos de
entre ellos soh mutantes Ara . Estos experimentos
se hén repetido partiendo de un mutante Ara—, ob-
teniendo revertientes Ara+ y determinando cuén-
tos de entre ellos soh mutantes Leu .

C) - OPERON DE LA ARGININA

En Escherichia coli la ruta biosintética

de la arginina consta de ocho pasos intermedios
controlados por ocho genes estructurales diferen-

tes, llamados argA, B, C, D, E, F, Gy H (Figura 2)

En el mapa genético (Taylor y Trotter, 1972)

cuatro de estos genes (argE, argC, argB y argH) se




FIGURA 2. Compuestos intermedios de la ruta

biosintética de la arginina.
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encuentran contiguos en un sdlo grupo y estdn con-
trolados por un sb8lo operador (Jacoby, 1972), mien-
tras que los otros cuatro aparecen distribuidos por
el cromosoma a diferentes distancias. La regula-
cibn del sistema depende de un sb6lo gen regulador
(gﬁgﬁ) gue se eﬁcuentra relativamente lejos de la

regién ECBH (Figura 1).

En Salmonella thyphimurium también se en-

cuentra el operdn formado por los mismos cuatro ge-
nes, aunque designados por letras distintas, mien-

tras que en Proteus mirabilis lo integran cinco ge-

nes (argE, argC, argB, argG y argH) (Cunin, 1969).

Para diferenciar las distintas mutacio-
nes que afectan a la sintesis de arginina (genes
arg) se comprueba el crecimiento de los diferentes
mutantes con los compuestos intermedios en la ruta
biosintética: dcido glutémico, &cido acetil-glut&-
mico, acetilornitina, ornitina y citrulina (Tabla 1)
El érgininosuccinato, gque permitirfa distinguir los
mutantes argG de los argH, no se ha empleédo en es-

te estudio, ya qgue tiene escasa permeabilidad.

Puesto que la distribucibn de todos los



TABLA 1. Clasificacidn de ibs diferentes mutan-
tes arg por su crecimiento en los distintos com-
puestos intermedios en la biosintesis de la argi-
nina. Los signos + y - indican crecimiento y au-

sencia del mismo respectivamente.
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genes arg en el mapa genético de E. coli es cono-

cida, podemos comprobar si el método de cartogra-
fia genética por comutacibén con nitrosoguanidina
es v4lido en este sistema y si la distribucidn

de los genes segfin esta nueva técnica se ajusta a

la obtenida en los mapas de recombinacidn.

Para comprobarlo, después de un tratamieh—_
to con nitrosoguanidina, seleccionamos un mutante
arg que estaba afectado en el gen H, gen que con-
trola él Gltimo paso de la sintesis de arginina y

que estd situado muy cerca de los genes argE, argC

ylgggg en él mapa genético. A partir de este mutan-
te ArgH—, después de un nuevo tratamiento ¢on nitro-
soguanidina, se obtuvieron dos tipos de revertien—
tes ArgH+: una inmensa mayoriayéue se comportaba

< como la estirpe 51lvestre y podia crecer en medlo
minlmo simple y unos pocos que eran.ﬁuxéﬁrofos pa-
»Kra la arginina, y que, por tanto, habfan sufrido
simultdneamente la reversidn en ei gen argH y una
mutacidén gue afectaba a‘alguno de los genes gue

controlan los pasos anteriores.

Puesto que la nitrosoguanidina induce co-

mutacidn en genes muy préximos entre sf, al clasi-
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ficar estos revertientes ArgH arg se esperaba en-
contrar un mayor n@mero de mutantes afectados en

los genes argE, argC y argB que en los restantes

~genes.

Como los resultados obtenidoé aplicanéo
la comutacidén concuerdan perfectamente con los ob-
tenidos por recombinacidn, esta técnica puede apli-
carse para establecer la distribucién de los genes
correspondientes en organismos sin procesos recom-
binatorios conocidos, y estudiar asi el operdn des-

de un punto de vista evolutivo.



MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES -

1. - ESTIRPES BACTERIANAS

Escherichia coli x493 es uﬁé estirpe
Hfr K-12 tipo silvestre. Para su crecimiento
s6lo necesita una fuente de carbono y las sales
inorgénicas adecuadas y es sensible a layestrep-
tomicina. Deriva de la estirpe x15, estudiada
por Curtiss y_Renshaw (1969) y transfiere su

cromosoma en el orden O~proB-proA-leu-thr-lac-

F. Nos fue enviada por R. Curtiss.

Escherichia coli SE10, SEll, SEl12 vy

SE13 son estirpes mutantes Hfr lac incapaces
de utilizar lactosa que fueron obtenidas en este
trabajo a partir de x493 por mutagénesis con

nitrosoguanidina.

Escherichia coli SE15, SE16 y SEl17
son estirpes derivadas del Hfr SE13, lac obteni-
das en este trabajo por seleccidn de colonias

deficientes en conjugacidén en medio sélido.
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Escherichia coli SE18, SE19, SE22 y

SE23 son estirpes derivadas del Hfr SE12, lac
obtenidas en este trabajo seleccionandocolonias

deficientes en conjugacibn en medio sélido.

Escherichia coli x15 es una estirpe

Ft K-12 y tipo silvestre. Deriva de la estirpe
W1485 estudiada por Lederberg y Lederberg (1953).

y nos fue enviada por R. Curtiss.

Escherichia coli SE20 y SE21 son

estirpes rt mutantes lac que fueron obtenidas en
este trabajo a partir de x15 por mutagénesis con

nitrosoguanidina.

Escherichia coli DF73 es una estirpe

F~ strA, thyA, thr, leu, thi, pro, arg, lac, gal,

ara, xyi, mtl, que deriva de la estirpe AB1157

Y que fue recibida de K. Brooks.

Escherichia coli B/5 es una estirpe B

de E. coli, tipo silvestre qgue fue recibida de

I. Lielausisl



Escherichia coli SE25 es una estirpe

mutante leu derivada de B/5 que requiere leucina
para vivir (20 pg/ml) y ha sido obtenida en este
trabajo por mutagénesis con nitrosoguanidina y

seleccidén con penicilina.

Escherichia coli SE26 es un mutante ara

derivado de la estirpe B/5 gue no puede Vivir
con arabinosa como finico fuente de carbono y ha
sido obtenida en este trabajo por mutagénesis

con nitrosoguanidina y seleccidn con penicilina.

Escherichia coli SE30, SE31 y SE32 son

estirpes mutantes argH derivadas de B/5 qué re-
gquieren arginina (20 upg/ml) y han sido obtenidas
en este trabajo por mutagénesis con nitrosoguani-

dina y seleccibn con penicilina.

Escherichia coli SE33 es un mutante argE

que requiere arginina y fue obtenido en este tra-
bajo a partir de un mutante SE30 argH por mutagé-

nesis con nitrosoguanidina.

La denominacién de las estirpes se ha
hecho segln el método propuesto por Demerec et.

al. (1966).
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2. - BACTERIOFAGOS

Los fagos de ARN, tipo silvestre,
Q8 y £2 fueron obtenidos de A.J. Clark. Los
fagos de ADN tipo silvestre, f1 fueron enviados

por N.D. Zinder.

3. - PRODUCTOS QUIMICOS

Nitrosoguanidina (N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguadina),

Serva, Heidelberg, Alemania.

Estreptomicina, Sulfato de estreptomicina, Wassermann.

Penicilina, G s6dica. Compailiia Espanola de Penici-

lina, S.A., Madrid.

Naranja de acridina, Cloruro de 3,6-bis~dimetila-

minoacridinio, Sigma, St. Louis, Missouri, USA.

Bromuro de etidio, Bromuro de 2,7-diamino-10-etil-

9-fenil-fenantridinio, Sigma.
4. - TAMPONES

a) Tampbn Tris-Sales: ESté formado or

£

9% de solucibn A, 90% de agua destilada y 1% de
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solucidn B, mezcladas en este orden. Se ajusté
el pH a 7,4 con hidréxido sédico 6 &cido clorhi-

drico y se esterilizb en el autoclave.

Solucidén A: Tris (hidroxiﬁetil) amino-
metano, 120 g; agua destilada, 500 ml; disolvef;
ClH concentrado, 75 ml; C1lK, 20 g; ClNH4, 20 g;
POyHNay, 6,6 g; SOyNa,, 3,5 g; agua destilada,

400 ml.

Solucién B: CloMg. 6H20, 5 g; agua

destilada 100 ml.

b) Tampdn Tris-Maleato:

Solucién A: 0,2 M de tris y &cido
maleico (24,2 g/1 de tris hidroximetil amino-

metano y 23, 2 g/l de &cido maleico).

Solucidén B: 0,2 M de hidréxido sbédico.

Los tampones se preparon mezclando 50 ml
de solucién A con solucidén B en cantidad de 13,1 ml‘
para pH = 5,5 yv de 56 ml para pH = 7,5, afadiendo

agua deétilada hasta un total de 200 ml.
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Se ajustd el pH, en caso necesario,

y se esterilizé por filtracibn (Gomori,1955).

5. - MEDIOS LIQUIDOS

A - MEDIO MINIMO: Para todos los

cuiltivos liquidos se usé medio minimo, salvo
que'se diga lo contrario. Se prepard con tam-
pbén tris-sales, 2g/1 de azficar (D—glﬁcosa) y
los suplementos requeridos por cada estirpe.
Los aminodcidos y la timina se anadieron a con-
centraéiones de 20 pg/ml, la timina al ug/mi,

y la estreptomicina a 100 pug/ml.

B - MEDIO NUTRITIVO: Se empled el

medio de Luria, que contiene 10 g de triptona,
5 g de extracto de levadura y;iO g de cloruro
sédico en 1 litro de agua destilada. Después
de ajustar el pH a 7,2, se esterilizd en el

autoclave.

En ciertos casos, este medio fué suple-
mentado con 50 pg/ml de naranja de acridina 6 de

bromuro de etidio.
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6. - MEDIOS SOLIDOS

A - MEDIO MINIMO: Se prepard anadiendo

20 g/1 de agar Difco al medio minimo liquido
(ver 5A). Después de autoclavar, cuando la
temperatura era de 45°C, se vertieron aproxima~‘

damente 25 ml en cada caja de Petri.

>Las pruebas de supervivencia, reversibn
y resistencia a fagos, se hicieron en este medio.
Para selecéionar recombinantes, a este medio se
anadieron distintos sﬁpléﬁentos, segln se describe

en Resultados.

