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¿EMEA

El estudio del comportamientogenético del factor colfiï en org

zamientos entre cepas Hfr colIï+ o F+ colEï+ y cepas F- collï- de
Escherichia coli K12, y sus correspondientes reciprocos,permitió

determinar que: a) el factor collï se transfiere con máximaofi
ciencia en la conjugación; b) que se transfiere con igual fre —

cuencia de cepas donantes F+ o Hfr con diferente origen y polari

dad; c) que no presenta ligamiento con factores cromosómicos ;

d) el caracter colEl- de la cepa donante no aparece nunca entre
recombinantes o células F- y no ocurre muerte de las celulas F

capaz de encubrir una presunta transferencia del mismo; e) el

factor col];l es capaz de multiplicación autónomaen la cigota
transmitiendose de ésta a todas las células hijas.

Todos estos reSultados llevan a concluir la naturaleza extra 

cromosómicadel factor colíï en celulas Hfr, F+ y F- .

No se observó transferencia del factor colnl de células F- a

F-,ni de células Fw a Hfr.

Se compararonlas cinéticas de transferencia de los factores

colEl y colV-colI, en experimentos en los cuales se mató a deter

minado tiempo 1a cepa donante con fago T6’y estreptomicina. En

base al resultado de las mismas y al comportamiento de las celu —

las F- colV-colI frente a1 fago M82,se infiere que los factores
colV-colI se transfieren de cepas F- a F-.

Se discuten estos resultados asi comotambién las interaccio 

nes observadas entre los factores colV-colI y la fertilidad cromo
somica.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Generalidades:

Los factores colicinógenos son factores hereditarios que contro —
lan en las enterobacterias la sintesis de sustancias con actividad

letal conocidas comocolicinas.

Estas fueron descriptas por primera vez por Gratia (1925) quien

observó que filtrados de cultivos de una cepa de Escherichia coli,_

libres de celulas, poseían un agente que designó comoprincipio V ,

capaz de matar a otras cepas de E. coli, el cual,a diferencia de los
bacteriófagos , no se multiplicaba sobre células sensibles. Desde
entonces se han descubierto numerosas sustancias de este tipo produ

cidas por otros grupos de bacterias y para las cuales se ha prOpues

to el término más general de bacteriocinas. (Para revisiones sobre

este tema ver: Jacob y Wollman, 1959; Ivanovics, 1962).

Granparte de los estudios sobre colicinas y factores colicinóge

nos fueron llevados a cabo por P. Fredericq, a quién se deben numero

sas e importantes contribuciones en este terreno (Ver Revisiones
1957; 1963 a).

Naturaleza Quimicade las co 'cinas:

Se conocenactualmente distintas colicinas, designadas por letras,

que difieren entre si por una serie de caracteristicas físicas y qu;

micas, tales comoespecificidad de acción, sensibilidad frente a en
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zimasproteolíticas, difusibilidad, estabilidad frente al calor, etc.
(Fredericq, 1957).

La clasificación que se Ilace actualmente de las mismas (Fredericq

1957) se basa fundamentalmente en-la especificidad de su acción, de

modo tal que aQuellas colicinas que seleccionan un mismotipo de mu

tante resistente son ubicadas dentre de un mismogrupo, aún cuando

en esa forma pueden quedar agrupadas sustancias químicamente difereg
tes.

Los estudios realizados sobre la naturaleza química de las colici
nas K y V (Goebel y Barry, 1958; Goebel, 1962; Hutton y Goebel ,

1961), sobre colicina A (Barry et al. 1963) y sobre una colicina no
identificada producida por E, coli 710 (Nüske et al. 1957) indican

que se trata de sustancias químicamentemuycomplejas (lipo-carbohi

drato-proteína) relacionadas o idénticas al antígeno somático O .

Ciertas evidencias, tales cano la sensibilidad de las colicinas a

la acción de enzimas proteolíticas, así comotambién los resultados

de Rüde y Goebel (1962) basados en la comparación de los antígenos O

de una cepa productora de colicina K (colK+) y una cepa derivada de

ésta, no productora de colicina K (colKk) sugerirían, sin embargo ,

que la actividad bactericida es llevada solamente por la parte pro 
teica de la molécula.

Factores Colicinogenos:
Características:

Los factores colicinógenos son factores hereditarios estables y

pueden transmitirse de una cepa bacteriana a otra por cultivo mixto.
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No se ha observado nunca hasta ahora la transformación de una.

cepa no colicinógena (col-) en colicinógena (col+) por mutación.

Es decir que la colicinogenia es una condición que, al igual que

la lis0genia, sólo se adquiere por entrada del factor "desde afug
ra".

La sintesis de colicina por una bacteria es también, al igual
que sintesis de fago por una bacteria lisógena, una capacidad po
tencial. Sólo unas pocas células del cultivo producen colicina y

esta sintesis es letal para las mismas(Stocker, Ozeki' y de Har
gerie, 1959). En forma similar a su acción sobre el profago, la

radiación ultravioleta puede "inducir" la sintesis de algunas co
licinas en todas las celu1as del cultivo.

Al igual que con los fagos, se distinguen dos mecanismosdife

rentes por los cuales una cepa puede perder su sensibilidad a una

determinada colicina (Fredericq, 1956, b): a) la resistencia:
producida por una nmtación que afecta los receptores especificos

de la pared, sobre los cuales se adsorbe la colicina. b) la in —

munidad: determinada, no por la pérdida de los receptores, sino

por la presencia en la célula bacteriana del factor colicinógeno
correspondiente a esa colicina ( Fredericq,.19565)n Aunqueapareg

temente relacionadas, es muy probable que la inmunidad de la baq_

teria colicinógena a la colicina responda a un mecanismodiferen

te y mas complejo que el de la inmunidad de las bacterias lisóge
nas al fago homólogoal que llevan al estado de profago.

La transferencia del factor colicinógeno de una cepa a otra pa
rece realizarse siempre por un proceso de conjugación, ya que no
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pudo logarse con bacterias colicinó¿enas muertas, filtrados o sc_

brenadantes de cultivos de bacterias colicinógenas vivas.

También se ha encontrado que los factores colicinógenos pueden

transferirse por transducción. Asi se ha obseerdo que el factor

que determina la sintesis de colicina E2 (col E2) puede ser trans
ducido por el fago PLT 22 en galggngllg tynnimgriug (Fredericq ,

1958 a, 1959 y Ozeki y Stocker, 1958) y que los factores col El

y col B son transducidos por el fago P1 en y. coli. (Fredericq ,
1958 a).

En los últimos años se han realizado estudios tendientes a co

nocer la naturaleza del factor colicinógeno. Una serie de eviden

cias indirectas previas, tales comoanalogía con ciertos fagos V
transducibilidad con fagos, sugerian que los factores colicinóge
nos estaban formados por ácido desoxiribonucleico.

Los intentos de Lavalle y Jacob (1961) de estudiar el conteni

do de ácido nuclcico del factor col El en experimentos de suici 

dio con P52 no resultaron exitosos. Silver y Ozeiji (1962) util;
zando un sistema de células conjugantes (células HPCde S. typhi—

murium comodonantes y células de E. coli comoreceptoras) en 

tre las cuales no habia transferencia cromosOmicadetectable,pero

si transferencia de factores colicinó¿enos correlacionaron la
transferencia de éstos con la de timidina marcada, y por ende del

DMA. Lograron asi hacer una estimación aproximada del tamaño de

los factores col E2, I y El en número de pares de nucleótidos.
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Trgnggisibilidadig;g conjugación:
Algunos factores oolicinogenos pueden tr nsforirse por cultivo

mixto entre cepas pertenecientes a distintos generos de la Fami

lia Enterobacterieceae. Asi se ha observado transferencia de cie:

tos factores colicinógenos de cepas de 3. coli a otras cepas ;;_
SQL;y Baracgli (Fredericq 1954 a, 1956 a), de Shigella sonnei a

;¿_gg;; y viceversa (Eredericg, 1954,3), de cepas de Shigella y

E, coli a Salmonella tzptimurinm (Ozeki, Stocker y Smith, 1962),

a fi. txphi, 5, Dgrggxnhi B, fih. sonnei y Klebsiella (Kanon, 1956)

y de S.‘Uïphimurium a E, coli (Silver y Ozeki, 1962).

La eficiencia de la transferencia es bastante variable. Freqe
ricq (1954 a) estudió la transferencia e factores colicinógenos

de distintas cepas productoras a una cepa F- de L, coli Kl2, por

cultivo mixto de 24 horas. Ihcontró que ciertos factores tales

comocol El y col Eb,l se transfieren con alts frecuencia, mien
tras que col B y col K se transfieren muchomenos. No detectó

transferencia de col V de E. col' V, ¿e col Dy de otros factores

determinantes de la sintes's de colicinss Gel ¿rupo B de E. coli

CA 58 y de paracoli LEJ.

La transferencia de factores colicinó¿enos en '

LT2fue estudiada por Ozeki, Stocker y üsith (1952). Estos auto

res encontraron que col I y col B son facilmente transmisibles en

cultivos mixtos con cepas recientemente hechas col+; que col EZ

y col K no se transmiten v que col li se transmite a baja frecueg

cia. Ademásobservaron que col la, col 32 y col K e transmiten
eficientemente de cegns donantes que llevan col I o col B.
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De estos y otros resultados concluyeron que los factores col I
y col B recién adquiridos por células g, typhimuriumLT2posibili

tan 1a conjugación asi comosu prOpia transmisión y la de otros

factores colicinógenos presentes en la mismacélula. Establecie

ron ademásque en estos sistemas de alta frecuencia de transfereg

cia de col I conocidos comoHFC(high-frequency-colicinogeny

transferring), el factor col I se comporta comoel F, por cuanto_

posibilita 1a recombimaciónentre factores cromosómicos. (Stocken
Smith y Ozeli, 1963).

Comportamiento genético:

El comportamiento del factor colicinógeno Ei en cepas de ;¿_
32;; K12fué estudiado por Fredericq.y Betz-Bareau (1953 b,c) en

cruzamientos F+ col+ x F- col- y sus reciprocos F+ col- x F- col+.

En los cruzamientos en los cuales la cepa donante (F+) era colici

nógena se encontró transferencia del factor en estudio a los re 

combinantes, si bien no se observo ligamiento entre colicinogenia

y determinantes cromosómicos. En los cruzamientos

F+ col- x F- c01+ los recombinantes eran siempre col- .

De la asimetría de transferencia de col El en estos cruzamien
tos y de 1a falta de ligamiento con factores cromosómicosse inf;

rió que el factor colicinógeno era independiente de la estructura
genética normal de la bacteria.

Fredericq y Betz-Bareau (1956) estudiaron el efecto que tenian

los factores col B , col Kíy col Ei y col S3 (E2) sobre la ferti
lidad de cruzamientos F+ x F- . Obscrvaron que en el caso de los



factores edu; col Ky col E2 , la fertilidad de los cruzamientos
era totalmente inhibida cuando la bacteria f+ era colicinógene ,
hecho que interpretaron, en analogía con el comportamiento de

ciertos fagos atemperados, comodebido a 1a "inducción" de la

producción de colicina en la célula receptora. Tambiénobserva_
ron cierta disminución de fertilidad en los cruzamientos

F+ col Elt x F- col E1--, respecto del control Ft col- x F- col-.
En los cruzamientos reciprocos F+ col- x F- col+ detectaron

acentuada disminución de la fertilidad con el factor col E2.

