
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Estudio genético de la resistencia a
las colicinas E2, K, 8, V, I y B en

Escherichia coli K12

Antón, Dora N.

1963

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Antón, Dora N.. (1963). Estudio genético de la resistencia a las colicinas E2, K, 8, V, I y B en
Escherichia coli K12. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1185_Anton.pdf

Cita tipo Chicago:
Antón, Dora N.. "Estudio genético de la resistencia a las colicinas E2, K, 8, V, I y B en Escherichia
coli K12". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. 1963. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1185_Anton.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1185_Anton.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1185_Anton.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Estudio genético de la resistencia

a las colicinas E2, K, 8, V, I y B en Escherichia coli K12

Dora N. Antón

Tesis presentada para optar al titulo de

Doctora en Ciencias Quimicas

1963
"¿w/J 1175



Este trabajo fué dirigido por el Profesor Juan I. Valencia,
y se realizó en el laboratorio de Genética de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales.­

Se agradece sinceramente al Profesor Juan I. Valencia el
continuo interés puesto en este trabajo y el constante apoyo con
que facilitó todas sus etapas.­

Se agradece, además, a la Dra. R. Nagel de Zwaig sus útiles
sugerencias acerca del manuscrito, y también, al igual que al
Dr. J. Puig, las provechosaa discusiones mantenidas sobre el te­
D8..­



Indice

I.- Introducción

II.­

III.’

V
a

b)
0 V

d

e)
f)
s
h

V

Bacteriocinas y colicinas
Naturaleza quimica de las colicinas
Producción de colicinas
Control genético de la sintesis
Mecanismo de acción
Resistencia e inmunidad

Relación entre colicinas y bacteriófagos
Propósito de este trabajo

materiales y métodos
a)
b)

c)

d)

e)

Medios de cultivo

Cepas de bacterias y fagos
Aislamiento de mutantes resistentes
Cruzamientos

Análisis genético de los recombinantes

Resultados
A- Caracteristicas de las mutantesresistentes

aisladas
IF Localización genética de algunas de las muta­

V
a

b)
O V

d

e)
f)

V

ciones obtenidas

Resistencia a E2, E1 y Iago BF-23
a K, E2 y E1
a K

a la colicina 8 y al fago T6
a la colicina I
a la colicina V

Resistencia
Resistencia
Resistencia
Resistencia
Resistencia

pág.

W‘JGJ-PWNH

10

ll
ll
15

16

16

18

22

23

28

31

32

36

37



g) Resistencia a las colicinas V e I
h) Resistencia a las colicinas V,I,B y 8
i) Relación entre los tres loci de resistencia

a la colicina V
j) Resistencia a la colicina B
k) Resistencia a B (menor sensibilidad a I y 8)

IV.- Discusión y_conclusiones
a) Caracteristicas de las mutantes y su locali­

zación genética
b) Resistencia a colicinns, resistencia a fugas

y relación entre ambas

V.- Literatura citada

pás­

39

41

44

45

51

51

59

“6-2



RESUMEN

Se estudió en este trabajo, la resistencia a las oolicinas

E2, K, 8, I, Vy B. Para ello, se aislaron mutantes resistentes,
aparecidas espontáneamente en cultivos de cepas Hfr y F- de E.
gol; K12.­

De cada una de esas mutantes se estudió la resistencia a co­

licinas no empleadas en la selección y a los fagos T5, T6 y
BF-23, que tienen resistencia cruzada con algunas de ellas.­

Por cruzamientos entre cepas resistentes y sensibles se ubi­
caron varias de esas mutaciones en el cromosomade E. 22;; K12.­

Se obtuvieron los siguientes resultados:
1°) Son muyfrecuentes las mutantes, de un solo paso, resis­

tentes a más de una colicina.­
2°) Existen varios fenotipos distintos de resistencia a una

colicina; se diferencian entre si, por las otras colici­
nas o fagos a los que también resisten.­

