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ESTUDIOcmmmogb'n. “

COLICINOGENOCol B y de su relación con la Iortilidad.

TRABAJO DE T1331“

A.!.2.9.B. i ¡"5' PUIG

2 g g g g T 0 R: Dr. ¡0-6 Luis Boi-013
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age?» 001+) y de en relación
con la fertilidad.

AUTGR:Juan Puig

DIRECTOR!José'LuiI Roissig //RESUMEN

Se estudió el comportamientodel factor 601+! en E. Coli ¡.1 u'tilizando las
una, Hfr2 y Efr4 ,1. r“ y 1. naooao efectuaron cruzamientoscmg x eol',Co1’:Co
(en proporci‘n 1:20 y 20:1), y se compro“ que 0014'3se transferia a frecuencias
similares tanto en las Htr- (donantes) de distinta polaridad comoen las F+; que Co
no se trarlsi’ería a. las ¡"Col’g que Coll no presentaba ligamiento con ningún marcar!
cromosómico en los recombiuantes recuperados delos cruzamientos 001+: Col- y que n
había muerte de cigotas atritmible al ¡asaje de Col- al citoplasma Cold.de la F-Jo
lo tanto se considerd también que Col+Bera Im pi‘llido.

Los cruzamiettos 601+ z Col- y los- cruzamientos 0014,: coli. presentan una ma;

da esterilidad en lo relativo a la transferencia de marcadores cromosómico, no-as
en relaciJn con los plásmidos. Las 1‘"perden totalmente su capacidad de transfer
cromosoma,no asi la “fr, quo aunque su i’ertilidauE es“ my disminuida mantiene su
polaridad originalq' Las ¡"le de m7 baja frecuencia de transferencia de marcadore
cromosdmicospueden ser enriquecidas en su condicion de Efr, pero rapidamente vuel
a su frecuencia de transferencia original. Los cru'namientosCol“! 001+tranfieren
cromosomacomolos Col-2601-. Se plantean dos hipótesis para/ explicar ostaaituació

72/711”;1 Í 1
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IJTBODUCCIO'

A) Generalidades y Iaturaleza de laa Colioinae.

Lee colioinae een eubetanoiae producidae por ciertee
cepae de enterobaoteriaoeae que ejercen marcadaacción letal
eobre otrae cepne de bacterias dele miena tanilia. eeneiblee

a la acción de la oolioina oeneideradn. Gratis (l) en 1925 o!
eervó por primera vez que tiltradoe libree de celulas, prove
nientee de un cultivo de una cepa aislada del colon, E.Coli í,
contenían en agente letal para atrae baeteriae del nieno ori
gen. A eee agente le lla-6: agente V.

Exieten numeroeeeoolioinae dietintae, en cuanto a
lee eepeotroe de actividad, novilidad electroforetioa difueión
en agar etc.. Todasellas dan la reacción poeitiva para la o

unión peptídioa. Lae eneilae proteolítieue lae atacan provocan
do la perdida de la actividad letal.

Ooebel. ¡.7. et al, 1955 (2) eetudiaron la oelioina
I per diversas tóonicae de purificación, y obtuvieron una ee]
tancia de elevado peeo molecular, que no pudo eer eeparada del

antígeno 0. y tenía una marcadaacción letal. Su conetituoión
qaílioa era la de un complejolipo-oarbehidrato-proteina.Hutton
y Goebel (3) ooneiguieron purificar tanbien la oolieina V. en
centrando para ella. la niena relación oon el antígeno eolíti
co que para la l, y la ooneideraron tanbiln en lipe-oarbohi 
¿rato-proteina.



me: n. y Goebel (4) atribuyen 1. actividad bilfigi
ca de 1a oolicine K e eu fracción proteica.

B ) Problelae sobre el Control Genetica de lao Colioinae.

Lee oepee productorae de colioinee, llamadas cepas

colicinógenne, mantienen esa condición e travee del tiempo con
gran eetabilidad. La cepa original de Bretia, 3.6011 í. aun
hoy produce oolioine luego de haber sufrido innnlerablee cub
oultivoe.

Une cepa no productora de ooiicina. Oo1-, puede ha

cerse oolicinógena por cultivo mixto con otra cepa que la prg
dneca (5). Ninguna cepa Col- adquiere por mutación 1a oondi 

ción oolioinógena, Col’. Predericq t Beta-Bureau (6) realiza
ron crueenientoedel tipo I’Coi’ z I'ceï' y I’Ocl- x !.0o1’.
En loe primeros encontraron pesaje dela condición Ccl’ de lee

3’ a lee F'; pero nunca encontraron paeaje de Coi- de lee 1’
t ¡es Ï'. Deello dedujeron que la condición oolicinógena eo
tabe condicionada e la presencia de un rector genetioo, y que
eete eetaba ubicado en el citoplasma bacteriano.

Posterior-ente Altoldi et el. (7) trabajando con el

factor Col' El encontraron: _
1°) Queen loe cruzanientoo 1* z r' la situación era le

deeoripta por Predericq.

2‘) Enloe cruce-ientoe Irr. Ool’ z r-Col'/Iï ee transte 
ria con una frecuencia que era peculiar a cede Htr.
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30) En los oruzaniontoo recíproco. Col“ no oo transforia do
_ 'O'

lo ltr Col a la ¡"Col , poro las cigotnu morínncon una fro

ouonoia rolativa similar. a la quo cada ¡tr tran-toria Ool’E1
on los cruza-ientoo primitivos.

A onto último ronónono lo denominaron cigooio letal.

DodnJoronontonooo, quo ol taotor notaba intogrndo en lun ¡rr

oa una ubicación orolooónioo outro troonina lonoina por un 15

do y motioninn por al otro; on cambio en las y’ y r' Col+ 81
ora autónomo. Por todo ooo lo consideraron un opisoln. R.R.

zm; ot u (a) actuando 1o. factor“ 091¡2, Co].I. y Col
Vutilisando distintas Htr y 1*, encontraron:

1') Quoonda factor no trio-toria con una troooonoia peon
11ar. no rolaoionadn ¡1 con la 1’ ni oon la polaridad dc la
nz: considerada.

2°) Quoninguno do los factores estaba intocrado al oro-o
oonn. ni on la. 1', Í_ 6 Hiro

3°) Quo601- no oo transforia. y quo no había 0130.1. letal.
Do ollo dodujoron que osos tootoroo eran oxtruoronooóliooo y

quo dobla oonaidorúrooloo colo pido-160o. Pootoriorlonto R.I.

Zunig onoontró esta ¡lola oituaoión paro Gol-¡1 (9). Dato oql
{irlado tanbidn por Clavo. (10).

c) Rolacionoo antro ooliotnao y bactorióragoo.

Las oolioinao colo los bnotortófagoo matan a la c6
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lala previa fijación cobro receptora. específicos. La p6rdida
de CIO! roo-ptoron provoca la aparición de 1a condición do gg

aiotenoia en las bacterias. a lo. asuntos cap00121000.Los gg

ocptoro- para el Iago 26 y la oolioina l son conan... Ianbt‘n
tionon roo-ptoroa comuna. 2, y oolicina B. Ooobolot ¡1 (2)

demostraron qu. la protolnn dal tngo 26 y la oolicinn I no dan
reacción norológics cruzada cuando ac lo: utiliza comoantíqg
nos. En cambio la. curva. do absorción dc rayo. X non ainila

ros para ambas. (11)

La. oolioina- antan a las c‘luln- do una ¡sacra oq!
parsblo n la do lo. cuerpos protoicoo de lo. tngo- virulonton.

En oalbio las cepas que se hnoon colioinógcnna. presunta: pag
piedadoo comunoocon la. lilógonnon no ¡soon inlnnoa cono ¿o

taa. al ¡dqntrir 1a condición do oolioinOgonioídad. Para 01 
ronónnno do inlnnidad no es ¡xaotanonto igual on los dos canoa.