B - MEDIO NUTRITIVO: Se prepard

anadiendo 20 g/l de agar Difco al medio liguido

de Luria. En ciertos casos,-ée anadidé a la super-—
ficie de estas cajas_ una capa de agar biando, con-
teniendo 6 g/l de agar y 2 g/1 de glucosa en tampén
tris-sales. Los recuentos de fagos QB, f2 y fl

se hicieron en estas cajas.

C - MEDIO DE CONSERVACION: Se prepar6

con 10 g de triptona, 5 g de glucosa y 20 g de

agar en un litro de tampdn tris-sales.



Se pusieron 5 ml en pequenos frascos,
se hicieron picaduras con las estirpes de la =
coleccibn, y se conservaron bien cerrados a

temperatura ambiente.
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METODOS

I. - CRECIMIENTO

Los cultivos en medio liquido se incubaron a
37°C durante todé la noche. Para airearlos

se hizo burbujear en ellos aire estéril (fil-
trado a través de algoddn) y saturado de hume-
dad (pasado por un frasco con agua) procedente
de una bomba port&til de las empleadas en
acuarios. Al dia‘éiguiente se diluyeron 1:10
en medio nuevo y se dejafOn crecer hasta una
concentracién aproximada de 108 bacterias/ml,
tomando medidas de la densidad 6ptica a 450 nm
en un espectrofotémetro "Spectronic 20" Bausch

and Lomb.

IT. - RECUENTO DE BACTERIAS VIVAS

Después de efectuar las diluciones adecuadas

en fubos con 5 ml de tampdén tris-sales, se
tomaron muestras que se esperaba contuvieran
100~-200 bacterias vivas y se extendieron con un
esparcidor estéril sobre cajas de medio minimo.

Se incubaron durante 24 horas en una estufa a



37°C y se contaron las colonias obtenidas.
Para cada determinacibén se sembraron dos cajas

y se hizo el promedio de ambas.

III. - TRATAMIENTO CON NITROSOGUANIDINA

La nitrosogganidina se disolvié:. en agua destilada
(1,0 mg/ml) y se preparon pequenios tubitos con
alicuotas de 1 ml. Se guardaron en la.oscuridad
en un congelador hasta el momento de ser usados y

en ning@n caso se volvieron a congelar.

El cultivo de bacterias en fase exponencial se
lavé y centrifugd dos veces con tampbn tris-sales
y se resuspendid . en tampdn tris-maleato pH 7,5
(salvo en el caso gue se indique otra cosa). Se
anadieron 100 ug/ml de nitro;oguanidina a un tubo
coﬁ 102 bacterias por ml, dejdndolo a 37°C sin
akreacién durante 30 minutos. Después del trata-

miento, las cé&lulas se centrifugaron y lavaron dos

veces con tampdn tris-sales.

Iv. - AISLAMIENTO DE NUEVAS ESTIRPES

A)- - AISLAMIENTO DE AUXOTROFOS: Para seleccionar

una estirpe incapaz de vivir en ausencia de un nu-



triente deferminado, se trataron las células con
nitrosogﬁanidina y se cultivaron durante 5-6
generaciones en medio minimo suplementado con un
exceso del nutriente. Se diluy6 y se siguid
cultivando en medio minimo con exceso del nu-
triente durante'otras 5-6 generaciones. Después

de centrifugar y lavar dos veces con tampbn tris-
sales, las bacterias se resuspendieron en medio
minimo sin el nutriente con una concentracién
nunca-superior a 107 células por ml, y se incuba-
ron durante una hora con aireacidn en presencia

de 1.000 unidades por ml ‘de bencil-penicilinato
potdsico. El cultivo se lavé dos veces con tampdn
tris—saleé, se resuspendib en medio minimo sin el
nutriente en presencia de 1.000 unidades por ml de
bencil-penicilinato potédsico y se incubd otras tres
horas. Después de centrifugido y lavado se sembrd
en cajas en medio minimo con el nutriente, obtenien-
dose ﬁna supervivencia aproximada de 1073, Las
colonias obtenidas fueron transplantadas con palillos
de-dientes estériles a cajas de medio minimo sin y
con el nutriente. Las colonias que requerian el nu-
triente se aislaron y purificaron tres veces conse-

cutivas.



Para seleccionar mutantes incapaces
de utilizar la lactosa o la arabinosa,; las bac-
terias tratadas con nitroscoguanidina se cultivaron
‘durante tres horas en medio minimo con

glﬁcosa y se sembraron en

cajas de medio minimo. Las colonias obtenidas
se transplantaron a cajas de medio minimo y a
cajas de medio mfnimo en las que la glucosa habia

sido sustituida por lactosa o arabinosa.

B) - AISLAMIENTO DE MUTANTES RESISTENTES A

LA ESTREPTOMICINA: Para seleccionar mutantes
resistentes a la estreétomicina, las células tra-
tadas con nitrosoguanidina se resuspendieron en
medio minimo y se incubaron a 37°C con’aireacién
durante 8 horas. La seleccibn de mutantes se hizo
en cajas de medio minimo supiementado con 100 ug

de estreptomicina.

.C) - AISLAMIENTO DE REVERTIENTES: Para seleccionar

révertientes, que ya no requieren un nutriente deter-
minado, se sembraron células tratadas con nitroso-
guanidina en cajas de medio minimo carentes del
nutriente y se incubaron durante dos dias. Para

obtener revertientes capaces de utilizar lactosa o



arabinosa las siembras se hicieron en cajas de
‘medio minimo con lactosa o arabinosa como Gnica

fuente de carbono.

V. - COMPROBACION DE LAS CARACTERISTICAS

DONANTES
A) -~ CONJUGACION EN MEDIO LIQUIDO

Para comprobar las caracteristicas donantes y
receptoras de las estirpes x493 (Hfr, tipo sil-
- vestre, sensible a la estreptomicina) y DF73

(F™, stra, thya, thr, leu, thi, pro, arg, lac,

gal, ara, xyl, mtl) respectivamente, se hizo un

experimento de conjugacidn en medio liquido. Se -
cultivaron ambas estirpes en‘medio minimo con
aireacidén durante toda la noche. Al dia siguiente
se diluyeron 1:10 en medio nuevo y se dejaron crecer
hasta una concentracién aproximada de 108 bacterias
por ml. Se centrifugaron y lavaron ambos cultiyos,
se mezclaron sus células enkla proporcidn 1:10 y

se mantuvieron a 37°C sin aireacién durante 3 horas,
tratando de mantenerlas en la maxima guietud, y al
cabo de este tiempo se sembraron en diferentes

cajas de medio minimo con estreptomicina (donde no



podia crecer la estirpe Hfr) que carecian de
alguno de los requerimientos de la estirpe F—,

de modo que en €l s6lo pueden vivir recombinantes
de ambas estirpes. Como se verd la estirpe x493

es un Hfr.

'B) - CONJUGACION INTERRUMPIDA

Para comprobar el orden de transferencia de la
est;rpe Hfr SE12 (que lleva una mutacidn lac),

se prepard una’mezcla de células de SE12 y de

DF73 como se describé en el apartado anterior.
Esta mezcla se mantuvo a 37°C sin aireacidn du-
‘rante 2 horas, y con el miximo cuidado posible
pdra no agitarla, se tomaron muestras cada 20
minutos. Después de una agitacién violenta, las
muestras se sembraron en diferentes cajas de medio
con estreptomicina suplementado con los requeri-

" mientos de la estirpe F~, excepto aquel o aquellos
éara los que se querian seleccionar recombinantes.
Para obtener uné agitacidn suficiente, capaz de
separar a las parejas en conjugacién, se utilizd
el aparato descrito por Low y Wood (1965). Esen-

cialmente se trata de una sierra eléctrica de
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vaivén (Black y Decker modelo Jig Saw D350A)
en la que se habia instalado un dispositivo

capaz de sostener un tubo herméticamente cerrado.

C) - CONJUGACION EN MEDIO SOLIDO

Para comprobar la capacidad de transferencia del
Hfr x493 y también seleccionar colonias que hubieran
perdido esta capacidad se hicieron pruebas de conju-

~gacién 'en medio sélido.

- Se sembr6 un cultivb de x493 en fase exponencial

en cajas de medio minimo para obtener colonias ais-
‘ladas. Un cultivo de DF73 en fase estacionaria,
después de centrifugado y lavado, se sembrd en cajas
de medio minimo con.estreptomicina suplementadas

con los requerimientos de digha estirpe excepﬁo
treonina y leucina, con una concentracidén aproxima--
da de 109 bacterias por caja. Se transplantaron con
palillos de dientes estériles las colonias aisladas
del Hfr a cajas de medio minimo y a las cajas en

las que se habia extendido la estirpe DF73 y se
incubaron hasta el dfa siguiente para observar la
aparicibn de recombinantes en las zonas donde coin-

cidfan ambas estirpes.
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D) -~ PRUEBAS DE RESISTENCIA A FAGOS

Para‘comprobar la adquisicibn de resistencia

de las estirpes donantes a los fagos Q8, £2 y

£1 se prepaton cajas de medio minimo en las gue
se habia extendido con'un asa estéril en una
banda central una gota (aproximadaménte 109
fagos por ml) de la suspensidn de fagos.  Las
colonias cuye resistencia se querfa comprobar

se extendieron en estas cajas con un palillo
estéril atfavesando la banda de fagos, y se’incu-
baron toda la noche a 37°C. Se consideraron co-
lonias resistentes las que presentaban el mismo
crecimiento a ambos lados de la banda de fagos

(Figura 3).

E) '~ TRATAMIENTO CON NARANJA DE ACRIDINA

Para distinguir 1as bacterias donantes que tiénen
el factor F integrado en el cromosoma (Hfr) de
lés que lo tienen en forma de episoma (Ft), 1las
bacterias se incubaron en medio nutritivo al que
se habfa afiadido 50 pg/ml de naranja de acridina
durante 24 horas. Se sembraron alicuotas en
cajas de medio mfnimo y se estudib la resistencia

a fagos de las colonias resultantes. Las estirpes’
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Bfr conservan en estas condiciones su sensi-
bilidad a estos fagos pero las estirpes Ft

se vuelven resistentes (Hirota, 1960),

El mismo experimento se puede hacer
sustituyendo el naranja de acridina por bromuro

de etidio. -
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FIGURA 3. Ensayo para medir la sensibilidad o re-
sistencia a una suspensidn de fagos QB y £2 de va-

rias colonias de una estirpe donante de E. coli




RESULTADOS
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PARTE I COMUTACION EN EL SISTEMA F-lac

I. - EXPERIMENTOS CON EL Hfr x 493:

COMPROBACION DE LA CAPACIDAD DONANTE

1. - "CONJUGACION EN MEDIO LIQUIDO

Para comprobar gque la estirpe x 493
(tipo silvestre, Str®) era Hfr, se hizo un exper-
mento de conjugacibdn en medio ligquido empleando
la estirpe F~ DF73 (Thr ~, Leu”, Lac™, strt,

entre otras mutaciones) como receptora.