Comportamientogenético_gg; factor_gglj%j

Un análisis más completo del comportamiento del factor col Ei

fué llevado a cabo por Alfoldi, Jacob y Wollman(1957) y Alfoldi

Jacob o Wollmany Mazó (1958). Este estudio se realizó en base

al comportamiento del factor col El también en B. coli K12, en
cruzamientos en los cuales se utilizaron cepas donantes F+ yIfiÏ.

Todas las cepas utilizadas se hicieron previamenteresistentes a
la colicina.

En confirmación de los resultados de Fredericq, encontraron

que el factor col El se transferia de bacterias F+ col+ a bacte
rias F- col- con gran eficiencia y que el carácter col- no se
transferia de bacterias F+ a bacterias I; .

En cambio, en los cruzamientos en los cuales se utilizaron

Hfr con distinto origen y polaridad comodonantes colicinógonas,

encontraron diferentes transferencias de col + (Figura A). Dc 

terminaron ademásque el tiempo de entrado del carácter diferia



.9

con cada Hfr utilizada y era tanto más temprano cuanto mayor era

la frecuencia de transferencia. E110permitió ubicar al factor

col El sobre el cromosomabacteriano, entre TL y MBl.
El estudio de cigotas individuales aisladas con micrmnanipula

dor mostró que.gggg 1a descendencia de una_cigota 001+ era 001+.

En los cruzamientos reciprocos Hfr col- x F- col+ observaron

la no transferencia de col- y disminución en el numero de celu —

A B HÏÏ
80’ HfiH

P' 60. É

¿3 an “"5 1 É,
e 4o_ É" a;

É _ Her - E0 D

y 20 _ ‘f
w HfrZ ' LL

fih4 * HHH ¡ bÏ

90 3h 6Ü 90 nun

Figura A. Transferencia de col+en cruzwnicntos
Hfr 001+xF- Col- realizados en la proporción
1 Hfriz 20 F- E1 origen y sentido de las dis
tintas Hfr se indica en 1a figura 1. (de Alfq;
di et a1. 1958).
Figura B. CruzamientosHfr col- x F- coltreaii
zados en 1a prOporción 20 Hfr : l F- . El ori
gen y sentido de las Hfr se indica cn la figura
1 (de Alfoldi et al. 1958).
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las receptoras (cigosis letal), diferente con cada Hfr (FiguraB)
y de magnitud comparable a la frecuencia dc transferencia dcrcol+

observada en el cruzamiento recíproco correspondiente (Figura A).

Por observación microscópica de cigotas aisladas con microma

nipulador corroboraron que las cigotas que reciben col- morían
después de unas pocas divisioneS¡

Estos resultados indicaban que el pasaje de col-—dela cepa

donante a la receptora inducia la muerte de las mismas por un mg

canismo no bien conocido, y que el factor col El era capaz de

existir en la célula bacteriana bajo dos estados diferentes á
a) en estado autónomo, en bacterias F+ y Fu, b) integrado al

cromosoma, en las bacterias Hfr.

Concepto gg episom 2

La denominación de episoma fué propuesta por Jacob y Wollman

(1957) para particulas tales comoel factor sexual F, ciertos fa

gos atemperadosy el factor col Ei. Estas particulas celulares
presentaban ciertas caracteristicas comunesque las diferencia —
ban de las estructuras cromosomicasclásicas o de los elementos

citoplásmicosyren el sentido que:

a) eran estructuras dispensables de la célula bacteriana, es de

cir, que podían estar ausentes o presentes en la misma.
b) no podian adquirirse por mutación. Solo podian ser adquiridas

"desde afuera" por mecanismos tales comola conjugación, la
transducción o la transformación.



.11

C) Podian presentar en la célula uno de dos estados diferentes :

a) el estado autónomo, en el citOplasma o b) el estado inte

grado, en el Cromosoma.

Comportamientog_ ¿gg factoresiggl_g2, col I, col V1 ool B,

Un estudio similar al realizado cm1col Ed se encaró con los

factores colicinógenos E2, I y V (Nagel de Zwaig, Antón y Puig ,
1962) en el intento de establecer si presentaban un comportamieg

to similar al de col El.
Estos estudios indicaron que, aún cuando la frecuencia de

transferencia de cada uno de estos factores en la conjugación

era muy diferente (col I : 0.1 % ; col E2 : l % y col V : mayor

del 100 %), su comportamiento presentaba muchas semejanzas. Asi

se estableció que:

1) El carácter col+ era transferido con similar frecuencia en

cruzamientos que inVOlucraban comodonantes colicinógenas di

ferentes Hfr (que transfieren el cromosomacon distinto ori —

gen y polaridad) y cepas F+ (que transfieren su cromosomacon

baja frecuencia).
2) Con estas mismas cepas donantes, los tiempos de entrada del

factor col V en la oepa receptora también eran similares.

3) El carácter col+ no presentaba ligamiento con marcadores cro
mosómicos.

El carácter no colicinógeno de la cepa parental donante no aga.p. V

reciá.en los recombinantes de los cruzamientos reciprocos
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Hfr col- x F- col+ ; tampocose observo cigosis letal atri 

buible al pasaje de col-—y capaz de enmascarar su presunta
transferencia.

Todos estos resultados indicaban que esos factores colicinógg
nos no se encontraban localizados sobre el cromosomabacteriana

en las células donantes F+ y Hfr.

Igual interpretación era perfectamente aplicable al comporta

miento de col V en la célula receptora, ya que las cinéticas de

este factor indicaban que era capaz de multiplicarse en la oigo

ta autónomamentesin requerir integracion, de modode asegurar
su pasaje a todas las células hijas.

Debidoa la falta de evidencias indicadoraa de fijación o lo

calización cromosómica, se incluyó a los factores col EZ, col I
y col V en la categoria de plásmidos. (Lederberg, 1952; Jacob,

Schaeffer y Wollman, 1960). Este término Íve propuesto por Le

derberg (1952) para designar todas a uellas estructuras extracrg

mosómicas capaces de reproducirse en forma autónoma y que no pre

sentan estado integrado.

Los estudios sobre el factor colicinó¿eno B (PUig , 1965) r9

velaron la naturaleza extracromosómicade este factor en cepas

de E. coli K12, pues al igual que los factores col E2 , col I y

col V, no seguia en la conjugación el comportamiento de los fac

tores cromosómicos. Se observó además, que a diferencia de los

factores col E2 y col I previannnte mencionados, el factor col B
interaccionaba con la fertilidad de cepas F+ y Hfr.
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Objeto gg; presente trabaj :

En este trabajo se analizará el comportamientodel factor co

licinogeno E1 en cruzamientos F+ x F- y Hfr x F- , en condicio 

nes similares a las empleadaspara el estudio de los factores

col E2 , col I y col Vy_se estudiará la transferencia del fac 

tor col E1 de celulas F- a F- y de F- a Hfr.
Se compararán ademaslas cinéticas de transferencia del fac 

tor col E1 con las del factor colicinógeno V en conjugaciones en

las cuales so mata la cepa donante a determinado tiempo con fago

Té a alta multiplicidad de infección y estreptomicina. Se estu
diarán tambiénlas interacciones de estos factores con la ferti
lidad de cepas donantes de E, coli K125
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MATERIALES Y NETODOS

Medios de cultivq:

Se utilizo comomedio sintético el descripto por Davis y Min

gioli (1950). Las sales, glucosa y agar fueron esterilizados se
paradamente y mezclados antes de ser volcados en las cajas. Se

adicionaron, en los casos necesarios, aminoácidos en concentra 

ción de aproximadamente 80 p.3/m1., vit. El en cono. de 5 ,ig/ml

y estreptomicina, en conc. de 200 jig/ml. '

Se emplearontambién: caldo nutricio y caldo nutricio agari
zado a1 1.5 % .

Para los experimentos de transducción y para la preparación

de stocks de fago P1 se utilizaron caldo L y caldo L agarizado
al 1.5 % (Lennox, 1955).

Para la siembra de bacterias sobre cajas de agar se empleó

agar en conc. de 7 g/l .

Cenas gg bacteriis 1 fggo :

Las cepas de bacterias y fagos utilizados figuran en la tabla
1. Cepas derivadas de éstas empleadas en el curso del trabajo ,
se describirán en los capitulos correspondientes.

La cepa 58-161 se utilizó comoinüicadora sensible a las coL;

cinas y cepas resistentes derivadas de ella comoindicadoras re
sistentes.
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BacteriasCaracteristicasOrigenReferencias

relevantes

Escherichia_coliK12Met

#5883+col31+F+______
112—n-33+F+———-.-¡ol]::1an(1955) Hí‘rHB-¡-Ss—=—Hayes(1955) FW4TÍ.L-¡31...C600Jacob_yWollman(1957) Hfr2M-Ss58-161JacobyWollman(1957) Hfrüm-IIIAProt.SsAB311TayloryAdelberg(196))

4...;

58-161MrSrF-—-—Tatun.yLederberg(1947) PA209T-L-al-H-Tr—-P678Jacoby'-¿.ïollman(1958)

Arg-SrF

C600T-L-31-SrF-noAppleyard(1954) 12-94L-SrcolV+3+ .———___ FanosProcedencia
P1 oSeE. .TLic.ï.Lorek.HexPlankInstitutEurLiocLemie.Eunich 382'r.P.Amati.HarvardBiologicalLaboratories. Losorigensysentido¿elasHfruti'izadassoindicanenlaFigural. Abreviaturas:incap301uaodeSintetlartreonina(2-);leucina(L—);triptg fa¿o(Ér-};vitaminaB1(Bl-);¿rgihina(arg-);metionina(M-;cisteina

E973;histifiiïe_(fi-;prototfóïicc(Pro)3resistencÏea)laestreptomicine
or _sen3131ida:alaestreptcmicinas'lactosaLao;galactosa(Ga1)

#Env1adaporelDr.3.L.Hollman;+Recia¿eColdSpr.Harbor.Perteneciefi

.-‘
.4

tea i.Fredericq.

-15



Arg

Gal

ïr

Figura l. Mingg; ligamien'to gg E, coli K 12
Se indican la ubicación de algunos determinan
tes genéticos y los origenes y sentido de las
Hfr utilizadas (Jacob y Wollman, 1961). Los
simbolos se explican en Tabla 1 .

.16...
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Las cepas descriptas en la tabla 1 fueron gentilmente cedidas
por los Dres. E.L. Wollman B. Balbïnder, P. Amati y por los

Prof. S.E. Luria y P. Fredericq.

Aislamiento de cepas resistentes:

Las colonias de cepas productoras de colicina se sembraban

por punción con ansa en cajas con agar nutricio, sc incubaban a.
370 durante 24 hs y luego se mataban con vapores de cloroformo .

La cepa sensible se volcabs sobre estas cajas en capa de agar

blando. Las cepas resistentes a una eolicina se aislaban de co

lonias que creoian en los halos_de inhibición producidos por la
colicina sobre la cepa sensible.

Para la preparación de stocks de P1 se siguió la técnica de
Lennox (1955) y de Arber (1960).

La preparación de stocks de T6 se realizó según la técnica de
Adams (1959).

Tranaggrencias del factor col El:

El factor col El fue transferido de la cepa original 58 F+ a
la cepa F- PA 209 por dos métodos diferentes:

a)_pgr cultivo mixto: se mezclaron cultivos en caldo nutricio
de ambas cepas en proporción de volúmenes 1:1 . Se incubó la

mezcla durante la noche a 37°C y se sembró al dia siguiente, en.

dilución adecuada, en cajas de agar nutricio con estreptomicina,
donde sólo crecien las bacterias receptoras. Las colonia.o hechas

col+ se detectaron por el metodo de la doble cap: de agar (Frede



ricq, 19541. Estas fueron picadas, aisladas sobre cajas de agar
nutricio y sus caracteristicas controladas.

b) por trgnsducción: Fago P1 preparado por crecfiniento litico

sobre 58 F+ (col Fi+) se hizo adsorber sobre Fn PA 209 durante

10 minutos a 37°C en caldo L + 01203 2xlO-5 My luego se dejó el

cultivo a temperatura ambiente durante 2 horas. La siembra se

realizó en cajas de agar y las colonias col+ fueron detectadas

por el métodode la doble capa de agar, reaisladas y controlakm.