Las c‘lnlao inmunes, reoioton a 1a acción do la colioina prox;
nionto dal modio, y a la voz impiden la producción do oolibina
on su intcrior, on canbio en las linógonaa 01 tonfinono do in!

¡unidad lap-diría 1a división del DRAdal tngo, interno o lobgg
intactanto.

Sólo una. pocas otlnlas. cn una cepa oolioinógona.

produocn oolioina: y Inoron comorouultado do ona oíntonio.!g
to I1Il0 ocurra con lan oíluln. do las cepas 11-6‘onaa: las pg
ono ollulaa quo nnduran tngo tuerca.
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Conolas cepas liaógcnas. tanbien las colioinógenas

puedenser inducidas a producir colicina meivanente, por tr;
taliento con luz ultravioleta u otros agentes similares (12).
Los factores colicinógencs que tienen esta propiedad se llaman
inducibles.

Cuandola colicina se adscrbe sobre la pared de las

bacterias sensibles. el metabolismobacteriana ce detiene ran

pidanente y luego las celulas mueren(ll). Cuandoel bacterifi
tego se adsorbe la lecteria detiene eu sintesis, pero luego
continua fabricando los elementos que inisgran el cuerpo vi 
ral. Una vez que lOs tagos sacaran, la bacteria se lisa.

Los factores colicinógencs en sintesis. presentan oie;
tas eenejaneas con la protagos. Pero. en lugar de provocar la
sintesis de elementos infectantea de estructura compleja (vi
rus). sintetizan una sustancia letal que estaria relacionada
fieiclógicanente con la proteina letal de los ragoe virulen
tos.

Todosestos datos llevaron a Predericq a torsular
las siguientes hipótesis, respecto de la ¡tación entre ragos
y oolicinas (ll).

a) Los factores oolicinógenoe serian la torna atenpern
da de los lagos virulentos. Ellos solo habrian con
servado la propiedad de producir le proteina letal.

b) Quelee factores oolicinógenes serian un puente en
tre los bacteriófagoe virulentos y los atenperados.

Sin duda que los datos actuales impiden pronunciar
se por alguna de lae dos posibilidades.



60"

D) 801.01.61:entre los factores colimógonos y ol factor F.

En una roolonto publicación. Frodoricq (13). ha de

momtradoquo los factors. Cor Y, Col B y r motran-florom Jun

tom. Contraoelooolonmndo oon eatreptomlolnm ¡studio 1410 rocgg
blnmntoa ¡otl. o Iry’ do un oruzamlento r’ Col’V Col*3 y 1’

Ool’v Col 31 8 IP Col”. con lom mlgnlontoa rosultadoon

617 cof v 6 (¡of 3 todoo om r"

783 en“ v o' Col. n todoo ormmr
¿demás consiguió realslar do entre loa rocomblnantoo una Hfr

do polaridad Xy-Ml-Hot-Pro-Irybfllo-str que tomía ol factor
Ool'l adosado a la parto distal del cromo-0mm.Do ollo dodu

Jo que habia ligamlento entre F+, Col’B y Col'v.

for otra parto, Stookor ot al (14). trabajando con
la copa LT2 de Salmonmlla typhllmrtum omoontrarmm que cuando

eo mombrmbnnJuntas células Col‘ I, en dofocto. con o‘lulam

Col'I on oxooao, oe aprooiaba una marcada vmlooldad do tran.
ferencia del factor Col’I. A ootomsistema. do alta trmnmfe

rencia do Col+ I, los llamaron aro (high-froqu¡nor-oolfofnogonyb

transforrlng). El fenómenomoexplica admitiendo quo cada oil;
la quo roclbo ol fmctor Ool' I oo transforma inmediatamente on
un eficiente transmisor del mlmm0.Ello noria dobido según lo.

moteros, a que on lam oílulam rmcion hoohno Col’I, 1m oílula

adquiriria polaridad actual. on cambioon lam formal omtablll
mada; podría omoodor quo ol factor no mantuviomo 1ntogrmdo,pq¡

dlondo la oólnlm mmpolaridad. Las colmlmode alta eficiencia



7-

ds transmisión ds 001’1 nnntisnsn esta condición durants unas

'pooaa gsnsmctonsa.

Antsriorssnts. Purnss y Rawls: (15) obssrvaron que

Col*I siempre estaba asociado con 2* sn lss cepas 001’1 que 1
llos sislsban. Por lo tanto según los casos. Col+sería besó
logo ds 1’, o cuaplirís funcionss similares.

B) Rslaoiónsntrs ls tsrtiltdsd y los tactóres ds rssisténcia
s las drogas.

Watanabsí. et al, snoontraron dissinuoión ds la fa;
tilidsd con aspas portsdoras do factores de rosistsncia sú1t¿
pls s ciertos antibióticos (n.r.), adn cuandorugido Y. s Hina
ta Y. han aislado un tipo de caps rasistents núltipls, capaz
ds dar tsrtilidad. Estos fsotorss ss oclpsrtsrian ds maneraa;
milar a ls qus lo bsos 001 3 sn !¿_23¡¡ y Col I sn gg;ggg¡¡¿g
rsapsottvsmsnts. (IGL (17).

r) Iotivos para rsalizsr sl presento trabajo:

En primer tir-ano sra nsossario conoosr con ozsotttud

s1 sl rsotor Col l ss oospsrtsbs coso un plsssido o coso us sp;
sosa. Por otrs parts Frsdsrioq y Bsts-Barssn (18) sstudiando
s1 oonportsnisnto ds los fsotorss oolioinógsnss FR, D, K, 8 ,
sn crussnisntos Ï*Coï'1 7.001- y r‘coí': f' CoI’ss snoontrsrsn
con uns gran sstsrilidsd para los crusssisntos citados sn son;



cial loa quo oo efectuaron con 01 factor ooltclnbgono B. Se

considorócvortuno rtaliaar un ootndio másintonno y detallado
respecto de la. caraotoríoticaa de onto fonónonodo osterili
dad. Para 0110 ac decidió conocer cual ora la a1tuaoión on

lo. oruaaniontoo a alta friouonoin. Adonisora naco-arto oqg
probar 01 al erecto do notorilidad ora un ronóngno d esporá

‘“Mamma.
En esta últilo oa-o el estudio do la nnturnloza del

fonólonopodría ronultar fructirora.



2 - CEPAS UTILIZADAS

A) Ltota do las copas.

Tabla 1 Capas utilizada

Ioibro Caracteristicas 'Urigon Bororunoiaa

E. 0011 K12
12-98 Col’B Str-a met' x
112 ca": Str-I
58-161 let- str-r 1' -- Estan.) Lodorbor(1947)

arg-¡l m’ sano Hoy“ (1953) (19)

m upo 4 thr‘ ¡or m’ sus. c-soo Jacoby Ion-nn (183;

Htr tipo 2 nat- ¿tr-e 58-161 Jacob y ¡ell-¡n (lïgg;
nz cn‘ m.“ su». 1+ ——- won-nn (1953) (21)

PA3“ tu: 1“: "¿1- hÉ-r 1a618 St a b ur: arg S r-r r-r noo
(1956) {225

Baocrlotago

pl a

¡PEItaI cepa. fueron tnviadaa por 01 cold Spr. Harbor, quo
provionoa del Dr. P.Fruderioq.

¿onta bacteriofugo rud enviadopor el D.P. Anati dal I.I.!.
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Tomadodo Wollmnn y Juroh, INS”: Taylor y Advïhvrn, ¡960. En el rïrrnlv rw»
nxtorinr Ro indivnn las uhrnYiuLurnS do los distintas marnadoros. En lux

l . . . . . I .rlrvulns InLorxoros las ¡nJlrnrlnnps do los orlzenos v polnrïdnd do onda
Hrr. (”1\. (24).
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B- Lieta de lee abreviaturae utilizadas en le teeien

thrn treonina oye: oieteina thr’: eintetiea thr
lens leuoina pros prolinn tur-a requiere tur

try: triptoteno thin vitenina 31 001’1produeeeelioina B
nie. hietidim Byrne: een-ible

e 1a ee _
tonioinn 01 Bs no produce eoli

Gina
arg. erginine str-rs reeietente a II a reeitente a
net: metienina le eetreptomioina la oolicine D

3°) neznums y"monos.