Cuando ambos cultivos estaban en fase
“exponencial se hicieron recuentos del nlmero de
bacterias vivas por ml en cada uno y se pusieron

en contacto durante 3 horas.

Al cabo de este tiempo se sembraron en
cajas con medio sin treonina ni leucina, pero con
éstreptomicina, para buscar recombinantes Thrt,
Leut, str¥ y en cajas con medio con lactosa y
estreptomicina para buscar recombinanfés Lact,

Str¥.
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Después de dos dias de incubacibn los

resultados fueron:

Bacterias donaﬁtes B 3,7x108/m1
Bacterias receptoras (. 1,2x108/ml
Recombinantes ThrtLeutStr¥ l,2x106/m1
Recombinantes LactStrt 1,3x103/ml

"Los genes thr y leu fueron transferidos
con una frecuencia mucho mé&s alta que el gen lac,

lo cual es una prueba de que la estirpe 493 es un

Hfr que transfiere thr y leu al principio y lac

al final.

2. - CONJUGACION EN MEDIO SOLIDO

Para comprobar cdémo se comportaba el
Hfr x493 sobre el F DF73 en medio s8lido, se
aislaron colonias del Hfr y se probaron en cajaé
con medio sin treonina ni leucina perb con estrep-
tomicina en las que se habian extendido previamente

unas 109 bacterias F~.

Se hicieron controles probando las colo-

nias del Hfr en el mismo medio sin el F~ y dejando



una caja del mismo medio con el F~ pero sin

anadirle el Hfr.

Después de dos dias de incubacidn, en
las cajas de control no habfia crecimiento algu-
no, mientras que las 400 colonias Hfr sembradas

sobre las F~ habian crecido perfectamente.

Esta es una segunda prueba de la capa-
cidad donante de la estirpe x493, y nos permitird
ﬁsar_este'ensayo simplificado para comprobar la

pérdida de 1la capaciaad'donante.
3. - MUTAGENESIS Y SELECCION DE ESTIRPES Hfr Lac™

Un cultivo de x493 en fase exponencial
fue tratado con nitrosoguaniaina, con una super-
vivencia del 7,3%, se siguid cultivando duranté 3
horas y se sembr6 en cajas con medio minimo con
'glucésa haciendo las diluciones adecuadas. En
este medio son capaces de formar colonias casi
todas las células del cultivo, incluso las que
hayan sufrido mutaciones lac. Para aislar mu-

tantes lac se comprobd la capacidad de iaS'colof

nias obtenidas de vivir en medio minimo con lac-



tosa. De 2.100 colonias ensayadas, 15 fueron
incapaces de vivir con lactosa, por lo que se pre-

sume gue llevaban mutaciones en el sistema lac.

Se ensay$ la capaciéad donante de las
colonias obtenidas antes y después del trata-
miento con .nitrosoguanidina, haciendo conjugacién
en medio sélido con 100 colonias de cada tipo.

Las 200 colonias ensayadas se comportaron como
Hfr, lo que indica que lé nitrosoguanidina no
destruye masivamente la capacidad de transferencia

genética.

Nos interesan mutantes lac que reviertan
bien con nitrosoguanidina. Para detectarlos, se
preparon cajas de medio minimo C6n lactosa y 0,02
~g/1 de glucosa. Esta pequefia cantidad‘de glucosa
es suficiente para que las células Lac™ crezcan
inicialmente pero no para que formen colonias visi-
bles. Se tomaron 5 estirpes Lac™, de las 15 obte-
nidas anteriormente y se extendieron 107 células
de cada una sobre una de estas cajas. Se colocd
un pequefio cristal de nitrosoguanidina en el centro

de la caja y se incubd hasta el dia siguiente.
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En 4 césos se observd un halo de
colonias revertientes a unos 2 cm del cristal de
nitrosoguanidina, mientras que en el otro caso
no aparecid - ningln halo. Estas 4 estirpes Hfr
Lac™ que revertfan bien con nitrosoguanidina se

denominaron SE10, SEl1, SE12, y SE13.
4. ~ REPRODUCCION Y RECUENTO DE FAGOS

Los fagos QB o f£2 se diluyeron hasta una
concentracién final aproximada de 108 por nl, se
anadié 0,1 ml de esta suspensién a un cultivo
exponencial de bacterias ¥493 en 10 ml de medio

nutritivo y se incub6 con aireacidn forzada.

La Fig. 4 representa la evolucibn de la

densidad O6ptica de tales cultivos.

Tras 7 horas de incubacibn se centrifugd
" cada cultivo a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos, se
recogib el sobrenadante, se le afiadié una gota de

cloroformo para esterilizarlo y se guardd a 5°C.

Para estimar el ntmero de fagos de la

suspensidn se hicieron diluciones apropiadas, se
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mezclaron con agar blando y unas}lo8 células
x493 vy se sembraron en cajas de medio nutritivo.
Al dia siguiente se contaron los halos de lisis
producidos por cada fago sobre los culfivos de
x493 y se concluyd que la suépensi6n de QB

tenfa 3,7x10ll fagos por ml y la de £2, 3,0x10tl

fagos/ml. _
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FIGURA 4. Evolucidn de la densidad 6ptica con
respecto al tiempo de dos cultivos del Hfr x493
a los que se habfa anadido 106 fagos QB/ml (——QF—Q

Yy 106 fagos £2/ml (emm Q=) ,



densidad

tiempo en horas



- 84 -

II. -~ EXPERIMENTOS CON LOS Hfr Lac™

1. - EFECTO DE LA NITROSOGUANIDINA SOBRE

EL CRECIMIENTO

La Fig. 5 (linea A) representa la

evolucibén de la densidad 6ptica de un cultivo

de SE12., Al llegai el cultivo a una densidad
6ptica de 0,40 se tomd una muestra para averiguar
el nfimero de bacterias vivas por ml antes del tra-
tamiento. EL resultado fué de 3,0x108 bécterias
vivas por ml. Se lavé el resto del cultivo y se
trafé con nitrosoguanidina. Tras los lavados se
hizo otro recuento para saber el nlmero de bac-’
terias que habfan sobrevivido. E1l resultado fue
de 7,12107 bacterias por ml1 Derla comparacibn de
estos dos recuentos se deduce que la supervivencia

al tratamiento con nitrosoguanidina fue del 23%.

Se diluyé el cultivo tratado y se cultivd
en medio mfnimo durante 6 horas. La Fig. 5 (linea
B) indica la evolucidén de la densidad 6ptica en

este cultivo.
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FIGURA 5. Evolucidén de la densidad 6ptica con
respecto al tiempo de un cultivo de la estirpe
SE12. La linea A representa el cultivo antes del
tratamiento con nitrosoguanidina y la lfnea B el

cultivo despues del tratamiento



~densidad optica

tiempo en horas




Tanto antes como despu@s del trata-
'miéhto, el cultivo crecid en forma exponencial,
"con un tiempo de duplicacidén de la densidad &p-
tica de 75 minutos. La toxicidad de la nitroso-
~guanidina no afecta sensibleﬁente a los paréme-

tros de crecimiento de las células supervivientes..

v
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2. - EXPRESION DE LA MUTACION Lact

Se sembrd un cultivo de SE12 que‘habia
creéido expénenéialmente'hasta contener 1,4x108
bacterias vivas por ml; en.cajas de medio nutri-
tivo, medio minimo con lactosa y medio mfnimo con
‘estreptomicina, para determinar la frecuencia de
mutantes espontdneos Lact y Strr en este cultivo.
Se obtuvieron 16,4 revertientes Lact por millén
de bacterias vivas y 0,02 mutantes Str¥ por milldn

de bacterias vivas.

Se trat6 el cultivo con nitrosoguanidina
en la‘formé usual, excepto que se usé tampén a pH
5,5, y después de los iavados correspondientes se
hizo otro recuento. EL recuento fue de 1,0x108 por
ml con lo que la supervivengia al tratamiento fue
del 71%; Ya era sabido que la nitrosoguanidina
produce menos letalidad a ph 5,5 que a pH 7,5.

Se diluyd el cultivo ttatado y se siguié culﬁivan—
do durante 8 horas. La Fig. 6 representa la evolu-
cibén del n° de mutantes Lac+'y mutantes Strlen

“este cultivo. > -
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FIGURA 6. Expresidbn de la mutacidn Lact y Str
la estirpe SEl12 durante las ocho horas siguientes
al tratamiento con nitrosoguanidina. La lfnea —e—
correspbnde a la aparicidn de mutantes‘Lac+ por

millén de supervivientes y la linea-===O==a la

de mutaﬁtes str’ por milldn de supervivientes.



horas

‘tiempo en

i

i

O

/’
/0
/'
~.
/'
~.
l.
~. o
.
& |

= s o
er— — g

.+ gl od ssiueinu



Se observa claramente que la frecuen-
cia de revertientes Lact es mixima inmediata-
mente después del tratamiento con nitrosoguanidina,
decreciendo paulatinamente durante las 8 horas de
crecimiento, mientras que la frecuencia de mutan-

tes Str¥ es mdxima a las 4 horas de recrecimiento,

decreciendo ligeramente en las 4 horas siguientes.

El decrecimiento de la frecuencia de mu -
tantes Lact puede ser debido a una menor velocidad
de crecimiento de tales mutantes, o, mds probable-
mente a segregacién de cromosomas: si una cé&lula
tiene dos cromosomas de los cuales sb6lo uno es
revertiente Lact , al dividirse la célula sélo
una de las dos hijas es Lact y la proporcién de
éstas en el cultivo disminuir4.