3°) En las cepas aqui estudiadas, a cada uno de esos fenoti­
pos corresponde un genotipo distinto, pues las mutacio­
nes correspondientes mapeanen loci ubicados en diferen­
tes puntos del cromosoma.­

4°) Algunas de las mutantes, entre las cuales hay mutaciones
de punto y deficiencias, presentan alteraciones en su
crecimiento, y varias se comportan anormalmente en recog
binación; aparentementeporque su integración está difi­
cultada.­

5°) Se ha confirmadola existencia de resistencia cruzada
entre el fago BF-23y las colicinas del grupo E; pero so
ha observado que la presentan las mutantes que mapean
entre los marcadores Mbtionina y Arginina, en tanto que



7°)

otras cepas también resistentes a las colicinas E, que
mapeanen otra región, retienen su sensibilidad al fago.
No se han aislado mutantes simultáneamente resistentes a

la colicina Ky al fago T6, que segúnla literatura tie­
nen resistencia cruzada; pero si se ha observado esa relg
ción entre dicho fago y 1a colicina 8. Comoen el caso
anterior, esa caracteristica sólo aparece en mutantes de
un determinado locus (el ubicado entre Lactosa y Galacto­
sa), pues resistentes a 1a colicina que mapeanen otra
zona, no la presentan.­
Los tipos de resistencia que se han observado, indican
que los receptores sobre los cuales se adsorben las coli­
cinas estudiadas en este trabajo, son especificos para
cada una de ellas, y que no hay receptores comunesentre
ellas y los fagos con los que pueden tener resistencia
cruzada.­
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I- INTRODUCCION

a.- BACTERIOCINAS.Y COLICINAS

La propiedad de producir antibióticos se presenta con mucha
frecuencia en los microorganismos. Con el nombre de bacteriocinas
Jacob, Lwoff, Siminovitch y Wollman(1953) han agrupado a los anti­
bióticos de naturaleza proteica cuya sintesis es letal para la bac­
teria productora. Estas sustancias son activas sólo sobre especies
estrechamente relacionadas con aquellas que las producen y requie­
ren para actuar la presencia de receptores especificos.­

Muchasson las bacteriocinas conocidas, asi se ha observado la
producción de piocinas por cepas de Pseudomonaspxocxanc; (Jacob,
1954), de megacinas por Bacillus megaterium (Ivanovics y Alfüldi,
1954), pesticinas por Pasteurella pestis (Ben-Guriony Hertman,l958
Entre las enterobacterias se han identificado ocho grupos distintos
de bacteriocinas (Hamony Péron, 1963), de ellos el mejor conocido
es el de las colicinas.­

Las colicinas son sustancias antibióticas producidas por cepas
de Escherichia, Shigella y Salmonella. Formanun grupo de alrededor
de veinte sustancias distintas, la primera de las cuales fué descup
bierta por Gratia en 1925.­

Las colicinas, cada una de las cuales ha sido denominadacon
una letra, se diferencian entre si ya sea por su espectro de acti­
vidad, la especificidad de las mutantesresistentes, su resistencia
a1 calor o la morfología de las zonas de inhibición que producen.­

Una cepa puede producir más de una colicina, y la mismacolic;
na puede ser producida por cepas pertenecientes a distintos géneros
sin cambio en sus propiedades químicas ni antigénicas (Barry, Ever­
hart y Graham, 1963).­
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Todas ellas dan las reacciones generales de polipéptidos y su
acción letal es destruida en mayor o menor grado por los agentes
desnaturalizantes de proteínas.­

b.—Naturaleza Químicade las colicinas.­
Desde hace varios años Goebel y colaboradores intentan acla­

rar la naturaleza química de las colicinas. El aislamiento y puri
ficación de la colicina K, demostró que es una sustancia extrema­
damentecompleja, compuestapor polisacáridos, lípidos y proteínas.
Se comporta comoun poderoso antígeno y salvo por su fuerte activi
dad bactericida no se diferencia del antígeno somático 0 propio de
la cepa (Goebel y Barry, 1958).­