Todas las oepee que ee hicieron Col B, lo fueron a

partir de la cepa 12b98 001,), del siguiente modo:doe oultivoe.

uno de lo donante Ool’) y otro de 1a receptora 001-3 ee pueig
ron e desarrollar; el primero hasta en teee exponencial. y el
eegunde hasta agotar eu crecimiento. Luego ee nezolaron alice;
tae de ambosy ee inoubaron Jentoe durante 8 horas. Una porción

de la mezcla ee eenbró en caja de Petry plr triple capo (25).
eobre un medio adecuado para eeleooionar la cepa reoeptora.Le
f. ee hizo Col+a partir de le ¡tr! Col’l. Adendateibien ee
hicieron 001’3 1a PA309 r le Htrl. por transdueeión con tego

P1 multiplicado sobre la cepa 112 Col*l.
En los experimentos de reoombinaoión se procedió ¿el

siguiente nodo: lee cultivoe de la Htr. orde la 1‘ por un 1e
do. y lee de la r“ por otro, ee hicieron deeerroller en entu
fa a 37°C, cuando emboellegaron a le taee exponencial de org



cimientc, alcanzando una concentración de aproximadamente 1 a

21108. ee igualcron ece concentraciones y ee neaclaron en pra

porción de l donante a 20 receptvrae, o de 20 donantes a l r;
ceptora en un volunen final de 2 nl de nezcla, incubandcae a
37°C en ernelneyere de 150.1. Cuandoee requirieron naycrea

volúnenee ee utilizaron recipientee que permitieron mantener
la ¡lema relación de superficie a volúmende liquido. Todae

lan mediciones ee efectuaron a loa 90 ninntoe de realizada la

neacla. Al cabo de eee tiempo. diluciones convenientes de a

lícuotaa de la mezcla. ee centraron en caJae que contenían ng
dio sintetico de Bafle adicionando de lce aninoácidoe correc

pondientee para eeleccionar loe recoibinantea deseados; y ec

bre cajae de Petry que contenían Agar nutrioic y eetreptonici
na para ledir frecuencia de transferencia de Col’l por el n6
tode de la triple capa. Para nedir Ool’l entre lce reconbi 
nantee ee picaban coloniae bien aieladaa y ee laa volvia a ee!
brar sobre agar Str, a razón de 25 coloniae por caja, volcán
doeele la inlicadora al dia eiguiente. luego de haber ¡atado
laa colonias con olcrofcrlc.

Lae frecuenciae de reoombinantce. aei cono laa fre

cuencias de transferencia de Col’B, ec nidieron a loe 90 ning
toe, y ee cbtugieron dividiendo la concentración de lce reno!
binantea en cneetión, por la concentración de la cepa parental
en defecto. y multiplicando por lOO.

Loa experimentoe de interrupción ee efectuaron toman

do nuectrae de la ¡ancla en conjugación a loe tienpce conveni
dce y ecueti‘ndolae a fuerte canción mediante una licuadora

durante l minuto. Iclllan y Jacob (26).
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CAPITULO II

1 - cmzannmos eof' x ca"

A) emanan“ nn- Oofnz r' cu" 3.; I+OofB1:rcof'n
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3 - CONCLUSIONES.
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A) Crussni ntos Hfr eoi’n x 1' oo1'/b y I’Coi’n x ¡"eo1‘/B

El objeto de ectoa crusanientos fué, deterlinar la
frecuencia de transferencia del factor Ccl*) en cede uno de 

ellos. Ademásee midió la frecuencia de transferencia del pr;
ner marcadoren ceda Hfr y ls frecuencia de transferencia del
primer marcadoren csds Ifr y le frecuencia de transferencia
de narcadoree cronosónicoc en la r’. Todos los orusenientos

fueron comparadoscon los testigos Ccl’Bx Col*¡/) Col'n x Col

3/3. Todaslas P- se hicieron previamente resistentes s la cg
licins pero prevenir cualquier distorsión de los resultados por
muerte de celulas sensibles a la acción de la colicins B de laa
donantes.

Los cruesnientos y les mediciones ee efectusron de
acuerdo con las técnicas descriptas en la página nP Il . Debe

entenderse que todss las ¡ediciones se efectuaron s los 90 n;
nutoc de iniciada ls tencia. Doeresultados se sintetizan en
la tabla n° 2.

A primera viste se puede observar. un marcado deseen
co de la fertilidad en todos los crusanientos co1*nn coi‘nvr
en lo relativo s marcadorescrososómicos. Esa sie-s situación

se encuentre en los crussmientos Ool* x Ool*. Ls interpreta 

ción de este fenomeno ce discute en el Cop. V. Las frecuencias
de transferencia del factor Col’l varian dentro de cifrss del

nisso orden, tanto entre las Hfr de distinta polaridad cono en
ls r’.
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TABLA I' 2

Proouon1a de tranorennotï a, Co?! en los cruza-lentos; A)Htr Col z ï-Col’B/I, y l I Co), B x l Col-BIB. Lu cruza
niontoa no ¡{actuaron on la prepa-ción do 1 cual. donan“ a.
20 nooptomi y ha rrocuonoia- eo midierona los 90 ¡tantosde ¡{comoda a muela.

A)

CRUZAMIERTOS Frocuoncin Freouonoiadol
do chulas primer marcador
Con str-r un cada ¡{tro

tln' 10€ us"¡tr-r str-r

311-801"! x FPAJOQotrr Col-373 29! 0.03%

c una Com: rusos ¡tr-r Corn/n - 0.01!on- - .. '
tro [una co1nz rusos ¡tr-r Coln/‘n - 24!

Hirtipú cu’nx I-PAJOSstr-roofn/n. so! 0,005!
o - o

c {atrapa oo].m usos un: cn 3/! - 0.001!o - - 

’ - 
Htrtipd Oo].¡x! usos su»: Col3/3 ni 0.01%

+ - +

c Inn-tipa 001m “309 ¡tr-r ca 3/8 - 0.021OH - - 

tro]. {Hirtipd Col BH PAM)!ntpr Col 3/8 -— 7 fi
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B)

CRUZAMIBNTOS Frecuencia lrocuencia dc

de{elche marcador“Col str-r cromosónicos

tu? le}! tr} ar}str-r str ot:r r
o 4- _

112! Col B x PAJOQstr-rCoI 3/) l4fi 0 O 0

Oon-jnzr’coitn a:rue, ¡tr-reoi‘n/a - o o otrol , _ 
knzr aoi n 1 “309 ctr-rCo]. 3/3 sua"

9
B) Tiempos de entrada de Col B.

Los tioupoe de entrada de Col’l ee midieron en cruz;
mientos donde la cepa donante era la Col’B y la receptora ln

Col-B. Se utilizó para ello una licuadora para agitar las ¡eg
cine en conjugación de acuerdo e lo explicado en la pagina n° .

ln onde cruseniento ee efectuaron dos interrupcionee una n loe
10 ¡inutoc y otra a ice 20. La ¡edición de las colonias Col’B
ee efectuó mediantela tecnica de la triple cepa pág. (l').
Los resultados se insertan cn la tabla N. 3.
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TABLA I’ 3

lidición dal ticlpo do entrada dal factor ColBen
.1 01t0planmn de la fi'.

C R U Z A H I El T O 8 Iiompoa Ce entrada do Col B
on minutos do etcotunda ln
’“50130'

1 ‘ d‘/3Hfrfl bol 3/3 x "30‘76 < 10
Htriipozcoíh x 2.309 o.1'/I’ < 1o
Hirtipo4CoÍ3 x FA309oo1'/3 < 10

112: eoib x PA309co¡'/n < ¡o

Los tiempos do ontrnda por ¡lo quo no no hayan loq;
do con lucha precisión, indican que ¡1 factor entra en todos
laaoaaos tomprananonto. Ea decir anto. de los dios minutos.