‘La cinética de aparicién de mutantes
Strr se explica por la necesidad de‘fabricar
ribosomas capaces de sintetizar prbteinas en pre-
sencia de antibi6tico (Ozaki et al., 1969) si
los mutantes, con la informacidn genética apro-
piada para fabricar tales ribosomas, son colocados

en presencia de estreptomicina prematuramente, no



=92 -

sobreviven. El lento decrecimiento final se
debe a que los mutantes StrY tienen una veloci-
dad de crecimiento inferior a la del silvestre

(Lederberg, 1951).
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3. = COMPROBACION DE LAS CARACTERISTICAS

DONANTES

A - Tratamiento con naranja de acridina

Este tratamiento permite distinguir las
bacterias gue tienen el factor F integrado en el
cromosoma (Hfr) y las que lo tienen en forma de
episoma (F¥), yva que el naranja de acridina inter-
fiere con la replicacidn de episomas libres (Hiro-

ta, 1960).

Para comprobar si estas estirpes habian
perdido o‘el factor F tras el tratamiento con
naranja de acridina se estudiélsi las colonias
obtenidas después del tratamiento eran resistentes
a.fagos f1, gue se adsorben a loé pélos sexuales
determinados genéticamente p;r el factor F. De
100 coloﬁias de SE12 ensayadas de esta forma
todas eran sensibles al fago fl1, lo que demuestra
que el SEl12 es un verdadero Hfr, cuyo factor F
estd integrado en el cromosoma y no se pierde por

tratamiento con naranja de acridina.

B - Tratamiento con bromuro de etidio
Este tratamiento tiene el mismo objeto que

‘el anterior. La presencia de factor F en las célu-



las supervivientes al tratamiento se estudid
comprobando su sensibilidad a una mezcla de fagos
08 vy £2,que, como fl requieren pelos sexuales,
determinados genéticamenté por el factor F, para
su adéorcién. De 200 colonias de SE13 ensayadas,
todas eran sensibles a la mezcla de fagos QB y £2,
lo que demostrd que SE13 era también un ﬁfr, con

su factor F integrado en el cromosoma bacteriano.

C - Conjugacidn interrumpida

Para comprobar si una de estas estirpes,
la SE12 (Lac™, StrS) era Hfr se hizo un experimento
de donjugacién en medio liquido empleando la estir-
pe F~DF73 (Thr-, Léu-, Pro—, HiS‘, Str¥ entre otras
mutaciones) como receptora.

Cuando ambos cultivos estaban en fase expo-
nencial se contaron las bacterias vivas presentes
en cada uno, se mezclaron y se mantuvieron en con-
’tacto durante 2 horas. La mezcla tenia inicialmen-
te.2,3 X 108 bacterias donantes, y 2,9 % 109 bacterias
receptoras en 10 ml de medio minimo con los suplemen-

tos indispensables a ambos.
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Peribdicamente se obtﬁvieron muestras
en las que se separaron las bacterias conjugantes
y se averigud el nfimero de recombinantes StrYProt,
ThrtStr¥y StrrHist(Figura 7). El primer marcador
transferido fue Prot, seguido de Thrt; Hist no fue
transferido apreciablemente duranté este periodo de

conjugacidn.

Se concluye que la estirpe SE12 es un Hfr
que, como su antecesor x493, transfiere su cromo-

soma secuencialmente en el orden O-pro-leu-thr-his-

lac.



- 96 -

FIGURA 7. Evolucidn del nlimero de recombinantes
por ml éon respecto al tieﬁpo de conjugacién entre
las estirpes SE12 y'DF73. La linea —-@— represen-
ta el nfimero de recombinantes Pro+ Strr, la linea
i O v el'nﬁmerb de recombinantes Thr' str® y 1la
iinea seseheeee indica que no se obtuvo ninglin recom-

binante His+ strt.
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4. - COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac¥

Y LA PERDIDA DE LA CAPACIDAD DONANTE Hfr

Para’comprobar éi existe 6 no una coin-
cidencia significativa entre la revérsién Lact
inducida por la nitrosoguanidina y la pérdida de
la capacidad donante de estos Hfr, se hicieron

los siguientes experimentos.

Un cultivo en fase exponencial de uno de
estos mutantes (Hfr, Lac‘) fue tratado con nitro-
- soguanidina. De este cultivo nos interesaba obte-
ner colonias de la poblacién general antes y después
del tratamiento con nitrosoguanidina y colonias re-

vertientes Lact

esponténeas e inducidas por nitro-
soguanidina. Para ello se §embréron alfcuotas del
cultivo, obtenidas inmediatamente antes e, inmedia-
tamente después del tratamiento, sobre medio minimo
con glucosa'(poblacién general) y medio minimo con
lacﬁosa (revertientes). Probando la capacidad do-
nante de colonias de los 4 tipos puede decidirse si
la reversién Lact y la pérdida de la capacidad do-

nante tienden a presentarse simulté@neamente. Los

experimentos realizados para probar la capacidad
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donante se hicieron con la estirpe F DF73
(Thr™ Leu Strr, entre otros caracteres feno-
tipicos) y con cada uno de los Hfr Lac~ (Thr'h

Leu+ Strs).

Los resultados de las Tablas 2 a 5
muestran que entre las colonias revertientes Lac+
inducidas por la nitrosoguanidina han perdido su
capacidad donante en una proporcibn 2-3 veces ma-
yor Que entre las colonias tratadas de la poblacién
~general, de 1o que se deduce que ambas mutaciones
tienden a ocurrir simultidneamente en las mismas cé-

lulas.

Como la pérdida esponténea de la capacidad
dohante, tanto en las colonias no'tratadas de la
poblacién general como en las revertientes Lact
esponténeés fue muy alta (lo cual se puede atri-
buir a la inestabilidad del factor F) se decidié
ensayar otro procedimiento de determinacién de mu-
taciones en el factor F, con la esperanza de que

su frecuencia espontdnea fuera menor y condujera

a resultados m&s claros.
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Y LA PERDfDA DE: LA CAPACIDAD DONANTE Hfr

EN LA ESTIRPE SE10

COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+

Antes del Después del
. tratamiento tratamiento
Poblacién Mutantes| Poblacién Mutantes
general Lact general Lac+
" ; 8 6 4
Células/ml 2,7x10 98 7,1x10 4,2x10
Colonias
ensayadas 400 400 300 400
Colonias de-
ficientes en
transferencia
genética 3 4 8 17
Id $ 0,7 1 4,2




TABLA 3. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac
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Y LA PERDIDA DE LA CAPACIDAD DONANTE Hfr

EN LA ESTIRPE SE11l

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacibn Mutanteé

Poblacién Mutantes

~general Lac+ general Lac+

P -8 6 4
Células/ml 1,8x10 113 3,3x10 2,2x10
Colonias
ensayadas 500 300 124 : 400
Colonias de~- B}
ficientes en
transferencia
" genética 6 0 4 26
id % 1,2 0 3;2 6,5
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Y LA PERDIDA DE LA CAPACIDAD DONANTE Hfr

EN LA ESTIRPE SE12

Antes del Después del
tratamiento tratamiento
Poblacidén Mutantes | Poblacién Mutantes
+ +
~general Lac ~general Lac
. 7 6 . 4
Células/ml 6,6x10 168 6,2x10 1,5x10
Colonias ;
ensayadas 200 400 200 500
Colonias de-
ficientes en
transferencia
~genética 2 10 4 30
Ida % 1 2,5 2 6




TABLA 5. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac
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Y LA PERDIDA DE LA CAPACIDAD DONANTE Hfr

EN LA ESTIRPE SE13

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacidn Mutantes

Poblacién Mutantes

~general Lac’ ~general Lac’

- 8 _ AT 4
Células/ml 2x10 228 2,8x10 3,5x10
Colonias
ensayadas 300 600 - 300 400
Colonias de-
ficientes en
transferencia
~genética 1 9 8 16
Id % 0,3 i,5 2,6 4
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5. = COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+
¥ LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A

'LOS FAGOS Qg Y f2

Los fagos Q8 y f2 tienen como material
genético ARN lineal dé una cadena y una estructura
virica globular. Necesitan, para su infeccibn, la
presencia de pelos sexuales en la estirpe donante
y esta presencia estid determinada genéticamente por

el factor F.

Comd la pérdiaa eséonténea de la capaci¥
dad donante habia sido muy alta, se ensayd el proce-
dimientb de buscar mutaciones en F que confirieran
:esistencia a los fagos Q8 y f2, especificos de bac-

terias donantes.

Un cultivo en fase exponencial de uno de
estos mutantes (Hfr Lac ) fue tratado con nitroso-
gﬁahidina. De este cultivo se obtuvieron colonias
de la poblacibn general antes y después del trata-
miento_con nitroséguanidina y colonias revertientes

Lac+ esponténeas e inducidas por dicho agente muta-
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génico. Probando la proporcién de colonias de estos
cuatro tipos que son resistentes a'Qs y £2 se puéde
decidir si la reversibn Lac+ inducida por la nitro-
soguanidina va asociada éétadisticamente a la adqui-
sicién de resistencia a los fagos QB vy £2. Se consi-
deraron colonias resistentes agquellas cuyas bacterias
crecian exactamente igual en présencia Yy en ausencia

de fagos sobre medio sblido (Figura 3).

Los resultados de las Tablas 6a, 6b v 7a,
7b,~7c}(las letras correéponden a distintos ensayos
con cada estirpe) muestran que, en las dos estirpes
utilizadas, la proporcibn de colonias resistentes a
los fagos Qgy f2 es aproximadamente el doble entre
los revertientes Lac+ inducidés por nitrosoguanidi-
na que entre las colonias F;atadas de la poblacién
general, de lo que se deduce que ambas mutaciones
tienden a ocurrir simultédneamente en las mismas cé-
lulas. Si la proporcién fuera la'misma, la probabi-
}idad de obtener una diferencia igual o mayor que
la observada por simple fluctuacién aleatoria es,
en ambos casos, menor de 1/1000 segﬁh el método de
comparacién de porcentajes (transformacibén arco se-
no y test estadistico t) descrito en Sokal y Rohlf

(1969).
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De la observacibn de estas Tablas se con-
cluye también que no hay resistencia a fagos QB y
f2 en células que no han sido tratadas con nitroso-
guanidina, O sea, dque lé frecuencia de mutacidén es-

ponténea es inferior a la detectable.