De la cepa FAPA 209 / E col Ef se transfirió el factor col Ei

a la cepa 112 F+ por cultivo mixto, según se explica en a) y de

esta se transfirió el factor por cultivo mixto a las diferentes
Hfr. En estos casos las siembras se realizaban en medios selec

tivos adecuados que permfifiunel crecimiento de las copas acepto
ras de col.

En las transferencias en las Cuales se emplearon cejas F+ o

Hfr comoaceptoras de col+, se utilizaron cultivos de estas últ

mas en fase estacionaria, para hacerlas fenotipicamente F- .
(Lederberg et. al., 1952).

Para la preparación de las cepas col V empleadas ver Nagel de

Zwaig et al. (1962).

Tecnica gg l_s_cruzamientoc:
Los cruzamientos se realizaron mezclando cultivos en fase ex

ponencial de cepas donantes (F+ o Hfr) y celulas receptoras (F-)

con un título de aproximadamente1-2 x lO8 bacterias/ml. Las
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mezclas se realizaron a1 proporción de VOlúmcnesde 1:20 , 1:1 ó

20:1 donantes a recqatoras, en Erlenneyers de 125 ó 200 m1., .se

gun que el volumen total de ¿ezcla fuera 2 ó 4 m1; La mezcla

conjugante se incubaba en estufa a 57°C . De alli se extraïan
alicuotas a distintos tiempos, se dilu ian en buffer y se sembra
ban en medio selectivo adecuado.

La interrupción de la conjugación se realizó por agitación en

homogeneizadora, durante l minuto, de una dilución 1/100 en buf 

fer de una alícuota de la mezcla conjugante.

En algunos experimentos, se interrumpió la conjugación con fa

go T6 (Hayes, 1957) a alta multiplicidad de infección. (m. i.>'
>>500) y estreptomicina.

La frecuencia de recombinación fue medida generalmente a los

90 minutos de realizada la mezcla de las cepas y se calculó divi

diendo el número de recombinantes por el numero inicial de bac —

terias de la cepa parental minoritaria en lalnezcla, y multipli —
cando por 100 . Los recombinantes que recibían la capacidad de

v el ca —usintetizar un aminoácido o vitamina de la cepa donante

rácter Sr de la receptora fueron seleccionados en cajas con medio

sintetico agarizado adicionado de los aminoácidos correspondien 
tes y de estreptomicina.

La frecuencia de transferencia de col+ fue calculada como la
frecuencia de recombinantes, es decir, refiriendo el numero de

celulas Sr (F—)hechas col+ al número inicial de la cepa paren —

tal minoritaria en la mezcla.
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La transferencia de col+ en cruzamientos Hfr col+ x F- col- ó

F+ col+ x EL col-se determinó sembrando diluciones convenientes

de alícuotas de las mezclas conjugantes en cajas Con agar nutri
cio con estreptomicina, en las cuales solo las F- formaban colo

nias; el carácter col+ de las mismas fue determinado por el mé

todo de la doble capa de agar, por los halos de inhibición forma

dos sobre una cepa indicadora sensible.

En todos los cruzamientoa realizados se determinó la frecueg

cia de recombinantes para un marcador proximal de las Hfr, para
controlar su eficiencia comotal.

En el caso de que éstas presentasen baja frecuencia de recom

binación, se procedia a su reaiaíamiento, por réplica sobre caïa

Jas de medio selectivo para recombinantes, sembradas con culti

vo denso de las F- y aislamiento de aquellas colonias que diesen
recombinantes en la réplica.

F:Cura ggwfaCtor

La cura del factor r se realizó por tratamiento con naranja

de acridina (A.°,) (Hirota, 1960).

Observación:

Para logrnrrla formación de naloe nitidos de inhibición por
la colicina V, las cajas debian colocarse a 37°C inmediatamente

después de sembrada la cepa indicad ra sensible. Es muy proba —

ble,pues, que la policina V presente su óptimo de actividad a
esta temperatura .



CAPITULOIII

CRUZAMIENTOSHfrH col 31+ x F- col El- y F+ col 131+'x r- col 31

A) Transferencia del factor col Ei: _

La transferencia del factor col El se estudió en cruzamientos
5+col E1+ x FL col 31- y Hfr col E1+ x F- col El- , realizados

en la proporción de l celula donante a 20 células receptoras, en

las_condiciones indicadas en Métodos.

Todas las cepas se hicieron previamenteresistentes a la colici
na para evitar una posible distorsión de los resultados por la ac
ción letal de la mismasobre células sensibles.

Ademásde la medida de transferencia de col Ed , realizada en

base al número de celulas col+ Sr , es decir, de aquellas que ro 

cibian el carácter col+ de la cepa parental donante y el caracter

Sr de la cepa receptora, se determinó en cada cruzamiento el por 

centaje de recombinación para un marcador proximal de las Hfr, de

modode verificar su condición de tal.

Los cruzamientos col+ x col- fueron comparados con los cruza —
mientos-control col+ x col+ .

Los resultados obtenidos en estos cruzamientos figuran en la

tablas 2 y 3 .

Es necesario hacer notar que.1as frecuencias de transferencia

de col El que se consignan en la Tabla 2 son promedio de Varios e;

perimentos; en los distintos experimentos se observa cierta varia
ción en las frecuencias, en forma similar a lo que ocurre con los

porcentajes de recombinación para marcadores cromosomicos. Asi
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por ejemplo, utiliZando la cepa Hfrfi col Eï+comodonante se midie

ron en distintos experimentos frecuencias de transferencia que

iban desde el 500 al 1.550 W. Más adelante, se analizarán los fag

tores que puedenincidir en tales variaciones.

TABLA 2

Porcentaje de transferencia de col El en cruzamientos

Hfr colE1+ x PA 209 col 31- y F+ col E1+ x PA 209 col Ed

Cepas donantes Frecuencia (en_%) Frecuencia (en fl) de re
de transferen01a combinac1ón para un mary

de col+ cador tempranode lastr
y para T+L+ de la F+ .

HfrH col Ií+ 780 50

Hfr 4 col E1+ 1000 55

Hfr 2 col Eí+ 600 14

Hfr AT-IIIA col E1+ 900 26

112 (F+) col ¡21+ 600 10"3

Estos cruzamientos fueron realizados en la proporción de l celula
donante a 20 células receptoras.
Los porcentajes de células col+ Sr y de recombinantes cromosómicos
fueron determinados a los 90 min. de comenzada la conjugación.
Los porcentajes consignados en esta tabla son promedio de 4 o mas
experimentos.

En la tabla 2 se advierte que las frecuencias de transferencia

de col El son similares con las distintas cepas donantes utiliza —
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das, ya sean éstas F+ o Hfr.,

ple muy eficientemente, ya que supera en mucho las frecuencias

Ademáses dable observar que la transferencia de col Ed se cum
de

transferencia de los marcadores comosómicosde las Hfr, aún de los

proximales.

TABLA fi

Comparación de los porcentajes de recombinación en cruzamientos

Hfr col “'tx PA 209 col E1—con los controles

Hfr col EÏ‘x PA 209 col E1+

Cruzamiento % de recombinación para un
marcador temïíano de lasHfr y para T de la F+ .

Iïfr H col 31+ x PA 209 col El- 46
Hfr H 001 31+ x PA 209 col Eí+ (control) 52

Hfr 4 col Lü+ x PA 209 col E1— 20
Hfr 4 col E1+ x PA 209 col E1+ (control) 25

Hfr 2 col B1+ x.PA 209 col E1— 8 ; 11
Hfr 2 col 31+ x PA 209 col E1+ (control) 28 g 9

112 (F+) col r1+ x PA 209 col El- 1.10“3
112 (P+) col E1+ x PA 209 col Bl+(contr01) 1.10".5

Los cruzamientos se realizaron en la proporción 1 donante a 20 re
ceptores.
Lasfrecuenciasde recombinación fueron medidas a los 90 min. de in;
ciada la conjugación. '
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Las frecuencias de recombinación para factores crOmOSómicosson

similares en los cruzamientos col+ x col+-y en los controles

col+ x col+ . Si bien en algunos eXperimentos 1a frecuencia de re

combinación es menor en el cruzamiento col+ x col- , las diferen 
cias observadas no pueden considerarse significativas (Tabla 3).

Las cepas Hfr col+ que figuran en la Tabla 2 se hicieron colic;

nógenas por cultivo mixto con la cepa F+ 112 col Efy a la cual se

habia transferido el factor col Ei por cultivo mixto con la F- PA

209 col Eï+ . A ésta última se le habia transferido el factor co
licinógeno por transducción (ver Métodos).

Para verificar si los resultados consignados en las tablas 2 y

3 podian tener relacion con el hecho de que el factor col El habia
sido transferido originalmente por transducción, se prepararon ce

pas donantes y receptoras colicinógenas por cultivo mixto, a par —

tir de la cepa 58 col E1+ (ver Métodos).
Los resultados de los cruzamientos realizados con estas cepas

figuran.en la Tabla 4.

Se puede observar de los datos de esta tabla que se repiten

practicamente los resultados obtenidos anteriormente (Tablas 23r3L
en cuanto a:

a) altas frecuencias de transferencia , y
b) similar frecuencia de transferencia con

las distintas cepas donantes.
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TABLA 4

%de transferencia de col El en cruzamientos .

Hfr col Eí+ x PA 209 col E1

Cepas donantes Frecuencia de Frecuencia en %de recombina
transferencia ción para un marcador proxi 
de col Ei. mal de c/ Hfr.

Hfr H col Eí+ 1.100 70

Hfr 4 col 31+ 1.100 29

112 (F+) col Eï+ 900

Los Cáuzamientos se realizaron en la proporción de l célula donan
te a 20 células receptoras. Las frecuencias se midieron a los 90
minutos de comenzada la mezcla.
(Los resultados son promedio de 2 experimentos).

Los experimentos que se describirán de aqui en adelante se rea

lizaron con las cepas que figuran en las tablas 2 y 3 .

B) Tiempo de entrada del factor col EH:

El tiempo de entrada del factor a1 la célula receptora se deter
minó en experimentos en los cuales se interrumpió la conjugación

con homogeneizadora(ver Métodos).

Se estableció asi que el factor col El (Tabla 5) aparece en la
célula receptora antes de los 5 minutos de realizada la mezcla de

las cepas parentales, en conjugaciones en las cuales se emplearon

como donantes de cod:Eï diferentes cepas Hfr-y una cepa F+.
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TABLA 5

Tiempo de entrada de col Ei en cruzamientos

Hfr col Eï+ x PA 209 col Eï- y F+ col Eí+ x PA 209 col Ei

Cepas donantes Tiempo de entrada

Hfr H col E1+ \

Hfr 4 col E1+ antes de los 5 minutos
Hfr AT-IIIA col El+

112 (F+) col E1+ s

Los cruzamientos se realizaron en la proporción de l donante a.20
receptores.. ' . . _
La conjugaCión se interrumpió a distintos tiempos con homogeneizgdora.