En ningún caso no obnorvn una entrada tardía do Col‘).

c) Cinitica do la transforoncia de Col B.

Se estudió tanbián 1a cinitioa do la transforoncia

del factor Col B un oruznnienton Hit! ¡01‘31 2’001*I ; 2' Col’
/B. Efectuada la ¡05018. es tomaron aliouatan de 1a mismaa los
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t10lp00 que figuran on la curva, y se trataron con licuadora,
pág. // . no nombraronon agar nun-1010 adiciona“ de “trop 

tonioinn, para medir Col B (por triple capa). y ninaltanoanag
to la coneontración de o‘lulac otrbr.

F I G U R A 3° 2

Estudio oin‘tioo do la tmnfcroncia do 0013. Las 111109.0

do puntos ropruontan lo. omanhntos Hfr! Coll"!x 7-001.
3/3. La. lia-aa nenas apra-antena los ornamentos 112001‘
Bz ron- 3/8. x puntosdo la. cum dola. chulas "rr.
+ punto. do 1a cum de la. cum. Col’n¡thro
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v

__/O30cm!"

Coí‘Estr-r
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En lu oin‘tioa do ambos oruznmiontoo oo oboorvó un

pronunciado inorononto do las o‘lnlno Col B, on lo ¡rilora
parto do la curva. a partir do los lo minutos aproximadannnto.

La velocidad de orooinionto de cota- o‘lulao va dio-innyondo
pootoriorlonto, a partir do loa JO llantos. y aproximadalnnto
hasta haooroo oililar a lo volooidad do crecimiento de la.

oólula- str-r, sin pasar on ninguno do los dos canon por un
período intornodio de "platoon'.

2 - AIALISIS DE LOS RECOIBIIAHTES.

Dolos oruzamiontoo quo oolprondon a lo ¡tri por la

r’col" y a la ur tipo 4 z 1. r eoi" (anbaoun tiene: pain-1
dad cpu-Ita) IO aiolaron alrededor do 100 ro oonbinnntes do og

de nrondor. Ello. u volviorona untar on uan do agar ng
trioio ndioionsdao do ootrOptOIioinn a razón do 25 colonia

por onJI. En esta. caja. lo nidió ol n! do colonias oilioinó
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T A B L A I' 4

Piloontajo do Col B antro los roconbinnntos do los cruzaniontoa
de laa Htr Col B x P' 001'3/3.

Procuencia do ColBentre lo.
CRUZAMIÉNTÚS rnoonbinanto-l

+ + + vthrulcí tuq'otrbr his ¡tr-r arg-otr-r¡tr-r

nrrHCoúacu-n/B. . . . . . . . . . 431 ací 100i 1001
número do oo
loniaa probada“ 95 65 69 15

frecuencia dal
primer marcador 0,04f

ooooo-"
número de colo
nias probada. 40 80 100

Irmauunola 1°marcador 0,03!
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3) SINTESIü DE LOS BESULTADOb

In lo. orunnniontoc analizados on out. oapitulo,ao
han obtenido los siguiente. rooultadoo:

1°) La. traen-noia. de tran-dcroncin do Col B on la. 41
torcnton Htr. ¡studiadnn y on 1a r con dal llano ordon. y rola
tivnnonto ¡1ta. si a. las comparacon las trccuonoiaa q que nq¡2
malnanto transfieron sus mnrnadorca oronooóniooo la. Hiro la H1r#

vu!» 4 non do polaridad opto-ta y tran-flora: Oo].3 con un fro
ouonoindel ¡Sfyllí rospectivnlnnto.

2°) Loa tianpoa do ontrada del rector OoI'B son ¡taila
ron on 1a- 3 Htr y en la IT Eros tinnpo- indican quo el factor
ontra tonprnnnlnnte.

3°) Las cinótlcas de CoI'B tanto con la r‘b la Htr Ion

total comparables. En ninguno de los doo cano. no observa 'yxg
tnau'. ¡1 marcadadiforon01n outro la. pondiontoo do la. our

vul de la. ollulaa ¡tr-r y 001,3 str-r a partir de los 40 n1q¡
ÏÜIQ

4°) D01análisis de los rooonbinnntoo surge qu. CoI*B

tionon mayorincidcncia antro los marcadores diatnloo que cn
tro lo. pronilnlca en las Hfr cutudindal.



C A P I T U L 0 I I I

cmzamzmos oor'n z co). n

1-) Frecuencia de Col" ¡ntra los rooonbinantoa

2') Análisis da la 0150313letal on los cruzaniontoa

20 donantes a 1 roo-ptora.
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1 - FRECUENCIADE Col-B entre los reoombinnntoa do los oruzanio.
to. co1‘n x eol’n

En netos oxporinnntoa no trató do comprobar 31 habia

pasado do 001- do la. donantes do las rnoOptoraa. Para ollo se

analizaron los recombinantea que o. obtuvieron de los cruznmion
too con la arru. ur: tipo 4 y la 112 ri :1 ¡{todo utilizado tad
al ¡Jano que 01 descrito para 01 análisis de CoI'B un los cru
¡alionton 001*Bx Col'B. Los resultados ¡atún registrados on
la tabla n° 6.

T A B L A I' 5

¡recusacia do Col“) entro los recnnbinnntoo de CoI'

z col B en la preporción de 1 donanto a 20 rnoOptoran. Lo. rocqg
blandos fueron obtcnidoo do aio-bra: ¡{actuadao a lo. 90 ¡inntoo
de mezclarse las cepas.
obáoa4doa
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C R U Z A H I E N T 0 S Frecuencias ds Ccl’B y Col." entre losreconbinantesn

+ +
thr’led’ Ari str-r tryh-etr-r his-strdstr-r
co Col cu“ Cel cu“ oor’ floor

HtrflDol’BnÍ-Coln 100 O 100 0 100 O 100 0

Frecuencia del
primer marcador. .. . . . .Tf

HfrtipMCol-er-Col B 1oo o 100 o ¡oo o 100 o
frecuencia del
priNCÏm°.d°r eqleeeebeeeepeeo

narCoi‘BxF'Cona 100 o 100 o 100 o 100 o

frecuencia de
un marcador cro- _5masónicaeeeeeeeeeee

La medida de Col- se efectuó entre los reccnbinantee.
es decir entre celulas dondeexistió un puente ci tcplseniceon
snflisie MG a.dos ItrJde polaridad apuestay s la 1'. m nin
gún caso se observó pasaje de Cc]... Es decir los ornamentos
Col-¡Corn son asinetricoe de los Com z coi'n.

2) ESTUDIODE1.a cmosIs LETALme Los cmuulïmos cor'x sofa.

Queda aun ls posibilidad de que Col- prov0qne algún

tipo de letslidad cuando pasa. al citoplasma de las Col B. Para
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0110 oe cfectuaron cruzamientoa Htr Col- x r 0013 on la prepqg

ción de 20 donantes a una r000ptora (7). y sc ¡1d16 la sobrev;
vonoia de célula. str-r a los 90 llanto. dc efectuada la mezcla.
Los resultados ae anotgn on la tabla 1.

I A B L A I’ 7

Sobrevivonoia do o6lu1ao ¡tr-r cruzaniento Htr Col'xI-Coln en
prOporo16n 20:1 y nacida a los 90 minutos.

C R U Z A H I E I T O S Sobroviíonoia Proouoncia del
go ollnlao 1° o
b‘r'r hr-lou'otr-r arg*

a z ¡tr-r
20;;

arrucu’muogca B ¿of 4st 31K
Hrs-Hool‘sxmsogen": soi 7! 12!