La imposibilidad de separar, por repetidas cromatografías, la
actividad colicínica del antígeno 0, ha llevado a Goebel a postu­
lar que aquella es una prOpiedad inherente del antígeno O de la
bacteria productora (Goebel, 1962).­

El hallazgo de una mutante que no producía colicina K, permi­
tió a Rüde y Goebel (1962) comparar las propiedades del antígeno 0
de la bacteria no colicinógena con las de la colicina de la corres
pondiente productora. En los dos casos, los lipocarbohidratos son

muysimilares químicamente, pero el contenido en proteína de la cg
licina es significativamente mayor que el del antígeno 0. Y aunque
no es posible diferenciar a ambospor pruebas antigénicas de difu­
sión en agar, únicamente el antisuero obtenido con la colicina es
capaz de neutralizar la actividad letal de ésta.­

Estos hechos confirman la suposición de los autores de que la
actividad bactericida de la colicina K no reside en el lipocarbo­
hidrato sino en el componenteproteico del antígeno 0 de la bacte­
ria productora.­

Tambiénlos estudios de Hutton y Goebel (1961) con la colici­
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na V indican que ésta es un lipocarbohidrato-proteina, con propie­
dades tóxicas tanto para bacterias comopara mamíferos. Demostra­
ron ademásque no existe ninguna relación antigénica entre la coli
cina K y 1a V.

A conclusiones similares llegaron Nüske, Hbsel, Venner y Zi­
nner, (1957) en cuanto a la naturaleza de la colicina producida
por la cepa Escherichia ggli SG7lOy Barry, Everhart y Graham
(1963) trabajando con la colicina A.­

A diferencia de las colicinas, la megacinaproducida por la
cepa de p. megaterium 216 es una proteina simple (Holland, 1961).
Este hecho, que establece una diferencia fundamental entre bacte­
riocinas correspondientes a dos tipos distintos, puedereflejar
diferencias también fundamentales en su sintesis, liberación o me­
canismo de acción.­

c.- Producción de coliciggg.­
Muchosfactores ambientales y fisiológicos influencian la prg

ducción de colicinas. La composición del medio es de suma impor­

tancia en este aspecto, y es bien conocido que la producción en mg
dios sintéticos es muyinferior a la que se obtiene en medios comp
plejos.­

Tambiénla naturaleza de la fuente hidrocarbonada, el pH del
medio, el tiempo de generación, etc., modifican fuertemente la sin
tesis de estos antibióticos. (matsushita, Fox y Goebel, 1960).­

Pero a pesar de manifestarse comoun carácter estable de la
cepa, la producción de colicina no es una función normal ni habi­
tual de la bacteria colicinógena.­

Ozeki, Stocker y Margerie, (1959) demostraron que aunque to­
das las bacterias de una cepa colicinógena pueden producir el anti
biótico, dicha sintesis se realiza solamente en una pequeñaparte
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de la población.­
No se conoce qué determina la producción por esas bacterias,

pero se sabe que con ciertas colicinas, llamadas inducibles,es po­
sible lograr que la casi totalidad sintetice el antibiótico. Para
ello basta con irradiarlas con luz ultravioleta o tratarlas con
agentes mutagénicos tales comoalquilantes, peróxidos, etc. (Jacob
Siminovitch y Wollman, 1952).­

En estas condiciones se produce un aumento progresivo de la
colicina en el medio, hasta superar en forma notable los valores
normales, y el cultivo, sin lisarse, detiene su crecimiento (Fredg
rick, 1954).­

A la célula, dicha sintesis, tanto si es espontánea comosi
ha sido inducida, le ocasiona la muerte. Asi, la colicinogenia se
manifiesta comoun carácter potencial cuya realización es letal pg
ra la bacteria.­

d.- Control genético de la sintesis.­
La producción de colicina_es un carácter estable de la cepa,

al igual que las caracteristicas de la colicina producida. En sub
cultivos sucesivos ambascaracteristicas se mantienen inalterables
aunque en algunas ocasiones ha sido posible aislar, a partir de cg
pas colioinógenas, bacterias que han perdido la capacidad productg
ra.­