TABLA 6a. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac

- 107 -

+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y £2 EN LA ESTIRPE SE12

Antes del Después del
tratamiento tratamiento
Poblacidn Mutantes | Poblacién Mutantes
general Lac+ ~general Lac+
. 8 ‘ 7 4
Células/ml 10 224 1,5x10 4x10
Colonias
ensayadas 400 400 400 400
Colonias re-
sistentes a
fagos QB y f2 0 0 19 35
Id % 0 . 0 4,7 8,7




TABLA 6b. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac
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-+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

Q8 Y £f2 EN LA ESTIRPE SE12

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacidn Mutantes

Poblacibén = Mutantes

~general Lac’ general Lac
2 8 7 4
Células/ml 10 31 6,6x10 3,9x10
Colonias
ensayadas 200 200 400 400
Colonias
resisten-
tes a fagos
QB y £2 0 0 18 39
1d % 0 0 4,5 9,7




TABLA 7a. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac
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+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y £f2 EN LA ESTIRPE SE13

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacidén Mutantes

Poblacién Mutantes

general Lact ~general Lac”

- ' 8 7 4
Células/ml 1,8x10 198 6,1x10 4,7x10
Colonias
ensayadas 400 400 400 400
Colonias re-
sistentes a
fagos QB y £2 | 0 0 19 26
id % 0 0 4,7 6,5
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TABLA 7b. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y £2 EN LA ESTIRPE SE13

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacidén Mutantes

Poblacién Mutantes

~general Lac+ ~general Lac+

- 7 7 4
Células/ml 9,9x10" . 159 1,4x10 6,6x10
Colonias
ensayadas 300 300 400 400
Colonias re-
sistentes a
fagos Qg y £f2| 0 0 20 31
Id % 0 0 5 7,7
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TABLA 7c. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y £2 EN LA ESTIRPE SE13

Antes del Después del
tratamiento tratamiento
Poblacidén Mutantes | Poblacién Mutantes
general Lac+ general Lac+
8 7 3
Células/ml 2x10 150 10 9,4x10
Colonias
ensayadas - - 650 650
Colonias re-
sistentes a
fagos QB y £2 - - 30 58
Id % - - 4,6 8,9
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6. — COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+
Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA AL

FAGO f1

Se repitieron exactamenﬁe ios mismos
experimentos anteriores usando fagos fl. Los
fagos f1 tienen como material genético ADN cir-.
cular de una sola cadena, y una-estructura viri-
ca filamentosa, pero, lo mismo qué Qg v £2, nece-
sitan para la adsorcién la presencia de pelos se-
xuales en la estifpe donante. La presencia de es-
tos pelos sexuales estd controlada genéticamente

por el factor F.

Un cultivo en fase éxponencial de uno de
guanidina. De este cultivo se obtuvieron colonias
de la poblacibén general despues del tratamiento con
nitrosoguanidina y colonias revertientes Lac+ indu-
cidas por dicho agente mutagénico. Probando la pro-
porcién de colonias de estos dos tipos que son resis-
tentes a f1, se puede decidir si la reversién Lac+
inducida por la nitrosoguanidina va asociada estadis-

ticamente a la adgquisicidén de resistencia a fagos f1l.
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Los resultados de las Tablas 8 y 9 mues-
tran que la proporcidn de colonias resistentes al
fago fl1 es tres veces superior entre los revertien-
tes Lac+ inducidos por nitrosoguanidina que entre
las coionias tratadas de la pobladién:general, de
lo qUeyse deduce que ambas mutaciones tienden a ocu-
rrir éimulténeamente en las mismas cé&lulas. Si la
proporcién fuera la misma la probabilidad de obtener
una diferencia igual o mayor que la observada por
simple fluctuacién aleatoria es en ambos casos me-
nor de l/lObO, segun el mismo test estadistico ante-
rior. En una de las estirpes (SE13) se estudié la
resistencia a QB8 y £2 en las mismas colonias. To-
das las colonias resistentes a fl1 lo fueron a QB
y £2, pero né viceversa. Entre la poblacién general
. encontraron 19 colonias resistentes a Qg v f£2,
de las cuales solamente 8 fueron resistenteé a fi1,

y de los revertientes Lac+, 29 fueron resistentes

a Qy f2 y 27 a fl.

‘Con el empleo del fago f1 gueda mas paten-
te la tendencia a la aparicidén simultédnea de ambas

mutaciones en estas estirpes.
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TABLA 8. COINCIDENCIA DE LA REVERSION LaC+
Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA AL FAGO f1

EN LA ESTIRPE SE12

Poblacibn general Mutantes Lac+
Colonias
ensayadas " 500 ' 500
Colonias re-
sistentes al
fago f1 ' 16 - 43
1d % 3,2 8,6




TABLA 9. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac
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+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA AL FAGO f1

EN LA ESTIRPE SE13

Poblacibén general:

Mutantes Lac+

Colonias

ensayadas

Colonias re-
sistentes al
fago £1

Id

oe

375

375

27
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ITT. - EXPERIMENTOS CON EL F+ x15:

SELECCION DE ESTIRPES Lac

Un cultivo de XlS en fase exponencial
se tratd con nitrosoguanidina,obteﬁiéndose una su-
"pervivencia del 20%. Se siguid cultivando durante
3 horas y :se sembrd en cajas con medio mfnimo con
~glucosa haciendo las diluciones adecuadas. En este
medio son capaces de formar colonias casi todas las
célulaé del cultivo, incluso las que hayan sufrido
mutaciones lég. Para aislar mutantes lac se compro-
b6 la capacidad de las colonias obtenidas de vivir
en medio minimo con lactosa. De 300 colonias ensa-
vadas, 2 fueron incapaces de vivir con lactosa, por
lo gque se presume que llevaban mutaciones en el sis-
tema lac. Estas dos estirpes éé denominaron SE20 y

SE21.
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IV. - EXPERIMENTOS CON LOS F' Lac™

1. -  COMPROBACION DE LAS CARACTERISTICAS DONANTES

’Trétamiento con naranja’de'acridiha

Para comprobar si estas estirpes habian per-
dido o no el factor F trés incubacibén prolongada
con naranja de acridina se estudid si las colonias
obtenidas deSpues del tratamiento'eran resistentes
a fagos fl, que se adsorben a los pelos sexuales
determinadosvgenéticameﬁte por el factor F. De 200
colonias de SE21 ensayadas de esta forma s6lo 5 se-
guian siendo sensiblés al fago fl lo que demuestra
qﬁe la estirpe SE21 es un verdadero F+, cuyo factor
- F se encuentra en forma de episoma y se pierde por

tratamiento con naranja de acridina.

2. = COINCIDENCIA DE LA REVERSIONLaC+ Y LA ADQUI-

SICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS QB Y f2

Un cultivo en fase exponencial de uno de
estos mutantes fue tratado con nitrosoguanidina. De

este cultivo se obtuvieron colonias de la poblacién
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’generél antes y despues del tratamiento con nitro-
soguanidina y colonias revertientes Lac’ inducidas
por dicho agente mutagénico. Probando la proporcibn
de célonias de estos tibos que son resistentes a Qp
y £2 se puede decidir si la reveréién Lac+ inducida
por nitrosoguanidina va asociada estadfsticamente

a la adquisicién de resistencia a los fagos QB y £f2.

Los resultados de las Tablas 10 y 11 mues-
tran que en las dos'eétirpes utilizadas la propor-
cibn de colgnias resistentes a los fagos QB8 y £2 es
aproximadamente igual entre los revertientes Lac+
inducidos por nitrﬁsoguanidina que entre las colo-
nias tratadas de la poblacién general. El andlisis
estadistico reveld que ambas mutaciones son indepen—
dientes y que las diferenq;as'ébservadas se deben a

simple fluctuacién aleatoria.



TABLA 10. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac
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+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y f2 EN LA ESTIRPE SE20

Antes‘del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacidén Mutantes

Poblacidn Mutantes

general Lac+ general Lac+

2 8 , 7 3
Células/ml 2,3x10 0 2,2x10 9x10
Colonias = ‘ ‘ ;
ensayadas 500 - 700 800
Colonias re-
sistentes a
fagos QR y £2} 0 - 35 ‘ 41
Id % 0 - 5 5,1




TABLA 11. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac
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+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y_f2 EN LA ESTIRPE SE21

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacibn Mutantes

Poblacién Mutantes

general Lac+ ~general Lac+
< 8 7

Células/ml 3,2x10 0 2,3x10 48
Colonias

ensayadas 200 - 400 300
Colonias re-

sistentes a

fagos QB y f2 0 - 19 16
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3. - COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac® Y LA

ADQUISICION DE RESISTENCIA AL FAGO f1l

Se hicieron lds.mismos experimentos an-
teriores usando fagos fl. Un culti&o en fase expo-
nencial‘de uno de estos mutantes fue tratado con
nitrosogudnidina. De este cultivo se obtuvieron co-
lonias de la poblacibén general despues del trata-
miento con nitrosoguanidina y revertientes Lac+ in-
ducidos por dicho agente mutagénico. Probando la pro-
porcidn de colonias de ambos tipos que son resisten-
tes a f1, se puede decidir si la reversibn Lac’ in-
ducida por la nitrosoguanidina va asociada estadis-

ticamente a la adquisicidén de resistencia a fagos fl.

Los resultados dq,lé Tabla 12 muestran que
la proporcidén de colonias resistentes al fago f1 es
prédcticamente igual entre los revertientes Lac+ in-
ducidos por nitrosoguanidina que entre las colonias
tratadas de la poblaciéh general y se éoncluye gue

ambas mutaciones son independientes.



- 122 -

TABTA 12. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac’
Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA AL PAGO 11

EN LA ESTIRPE Sk2l

Poblacidn general MNutantes Tac”

Colonias

ensayadas | 500 400

Colonias re-
sigstentes al

fago f1 ' 13 12

14 % 2,6 3,0
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V. = SELECCION DE ESTIRPES DEFICIENTES EN CONJU-

GACION A PARTIR DE ESTIRPES Hfr Lac

Para aislar estirpes que hayan perdido es-
pontédneamente su capacidad de transferencia genéti-
ca, se ensayd la conjugacién en medio sb6lido de co-

lonias de SE12 y SE13 (ver Materiales y Mé&todos).

Aproximadamente un 1% de las colonias en-
sayadas no dieron recombinantes. De entre ellas se
aislaron SE18, SEl9,_SE22 y SE23(derivadas de SE12)

y SE15,SE16 y SE17 (derivadas de SE13).