Hrrtzpozqornxm 309mm 350i a
Etrüpfl eol’nmsogcan 180i 21

Do la tabla no dodueo quo solo con la Itrl hay una
dio-¿nación cn ol númarodo o‘lulas ¡tr-r. poro olla o. ¡1'1
lar a la do los testigo. 001.1601”. Conlas otras dos Hrr hay
Inltiplioaoión do c‘lulaa str-r en lugar de cleanin. El docir
Col“ al entrar en el oitoylannn CoÏ'no prodnoo ningún erecto
lfltfil o



25o

c n y I r U L o v

1- FERTILIDAD DE LOS CRUZAMIENTOSCol? x eol'.

A) Introducotén

B) ¡recto de 001* sobre la tranzforonoia ag nnrquoggacrononóniooo on los cruznniontoo 1’ 001 B 1 r Col 3/).

c) Efecto de Col’ sobre la transfornnci de agroagroee ongmasónica: on los oruzaniontoe ¡treol x r Col 3/3.

2- ESTUDIO DE LA FERTILÍDAD CRGBOSOHICOEl LOS CHJZAHIEMOS Hfr

co1'x r-co1’.

3- Erzcro DEeol’n cobro la tran-toranoin ¿.1 pla-nido 00131.

4- ENRIQUECIHIENTODE LAs CEPASItr001*3 on su condición do H!r¡
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A) Introducción.

En los cruzanientos que comprendenaislamientos Hfr

Ccl’B por ¡"Col./b se encontró una gran disminución de la fre
cuencia de transferencia de marcadores oromosómicos. Tambien

pudo constatarse esta mismasituación en los cruzanientos de

las r’ hechas mm. Si bien Fredericq y Bet: Bai-esaya habían
encontrado una marcada esterilidad en los cruzamientos P’ x F

(10), esa situación no era conocida en las Efr. Tampocose dió

ninguna explicación ni ee intentó eclerarlo hasta este mosento.
Para probar si realmente la presencia del factor

Col*B era la que determinaba. por si o por no que disminnysss

le fertilidad de los cruzsmientos. Es decir, para probar si tal

situación estaba sienpre asociada a Col’) se realissron los s1
guientes experissntos:

Se efectuó ans mezcla de las donantes Col* y las r’

o Hfr Ool' que se pretendia hacer Ccl’. Be efectaeban una serie

de aislasientos de la 2* 0 DEla Hfr que se habian hecho Col’B,
alrededor de 10 para cada str. 4 para la. r’. Sinsltaneanente,
de las mismascajas se aislsban colonias 1’ o Rfr pero que dn
rante el proceso de transferencia nc se habían hecho Col’. Es
decir colonias r’ o Hfr que habian sufrido todo el proceso de
contacto con las donantes Ccl’ sin recibir el actor. Unaves

obtenidos cubos tipos de aislamientos. cada ans de ellos se los
ensayaba por crusaniento con la PA309001.1/3. y se nedia fre

cuencia de transferencia del priner y último marcador cromcsó



nico en cada Hrr. do trol marcadores cromoaónicon on la F‘, y

de Col’l on lo. cruza-tontos Ool’ x 001-. Todo. onto. oruzaniqn
toa tran acaparados con los Col-x Col' y con los Col*'x Col’.

B) Erocto de 001’3 cobro 1a t ofgrcnoág do_narcadoroo cronoaá¡icon on lo. ornlnnicntoo F Col B z 001 Il)

Se probaron por cruza-lento con la PA309Col'B/B oq!
tro ainlanlontoo 112 ¡’001’3 y casita P‘Ool’l do acuerdo a lo
descrito on el punto ¡L Los roaultadon no registrnn on la tabla
n° 1.

De la tabla 7 o. doduoo que Col’ x Col. son cruza 
miento. oat‘rilos con relación a los narcndorco crono-únicos.

Enanbio Col‘l pana con una from-noia de alrododor del 121.
Los aislamientos Col' do la 1’ siguen transfiriondo marcado

res oro-anónicoo normallnnto ¡in haber sido ¡roqtudos por 01
oxportlonto do trunnforonoia de Col’.

r A l L A IO 7

A) Prueba do 4 aislamientos Col’) de la 112 1’, por oruznliqn
to con la 1' PA309Col'/3. Loa cruzaniontoo no otootuaron en 1a

preporción de 1 cólula donante a 20 rQOOptoraoy no hioioron las
mediciones a lo. 90 alante. do orootuada la annalu.
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c R U z A I I E I T 0 S o 4 de 1ce n Frecu cie
, , * de ColAra-etr-r‘ try" thr leo anar

e 33gb:
Aislamiento1 a’cu’g z

PA3090013/)... ofi oí oí 14%

Aielaniento 2 1122*0012) x
F'PA309001B/B.... o! oí o! 91

Aislamiento 3 112r*co1:n z
I'PA309001n/b.... os oi o! 115

Aislamiento 4 1121*Co1jn x
r'PA309Co1 B/B..., ofi oi oí 14%

n) Prueba do 4conla no
Los cruzenientoe ee efectuaron comoen A.

aioázïgentoe Col-B de la 112 I',por cruzamiento

c R U z A u I E n r o s‘ rregggngie de los regomb¿nantee¡
erg’etr-r' try’etr-r thr‘leo’ etr-r

‘A1'1"1°nt° 1 %;ÏÏ*33332153/I 4.10‘5 1.10 '4 1.10 “4

A131“'1°nt° 2 ¿‘Sï’ïáá33153/n 1.10‘5 1.10 " 3.10 '4

“mmm 3 #35333235“. 7.5.10“5 3.10'4 2-10“4

Aislamientoe4 %}%:*g3;;:1_;/) __f 1.10 -4 1.10 -4

C)Rfecto de Col’B eobre la,trane;greno¿a de marcadores cronoeómiooe enx 001 Me

Se probaron por cruzeliento con le PA309001'B,10aisla

loo cruzenientoe Rfr Col l

nientce de cada HIrCol’ y cinco Hrr Col-,de acuerdo a lo descrito
en el punto A).Loe resultados se registran en las tablas N°8.9y 10.
y comprendenla frecuencia de transferencia de Col*y la frecuencia
de traneterencia de marcadores cronoeómicoe.Loecruzamientoa testi



¿oe 001+: (¡01" ¡ 001.3001" y Col-xx Col. ee registran en la ta
ble 11.

r A B L A no a

A) prueba de ll aielagientoe de la Hrrll OoI’B por ormmmmiento
con la TPA 309001 3/3. Cada omsamiento ee realizó en le. prg
porción 1 donante a 20 receptoras de acuerdo con lo eepeoifi
ende en materialee y metodoe.

B) prueba de 6 ainlamientoe Col-B de le. Hi’rllobtemeeü 1g. mie
mmecajas de la transferencia utilizada psp; hacer gol . Laprueba ee realizó por cruzamiento con le PA3090013/3.

8 - A

r cuencia
de 1*! str-rc n 0 z A ¡i I E ll T 0 S trecuenoig." reeemb

em a

Aielemiento l ngflflol’B z
r PA309eol‘n/I 0.01! 0.00011 23!

Aislamiento 2 rHOol’B m_Filo, 001 1/) 0.011 0.0001! 25!
Aielmmiento 3 nrrHCo1*n x_

¡"PAsog Col 3/3 0.014! 0.0001! 26%

Aielmniento 4 rflCel’B m
girasoe coi’n/I 0.02% --(z) 29!

ÉAiolmniento 5 arrHCoi’n ¡b
r-raaog Col 3/) 0.025 0.0001! 29*

Íáielmmiento 6 rBCel’l :_
pasos 001 1/! o.oov¡ -- 16*

gAielamien‘lm 7 ¡Iii-3001*! L
1*?¿309 Col 3/) 0,03% -- 35!