El caso inverso, es decir la adquisición de la propiedad, no
se ha observado nunca en forma espontánea y sólo se logra a través
de un proceso de conjugación, o transducción, en el cual la cepa
donante posea ya esa propiedad.­

Estas caracteristicas hicieron suponerla existencia de factg
res especificos dotados de continuidad genética, y provistos de la
informaciónnecesaria para la sintesis de la colicina. A estos
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factores se los denominófactores colicinógenos.­

Recientemente Silver y Ozeki (1962) empleando un ingenioso mg
todo de marcación con 140 y lisis con fago T6, demostraron que la

transferencia de la propiedad de producir las colicinas El, E2 e I
de g. himuriuma g. coli, va asociada a 1a transferencia de
ADN,y determinaron para cada una de esas colicinas el tamaño del
trozo de ADNtransferido.­

El estudio del estado de estos factores en las bacterias pro­
ductoras, fué emprendido por Fredericq y Betz-Bareau (1953) emple­

ando el factOrcolicinógeno E1 (col E1).­
Realizando cruzamientos F + col El + x F - col E1 - observap

ron alta transferencia del carácter col Ei + a los recombinantes.
En el cruzamiento recíproco, sin embargo, ningún recombinante re­

cibía el carácter col E1- de la F +.­
De esta asimetría entre amboscruzamientos y de 1a falta de

ligamiento con marcadores cromosómicos los autores deduJeron que

el factor col El esta en estado extracromosómicoen las bacterias
F + y F - .­

A estas mismas conclusiones llegaron Zwaig, Antón y Puig

(1962), con respecto a los factores E2, I y V, pero ampliandolas
a cepas Hfr de distintos tipos. E1 factor colicinógeno B, estu­
diado por Puig (1963), muestra caracteristicas semejantes en
cuanto a su estado en células de g. coli.­

La condición extracromosómicade los factores colicinógenos

en células de cualquier tipo sexual fué extendido al factor E1 en
cepas Hfr. Este factor fué clasificado por Alfüldi, Jacob, Woll­
many Mazé (1958) en la categoria de episoma, basándose en resul­
tados por ellos obtenidos, que indicaban localización cromosómica
en cepas Hfr, y citoplásmica en F+ y F-. Estos resultados no fug
ron confirmados por estudios posteriores de otros autores (Zwaig,
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1963) (Clowes, 1963) quienes demostraron que se comporta en forma
similar a los anteriores tanto en cepas F+, F- o Hfr.­

Parece, pues, indudable que habitualmente los factores gené­
ticos que controlan la sintesis de las distintas colicinas no son
episomas sino plásmidos.­

e.- Mecanismode acción.­

Hace varios años, Jacob, Siminovitch y Wollman (1952) demos­
traron que la colicina MLprovoca la detención de la sintesis de
ADN,ARNy proteina de la bacteria sensible. Este efecto parece
ser comúna todas las colicinas, pues Nomura(1963) lo observó

también con las colicinas K, E2 y E , y recientemente Reynolds y
Reeves (1963) encontraron que la colicina F inhibe la sintesis de
fi-galactosidasa cuandoésta se induce en presencia de la colicina.