- 124 -

VI. = EXPERIMENTOS CON ESTIRPES DERIVADAS DE

Hfr Lac DEFICIENTES EN CONJUGACION

1. - COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac' Y LA

ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y f2

Un cultivo en fase exponencial de uno
de estos mutantes fue tratado con nitrosoguanidina.
De este cultivo se obtuvieron colonias de la pobla-
cibn.general antes y despuésldel tratamiento con
nitrosoguanidina y revertientes Lac+ esponténeas
e inducidas por dicho agente mutagénico. Probando
la proporcién de colonias de estos cuatro tipos
que son resistentes a Qg y £2 se puede decidir si
la reversibn Lac+ inducida Eprﬁlé nitrésoguanidina
va asociada estadisticamente a la adquisicidén de re-

sistencia a los fagos QB y f2.

Los resultados de las Tablas 13 a 19 mues-
tran que de las 7 estirpes utilizadas en 6 de ellas
la proporcién de colonias resistentes a los fagos
QB8 v £2 es aproximadamente igual entre los revertien-

+ . . . : .
tes Lac inducidos por nitrosoguanidina que entre
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las colonias tratadas de la poblacidén general. El
anélisis estadistico reveld en estos sels casos que
ambas mutaciones son independientes y que las dife-
rencias observadas se deben a simple fluctuacibn
aleatoria. En el caso de la estirpes SEL5 ambas
mutaciones tienen una clara tendencia a ocurrif
simultdneamente; la probabilidad de obtener una
desigualdad igual o mayor que la observada si las

mutaciones fueran independientes es menor de 1/1000.

.De la observacidén de las Tablas tambien
se concluye que no héy.fesistencia a fagos Qg y
£2 en células que no han sido tratadas con nitrosoé
guanidina, o sea, que la frecuencia de mutacibén es-

ponté&nea es inferior a la detectable.
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COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac

+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

Q8 Y £2 EN LA ESTIRPE SE15

Antes del

tratamiento .

Después del

tratamiento

Poblacidn Mutantes

Poblacidn Mutantes

~general Lac’ general Lac’

. 8 6 4
Células/ml 2,7x10 98 7,1x10 4,2x10
Colonias
ensayadas 300 400 400 400
Colonias re-
sistentes a
fagos QB y f2 0 0 14 50
Id % 0 0 3,5 12,5
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TABLA 14. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

Q8 Y £2 EN LA ESTIRPE SEl6

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacibn Mutantes

Poblaci®n Mutantes

general Lac+ general Lac+
- 7 . 7 4

Células/ml 9,7x10 41 2,4x10 5x10
Colonias

ensayadas 200 200 400 400
Colonias re-

sistentes a

fagos QB y £2 0 0 19 20
Id % 0 0 4,7 5
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+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y £f2 EN LA ESTIRPE SEl17

Antes del Después del
tratamiento tratamiento
Poblacién Mutantes| Poblacifn Mutantes
general Lac+ general Lac+
- 8 7 4
Células/ml 1,5x10 286 2x10 5,4x10
Colonias
ensayadas 300 300 400 400
Colonias re-
sistentes a ‘
fagos Q8 y f2 0 0 21 27
Id % 0 : 0 5,2 6,7
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+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

QB Y £2 EN LA ESTIRPE SE18

Antes del Después del
tratamiento tratamiento
‘Poblacién Mutantes| Poblacién Mutantes
~general Lac+ general Lac+
a 8 . 7 : 4
Células/ml 1,9x10 184 4,5x10 4,9x10
Colonias
ensayadas - 300 300 400 400
Colonias re-
sistentes a .
fagos QB y £2 0 0 16 R
Id % 0 0 4 4
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COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A ILOS FAGOS

Q8 Y £2 EN LA ESTIRPE SE19

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacién Mutantes

Poblacién  Mutantes

general Lac+ general Lac+

2 8 7 4
Células/ml 1,6x10 129 4x10 5,6%x10
Colonias
ensayadas 300 300 400 400
Colonias. re-
sistentes a
fagos QB y £f2 0 -0 20 28
Id % 0 0 5 7
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COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A LOS FAGOS

Q8 Y £2 EN LA ESTIRPE SE22

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacibn Mutantes

Poblacién Mutantes

general Lac+ general Lac+

P P 7 4
Células/ml 6,9x10 63 1,8x10 4x10
Colonias
ensayadas 300 300 500 500
Colonias re-
sistentes a
fagos QB y £2 0 0 25 28
id % 0 0 5 5,6
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TABLA 19. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+

Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA A ILOS FAGOS

QB8 Y £2 EN LA ESTIRPE SE23

Antes del

tratamiento

Después del

tratamiento

Poblacidén Mutantes

Poblacién Mutantes

general Lac+ general Lac+

P 7 ‘ 7 4
Células/ml 6,9x10 36 1,5x10 4,1x10
Colonias
ensayadas 100 100 400 400
Colonias re-
sistentes a
fagos QB y f2 0 0 20 22
Id % 0 0 5 5,4
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2. =~ COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+ Y LA

ADQUISICION DE RESISTENCIA AL FAGO f1

Se hicieron exactamente los mismos ex-
kperimentos anteriores usando fagos f1. Un cultivo
en fase éxponencial de uno dé estos mutantes fue
tratado coﬂ nitrosoguanidina. De este cultivo se
obtuvieron colonias de la poblacién general des-
pues del tratamiento con nitrosoguanidina y colo-
nias revertientes Lac+ inducidas por dicho agente
mutagénico. Probando  la-proporcibén de colonias de
estos dos tipds que son resistentes a f£1, se puede
decidir si la reversidn Lact inducida por la nitro-
soguanidina va asociada estadisticamente a la adqui-
sicidn de resistencia a fagos f1l. |

Los resultados de las Tablas’20 y 21 mﬁes—
tran Que la proporéién de colonias resistentes al
fago f1 es précticamente igual entre los revertien-
tes Lac+ inducidos por nitrosoguanidina que entre
las colonias tratadas de la poblacibn general. El
anflisis estadistico revéié que ambas mutaciones
son independienteé Y que las diferencias observadas

se deben a simple fluctuacién aleatoria.
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TABLA 20. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+
Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA AL FAGO f1

EN LA ESTIRPE SE17

+
Poblacibdn general Mutantes Lac

Colonias

ensayadas , 500 500

Coloﬁias re-
sistentes al
fago f1 12 10

Ia

o
N
-
>
N
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TABLA 21. COINCIDENCIA DE LA REVERSION Lac+
Y LA ADQUISICION DE RESISTENCIA AL FAGO f1

EN LA ESTIRPE SE1S8

Poblacidén general Mutantes Lac*

Colonias .

ensayadas ' 500 ' 500

Colonias re-
sistentes al R
fago f1 7 7

1d % 1,4 1,4
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PARTE II COMUTACION EN EL SISTEMA LEUCINA~-

ARABINOSA

I. - MUTAGENESIS Y SELECCION DE ESTIRPES

Ara” Y DE ESTIRPES Leu

Un cultivo de E. coli B/5 prot6tro-
fo en fase exponencial fue tratado con nitroso-
guanidina. El nGmero de bacterias vivas antes
del tratamiento fue de 4x107/ml y después del
tratamiento 9x106/ml. La supervivencia fue por

tanto del 22%.

Después del tratamiento con nitroso-
guanidina, el cultivo fue tratado con penicilina
siguiendo exactamente el protocolo descrito en

Material y Métodos. La supervivencia a este trata-

miento fue de 0,09%.

Las colonias obtenidas después de dos
dias de incubacibn en cajas de ﬁedio minimo con
glﬁcosa y leucina se transplantaron a cajas de
medio minimo con glucosa y a cajas de medio minimo
con arabinosa y leucina, con el fin de buscar mu-

tantes incapaces de vivir sin leucina y mutantes
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incapaces de utilizar la arabinosa como fGnica

fuente de carbono.

De 500 colonias enséyadas se obtu-
vieron 2 mutantes Leu y 3 mutanteé Ara_, que
se’Cree que llevan mutaciones leu y ara respec-
tivamente.: Se aislé y purificé un mutante de
cada tipo y se denomind SE25 al mutante Leu

y SE26 al mutante Ara .

II. - SELECCION DE MUTANTES Ara Y DE MUTANTES

Leu QUE REVIERTEN BIEN CON NITROSOGUANIDINA

Se trataron éon nitrosoguanidina culti-
vos en fase exponencial de SE25 (que lleva la mu-
ﬁacién leu) y de SE26 (que }leVé/la mutacidn ara).
Se sembraron muestras de ambos cultivos en medio
nutriti&o antes y después del tratamiento para cal-
cular la supervivencia. Después del tratamiento y
de los lavados correspondientes se sembraron ali-
cuotas de SE25 en cajas de medio minimo (donde
s6lo crecen células Leu+) y alicuotas de SE26 en
cajas de medio minimo con arabinosa como Gnica

- +
fuente de carbono (donde solo crecen cé&lulas Ara ).
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Estirpes

SE25 (leu) SE26 (ara)

Células/ml
antes del .
tratamiento 2,2 x 10 3 x 10
Células/ml
después del |
tratamiento 4,7 x 10 6 x 10
Superviven~
cia (%) 23 20

Revertientes/lO6

La supervivencia de ambas estirpes al
tratamiento con nitrosoguanidina fue la normal y 1la
frecuencia de reversibn suficiente para realizar

estudios posteriores.

III. - COINCIDENCIA DE LA REVERSION Leu+ Y LA

MUTACION Ara

Para comprobar si existe o no una coinci-
. . c e . . + . .
dencia significativa entre la reversion Leu induci-

da por la nitrosoguanidina y la pérdida de capacidad
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de utilizar arabinosa como Gnica fuente de car-

bono se hizo el siguiente experimento.

Un cultivo de SE25 (que lleva una muta-
cipn leu) en fase exponencial fue tfatado con
nitrosoguanidina. Después del tratamiento se
Sembraron cajas de medio minimo con 1eucina,
teniendo en cuenta que el nfimero de revertientes
esperado era de 2 por cada millén de bacterias
vivas. Las colonias revertientes Leu obtenidas
después de dog dias de incubacibn se transplan-
taronva cajas de medio minimo y a cajas de medio
minimo en las que la glucosa habifia sido sustituida

por arabinosa.

Se probaron l.OOOigolbﬁias y se obtu-
vieron 21 Ara (2,1%). Como la frecuencia de mu-
tantes Ara en las mismas condiciones pero sin
seleccionar revertientes Leu+ es de 0,17% (Guerola
et al., 1971), se concluye que ambas mutaciones
tienden-a ocurrir simult&neamente en las mismas

células. El andlisis estadistico indicé que la

diferencia es muy significativa.
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IV. - COINCIDENCIA DE LA REVERSION Ara+

Y LA MUTACION Leu

Para comprobar si existe o no una
coincidencia significativa entre la reversidn
Ara inducida por la nitrosoguanidina y la
incapacidad de vivir sin leucina, se hizo el

siguiente experimento.