,‘Aialamiento 8 ¡ln-8001*?! x...
¿ r’Pasos 001 3/) 0.0111 -- 15%
3.aielamiento 9 Biz-110010.3x

rayasos Col-B/B 0,03% 0.0001! 20%
Aislamiento 10 HirHColo B:

l-PA309 Col-nl: 0,03% -- 26s
Aislamiento 11 HIrHCol"B x

-PA309 Col-B/B 0.051 -—- 4o!. r
rzsrxoo HtrHColoBmF-PAJO900143 0.02!
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C R U Z A H I B I T 0 S rrsousnois ds los noombinantss

thx?lsd‘str-r srg‘stI-r

Aislamiento 1 Hi'rBCol'Bx

P1009 Col'I/B 38 si 0.2%

Aislamisnto2 atraca'nx
“309 Cora/3 3| i 0,1!

Aislamiento3 ¡trim’h
PA309Col'B/B 41! 0.2!

Aislamiento 4 Hfrll 001.33

“'30; Gol-BI) 17% 0.21

Aislamiento 5 Hfrfl Col-B):

¿3309 Col'B/B 7% 0.13€
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31"

A)Pruobs de 9 aislaniontgo de 1a ¡rr tipo 4 001+! por oruzanion
to con la I' PA309001 3/3. Cada cruzamicnto se rcalizó on
una proporción do 1 donante do 20 roooptcrns. Las ¡adiciones
ac cfootuaron a lo. 90 Iinntos de roalianroo la Inzela.

B)Pruoba de 5 aislamien
las oaJaa que lo. Col .¡es Hrrtp.4 Col“) obtenidos do las n10

TESTIGOnrrtp.4001‘er'PA3096Ï1’B ‘zauz

9 - A.

[

c n u z A u I 3 n m o 5.F;gcgegchg do ;ooog¿¿g¡¡;4rrocueno1a de
aristrr htú‘ ¡tr-r try‘atr001‘3str-r

‘Aielalicnto 1nrrt .4coljnx
r-rA 09001 3/) 9,00031 0.0006! - 7%

Aislamiento zugrt .4Co1’nx
r PA09601"!!! 0,001 fi 0.00085 - si

Ainlanionto 4 .4Coltnnmosca: m bm» —- - si
Aislamiento ¿Hrrtp.4Co1*Bx

r-¡Asogcol-HJB 0.001% 0.0002% u- 7*

‘mialamionto 5 rt .4Colinx
gira 090013/3 b.02 fi 0,0003! - 10*

‘Aialamiento THQrt .4001*B¡ Ír PAoscol’n/B .011 -- - 6!
Aislaninnto 7flfrtp.4 C0113:

F'PA 3090013/3 .002! -- -- 41

Aislamiento lnrrt .4Co1jn: !
¡"PA 09001 2/3 ,04 1 0,001 fi 0.00011 zofii

Aislanionto Sflfrt .4"ol_
¡”Païosïo1 gÏE ,0011 0.00025 - 10*



9 - B.

82-

C H U Z A M I E N T 0 S Frecuencia de rooodbinantee

arg3atr-r hio’otr-r try’otr-r

Aislamiento lfitrtp.4 Col’n
TPA309001'B/B 105 0.41 0.08%

Aislamiento Zafrtpo4 Col-B

r‘pAsogca‘n/n 10% 0.21 0,04%

Aislamiento 3H1rtp.4Col'B

rpasogcu'yn zx 0.2% 0.01%

Aislamiento ¿Htrtpo4Col‘B
¡"ranura/n 12! 1 f 9.0%

Aislamionto san-tp.4Co1'3
P-PA309001-B/3 155 o. Of 0.4!
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! A B L A I° 10

A)Prneba do 10 aailalicntoe de la Hfr ti'o 2 C01+3por cruzanieg
to con la P'PA309 Coi‘n/B. Cada crnsanïonto 00 ronlizó en una
preparoión do 1 donanto l 20 receptoras. Las medicionoo se e
tootuaron a lo. 90 llanto. de realizaran la mezcla.

n)rruoba de 4 ¿islam-ago. Hfr tipo 2 aoi’n obtenido. de las mig¡al cajas que lo. Col .
io - A.

c B U Z A H I E R T 0 s rrocuenoia do Frogucncia dc
Roo mbignntos Col B str-rthr on ¡tr-r

Aislamiento 1 nm .20o11'3x
rm 09001 3/3 0.0005! 65%

Aislamiento 2 r .200103
g‘vzïosoa-n/‘Ï 43!

Aislamiento4 nm ¿Colin xrmïosca 3/3 0.01 fi 41%
‘Aiolanionto 4 H: 2001*!

rm ¿gears/É 0.00059: 61%

Aislamiento 5 Htrt .2001:B x
rn Co].3/3 0.0001! 60!

Aislamiento 6 Htrt .200113 zr m 090o1 3/3 0.000% 70%

Ainlanionto 7 rt .2Coi13 x
m 09001 3/10 0.000% 100%

Ainlanionto 0 un .2Co1:nz
r m 09001m 0.0008 65%

Aialaniento 9 rtp.2001:n x
g‘rgogou ¡vn 0,00021 50*

Aielaniontolo .2001’3 z
Fmogcu'B/n 0.0005! 65!

TESTIGO¡ur tp.2001'nzr ‘Pasogcmvn 0,0002],
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10 - 3.

C R U Z A M I E N T 0 S Precucncic dc Reccmbinantcc

tnr*1en’ctr-r arg‘etr-r hic’atr-r try‘str-r

Aislamiento lflirtp.2001 B x
F PA3090013/3 ¡o fi .. ... .. _ ... ...

Aislamiento Zflfrtpozcol H":
P PA309001B/B a fi _. _. .. .. .. ..

Aislamiento 3H1rtp.2Ccl'B z
r P3309601.“ 14 a: — .. .. .. ._ _.

Aillemdentc 4flrrtp.2Ccl‘B x
rmsogcu'B/n io fi - - .. ... .. ._

De las tablnl 8, 9 y lo ee puede ver facilmente que

la fertilidad disminuyeeeneiblemente cn todas lce Hfr estudis
daa, pero contrariamente a lo que cc observa con la 1‘ nc ce
ccteriliccn. Los marcadorec orcmccómicoccon trancmitidoe por

las Hrr col’B con una frecuencia entre 10.000 y 1.000.000 de ve_
cec menor que las Htr Col- utilizadas comoteotigoc. Lc Htr dc
fertilidad reducida eignen trancfiriendc ccn la miemapolaridad
que las respectivas Etr 001-. Tcnbión en eetcc casos Col’B cc
transfiere a trccucnciac relativamente cltae en comparacióncon
la frecuencia dc transferencia de los marcadores cromocómicoc

cn una Hfr normal.
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2- BSTUDIO DE IA PERTILIDAD 'CROLDSOHICA' El LOS CRUZAIIBI‘I‘OS

azrcoi zl-Ccl’.

Se efectuaron cruzcnientoe de las dietintsc Hrr

Col. por 1a. 1', PA309co1*n.. por la pA309Co1-B/by por la

Pisos. para estudiar el erecto que ejerce cobro la tertiii 
dnd Col B cuando ee llevado por lee cólulae 7'. Tanbiln en

eete cuco los cruzenientce ne efectuaron on le proporción de
1a 20 y ee eelbrerca c lce 90 ¡inutcc de efectuada 1a neecle.
Los reenltedoe ee regietren en la table I' 11.

De la tabla se deduce facilmente que cuando la P’

ee 0e1*3 no ee note ninguna die-inucien en la frecuencia de
transferencia de loe marcadores crcecsómicoe. Tampocopuede

atribuirse la esterilidad al hechode haber adquirido le F’
1a condición de resistencia o 1a cclicinn B. Loc cruscniontoe

ar: Col“ z PAJOS/Ïno preeentan vuriacicnee apreciables de 1a

fertilidad cuando ee los compare con loe Htr H x P1309.
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T A B L A H° 11

IEHTILIDADun LOS CRUZAIIERTOSarr ool‘ n z 1' eol’ n.