CÏ PogcentaJe de células col Eí+ en recombinanteq;
En los cruzamientos en los cuales se utilizaron las cepas

Hfr H col Eá+ , Hfr 4 col Eï+ , Hfr 2 col Iï+ y Hfr AT-IIIA aflnE1+

comodonantes y PA 209 col Ií- como receptora, se seleccionaron
distintos tipos ce recombinantes. Estos reconbinantes se picaron,

se sembraron en forma ordenada sobre cajas del mismo medio select;
vo'y se determinó el carácter col+ o col- de cada uno de ellos.

El número de recombinantes de cada tipo y cada Hfr analizado, y

el porcentaje de colicinógenos observado figuran en la Tabla 6 .
El porciento de células colicinógenas en las distintas clases

de recombinantes es similar y en todos los casos supera ligeramen



-27

te al 50%.

miento con los caracteres T, L, H y Tr,los cuales se encuentran

Es decir pues que el carácter col El no presenta liga

ubicados en distintos lugares a lo largo del grupo de ligamiento

genético de E. 00;; K12(ver Figura l).

TÁHLA 6

Porcentaje de células colicinógenas entre recombinantes de

cruzamientos Hfr'col E1+ x PA 209 col Ed

Cepas donantes R e c o m b i n a n t e s

"11+L+ Sr Tr+ Sr H+ Sr Arg+ Sr

Hfr H °°1 Ef ¿5 (115) 67(115) 64(100) 68(120)

I-Ifr 4 col El+ 75(100) 57(110) 58(100)

Hfr 2 col E1+ 57(140) 68( 98) 75(100) 59(140)

Hfr AT'IIIA °°1 El+ 79(100) 86.(105) 74(105) 77< 50)

Los cruzaminntos fueron realizados en la proporcion de l Hfr a
Fh-y el porcentajé de células col T+ entre recombinantes corres —
ponde a los 90 minutos de iniciadagla conjugación.
Se igdica entre paréntesis el númerode colonias de cada tipo analiza as.
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CAPITULO IV

CRUZAMIENTOSHfr col x F- col F1+——.

A) Transferencia de col 35;:

Se realizaron los cruzamientos reciprocos Hfr col Eí- x F-<xfliif
en las proporciones de l Hfr a 20 F- y de 20 Hfr a l F- para deter

minar si habia transferencia del carácter col- a la célula recep
tora.

Comoen el caso de los cruzamientos Hfr col Eï+ x F- col El- se

seleccionaron recombinantes diferentes, luego se repicaron éstos
al mismomedio selectivo y se .determino el caracter colicinógeno

de los mismosfrente a una cepa indicadora sensible a la colicina

El.
Los resultados obtenidos están resumidos en la Tabla 7. Tam

bién se consignan en esta tabla los porcentajes de células colici

nógenas entre las células F- (Sr) correspondientes a los cruzamieg

tos realiaados en la proporción de 20 células donantes a 1 célula
receptora.

De los datos de la tabla 7 resulta evidente de que el factor

col El- no aparece en los recombinantes ni entre las células Sr
(receptoras).
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x TABLA Z

Porcentaje de células col- entre recombinantes de cruzamientos

Hfr col E1-'x PA 209 col Eí+ , realizadas en la preporciúnde

1 Hfr : 20 F- y de 20 Hfr I l F

Cepa donante ÉEOÉZÏSÏSÉggnggïígo Recombinantes F-(ST)

a receÉZÉEÏ: en la T+L+sr Arg+Sr

1 : 20 0
Hfr H col Fï- (220)

20 : 1 0(220) o(370)

1 : 20 0
Hfr 4 Col Eï- (21)

20 z 1 °(22) O(300)

1 : 20 o
Hfr 2 col Eí- ( 42)

20 z 1 O( 41) o(200)

Figura“ entre paréntesis el númerode colonias analizadas.

B)Cigosis letal:
La no aparición del carácter col- en las bacterias receptoras

podria deberse a: l) no transferencia del factor col—-dela bactg
ria donante a la receptora ó 2) muerte o desaparición de aquellos

recombinantes o cigotas que hubiesen recibido el carácter col- .

Para decidir sobre la validez de esta segunda posibilidad, se
realizaron cruzamientos en la prOporciOnde 20 donantes a l recep
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tora, en los cuales se determinó el númerode células receptaras a

los O minutos y a los 90 minutos de iniciada la mezcla de las ce —

pas (Tabla 8).

TABLA 8

Determinación del número de bacterias receptoras a lbs O y a los

90 minutos de iniciada 1a mezcla de las cepas en cruzamientos

Hfr col E1—x PA 209 col Eí- y Hfr col Ei- x PL 209 e01 E1+

realizados en 1a proporción de 20 Hfr a 1 F

Cepas donantes ïiempe de cen Cepas receptoras
Juggg;gïosen PA 209 CBÏ Eï- PA 209 cól Eí+

_ o 1.3x107 6 x105
H _ LXP- 1 9o 7. x106 7 x106

Hí‘r n col H" Exp. 2 o 1,4};106’5 1,6xlog
‘ 90 5 x10 5 x10

ñ o 1;4x10; 1 x10;Hfr 4 001 l‘41" Expo 1 9o 3,2x10 3 x10

7 . 7o 1 x10 1 x10
. “P7 1 9o 1.8xlo7 1.7x107

Hfr 2 °°1 E1" Ex 2 o 1.6xlo; 1.1x10;p' 9o 4.6x10 2 x10
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Los resultados que figuran en la Tabla 8 muestran que no sólo

no hay muerte de los celulas receptoras, sino que éstas llegan a

duplicarse y aún a triplicarse hasta los 90 minutos, con excepción

de aquellos cruzamiantos en los cuales actua comodonante la HfrH.

En éste último caso, si bien se observa a los 90 minutos disminu

ción en el númerode bacterias receptoras respecto al número ini —

cial, tal disminución no puede ser atribuida a la presencia o traps

ferencia del factor col Ei- a la célula receptora, ya que aparece
también en los cruzamientos controles HfrHcol- x F- col- realiza

dos en la preporción de 20 : 1 .

Este comportamiento un tanto anómalo de las bacterias F- que se

conjugan con cepas HfrH o derivadas de ella, comodonantes en la

proporción de 20 Hfr : l F- , habia sido observada previamente por

Nagel de Zweig et al. (1962). En los cruzamientos HfrH x F;.reali

zados en proporción Z): 1, el número de células F- mostraba una

disminucion que oscilaba,en distintos experimentos, desde el O has
ta el 92%,referi J al recuento viable al tiempo de mezcla. Enese

estudio se descartó que la disminución pudiera deberse a algún ti

po de aglutinaciOn de las celulas F- en presencia de un exceso de

células HfrH, por tratamiento de la mezcla en homogeneizadora antes
de la siembra.

Tampocoen esos casos la "cigosis" de las F- pudo ser atribuida
a la transferencia de factores col+ o col- .

Ademásde los cruzamientos que figuran en la Tabla 8, se hizo

un cruzamiento en proporción 20 ; l , utilizando comoreceptora la
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cepa PA 209 col EI+ hecha colicinógena por cultivo mixto, y como

donante la cepa Hfr 2 col EÏ-. A1 igual que en el cruzamiento

con 1a cepa PA 209 hecha colicinógena por transducción, esta cepa

PA 209 no sólo no disminuyó su número, sino que 10 triplicó al ca

bo de los 90 minutos de iniciarse la conjugación. Tampccose ob 

servó en este caso transferencia del factor col Eí- .



CAPITULO V

CINEI‘ICA DE TRANSFEQJCIA DE col El CRUZAEEIENTOS

Hfr col ïí+ x F- col Ei- y F+ col 11+ x F» col Ei —

Las altas frecuencias de transferencia de col El observadas en

los cruzamientos entre cepas fifr col E1+ o F+ col Eï+ y la cepa

'PA 209 col Ei», similares a las encontradas anteriormente por Haga
de ZweigJet al. (1962) para el factor colicinógeno V, inducien a

suponer que al.igual que este último, col Ei no sólo se transferia
con máxima eficiencia en 1a conjugación, sino de que además, una

vez en la célula receptora,era capaz de expresarse y multipiicarse
sin requerir integración al cromosoma.

Para verificar esta presunción se estudió la cinética de trans

ferencia del factor col E1 en cruzamientos : _.

Hfr H col E1+ x. PA 209 col Bla ; I‘kfr 2 001 31+ x PA 209 C01 1“d.” 3’

112 (F+) col Eï+ x PA 209 col Ei- , realizados en la prOporción de
1 donante a 20 receptoras y de 1 donante a 1 receptora. En estos

experinentos se tomaron muestras do 1a mezcla conjugante a distin

tos tiempos, se diluyeron y trataron en hamogeneizadora (ver Hétoé
dOS)'.

A) Cruzgpientos realizados en 1a proporción de 1 donante a 20 roca

oggtoras.

En 1a figura 2 se representa el incremento en el número de cemg

lulas 001+ Sr en el cruzamiento Hfr H col Eï+ x F- col E1-, desde



1a iniciación de la conjugación hasta los 200 minutos.

Cinéticas similares a ésta han sido observadas en el cruzamien_

to Hfr 2 col Eá+ x F- col 11- (Figura 3).
En 1a figura 2 se obserVa quei

a) los recombinantes cromosomicos aumentan inicialmente su númg

ro con pendiente rapida, esta pendiente va luego disminuyendo ¿ra

dualmente hasta alcanzar, aproxhnadamentea los 90 minutos,un "pla

teau" que se extiende hasta 10s 120-140 minutos y que corresponde
a una frecuencia de recombrnación de alrededor de 40-50 % .

A partir de los 120-140 minutos los recombinantes comienzan a_
dividirse a1 mismoritmo que las células F- (Sr) de la población.

b) Las células col+ Sr también presentan un rápido incremento

inicial; luego le pendiente va disminuyendo,pero,a diferencia de
lo observado con los recombinantes T+L+Sr,nopresaitan plateau. A

partir de los 90-100 minutos aumentan su número paralelamente al

resto de las celulas F-. A los 120 minutos se suelen registrar

frecuencias de col+ Sr de 800-1000, a veces mayores, alcanzandose

en algunos casos frecuencias de hasta 200095.

Cuando un detc minante cromosónúco se transfiere de una cepa dg

nante a una cigota, solo es transmitido c la descendencia de la

misma_después de un proceso de integración. Hollman, Jacob;y}kyea
1956). Es decir que la frecuencia medida para recombinantes cromo
sómicos es consecuencia de dos eventos sucesivos: la transferen

cia y la integración. Mientras cl proceso de integración no se
complete, el determinante cromosómicode la donante se podrá exprg
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sar si es dominante, pero no se multiplicará. De alli que los re

combinantes cromosómicospresenten un "plateau".

El hecho de ql? las celulas 001+ Sr no presenten este "plateau"

es Indice de que el factor col ELa diferencia de los factores org
mosónicos,no requiere integrarse para multiplicarse.

Sin embargo, en ciertos experimentos no se ha observado forma —

ción de plateau en 1a cinética de fornación de recombinantes,según

se observa en la Figura 4.