Un cultivo en fase exponencial de SE26
(qué lleva una mutacién ara) fue tratado con nitro-
soguanidina.' Despu;es del tratamiento se sembraron
cajas de medio mfnimo en las que la glucosa habfa
sido sustituida por arabinosa, teniendo en cuenta
que el nlmero de revettientes esperado era de 1,6
por cada millén de bacterias vivas. Las colonias
revertientes obtenidas después de dos dfas de
incubacidn se transplantaro; a cajas de medio mini-
mo con arabinosa y a cajas de medio minimo con ara-
binosa y leucina. Se probaron 800 colonias Ara+
y se obtuvieron 8 Leu (1%). Como la frecuencia
de mutantesbLeu—"en las mismas condiciones pero
sin seleccionar revertientes Ara+ es de 0,22%, se
concluye que ambas mutaciones tienden a ocurrir |
simultdneamente en las mismas c&lulas. El andlisis
estadistico indicd que la diferencia es muy signi-

" ficativa.
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PARTE III COMUTACION EN EL OPERON DE LA ARGININA

I. - OBTENCION DE MUTANTES Arg-

Un cultivo en fase estacionaria de una

estirpe silvestre de Escherichia coli B/S fue

diluido y cultivado en medio minimo con exceso de
arginina. Cuando el cultivo estaba en fase expo-
nencial se tomaron muestras para saber el nfimero

de Eacterias vivas por ml antes del tratamiento

con nitrosogﬁénidina. Se obtuvieron 3,4x107/ml.

Se lavd el cultivo y se traté con nitrosoguanidina,

y después de los lavados correspondientes se tomd
otra muestra para saber el nGmero de bacterias por
ml que habian sobrevivido. Se obtuvieron 2,8x106/ml,

lo gque da una supervivencia del 8,2%.

Después del tratamiento con nitrosoguani-
dina, el cultivo, dilufdo 10vveces, se tratd con
penicilina siguiendo exactamente el protocolo de-
scrito en Materiales y Métodos, cuyos detalles son
criticos para el aislamiento de auxétrofos. La

supervivencia a este Gltimo tratamiento fue del 0,07%.

Las colonias obtenidas después de dos dias
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de incubacidn en cajas de medio minimo con argi-
nina, se ensayaron en cajas de medio minimo con
y sin arginina, con el fin de obtener mutantes

auxotrdficos para este requerimiento.

De 1.200 colonias ensayadas Se obtu-

vieron 12 auxbtrofos para la arginina.

ITI. - SELECCION DE MUTANTES Arg_ AFECTADOS

EN EL GEN H

Los mutantes Arg afectados en el gen H

se obtuvieron probando los 12 mﬁtantes Arg (obte-
nidos por mutagénesis con nitrosoguanidina y
selecci6bn con penicilina) en cajas de medio minimo
con 20 yg de citrulina, de medio minimo con arginino-
succinato (1000 ug/ml) y de medio minimo con argini-
na (20 yg/ml), y seleccionando agquellas colonias
incapaces de crecer en citrulina y argininosuccinato

y capaces de crecer en arginina.

De los 12 mutantes probados, 3 de ellos
crecieron en las cajas de medio minimo con arginina

pero no en las otras dos, y por tanto se consideraron
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mutantes argH_.

.Se aislaron y purificaron convenientemente

y se denominaron SE30, SE31 y SE32.

IITI. - SELECCION DE MUTANTES ArgH— QUE REVIERTEN

BIEN CON NITROSOGUANIDINA

Se trataron con nitrosoguanidin@ culti-
vos exponenciales de SE30 y SE32. Se tomaron
muestras antes y después del tratamiento para cal-
cular la supervivencia y se sembraron cajas de
médio minimo con citrulina péra'calcular la fre-

cuencia de reversién.

El nGmero de reve;tiéntes de la estirpe
SE30 fue superior al de la estirpe SE32, por 1lo
que se seleccidnd esta estirpe para empiearla en
experimentos posteriores. Los resultados puedeﬁ

observarse en la Tabla 22.
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TABLA 22. SELECCION DE UN MUTANTE ArgH  QUE RE-

VIERTA BIEN CON NITROSOGUANIDINA

Estirpes

: SE30 SE32
Células/ml
antes del
tratamiento 2 x 108 1,5 x 108
Células/ml
después del
tratamiento 3,5 x 107 8,7 x 108
Supreviven-
cia (%) 17,5 5,8
Revertientes
Argu’ /10° | 2,8 0,5
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IV. - EXPERIMENTOS CON SE30

1. -~ OBTENCION DE REVERTIENTES AigH+

Se tratd con nitrosoguanidina un cul-
tivo exponencial de SE30. E1 n@mero de bacterias
vivas por ml antes del tratamiento fue de 1,5x108

y después del tratamiento de 2,2x107. La super-

vivencia fue, por tanto, del 14,6%.

 Después del tratamiento, se sembraron
céjés de medio mfnimo con citrulina (20 pg/ml)
teniendo en cuenta gque el nfimero de revertientes
esperaderra de 3 por cada millén de bacterias vivas,

seglin un experimento anterior.

2. - SELECCION DE MUTANTES Arg— ENTRE LOS

REVERTIENTES ArgH’

Las colonias revertientes obtenidas
después de dos dias de incubacibén, se transplantaron
a cajas de medio minimo y a cajas de medio minimo
con arginina para buscar posibles mutantes arg_
afectados en pasos anteriores de la ruta biosin-

tética. De 1000 colonias ensayadas, 17 eran Arg ,
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es decir habian sufrido simulténeamente dos

T ’ P - -+
mutaciones, la reversidén ArgH - ArgH vy una
mutacidn Arg— en uno de los genes que controlan

“los pasos anteriores de la ruta biosintética.

3. - SELECCION DE 100 MUTANTES Arg ENTRE LOS

REVERTIENTES ArgH+

El experimento anterior fue repetido -
cinco veces mis hasta obtener un total de 9.000
colonias reveiﬁientes ArgH+, de las que 103 fueron
incapaces de crecer en medio minimo sin arginina.

(Tabla 23).

Para asegurarse de que SE30, SE31 y SE32
no eran mutante ArgG— sino mutantes ArgH— cuya per-
meabilidad al argininosuccinéto no era muy buena,
se prepafon cajas con 1000 pg/ml de argininosuccinato
y se transplantaron a estas cajas colonias aisladas
de SE30, SE31 y SE32 y 20 colonias Arg (tomadas al
azar de los 100 mutantes obtenidos en éajas con citru-
lina. A los dos dias de incubacidn, las éolonias
de SE30, SE31 y SE32 no habian crecido en absoluto,

mientras que los 20 mutantes Arg— habian crecido
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TABLA 23. SELECCION DE MUTANTES Arg—, ENTRE

LOS REVERTIENTES ArgH'

Células ArgH+ Células Arg Porcen-
ensayadas obtenidas taje
Experimento 1 1000 17 1,7
Experimento 2 1500 12 0,8
Experimento 3 1400 o 15 | 1,1
Experimento 4 1600 - 20 1,2
Experimento 5 1000 13 1,3
Experimento 6 2500 26 1,0
TOTAL 9000 103 1,1
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" FIGURA 8. Clasificacidén de los 94 mutantes ArgH+
pero Arg—. Observacibn del crecimiento en cajas de
medio minimo suplementadas con los distintos com-
puestos intermedios de la ruta biosintética de la
arginina.-La'primera‘caja de la fotografia contie-

ne &cido glutémico y la Gltima arginina.
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"todos, lo que confirmé que las estirpes SE30,
SE31l vy SE32 eran realmente mutantes ArgH , y
los otrés 20, revertientes ArgH+ con mutaciones

secundarias en otros genes argd.

4, -~ COINCIDENCIA DE LA REVERSION ArgH+ Y LA

MUTACION ArgE , C , 6 B

Al éurificar los 103 mutantes Arg_
obtenidos en los experimentos anteriores se com-
probé Que é de ellos no requerfan arginina para
Vivif, por lo gue se préécindié de ellos. Los 94
restantes se ensayaron en cajas de medio mfnimo
suplementadas con 20 pg por ml de: &cido glutémico,
dcido N-acetilglut&mico, acetilornitina, ornitina
y citrulina. En lé Figura:g.se veiun ejemplo de

estos ensayos, v la Tabla 24 nmuestra los resultados

obtenidos.
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TABLA 24. COINCIDENCIA DE LA REVERSION ArgH' Y

LA MUTACION ArgE , C , 6 B .

ENES N°DE CASOS
A‘ 1
B+ C ‘ ' 42
E : 43
F 8
G - 0

TOTAL E 94
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V. - EXPERIMENTOS CON SE33

1. - REVERSION ArgE’

Un cultivo SE33 (ArgE ) se cultivé
hésta faée exponencial, se traté con nitroso-
~guanidina y se sembraron‘cajas de medio minimo
con acetilornitina. La frecuencia de reversibn
fue de 0,7 revertientes por millén de supervivieh—

tes.
2. - OBTENCION DE REVERTIENTES ArgE' PERO Arg

Las colonias obtenidas en medio minimo
con acetilornitina, se transplantaron a cajas de
medio minimo con arginina. De 200 colonias rever-

. + B -
tientes ArgE ensayadas, 2 requerian arginina, es

decir, habian sufrido una mutacibén en los genes

argA, B, C, 6 D.
3. - CARACTERIZACION‘DE ESTOS MUTANTES
Los dos mutantes obtenidos se trans-

plantaron a cajas de medio minimo con &cido acetil-

glutémico y medio con acetilornitina, y se comprobd
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gque ninguno de los dos podia crecer en acetilglu-

tdmico, por lo que no eran mutantes argA sino

B,C, 6 D.



‘'DISCUSION
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RESULTADOS CON EI. SISTEMA F-lac

Los resuitados obtenidos en estos experi-
mentos demostraron que en las estirpes Hfr, las mu-
taciones simulténeas entre F y lac oéurrian con mis
freéuencia que lo esperado por azar después del tra-
témiento con nitrosoguanidina, mientras que &sto no
ocurria en las estirpes F+. Esto apoya la hip&tesis
de Jacob y Wollman de que el factor F‘de las estir-
pes ﬁfr estd integrado en el cromosoma y se repli-
ca como una pérte de €1, incluso durante la vida

vegetativa del Hfr.