FRECUENCIA DEL 1° MARCADOR

c n U 2 A m I E n T o s
thr’ lon’ ¡tr-r arg’nr-r

¡rr n Ool‘n x PA 309 22 fi

Btr tipo 4 001-3 1: PA 309 - 9 fi

¡{tr tipo 2 001“) z PA 309 15 f ...

Hrr H Col-B x EA Joe/B 24 fi

Hfr tipo 4 001.3 z PA 309/19 -- 7 f

Hrr tipo 2 Col-B x PA 309/) 16 fi ....

Hfr a Col-B z PA 309Co1*n/B 16, fi 

Hrr t1po 4 eol‘B x PA 309Co1*n/n —— 4 5

arr tipo 2 eox'n x PA309Co1*n/I 16 fi 
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3 - EFECTODE COL’Beobre la transferencia del plástico Col Q1.

Se hizo ln Efr H Ccl’E1 oolicinógene para B, utili
zando el ¡{todo descripto en el capitulo I. Eee cepa fue ut;

lAeada cruzándola con le PA309/31/B. Haste ente momentoera
evidente la interferencia exietente entre 001’3 y lce marcada
rea crcnceónicoe. pero a pesar de que el pláenido ColtB ae tran;
feria a una frecuencia relativamente alta, era necesario eetu 
diar el erecto sobre otro. pláelidoe. pue. no ere pceible ee o
parar 1a condición de pidenido de Ccl’B de eu efecto ecbre la

fertilidad. Los datos obtenidoe ee regiatran en la tabla N012.

t A n L A lo 12

c R U Z A l I E N T O Frecuencia Frecuencia rrecu cie
de; 1° ae. de Gol.":1 e. Oo B

Lturleu etr-r etr-r etr-r\
Htr n 001’31 Ccl“ n x ¡»mpg/¡Vs1 0.o: fi 17o fi 20 fi

ar: u Com Cor-'E1x 24309/3/31 0,05 y .. 25 g

l un a Com:1 coi‘n z Pasos/V31 eo.» fi 1.200 fi -

De eetoe experimentoe ee deduce que 001 ¡1 disminu
ye eu frecuencia de traneterencia debido a le preeencia de 0013,

pero este erecto ee lucho menor que el eurren lce marcadores org
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lóeomiccsn 7 veces contra 10.000 a 1.000.000 en estos últimos.

En cenbio, la transferencia del prcpio tecbr Col’l no ec alte
rada sn las cepas dobles colioinógenes.

4- Enriquecimiento de las cepae 0o1‘B en en condición de Hiro

Se procuró rtaialar Hiro de mayorfrecuencia de tren;
tercncie de marcadores cromcsónioos. A partir del Htr H Col’ B

de un 0,02 fi de reconbinsción para elyrilsr msroedor se llegó
a una Hrr H 001’3 de un 1 f de rsconbineción. Pere ello. por

rpeplics en ceja. es fueron aislando les colonias que mostra 
ben cierto enriquecimiento. Asi. en sucesives etapas ee llegó
al Err H del 1 í. Eetae cepas con muyinestables y en pocos

dice vuelven a su condición original. En cambio, las oepae de
baja frecuencia de transferencia de thr’lsn’ str-r se mantienen
en see situación por largo tie-po.

Las cepas que han llegado el If de frecuencia de r;
coubinaoión, transfieren Col’ B e la mismafrecuencia que las
Eire de baja frecuencia de tranctersnoia. Las cepee activas
Hir segregan algunas ccllnies Col“. Por último. las cepas hs
chas Col‘ B por treneducoión conÏ? ee conpartan de la cisne

¡nuera que las hechas Col’ por los citados deecriptce.
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C A P I I U L 0 V

DISCUSIOI I CONCLUSIONES

1- ANALISIS GENETICO.

A) Ubicación ¿.1 notar Col 3.

B) Comparacióndc los tilültCGOI con lo. de otros autores.

2- EFECTO DE COL B SOBRE LA FERTIIIDAD EN E.COLI ¡12.

A) Efecto sobrt marcadornocrono-6.100. y sobra plus-idas.
B) Interpretación de loa roaultadon.

3- RELACICNESENTRE VIRUS-230203 001 3- y ’ACTOR Io
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1 - ANALISIS GBIETICO

A) Ubicación del factor Oel‘l.

De los experinentos del capitulo segundo ee deduce

que no es posible demostrar ningún estado integrado para Col*B

excluyente de otros oitoplíelicoe.
Todas las ¡Ir transfieren Col‘Ba una frecuencia r3

lativaaente alta. ei ee 1a comparacon la frecuencia nornal de
transferencia de marcadores oromosóciooeen orueenientos Col'x

Col’. pa. ¡4
Ianbiln la r’ transfiere Col’) con una frecuencia similar a la

de lae Htr. Si hubiese un loouo oronoeónico para el factor. ha
bria que esperar que, al transferir la Htr Ha alta frecuencia

al factor Col’B. la Htr tip 4 lo deberia hacer con una frecueg
cia comparable a la de sas marcadoree dietaleeg pass ambas son
de polaridad apuesta. Ello no ocurre. En el análisis de la in
cidencia de Col B entre los reconbinantes de cada Hrr. ee pue

de observar an incremento do ligsnicnto que ve dcede loe ¡arca

dores prelilales hacia los distalee, lo que podria interpreta;
es suponiendo que Col’B está ligado a 1*. Si este fuese el ce
eo. los tienpoe de entrada no deberian ooinoioir con los de los
marcadores prcximalee. eino con los de los dieteles. En canbio '
en todos los oaeoa el tiempo de entrada es menora lO ¡inntoe.
Por otra parte las frecuencias de transferencia del factor no
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eetún de acuerdo con las que habria que esperar ei hubiese un

ligamientc con F. en cambio suponiendo una ubicación extracrong
eólica del factor Col’B ae podria esperar un increnento de la

incidencia de Col’B entre Ice reconbinantea ¡ás alejados del g
rigen, que con ice que tardan uáe en aparecer.

Las curvas de la fis. (2),É:ZKÍ;Í;LI, por eu falta
de plateau. que Ool‘! ae divide al entrar en el citOplaena de
la. F’, ein necesidad de que tran-curro un tiempo previo para
eu integración.

TampocoGol“ aparece entre ice reconbinantes de loa
oruzamientce Hrr Col“! z 1' Ool’ B. Si 001 B tueee un factor

cronocónicc habria que esperar un resultado distinto el ante 
rior. Tanpocoac ha observado oigo-ie letal ccmoresultado del
pach del ooi" IBal citoplasma com e. lan r. en 1o. cruza
mientoe ¡Ir Gol-B x r- Col’B en la proporción 20 donante-a 1 re
ceptora.

Ensintesis, la frecuencia similar de transferencia
de Ccl’B en las 3 Htr estudiadas y la r’, el tiempo similar de
entrada de Col*B¡ el inorenentc de incidencia de Col*Bentre los
reconbinantee. que va desde ice proximalee hacia ice dietaleo
en cada Sir; 1a falta de plateau en lao curvas de la cinetica
de la transferencia de Col B; la no aparición de Col”) entre
lce reconbinantee de lce cruce-lentos Htr 001.: f' Col ’B, y 2’
Gol. z F' Col’ 3 y la no aparición de cigceie letal. ce explican
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noateniondo que Col B oa un factor ostracromosónioo tanto en

Col V. ootudiados por 3.3. dc anig ot al, Col B debe nor con

las Htr. 2’, o 1'. Lacan, comoen el cano de Col B

liderado un pláanido. Situación nncontrads tanbién para 00131
por R. I. do Zweig y por Clones, separadanontoo

B) Comparacióndo las roaultadoo con los de otros antorea.

Es evidante que on «¡te caso, Col B no está ligado

a P comoen la Hfr aislada por Irodericq (13), pág. ( ). Esa
diforonoia puedeor explicada del oiguicntn modo:

1°) Quelos dos tactoros Col B (01 nnootro y 01 de Iraq;
rioq) tengan raciones honólogna a F de distinta ox
tensión.