CabrIan dos posibilidades para explicar este comportamiento:

a) que los marcadores cromosómicos puedan completar su integra_

ción tempranamente, de modode comenzar a dividirse desde los 90

minutos. Esta posibilidad debe descartarse según se verá más ade

lante por los resultados de las cinéticas de formación de células

col+-Sr y recombinantes cromosómicos observadas en cruzamiontos

realizados en la proporción de 1 celula donante a 20 celulas recqp

toras, en los cuales se interrumpió a determinado tianpo la conju

gación con fago Té y en cruzamientos realizados en le proporción
de 1 célula donanuea l célula receptora.

b) que las células donantes sean capaces, bajo ciertas condicig

nes de seguir conjugándose hasta los 120 minutos.
La cinética de formación de las células col+ Sr en los cruza 

mientos F+ col Eï+ x F- col Eí- es similar a la observada con las

Hfr, aún cuando 1a pendiente de las células c01+ Sr después de los
120 minutos de iniciada 1a conjugación, es un poco mayor que la cg

rrespondiente a las células F- (Figura 6).
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

Figura 20

Figura 3.

Figura 4.

Cinética de aumento de las células col+ Sr y T+IÏSr

en el úuzamiento Hfr H col Eï+ x PA 209 col E1
realizado en la prOporción de 1 célula donante a 20
células receptoras. Se tomaron muestras de la mez
cla conjugante a distintos tiempos, se trataron en
homogeneizadora, se diluyeron y sembraron sobre me
dio selectivo. A los 100 minutos de iniciada le
conjugación se realizó una dilución 1/10 en caldo
nutricio para mantener las bacterias en fase loga 
rítmica, y se extrajeron
de los 120 minutos,

muestras de ella después

Cinética del aumento de las celulas 001+ Sr y T+L+Sr

en el cruzamiento Hfr 2 col 51+ x PA 209 col El
realizado en la proporcion de 1 Célula donante a 20
células receptoras. Se tomaron a distintos tiempos
muestras de la mezcla conjugante, se trataron en ng
mogeneizadora, se diluyeron y sembraron sobre medio
selectivo.

Cinética de aumentode las células col+-Sr y T+LÏSr

en el cruzamiento Hfr H col Eá+ x PA 209 col.Iï
realizado en la proporción de l Célula donante a 20
células receptoras. Alos 40 minutos de iniciada
la conjugación se realizó una dilución 1/10 en cal
do nutricio. El procedimiento es igual a1 indicado
en Figura 3.
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Cruggmientos en los cuales se interrumpió la confluención con

¿ago T6

Se realizaron conjugaciones en la preporcion de 1 célula donan

te T? a 20 célul s receptoras T2 , en las cuales se interrumpió

la conjugación a los 40 o 60 minutos de iniciada la mismapor tra

tamiento con fago T6 a alta multiplicidad de infeccion y estreQ
{tomicina (ver Métodos), con el objeto de comparar el comportamieg.

to de las células col+ sr y de recombinantes para un marcador org

mosómicoproximal dc las Hfr en 1a mezcla tratada, en ausencia de

conjugación,con el de una mezcla contnbl.

En la figura 5 se registra el aumentode las células col+ Sr y

de los reconbinantes T+L+Sren el cruzamiento :3

Iïfr 2 T2 col 31+ x PA 209 T16"col 21- , en el cual se adicionó el

fe¿o_y la estreptomicina a los 40 minutos de iniciada la conjuga
ción.

En esta figura se observa que:

a) Los recombinantes cromosómicos no aumentan su número desde

el momentodel tratamiento hasta los 140 minutos. Por el contra

rio, en el cruzamiento control continúan aumentando su número
hasta aproximadamente los 120 minutos. Ello es indice de que el

aumento de recombinantes observado entre los 60 y 100 ó 120 minu

tos en algunos de los cruzamientos realizados en 1a próporcion de
l donante a 20 receptoras, no se debe a integracion temprana del

factor y ulterior incrementopor división celular; de ser real 
mente asi tal incremento se hubiese manifestado también en 1a me;
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cla tratada, aún después de 1a muerte de las células donantes or;
ginales. Tal aumento de recombinantes en el cruzamiento control

sólo puede explicarse por conjugaciones tardías entre la donante
original y las células receptoras.

b) Inmediatamente después del tratamiento con fago T6, las cé

lulas col+ Sr continuan aumentandoa igual velocidad que las celu

las F- de la población. El mayor aumentode estas mismas células
en la mezcla control seria debido a conjugación.

Cinéticas similares a la de la Figura 5 han sido observadas en

experimentosen los cuales se utilizaron las sga¿ ïfr H cd.ïf-TiC‘:1

y»F+ col E1+ TE como donantes (Figura 6).

El hecho de que las celulas 001+ Sr originadas en el cruzamien

to F+ col E1+ x.F—col El- continúen aumentando paralelamente a

las células F- después del tratamiento con fag T6 sugiere que el

factor F no pasa a alta frecuencia conjuntamente con col El, al
menos hasta los 60 minutos de iniciada la conjugación. Si F se

transfiriese a alta frecuencia deberia esperarse que un alto por

centaje de las cigotas recibiese simultaneamente ambosfactores ,

haciéndose asi donantes potenciales de col Ei, las cuales podrian
transferir col Ei a las restantes células F- .

Cruzgmientos realizados en la progorción de l célula donante a
l célula receptora.

En la figura 7 se registran las cinéticas de formación de re 
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combinantes T+L+Sry de células col+ Sr observadas en los cruza —

mientos Hfr H col Eï+ x F- col El- realizados en la proporción de
mezcla l donante a 1 receptora. En estas condiciones se hacen mg

cho másnetas las diferencias entre las cinéticas de fo maciónde

células col+ Sr y las de formacion de recombinantes T+L+Sr, entre

los 70 y 140 minutos de iniciada la conjugación,que en los cruza

mientos realizados en la prOporcion de l celula donante a 20 celg
las receptoras.

De la comparaciónde los resultados de los cruzemientos real;

zados en la prOporción l : l , respecto de lOs l : 20, se despreg

de que:

a) la frecuencia de recombinación para marcadores cromnsómicos

es mucho menor (15 a 20 % para los marcadores T+L+ frente al 40 —

50:% obtenido en los cruzamientos 1 : 20 ).

b) la frecuencia de transferencia de col+ es también menor(del

orden del 300 % frente a1 800 —lOOO%'obtenido en el cruzamiento
1:20).

En los cruzamientos realizados en prOporción de l donante a 1

receptora el plateau de formación de reconminantes se manifesta 

ria más tempranamente que en los cruzamientbs l : 20 y por ende
la frecuencia de éstos sera menor debiCo a que al estar ambasce

pas en iguales proporciones, son menores las probabilidades de u;

teriores conjugaciones con células F—,que cuando éstas se encuen
tran en exceso.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

Figura 5.:

Fïgma6b

Figura 7.

Cinética de formación de células col+ Sr y T+L+Sren

el cruzamiento Hfr 2.001 Ei+ T6 x PA 209 col Iï-Tg
realizado en la preporción de l célula donante a 20
células receptoras. A una alícuota de la mezcla con
jugante se le adicionó fago T6 a alta multiplicidad
dezünbüfiony estreptomicina a los 40 minutos de ini
ciada la conjugación.
Se indica en linea continua el aumento de las celu —
las en la mezcla control y con linea punteada el co
rrespondiente en la tratada con T6.
¿3 células Sr -.x celulas col+ Sr - o células T+L+Sr,

Cinética de formación de células col+ Sr en el cruag
miento 112 (F+) col 31+ T2 x PA 209 col Eí- T2 real;
zado en la proporción de l célula donante a 20 célu
las receptoras, realizado segúnse indica en figura 5.
Se se ñalan con linea'continua y con linea punteada
el aumentoán las células en las mezclas control y
tratada respectivamente.
¿3 celulas Sr - x células col+ Sr .

Cinética de fonnación de células col+ Sr y T+L+Sren

el cruzamiento Hfr H col E1+ x PA 209 col Eï-Areali—
zado en la pr0porción de l célula donante a l célula
receptora. El procedimiento es igual al indicado en
figura 3.
b. células Sr - x células col+ Sr - o células T+L+Sr,
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CAPITULO y; '

TRANSFERENCIA DE 001 Eí+ DE GEPAS F- A CEPAS F- Y Hfr

Cruzamiento F- col E1+x F-ccü Eí- :

En las cinéticas en las cuales se siguió el aumento en número de

células 001+ Sr (Cap. V) se observó que, en ausencia de la cepa do

nante original, éstas continuaban aumentandoal mismoritmo que las

celulas col- de 1a población. Este hecho sugería que no habia au-

mento de las células 001+por transferencia del factor col El de cg
lulas F- a F-.

Para ratificar esta presunción se realizó un cruzamiento

F- col E1+ x F--001 El- .

Las cepas Fw empleadas se prepararon por tratamiento con AO(ver
Métodos) de las cepas PA 209 / col E y de C 600 / 001 E . La cepa

derivada de PA 209 se hizo además T+L+ArgÏcol Eí+ por cruzamiento

con Hfr 2 col E1+, interrumpido a 10s 40 minutos con homogeneizadg
ra .

Para la conjugación, se mezclaron ambas F- en proporción de volg

menea 1 : 20 y 20 : 1 , durante 2 horas a 57°C.

Los resultados se indican en 1a tabla 9.

No se observó, tal comose suponía, transferenCia de col El de
F-aF-o
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TABLA 9

Transferencia de col Eï+ en cruzaniento

PA 209 T+L+Arg+col 331+x C 600 col 31

—1

PrOporción ‘ Número d recombinantes Número de células hechas
de mezcla ï T+L+Tr+H (selección en col+ (selección en medio

Í medio minimo y El) minimo con T, L y B1).
I

1 : 20 o o (50.000)

20 : l É O _ O (30 OOO)

Previamente a la siembra se centrifugó la mezcla conjugante y se re
suspendió en buffer. .. .
Entre paréntesis se indica el numerode colonias analizadas.

Cruzamiento F- 001 31+ x Hfr H col zi

Si bien quedaba ya claramente establecido que el factor col Ei

no se transferia de células F- a otras F-, es decir que no confería
polaridad sexual, quedabaaún sin dilucidar el interrogante de si ,

una vez establecido el puente de conjugación, el factor col Ei era

capaz de pasar a través de el en sentido opuesto a1 de la polari
dad cromosómica, es decir, de célulale— a F+ o de celulas F—a

-'Hfr.

Para establecer si existia transferencia de col Ei de F5 a Hfr ,

se realizó el cruzamiento Hfr Z valr col El- x F- col Eí+ .
La cepa Hfr valr se obtuvo por selección del recombinante
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T*L+ÁrgTTrTH+valr / col E Hfr'prcveniente cel cruzamiento

Hfr H / col El x PA 20.91%? valr' . Esta última cepa fué gentilmeg
te cedida por la Lic. D. Antón.

La cepa F-col Lï+ empleada es la misma qae se utilizo en el

cruzamiento F- col Ei+ x F- col Eí- .

Las cepas se mezclaron en 1a prOporción de volúmenes y 1a mezcla
se incubó.durante 2 horas a 57°C.

La siembra se realizó, previa dilución en buffer, en cajas con

medio sintético, adicionado con vitamina B1.y valina, en las cuales
solo 1a Hfr podia crecer.

No se observó ningúna colonia 001+ entre aproximadamente 5000 cg

lonias analizadas.

Estos resultados permiten afirmar que 1a transferencia de col Ei
de F- a Hfr, si es que reahnante ocurre, es de una magnitud muy in_
ferior a le observada en el cruzamiento recíproco. Es decir que la

eficiente transferencia de col Ei observada en las conjugaciones se
cumple graCias a la presencia del factor F,ya sea en estado autóno

mo o integrado, en la misma célula.



ca EITULO __I_;

GINEEÏCAS JE TRANSFERENCIA DE col V EN CRUZAMIENTOS

Hfr+ col V+ x F- col V- y F+ col V+ x F- col V- .