Cuando aislamos siete estirpes Hfr con po-
ca capacidad de transferencia genética, encontramos
qﬁe seis de ellas no exhibiag cémﬁtacién’entre los
_genes epiéémicos y cromosdmicos. Esto puede ser de-
bido a lé separacibén del factor F del cromosoma bac-
teriano sin llevarse ningln gen relevante. En la
otra estirpe, que si exhibia comutacidn, pueden
ocurrir dos cosas, bien que se haya formado un fac-
tor F'lac auténomo o bien que haya habido una pér-
dida de la capacidad de transferencia sin adqui-

sicién de resistencia a los fagos especificos de
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bacterias donéntes, es decir, sin alteracidn de
los pelos F sexuales. Esta pérdida podria ser de~
bida a mutaciones en alguno de los cistrones tra
del genomio de F, responéébles de la transferen-
cia,rpero que no estdn asociados con la sintesis
de pelos F (Achtman, 1973).

El hecho de gue el indice de comutacibn
fue m4&s alto al emplear los fagos fi_qpe los fa-
gos Qg Yy f£2 y el hecho de que las bacterias resis-
tentes a f1, lo eran a Qé y £2 pero no a la inver-
sa, se puede explicar suponiendo que algunas mu-
taciones que confieren resistencia a Qg y £2,pe-
ro no a £1, se sitan en el cromosoma lejos de
lgg_y del factor F. Estas mutaciones no manifes-
tarian comutacién con lac, reduciendo el iIndice
de‘comutacién. La existencia de estas mutaciones
impone que la participaci6én de los genes bacteria-
~nos en el desarrollo de los dos tipos de fagos
sea diferente, lo que es de esperar dadas las di-

ferencias extremas entre ellos.

Las causas de las reversiones de los mu-

tantes lac a fenotipo silvestre podrian ser 1las
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supresiones intergénicas y no las mutaciones intra-
génicas, como nosotros hemos considerado. Ello con-
ducirfa a una interpretacibn errbnea de los resulta-
dos de comutacidn. Esta explicacibén es muy impro-
bable porque distintas mdtaciones originales dife-

rentes Lac manifiestan comutacidn.

El método de la comutacidn permite estu-
diar la integracidn de un episoma aungque éste no
confiera a la bacteria capacidad de éoﬁjugar y
también aunque lleve genes indispensabieS‘para la
vida de la bacteria y podr4 aplicarse con &xito a
especies cuyos sistemas genéticos son poco conoci-
‘dos. Los métodos actuales de estudio de episomas
exigen que sean transferibles por conjugacién o
pbr lo menos que sean eliminables por acridinas,
para lo cual no han de porté}_genes indispensables
para la célula.

&

RESULTADOS CON EL SISTEMA LEUCINA-ARABINOSA

Los resultados de comutacibén obtenidos al
estudiar los genes leu y ara, aunque no bastante

extensos para hacer una estimacibn exacta de la fre-
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cuencia de mutantes ara entre los revertientes
Leu+ y la frecuencia de mutantes leu entre los
revertientes Ara+, si noskpermiten concluir que
ambas mutaciones tienden‘a ocurrir simult&neamen-
te en las mismas cé&lulas con una frécuencia ma-
yor de la esperada por azar. Se encontrd que el
porcentaje’de comutacibn era mayor cuando se se-
leccionaban mutantes ara entre los revertientes
Leu+ (2,1%) que cuando se seleccionaban—mutantes
leu entre los revertientes Ara+(l%). Esta diferen-
cia es significativa estédisticamente cuando se
aplica el test de Sokal (el valor de t encontra-
do fue 1,90), y nos indica que se producen més
mutaciones en los genes ara que en los genes leu
~lo que podria ser debido al mayor tamano total

de los primeros. De cualquier forma, los resulta-
dos indican que lé comutacién por nitrosoguanidi-
- na en E. coli es un fenbmeno reciproco, sin una

_ orientacidn determinada e independiente de la co-

nocida polaridad de la replicacién.

Randazzo et al., (1972) aplicaron en

Streptomyces coelicolor el descubrimiento de la

comutacibn por nitrosoguanidina (Guerola et al.,

1971). Sus resultados indicaban que la comuta-
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cibn era un fendmeno polarizado en un sentido,‘per—
mitiendo s6lo la obtencién de mutantes no seleccio-
nados en genes situados a uno de los lados del gen
seleccionado. Tal‘polarizacién, dificilmente expli-
‘cable en teoria, no se ha confirmado en nuestros
experimentos. |

3

RESULTADOS CON LA RUTA DE LA ARGININA

Los resultados obtenidos en el estudio de
los genes estructurales que controlan el proceso de
la biosintesis de arginina en E. coli no deja lugar

a dudas sobre la localizacién‘de cuatro de estos

genes (argE, argC, argB y argH) agrupados en una
regidn muy pequeha del cromosoma bacteriano. Al cla-
sificar los 94 mutantes §£g_9btéﬁidos de entre los
revertientes ArgH+ hemos encontrado_qué 42 de ellos
estaban afectados en los genes argB-argC y 43 en

el gen argE, mientras que s6lo 8 lo estaban en‘ei
~gen F, 1 en el gen A y ninguno en el gen G. No se
han considerado los posibles mutantes en el gen D

. (responsable de la sintesis de acetilornitina trans-
aminasa) porque las mutaciones en este gen no sue-

len producir auxotrofia, debido, probablemente a
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gue la conversién de semialdehido acetil-glut&mico
en acetilornitina sea un proceso inespecifico en-
. zimfticamente que pueda llevarse a cabo por medio

de cualquier otra transaminasa.

Estos resultados coinciden, pdr supuesto,
con los de-localizacibén de estos genes por trans-
duccibn (Glansdorff, 1965), que indican la proximi-

dad de los genes argg, Q, By H.

El escaso nfimero de mutantes obtenido en

los genes argA, argF y argG s6lo nos permite de-

ducir que estos genes‘estén lejos de la regibn ECBH,

sin especificar la distancia a gque se encuentran.

En nuestro trabajo, hémés estudiado los
revertientes de un mutante en el gen H para poder
observar y clasificar las mutaciones producidas en
todos los pasos anteriores, ya que éste gen es el
que controla el iltimo paso de la ruta. Los resul-
tados fueron los mismos cuando seleccionamos dos
revertientes de un mutante en el gen E que estaban
afectados en un paso anterior de la ruta; ya que en-

contramos que ambos eran argB-argC y no argAa.
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. GENERALIDAD  DEL METODO CARTOGRAFICO

La cartografia genética por comutacibn con
nitrosoguanidina, explorada en este trabajo, tiene‘
la gran ventaja de que no exige que.en el organis-
mo estudiado existan los procesos de recombinacién
~genética indispensables para la cartograffa clédsi-

ca.

La aplicacidén de este método para la cons-
truccidn de mapas genéticos en organismos diferen-
tes de E. coli presupone, sin embargo, una accién
de este agente mutagénico qué, en muchos de ellos,
no ha sido demostrada. Aﬁnque se ha demostrado que
la nitronguanidina produce comutacidén o mutacidn
especifica del punto de rep%icacién en ciertos or-

~ganismos, como Salmonella, Neisseria, Streptomyces,

Neurospora etc., los trabajos'de Altenbern (1968)

sugieren que en Staphylococcus aureus las mutacio-

nes inducidas por la nitrosoguanidina no estén aso-
ciadas al punto de replicacibn y, de ser asi, no

deberia encontrarse comutacién.

Hemos considerado que la comutacién que



- 162 -

exhiben entre si los marcadores genéticos emplea-
dos en este estudio es debida a su proximidad en el
cromosoma. Pero como de hecho la comutacibén sbélo
éignifica que dos estrucﬁuras genéticas se replican
simulténéamente, deberia darse cada vez que dos ge-
nes se repliquen sincrbnicamente, cualguiera qﬁe
sea la distancia que los separe. Si un episoma en
estado autbnomo se replicara en el mismo momento
que un gen bacteriano determinado encontrariamos
~comutacidn entre ellos, y podriamos déducir, errbnea-
mente, que se encontraban ligados fisicamente. Des-
pués de los trabajos de Yabe y Mitsuhashi (1971)

y Zeuthen y Pato (1971) se sébe que los episomas en
estado autbnomo se replican en un determinado mo-
mento del ciélo celular, pero es probable que la
sincronizacibén no sea lo suficientemente buena co-
mo’para mostrar comutacidn apreciablefcon‘genes

cromosdmicos.:

Los resultados topogrédficos obtenidos por
mutagénesis secuencial con nitrosoguanidina'(Cerdé—
Olmedo et al.,1968) son compatibles con el eéquema
de replicacidn bidireccional de Masters y Broda

(1971). Considerando la existencia de dos lugares
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de replicacidbn que avanzan en sentidos opuestos en
el cromosoma bacteriano, Hohlfeld y Vielmetter (1973)
han realizado experimentos de mutagénesis secuencial
coh nitrosoguanidina y han podido establecer con
bastante exactitud gue el origen de'replicacién se
encuentra en un lugar muy préximo al gen ilv y el

final entre. los genes trp y his. -

La distancia fisica de dos genes O grupos
de genes, en cuanto a probabilidad de ser mutados
simult&neamente en un tratamiento con nitrosoguani-
dina se puede definir quantitativamente por el in-
dice de comutacidn (Guerola et gl.,1971) y en cuan-
to a probabilidad de ser transducidos simulté&nea-
mente por un mismo fago transductor, por la frecuen-
cia de cotransduccidn (Yanofsky>y Lennox, 1959). La
regién de comutacibn se extiende sobre unos dos
minutos del mapa genético, o sea 6x104 pares de
nucledtidos aproximadamente, que corresponde a la
.de fagos transductores de muy coﬁsiderable.tamaﬁo.
Tiéne la ventaja de ser aplicable sin necesidad de
que se haya descubierto un fago transductor en la
especie que nos interese; la blisqueda de tales fa-

~gos suele ser laboriosa y frecuentemente infructuosa.
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En muchos organismos de interés médico,
agricola o industrial no se han descubierto proce-
sos de recombinacién genética, o los descubiertos
presentan insuperables dificultades précticas._Es
de prever que la cartografiavgenética por comuta-
cibn sea aplicable a tales organismos facilitando
el conocimiento de su sistema genético y el aisla-

miento de mutantes Gtiles.
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