2°) Quolos factors. r unan lo. dirorantoo.

3°) Quola oolicina B a. Frodorioq y 1. Galician 3 mcg
tra no sean la mismaoolioinn.

Entes auponicionoo ontán avaladas por lo siguiontot

El Illlfl Dr. P. Prodqrioq (1956) (18) encontró una
gran cotorilidal en lo. cruzaniontoa P’Col‘) z 1' OoI'B. Esa
oitunoión es la que onoontrnnon nosotros ahora con Col’B. Pero

al aislar (1963) 01 Dr. Frodoricq, 1400 rcoombinanton de dicho.
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oruzanientoe ea de esperar que tal esterilidad no ee ha produoi
do. de lo contrario lee reoonbinnntee no exietirían. Por otra

parte uno de loa reeonbinantee aieladoa por él, presenta la con
dioión de Ifr. enxoanbio en nneatro oaeo todos lee reoonbinantea

PA309 I‘L’, PA309 nu’ try’ arg’ que eetudiadoe (datoe no pu

blicadoe) preeentan una esterilidad total en le relativo a traqg
reteneia de marcadOree oronoaómiooe.

Ee probable, talbiín el Dr. Frederic haya trabajado
con factoree Col’ 3. Iactoree 1’ o oolioinae diferentes en 1956

que en 1963. Y _I MCorts-qerob
Quedaria por deeeartar que ColB pudieee oomportaree

cone Col I en loa sietenae HTCde Stocker. En loe experimentoe

realizadoa, en que la donante eetá en detecto trente a la recen
tora (1.20) Col’Balcanza treeuenoiae de tranererenoia any be

Jae comparadas con la de lee eietenne ago. Por otra parte cuan
do la preparoión de donantes a receptoras ea de ‘0|1 la tre 

cuencia de transferencia ne baja tan radicalmente cono en aga;
lloe. Tampocola curva que repreeenta la ein‘tiea de transferen
cia de Col B. tiene una pendiente marcadamente mayor que la de

lae odlulae entreptOIioina reeietentee. cono habria que eeperar
ei Col B ootirieae polaridad.

En ainteeie ea pooe probable que Col B contiera al

gún tipo de polaridad cone el encontrado por Steoker para Col I
en Salaonella.
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Efecto do 001 ’e ecbre la fertilidad en Laoli ¡12

A) Efecto cobre 1a treneferoncia de aaroadcrcc cronocónicos y
plaenidoe.

En todo. loa crueanientoa Hfr Col’) x 1' Col'D/Ü ec

ha podido obeervar que ee obtienen lu baJae frecuenciae de ¡1
conbinación cuando ce los ocupara con loa tectigce. Loc recon

binantcc aparecen con frecuencias que con entre 10.000 y 1.000.000
de veces inferiorea a"la de Ice teetigoe. Bnmnbio tranefieren
a una frecuencia relativa-ente alta al propio factor Col B. Ecos
Hfr 'infórtilec' mantienen ein embargoen polaridad. Puedeneer
enriquecida; en eu condición de tales, (por 1o menos1a Efrfl).

pero laa cepae qce ee obtienen con aunaaentc ineetablee y rap;
docente vuelven a la condición original. ee decir a la de Hfr
de un: baja frecuencia de reconbinación. En lce crueanientcc

HfrCol' n 1' Col'l ce obtienen frocuenciae de recoabinantea e;
nilarec a la de loa teetigoc ¡fr Col. z lr 001-.

Lao cepas llfr Con 001331. tranefieren marcadores
cronoeóniooe a 1a nie-a baja frecuencia que 1a Efr Col’l acia

mente. poro Col El ee transferido con ana frecuencia 7 vecec n!
nor que el testigo ¡1, 001’31. Beta interferencia de tcdae ng
nerae no ee del lleno orden de nagnitud que 1a ejercida cobre

loc marcadores cromoedmicoe; y probablemente nc ee puede del
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oartar que ¡1 ¡facto sobra los oro-onomaeo sobre lo. plúanidoa
son difarento.

En síntoaiaa

1°)

2°)

3°)

4°)

5°)

La prosanoia do Col’B afecta radicalmente la trnnntg
rencia do marcadores crono-ónioon y on ancha manor

Indian 1a dc los plannidos.

La. Htr. aanticnon su polaridad. lanzo no ¡o eaten;
11zan ni vuolvnn c una condición ï.

Los yucatan deben producirno ¡pecuariamente, puua

Col B y Col El pasan g trocuonoiao rclntivnlnntc
altas. por nio quo no paso cronooona. Por lo tanto
la formación dc lo. puentes descarta 1a pobibilidad

de que la esterilidad ao doba a algún tracto del {gg
tor Col B sehr. 1a parcd bacteriana quo impida en
formación.

Col B en las r’ no croata la integración dal trozo
do oromoooua provonionto do una ur: Col'. Luogo,on

lia probablo quo 01 ¡tonto de Col’B ¡o produzca cn
la célula donanto.

lo ea posible que la baja rrocucnoia de rooonbina
ción ¡o daba a la preaonlta do una. pocas cllulaa
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COI-buenas Bit, en medio do una población Col B eo

toril, pues al podorao enriquecer una Hrr 201.3. so
demuestra quo 001‘3 coaxiatia con una condición po
tonotüonto Ett.

Por lo dicho onto soria un cano do capita-1. de Col B sobra r.

Queda por aah-roo cual o. ol ¡conninno da la acción de Col B.

En este torrcno se puodonplantcar dos posibilidades tundamantg
los:

a) que los factores 001 B y r tongan cierto grado do .

b v

honología on cuyo cano Col B al aparenta. con z en
las Hrr, lo olininnría do un posición por-¿tiendo que
el cromosomalo etarra.

En las P’ al apartar-o con el F, no permitiría quo

cata no intacta-0 provocandola ooterilidnd'eronoqfi
nica“ da octa- capas. Enoalbio lo. pnontoa ¡a no 
anilla for-ando y por 61 podrían pasar los plasni 
dos o

QuoCol‘B. Interficra do algún nodo con 01 Inoanio

Io {1.10163100 quo motlris; el DRAa trav‘n del pqu

to. En este cano sería prociao ¡uponor quo hay un q;
cantamo para el DNAoro-nlóldoo y otro para 01 de los

plaonidoo.
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Bsspsoto de la primera posibilidad es necesario señalar que Fra
derioq encontró que Col’n y r se trsnstisren Juntos. En otras
palabras que ambosfactores tienen cierto grado de bonologis.

Si comose dijo al principio el rector 0013 (pg. )

fuese una porción de DNAmás o menos complejs podriamos esperar

distintos grados de honologia con F. (Lo mis-o podris esperar
se si la variable fuese l). En otros palabras. en ciertos casos
001 B y r estarian más eetreohsnente unidos entre si que F al

cromosoma;en otro Col B y I estarian sis debil-ente unidos en
tre si que r con el sresososs.

En el primer oaeo provocaría esterilidad. en el se
gunno funcionaria Col B comoun episons de otro opino-a o sea

un 'epi-episoms'.

3 - ¡vom RELACIONESENTREVIRUs- 001 3- y r.

Si se acepte ls hipostesis de Frederioq. quizá ¡is
por lo atsotivs que por estar sustentada por pruebas inoon 
trovertibles, podriamosoon cierta libertad extender su esqqg
ns y decir 001 B y I deriven de un tego comúnque s1 stenner

se puede seguir dos caninos: transformándose en un plisnido

capas de sintetizar oolioins, (por perids de uns parte del ¡g
nonio viral). o en un ¡filo-a r, que no sintetiss oolioins pero
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oonncrvn cierta homologíncon 001 ¡.(por pírdida do oir. parto
dal gononio viral). O también, ¡1 como. lá. canto. 7’ y 001*B

¡crían ootadiae intnrlodia- entre l a virus y lo. {autoras eng
nosónioon.
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