Cruzamientos.realizados en la prcoorción de l celula donante a 2Q

celulas receptoras. Interrupción de la conjugación con fago T¿ :
Las cinéticas de transferencia del factor col V estudiadas por

Nagel de Zweig et al. (1962) indicaban que el factor col V presenta

ba un comportamiento muysimilar al factor col El. En estos estu —

dios se habia evidenciado que en los cruzamientos F+colV%xILcleL

las células colt Sr aumentaban su número después de los 80>minutos

de iniciada 1a conjugación a mayorvelocidad'que las celulas col-_

de la población. Ello sugería que algún otro factor intervenia ,

ademásdel correspondiente a la división celular, Dos hipótesis se
formularon (N. de Zweig et} al. 1962) para explicar ese mayor aumag

to en el numero de las células col+ Sr : a) que las células donan

tes originales (F+) fuesen capaces de reconjugarse con celulas
F- col» , b) que comoconsecuencia de la transferencia conjunta del

factor F y de col V a una misma cigota, ésta adquiriese la capaci —

dad de transferir col V a otras células F- .

E Posteriormente, D.N. Antón (comunicación personal) observó que
las cepas consideradas comoproductoras de col V producían además

de la colicina V,1a colicina I, y que ambasse transferian conjunta
mente en 1a conjugación. Nos referiremos ai el presente trabajo a
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estas cepas como(col V-colly+}
Para decidir entre ambashipótesis se realizaron cruzamientos

F+ (col V-col I)+ x F-(col V-col I)-, en la preporción de l.F+:203%
en los cuales se mató a las células donantes a los 60 minutos con

fago T6 a alta m.i. y estreptomicina (Figura 8).

Se puede observar en la Figura 8 que, a diferencia de lo que

ocurría en los cruzamientos F+ col Eí+ x F- col Ei- , una vez matg
da la cepa donante original (F+ (col V-col I)+), las celulas

col+ Sr seguían aumentando en número con pendiente mayor que las
otras células F-.

Este resultado parecia indicar que, comose postulara en b), pg

dria ocurrir la transferencia conjunta de F+ y col V- col I.a algg
nas de las cigotas, las que se convertirian asi en nuevas donantes.

Experimentos similares al descripto se llevaron a cabo también

con las cepas Hfr H (col Va-col I)+ y Hfr 2(col V-col I)+ comodo

nantes. Comoen las cepas Nfr no existen particulas F en estado

autónomo, la trans°erencia conjunta de col V- col I y F no podria
tener lugar, de modoque era dable esperar que la pendiente de au
mento de las celulas col+ Sr en ausencia de las células donantes

originales fuese paralela a la de las otras celulas F—,tal como

ocurrio en las_cinéticas con el factor col El.
Sin embargo, y contrariamente a lo esperado, se observó que la

pendiente de aumento de las células col+ Sr era mayor que la de

las celulas F-, una vez matada la cepa donante Hfr.
Estos resultados, si bien no permitían excluir la hipótesis de
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

FIGURA8 z Cinética de aumento de las células col+ Sr en el
cruzaiïento:
112 (F+) (colV-colI)+ "ig x I’A209 (colV-colI)- tu;
realizado en 1a proporción de 1 célula donante a
20 células receptoras. El tratamiento con fago
se realizó a los 60 minutos. Se hicieron dilu —'
ciones 1/10 en caldo nutricio de la muestra con
trol y de 1a tratada a los lOQminutos de-comen
zada la conjugación.para mantener los cultivos
en fase logaritmica. En linea entera se indica
el aumento de células en 1a mezcla control, en
linea punteada la correspondiente a la mezcla
tratada con fago.
¿Xcélulas Sr x células col+ Sr .

FIGURA9 : Cinética de aumento de las células col+ Sr y
T+L+Sr en el cruzamiento g _

Hfr 2 (colV-colI)+ T2 x Pl; 209 (colV-colI)— 3:16'
realizado en la proporcion de l célula donante a
20 células receptoras. El procedimiento es igual
al indicado en la figura 8.
Se senala con linea punteada el aumento de celu
las en la mezcla después del tratamiento con
fago.
A células Sr x células 001+ Sr

o células T+L+Sr
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transferencia conjunta de factores F+y col V- col I , sugirieron

una nueva posibilidad: que los factores col V-col I , (ambos, o
sólo uno de ellos) llevasen en su propio genomio la capacidad de

conferir fertilidad, al menospara posibilitar su propia transfereg
Cia.

Comportamientode células col+ Sr frente al fago M82:

Se picaron 33 colonias kol V-colI)+ Sr provenientes del cruza 

miento Hfr 2 kol V-CCÜ.ZÜ+x PA 209 kol V-col I)-, 7 Colonias

col V-col I9+Sr del cruzamiento Hfr H col Vkvbol V-col I)+ x

x PA 209 hol V-mxfi.]3- y 20 colonias @ol V-col I)+ Sr del cruza 

miento 112 (F+)(col V-colIh-x PA209bol V-colI)-y se probaron
frente al fago M82(Davis, Strauss y Sinsheimer, 1961). Todas

ellas resultaron ser sensibles a este fago.

Se analizaron también 205 recombinantes T+L+Srdel cruzamiento

Hfr H(col V-col I)+ x PA 209 (col V-col I)- , de los cuales 37 eran

(col V-col I)—resistentes a1 Íago M82y 168 eran(col V-col I)+ y

sensibles al mismo. No se observó segregación entre los caracteres

col V y col I en alrededor de 500 recombinantes analizados.

Transferencia de col V - col I de F- a F- :

En vista del resultado de los experimentos de cinética.de aumen

to de las células(col V-col Iï+ Sr en ausencia de conjugación, asi
comode la sensibilidad al fago M82de las bacterias F-(col V-c0113#,

se realizo un cruzamiento entre cepas F- para determinar si los fag
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tores col V- col I se transferian en estas condiciones. _Para
ello se mezclaron en proporción de l a 20,durante 2 horas,a 37°C
una cepa F- T+L+Arg+(colÚ-col I)+ SrvalS (valina sensible) der;

vada de PA 209 y otra cepa F- T+L+(cOl V-col I)- valr Sr , tam - _

bién derivada de PA 209 . Previamente a la siembra se procedió

a centrifugar y resuspender la mezcla en buffer. No se detectó

formación de recombinantes Arg+Ivalr; en cambio si se observó al

ta frecuencia de células mol V-col I)+ en un medio que solo perm;

tia el crecimiento de la cepa aceptora(col V-col I)- valr .

interferencia con la fertilidad cromosómica:
Cuandose intentó verificar la condición de F+ de la cepa 112

F+(col V4301I) +, se observo de que no presentaba fertilidad para

factores cromosómicos, aún cuando la transferencia de col V- col I
se cumplía muyeficientemente.

En vista de ello, y para descartar 1a posibilidad de que se

tratase de una particularidad de la cepa empleada, se transfirie

ron nuevamente los factores col V- col I a la cepa 112 (F+) a

partir de la cepa Hfr Í2(col V-col I)'+ y de E. coli 12-94. Se
aiñlanon 15 colonias diferentes; todas ellas producían las coli

cinas V e I y habian perdido practicamente su fertilidad cromosó
mica.

Además, Nagel de Zwaig, Antón y Puig (resultados no publicados)

habian observado previamente similares interacciones con la fert;

lidad en las cepas Hfr 4 y Hfr AT-IIIA. Cuando estas cepas se ha
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cian (colV- col I)+ perdían su condición de Hfr; sólo se mantef
nian comotales aquellas que perdían los factores col V- col I..

Estos hechos ponian de manifiesto un tipo de incompatibilidad

entre los factores col V- col I y el factor F .
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CAPITULO‘VIII

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El factor col El comoplásmido:

Del estudio de la transferencia del factor col Ei en cruzamieg

tos Hfr col Ií+ ó F+ col E1+ x F; col Eï-(Cap. III) se deduce que:

a) El factor col Eï+ se transfiere con frecuencias más altas que

b

C

d

e

V

)

V

V

las que corresponden a los marcadores cromosómicos más temprav

nos de las celulas Hfr (Tabla 2).

Se transfiere con frecuencias sünilares de distintos tipos de
células donantes Hfr ó F+ (Tabla 2). Asi por ejemplo,se trans
fiere con igual eficiencia de la cepa Hfr H, cuyo cromosoma

tiene su origen cerca de los marcadores T L , de la cepa

Hfr AT-IIIA, con origen sobre el otro extremo del grupo de li

gamiento de E. coli, cerca de H (ver mapa de B. coli, pág. 16)

y de una cepa F+ que transfiere su cromosomacon una frecuen —

cia lO"4 veces menor que las Hfr.

También es transferido de estas mismas cepas donantes muytem_
pranamente y en tiempos iguales para todas ellas (Tabla 5).

No presenta ligamiento con factores cromosomicosubicados en

distintos lugares del cromosomade E¿_lei (Tabla 6).

No interfiere con la fertilidad cromcsómicade las cepas donan
tes (Tabla 5).
Las cinéticas de formación de celulas col+ Sr en cruzamientos
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Hfr col B1+x F- col Ed- yIF+ col El+ x F- col Éd-realizados en

proporción de l Célula donante 3'20 células receptoras y de l cé

lula donante a l célula receptora (Cap. V), indican que el factor

col El, a diferencia de los factores cromosómicos,se multiplica
en la cigota sin requerir integración.

Además2de los cruzamientos reciprocos Hfr ó F+ col—-x F- col+

(Capa IV), se concluye que:

a) el carácter col- de la cepa donante no se transfiere a las ci

gotas (Tabla 7).

b) la no aparición del carácter col- entre las células receptoras
o los recombinantes no es debida a la muerte de aquellas oigo

tas que hubiesen recibido el carácter, pues en los cruzamien 

tos realizados en la proporción de 20 celulas donantes a 1 ce

lula receptora no se observó disndnución en el número de celu

las receptoras (Tabla 8). Sólo se observe disminución en el

númerode células receptoras en los cruzmnientos en los cuales

se empleó la cepa Hfr H como donante, pero tal disminución no

puede atribuirse al pasaje de col; ya que ocurre también con

similar magnitud en los cruzamientos controles col- x COlr

Eggggestos resultados son coincidentes en el sentido de indie

car no localización cromosómicodel factor col E1 cn celulas F+ ,
Hfr y F-—yllevan a incluirlo en la categoria de plásmido.

Las conclusiones alcanzadas en este estudie difieren de las de

Alfoldi et. al. (1957, 1958) en base a las cuales se ubicó al fag

tor col El en la categoria de episoma. Por otro lado concuerdan
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con las obtenidas por Clowes (1963).

Transferencia de col Eh. Inferencias sobre el proceso de conju —

gación:

Las cinéticas de transferencia de col El indican que, a1 igual
que col V (Nagel de Zwaig et.al. 1962) este factor no sólo se

transfiere con máximaeficiencia en 1a conjugación, sino Que ade_

más, una vez en la cigota,es capaz de multiplicarse autónomamente
y a una velocidad tal que asegura su pasaje a todas las células

hijas (Cap. V). Los factores cromosómicos, por el contrario,de —

ben integrarse al cromosomapara multiplicarse, de alli que el ag

mento de los recombinantes cromosomicos sólo se observacflespues

de los 120 a 140 minutos de iniciada 1a conjugación, cuando el
proceso de integracion se ha completado.

La transferenciadel factor 001+se detecta pues directanente ;

en el caso de los factores cromosómicos, en cambio, inciden en

las frecuencias de recombinacion medidas, dos procesos: la trans
ferencia y la integración.

Las cinéticas de transferencia, asi comolas frecuencias de

transferencia de col El en los cruzamientos realizados en la pro
porción de 1 Hfr a 1 FPy de 1 Hfr a 20 F- permiten hacer ciertas

inferencias acerca de la eficiencia del proceso de conjugación.

En los cruzamientos realizados en la prOporcion de 1 célula

donante a 1 celula receptora las frecuencias de transferencia

del 200 - 300 % alcanzadas por col E1 a los 90 minutos después
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del comienzo de 1a conjugación, pueden explicarse considerando un

100 %de transferencia y ulterior aumentopor división celular.
En efecto, se observa (Figura 7) Que alrededor de los 70 minutos

de la iniciación de la conjugación, tiempo al cual los recombi 

nantes cromosómicosalcanzan su "plateau", las células col+ Sr a;

canzan.frecuencias de 120-150 %y que luego continúan aumentando
en númeroa igual ritmo que las otras células F- de la población.

Los recombinantes cromosomicos T+L+Sralcanza: en estos exper;

mentos frecuencias del 15 al 20 %. Si se considera el coeficien

te de integración calculado por De Haany Gross (1962) para los

marcadóres cromosómicos en medio minimo, se deduce que la transfig

rencia de estos marcadores a 1a cigota también habria alcanzado
en estas condiciones valores cercanos al 100 % .

En los cruzamientos realizados en la proporción de 1 Hfr a 20
F- , (Cap. V) las células col+ Sr y los recombinantes T+L+Srcon

tinúan aumentando su numero hasta los 90 —100 minutos y en algu

nos casos, hasta los 120 minutos de comenzadala conjugación. Las

altas frecuencias alcanzadas por las celulas 001+Sr entre los 90

y 120 minutos, (del orden de 1000-1500 % referido al número ini 

cial de bacterias Hfr en la mezcla) de ningún modopueden expli 

carse suponiendo una transferencia de col del 100 %y ulterior ag
mento por división celular.

Tres hipótesis puedenformularse para explicar tan altas trans

ferencias de col E1 : 1) Que las células Hfr o sus células hijas
sean capaces de reconjugarse; 2) que las células col+ Sr se mul



-62

tipliquen a mayor Velocidad que las Células col- Sr (3-) y 3) que

las celulas F- col Eí+ transfieran col El a otras F- . 
Esta ultima posibilidad debe descartarse pues, se ha constatar

do (Cap VI) que no hay transferencia de col í-de F- a F- . Ade 

más, en los experimentos.en los cuales se mata la cepa donante

con fato Tk y estreptomicina (Cap. V) se observa que las células

col Eí+ Sr se dividen al mismoritmo que las otras células F- .

En consecuencia los altos valores de transferencia de col E1 de 
ben atribuirse al hecho’de que las celulas donantes (o sus celu 
las hijas ) son capaces de reconjugarse.

A igual conclusión se llega por el analisis de la frecuencia

de recombinantes cromosómicosya que alcanza valores del orden

del 50 % a los lOO minutos de efectuada la mezcla . De acuerdo

con el coeficiente de integración calculado por De Haany Gross ,

la transferencia de estos marcadores tempranos habria sido del
150 — 200 % .

Dado que los choques entre bacterias donantes y receptoras se
efectúa al azar. las probabilidades de que una bacteria donante

vuelva a entrar en contacto con una célula receptora son muchomg

yores en estos experimentos que en los realizados en la propor 

ción de l donante a l receptora. Los resultados obtenidos sugie
ren, coincidentemente,que en las conjugaciones realizadas en la

proporción de l celula donante a 20 celulas receptoras, una célu
la donante es capaz de formar contactos eficaces con mas de una

F-, ya sea por formación de varios puentes simultáneos o por con



jugaciones sucesivas.
Las frecuencias de transferencia de col V- col I son similares

a las de col El (Cap. VII). Máaadelante se discutirán las dife

rencias observadas entre la cinética de aumentode las células

(col V--colI)+ Sr y las col 51+ Sr .

Muyaltas frecuencias de transferencia fueron medidas también_

para los factores R (resistencia a sulfonamida, estreptomicina ,
cloranfenicol y tetraciclina) por Watanabe (1063a), en condicio —

nes similares al sistema de alta transferencia de colicinOgenia

(HFC) encontrado por Stocker, Smith y Ozeki (1963) en S, tvghimu—

3122 para el factor col I.

Las frecuencias de transferencia de los factores R en este eta

tema alcanzaban valores del 150 al 750 % (referido al número de

células donantes resistentes en la mezcla), después de l hora a

37°C, aún cuando en las condiciones usuales de transferencia sólo

detectaban frecuencias del 3 % cn igual tiempo.

Para explicar las altas transferencias observadas postulan, en

tre otros, comO'"ecanismosposioles: a) que los ex-conjugantes
puedan volver a conjugarse con otras receptoras y transferirles R.

b) que las células recopto os que recibieron R puedan transferir
lo a su vez a otras F- con alta frecuencia.

Cinéticas de transferencia similares a las de los factores

col Ei y col V han sido observadas para el factor F-gal (de Haan

y Stouthamer, 1962).
Conrespecto al factor F'si bien no se han seguido las cinéti



cas de transferencia, los estudios realizados (Cavalli, Sforza ,_
Ledcrberg y Lederberg, 1953) indican que éste se transfiere rápi
damente y eficientemente de células F+ a F—. Ademaspor el anal;

sis de Cigotas individuales se ha llegado a establecer que a1

igual que estos factores colicinOSenos.y el F- gil, el factor F
se multiplica en estes autónomamente, de modotal que todas las

bacterias de la progenie son F+. (Lederberg, 1958).

Factores colicinóaenos y factores de fertilidad:

Factor col El:

Se observó que el factor col Ei no se transfiere de celulas FL

a F- (Cap. VI), concordantemente con los resultados de Fredericq

(1954,b). Tampocose detecto transferencia del factor col El de
la célula F- a la celula Hfr, (Cap. VI) lo que permite concluir

que la transferencia de este factor colicinógeno, si es que real_
mente tiene lugar en estas condiciones, es de una frecuencia mu—

chisimo menor que la correspóndiente al cruzamiento recíproco .

Esto indica que la presencia del factor F determina la eficiente

transferencia del factor col Ii en el mismosentido en que deter
mina la del cromosoma.

Ademas, las cinéticas de aumento de las células col+ Sr en los

cruzamientos F+ col 31+ x F- ccl Eí- , en los cuales se mató a de

terminado tiempo la cepa donante con fago T6 a alta m.i. (Cap. V),

sugieren que el factor F no se transfiere o se transfiere con ba
ja frecuencia , al menoshasta los 60 minutos de iniciada la con



-65

jugación, a las cigotas que reciben col El.
Clark y Adelberg (1962) distinguen dos'tipos de transferencia

de material genético, según que exista o no ligamiento con el fag

tor determinante de la polaridad sexual y que denominan cogdu 

giga y dgngción, respectivamente. Siguiendo esta clasificación ,

el factor col El representa un Claro ejemplo de donación de mate
rial genético, ya_quese transfiere con alta eficiencia solamente
de cepas F+ o Hfr, por acción del factor F e independientemente

de éste.

El factor col El, al igual que los factores col E2y col I
(Nagel de Zwaig et al., 1962), no presenta interacción con la

fertilidad de cepas donantes en E. coli K12(Cap. III).

Factores col V- col I:

Según se ha visto ya, los factores col V- col I, similarmente

al factor col Ei, se transfieren con maximaeficiencia en 1a con

jugación; sin embargopresentan con este último factor, notables

diferencias de comportamientoen lo que respecta a la fertilidad.
Asi, 1a presencia de los factores col V- col I en la cepa

112 (F+) interfiere notablemente con la fertilidad cromosómica
(Cap. VII) al punto de hacer la cepa practicamente infértil. Tag

bién se observó interferencia con la fertilidad cromosómica en

las cepas Hfr 4 y Hfr AT-IIIA (Nagel de Zwaig, Antón y Puigz re.ü

sultados no publicados). Tal interferencia no se manifestó, en
cambio, en las cepas Hfr H y Hfr 2 .
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La pérdida de la fertilidad cromosómicaen las cepas(col Vn

colIl+ no puede atribuirse a excluSión entre el pasaje de col+-y
el pasaje de cromosoma(Fisher, 1962), pues col V-col I se trang'
fieren muy eficientemente de cepas tales comola Hfr H y Hfr 2 ,

sin interferir al absoluto con la fertilidad cromosómica. Tam

bién debe descartarse un fenómenode "inducción colicinógena " a;

milar al de la "inducción lisógena", comofuera sugerido por Fre

dericq y Betz-Bareau (1956), pues las células F- no mueren al re
cibir los factores col V- col I .

Fredericq y Betz-Bareau (1953,a) mencionan el hecho de que los

cruzamientos realizados entre 12 cepas de E4 coli productoras de

col V como donantes y 1a cepa de E. coli K12 Wll77_resistente a

1a colicina V comoreceptora,resu1taron infértiles. Fredericq

(1955,a) no pudo explicar esta falta de fertilidad por un fenóme

no de inducción colicinógena o lisogena; es bastante probable

que a1 igual que en los casos observados en el presente estudio ,

la mismapodria Ieberse a un tipo de interferencia con el factor
F. No se conoce si estas cepas eran también productoras de coli
cina I.

Por otra parte, las cinéticas de aumentode las células col+Sr

en los cruzamientos Hfr ó F+ (col V» col I)+ T2 x F- (col V- col DATE,

en los que se mataba a determinado tiempo la cepa donante con fa

go T6 (Cap. VII) manifestaron una nueva caracteristica atribuible
a los factores col V- col I. En estas cinéticas se observo que,
en ausencia de las células danantes originales, las células
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(col V- colI)+-Sr, a diferencia de las col 31+ Sr, aumentaban a mg

yor Velocidad que las otras F—-(Gap.VII), lo que sugería la po
sibilidad de que existiese transferencia de los factores mfl.V
col I .de .F% a F—-. En cdnfirmación de esta presunción se ob 

servo que las celulas F- que recibían los factores ocn V- col l
se hacian sensibles al fago M82y que los factores col V- col I

se transferian a alta freCuencia en cruzamientos Fi x F- (Cap.VIIL

Estos resultados nos enfrentan ante dos hechos aparentemente

contradictorios: a) los factores col V- col I interfieren con la
fertilidad cromosómicaen cepas F+ y en alganas cepas Hfr de.g¿

29;; K12. b) los factores col V- coll confieren fertilidad a ce_
pas F-do modode posibilitar, al menos, su propia transferencia.

Resulta muyatractivo postular que ambasprOpiedades puedan ser

manifestación de un mismoy unico proceso,o, dicho én otras pala

bras, que sea el mismofactor genético_que interfiere con la ex
presión del factor F de E, coli K12, el responsable de la polari

dad que permite la transferencia de los factores col V- col I .

No seria este un fenómeno insólito, ya que se conocen ejemplos en
E, coli de interferencia entre factores de fertilidad. Tal por

ejemplo la exclusión observada entre el F autónomoy el F integra
do (Jacob y Wollman, 1961), el F-lac y el F integrado (Scaife y

Gross, 1962) o comose discutirá más adelante, la inteferencia en

tre los factores R (que presentan similitudes con cl F) y la ex —

presión del F ( Wetanabe y Fukasawa, 1962). Se pueden asi, en bg

se a este esquema, fonnular dos hipótesis capaces de dar cuentslde
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a) que los factores col V- col I, (o sólo uno de ellos), lleven
en su propio gtaomio información para conferir fertilidad, la cual

interferiria al mismotiempo con la información similar llevada

por el factor F de E, coli K12.

avalarian este criterio los experimentos que sindican al fac —

tor col I comodeterminante genético de fertilidad en s. txphimu

giga (Stocker, 1960; Ozeki y Howarth, 1961) y en B. coli (Clowes,
1961).

b) Quelos factores col V- col I se transfieren en la conjuga

-cion ligados a un factor de fertilidad (Fx) y que sea este último
el responsable de la fertilidad y de la interacción con el F de
;¿_ggli KlZ en algunas cepas F+ o Hfr .

Apoyanesta segunda hipótesis dos series de experimentos: los
de Furness y Rowley (1957), por un lado, quienes observaron qie

los factores col I y F se encuentran frecuentemente asociados en

cepas de E. coli; descartaron que fuese el factor cdl I el res 
ponsable de ambaspropiedades (cdlicinogenia y fertilidad) pues

lograron Separarlas por tratamiento con cloruro de cobalto; las

observaciones de P. FrederiCq (1963,b), por otro, que indicarian

que los factores colicinógenos Vy B se transfieren ligados entre
si y con el factor F.

Unadecisión_entre ambashipótesis puede, sin embargo, no re 
sultar sencilla, en el caso de que exista un ligamiento muyestrg

cho entre el factor de fertilidad y el factor colicinógeno.



No se ha observado segregación entre los caracteres col V y
col I entre los recombinantes analizados (Cap. VII).

Se continuará con el estudio de estos factores con el objeto

de establecer cual es el factor responsable de la fertilidad e ig
terferencia con la expresión del F en cepas donantes.

Js necesario hacer notar que no se conoce si el factor col Itz

de los denominadosaqui factores col V- col I, es tientico al fag
tor col I estudiado por Stocker y colaboradores o el col I estq_

diodo por Nagcl de Zweig et al. (1962) con el cual no se observa

ra interferencia con la fertilidad de cepas donantes.
Un comportamiento similar al de los factores col V - col I en

lo referente a interferencia con la fertilidad cromosómicade ce
pas F4 y Hfr de E. coli Kl2 ha sido observado con el factor col B

(Puig, 1965). Hose estudió aún si este factor confiere fertili

dad a cepas R- dc É¿_ggli. Los resultados de Stocker et al.(1952)
sugieren que este factor, al igual que col I, confiere fertilidad

a cepas de S, tznnifiurium posibilitando su propia transferencia y

la de otros factores colicinógenos. De extenderse esta obserVa
ción e g¿_ggli, el factor col B rosponderia, también en este as 
pecto, al mismotigo de comportamiento que los factores col V
col I.

ggmngracign_ggn . comoortgg;gnt_.de otros factores_colicinógeno :

L s estudios realizados sobre el comportamientogenético de los

factores colicinógenos BZ, I, V y B (Nagel de Zweig et. 31., 1962}
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Puig, 1963) son coincidentes con el presente estudio pues llevan

a postular también_para estos factores un determinismo citoplas 

mico en cepas de E, coli K125 .

A1 igual que con col Ei, no se observó con ninguno de ellos la

existencia de "cigosis letal? atribuible al pasaje del factor
col- (Nagel de Zwaig et. al., 1962; Puig, 1965). TampocoR. Ben

Gurion (1963) observó efecto letal sobre las F- en los cruzamien_

tos Hfr col B- x-F- col Ef , Hfr col E- col I—-x F—-col E+ col I+

y Hfr col K- x F- col K}-. Si bien se observó en estos cruzamien

tos disminución en el numero de recombinantes H+Sr respecto de

los cruzamientos controles, que la autora sugiere puediesen ser
debidos a cigcsis letal motivada por la entrada de col-, esta me

nor frecuencia de recombinantes H+Srpodria CKnlicarse por algún

otro mecanismo,comopor ejemplo, resistencia parcial de las ce 
pas a la colidina involucrada.

En cuanto a 1a eficiencia de transferencia, Fredericq (1954,a)

habia ya observado que distintos factores colicinógenos se trans

ferian con frecuencias diferentes de distintas cepas donantes de

E= coli (ver Introducción). Si nos atenemos a las observaciones
de Nagel de Zwaig, Antón y Puig (1962), Puig (1965) y a las deri

vadas del presente estudio en lo referente a la transmisión de

los distintos factores a partir de las mismascepas donantes de

E, coli K12,se advierte también que si bien todos se transfieren
con similar frecuencia de cepas donantes F+ o Hfr,rcada uno de

ellos presenta frecuencias de transferencia caracteristicas. Asi,
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col E y col I se transmiten con baja frecuencia (1 %y 0,1 %,reg2

pectivamente), col B con frecuencia intermedia (lO %) y col E1 y
col V con máxima eficiencia (mayor del lOO %).

Aún cuando no se conocen las causas que determinan el pasaje

de material genético de una cepa a otra, se puede pensar en va 

rios factores capaces de incidir en la eficiencia de transferen ü

cia de determinantes genéticOs extracromosómicos, tales como :

l) distinto númerode particulas por celula; 2) ubicación en la
celula que favorezca o no su pasaje durante la conjugación;

3) diferente relación con el factor de sexualidad. Tambiénpo 
dria afectar las frecuencias de transmisión medidas el grado de

estabilidad del factor colicinógeno en la cigota o su descenden 

cia. Es muypoco probable que los factores colicinógenos pasen a

través del puente de conjugación por fijación tenporaria sobre el

cromosoma,pues en tal caso las frecuencias de transferencia de

los factores colicinógenos de células que transfieren el cromoso

ma a alta frecuencia (Hfrï serian mayores que las correspondien 
tes a celulas que lo transfieren a muybúja frecuencia (Ft). Tag

bién es poco probable que estas diferencias en la transferencia

puedanatribuirse a distinto tamañode las particulas, pues los

factores col I, col El y col E2 , para los cuales se determinaron

frecuencias de transferencia muydiferentes, no presentan acentug

da variación en el tamaño, ya que contendrian, de acuerdo a las

estimaciones de Silver y Ozeki (1962): .6x104 , 7x104 y 5x104 pa

res de nucleótidos, respectivamente.
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Factores colicinógenos y glasmidos:

Si bien las evidencias experimentales indican_la naturaleza eg.

tracromosómica de los factores colicinógenos E? , I , V , B y Ei
en E. coli K12y llevan a incluirlos en la categoria de plásmidos,

no puede excluirse la posibilidad que estos factores puedan intg
grarse o fijarse al cromosomabajo determinadas condiciones.

Eh base al comportamiento del factor col I en sistemas HFCy

en condiciones normales,en cepas de 8' typhimu;ium, Stocker(l960)
prOponeque este factor puede existir en la celula en dos estados

diferentes; al estado autónomoen células recientemente hechas
col I, de las cuales se transfiere rápidamente a otras células ;

en estado integrado en las células colicinógenas después de varias
generaciones, las cuales no transfieren col I. Las evidencias de

integración para el factor col I son en este caso indirectas y al
gunos autores sugieren hipótesis diferentes para explicar el com

portamiento del mismobasadas en sistemas de represión o interfe
rencia (Frederic l9bñ,a'; Clark y Adelberg, 1962).

Debería esperarse que las probabilidades de fijación sobre el

cromosomafuesen mayores para aquellos factores colicinógenos que

manifiestan efectos sobre la fertilidad, ya que podrian presentar

en su genomio regiones homologas al factor F, para el cual se co

noce estado integrado. En concordancia con esta presunción, Fre

dericq-(l965,a) ha informado recientemente la obtención de una
cepa Hfr de E. coli Kl2 a1 la cual el factor col B se encuentra

integrado al extremo distal del cromosomacomoresultado de una



estrecha asociación con el factor :F.

Factores colicinfigenos Y otros elementos celulares:
E1 estudio genético de particulas celulares diferentes de los

determinantes cromosómicosclásicos, tales comolos fagos atempg

rados, los factores de fertilidad, los factores colicinógenos y
los factores de resistencia múltiple a las drogas ha permitido re

velar la existencia de notables semejanzas en algunos aspectos de
su comportamiento.

En lo referente a factores colioinógenos y fagos, muchosauto
res han destacado las analogías existentes entre factores colici

nógenos y fagos atemperado por un lado, especialmente en lo refof

rente a inmunidad e inducción (Jacob y Wollman, 1961; Fredericqt

1956,b) y entre colicinas y fagos virulentos (Fredericq, 1955pb;
Jacob y Wollman, 1961), por etro, an cuanto a su «ong de acción,

llegando a postular estrechas relaciones filogeneticas entre es 
tos tipos de particulas .

Nos hemos ocupado precedentemente de las relaciones existentes

entre algunos factores colicinógenos y factores de fertilidad. Hg
laciones un tanto similares se manifiestan también con los facto

res de resistencia múltiple a las drogas (factores R).
Asi, los factores R al igual que los factores colicinógenos se

comportan comoparticulas autónomas que se transfieren enfla con

jugación independientemente del cromosoma. Sólo recientemente se
informó (Watanabe, 1965,b) sobre evidencias de fijación al cromo
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soma(los trabajos originales han aparecido en japonés).

Se ha observado también que a semejanza de los factores col B

y co; V*CJ1Z, los factores R interaccionan con la fertilidad org

mosóndca en células Hfr y F+ de En coli K12 {Watanabe y Fukasawa,

1962) y pueden transmitirse de cepas F—-a2-.

Sugino e Hirota (1962) obserVaron que los factores R confia 
ren fertilidad cromosómicaa cepas F- de B. coli Kl2. Por trans

ducción con fago Plkc lograron establecer que el factor detenmi 

nante de la fertilidad no puede ser separado de1.responsable de
la transmisibilidad, pero si en cambio, de los locus de resisten

cia a las drogas. Estos resultados sugieren una notable semejan_
za entre los factores R y los factores FF. Sin embargo, a dife 

rencia de los factores F conocidos y de los factores col V-col I,

la presencia de los factores R en la célula bacteriana no<ieter —
mina sensibilidad a fagos del tipo M82. Más aún, cuando se intro

ducen factores Ren células F+ o Hfr, éstas se vuelven resisten —
tes a fagos de este tipo ( Iijima , 1962; Bgawae Hirota, 1962).

Según las observaciones de Iijima (1962) los factores R actua

rían_al igual que el factor F como"promotores" (ver Clark y Adal

berg, 1962) de la transferencia de col Ei en cepas F-w Del mismo
modo, también el factor col I actuarIa comopromotor de la trans

ferencia de otros factores colicinógenos, no sólo en S. typhimu —

rium (Ozeki et al. 1962), sino también entre géneros diferentes
de enterobacterias (Hamon,1956; Silver y Ozeki, 1962). Es pro

bable que también el factor col B cumpla un rol similar en S, tx
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Bhimurium(Ozeki et al., 1962) y en E. coli ( Puig, 1963).

Por otra parte, el estudio de las particulas celulares ha per
mitido establecer no sólo semejanzasentre distintos tipos de pa;

ticulas autónomas (plásmidos o episomas), sino también interesan
tes interrelaciones entre particulas episómicasy factores cromo

sómicos merced a las cuales un factor cromOsómicopuede pasar a

episómico y viceversa (Jacob y Wollman, 1961). De este modovan

surgiendo indicios de homologiasgenéticas entre particulas que
aparecían originalmente comomuydiferentes. En este aspecto, y

dentro de los factores colicinógenos, factores tales comocol B,
col V7sol I y col I que presentan caracteristicas similares;yta1

vez homologias con factores de fertilidad para los cuales se coná

ce estado integrado y recombinación con factores cromosómicos, pg
drian constituir un material de estudio promisorio.
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