Esta acción de las colicinas está condicionada por la preseg
cia en las células sensibles, de receptores especificos a los cua
les se adsorben. La adsorción no es en si mismaletal, pues los
efectos de la colicina adsorbida pueden evitarse haciendo actuar
tripsina sobre la bacteria tratada (Nomuray Nakamura,1962).­

El tiempo durante el cual la tripsina ejerce esta acción, va
ria con la colicina y con el estado del cultivo. En bacterias cg
ya actividad metabólica ha sido inhibida, dicho lapso, que es en
general de unos pocos minutos, se prolonga hasta dos horas des­
pués de la adsorción (Reynolds y Reeves, 1963).­

Algunascolicinas ejercen una acción particularmente drásti­

ca, la colicina E2,
ADN,sino que provoca su destrucción (Nomura, 1963) y causa en cg
pas sensibles lisógenas la inducción del profago (Endo, Kamiya
y Ishizawa, 1963).­

Interfieren también, en algunos casos, con los fagos virulen

por ejemplo, no sólo inhibe la sintesis de
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tos. Jacob, Siminovitch y Vbllman (1952) observaron que la repro­
ducción de éstos es inhibida por la colicina ML,durante los siete
minutos que siguen a la infección. Similares observaciones hizo
Fredericq (1953) con respecto a bacterias infectadas con T2, T6 y
BF-23y tratadas con colicina K.­

Nomura (1963) ha demostrado, sin embargo, que los fagos T4 y
T5 son capaces de multiplicarse en células inhibidas con colicina

E2, y esta colicina no es tampoco capaz de impedir el desarrollo
de T2 o T6 en bacterias ya infectadas (Fredericq, 1953).­

Hayentonces, entre las diversas colicinas, claras diferen-'
cias de comportamiento a pesar de que todas ellas parecen compar­
tir una acción primaria fundamental.­

f.- Resistencia e inmunidad.­
Los extractos de bacterias resistentes a una colicina no son

capaces de neutralizarla (Bordet y Beumer,1948), pues la adquisi
ción de resistencia va ligada a la pérdida de los receptores so­
bre los cuales se adsorbe.­

Estos receptores son especificos para cada colicina, y su
presencia está controlada genéticamente. Las bacterias resisten­
tes que aparecen en cepas sensibles corresponden a mutaciones
ocurridas espontáneamente (Fredericq, 1948) y, en general, resis­
ten sólo a la colicina empleadapara seleccionarlas.­

Este hecho tiene excepciones. Asi se ha observado 1a exis­
tencia de resistencia cruzada entre algunas colicinas, en tal for­
ma que la mutante aislada comoresistente a una de ellas es simul­
táneamente resistente a otras. En algunos casos esto se presenta
con frecuencia, por ejemplo entre las colicinas B, I y V (Frede­
ricq y Gratia, 1960).­

En otros, las resistentes a una colicina son siempreresisten
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tes a 1a acción de otras. Este hecho se ha atribuido a la existen
cia de receptores comunesa todas ellas (Fredericq, 1957) y se ha
empleadopara realizar una clasificación primaria de las colicinas.
En esta forma se han reunido en grupos todas aquellas colicinas

que parecen compartir receptores, aunque en esta forma quedan agru
padas sustancias fácilmente diferenciables por otras de sus carac­
teristicas.­

Nosólo entre colicinas hay resistencia cruzada, sino también
entre éstas y bacteriófagos. Por ejemplo, todas las mutantes re­

sistentes a las colicinas del grupo E (El, E , E3) son simultánea­
mente resistentes al fago BF-23y viceversa (Fredericq, 1949 a).
Un caso semejante entre la colicina K y el fago T6 ha sido publiog
do por Fredericq (1949 b) y este mismoautor ha observado la exis­
tencia, en algunos casos, de resistencia cruzada entre la colicina
B y los fagos T1 y T5 (Fredericq y Gratia, 1960).­

La resistencia y la sensibilidad a una determinadacolicina
son caracteres alélicos y en cruzamientos entre cepas de g. ggli
K-l2 se comportan comomarcadores clásicos en cuanto a transferen­
cia y ligamiento a marcadores conocidos.­

Mapeospreliminares realizados para ubicarlos sobre el cromo­
somade g. 29;; han indicado que el locus de resistencia a las co­
licinas del grupo E se encuentra cercano al gene que controla la

sintesis de Bi (Jenkin y Rowley, 1955). Recientemente Fredericq y
Gratia (1960) estudiando la resistencia a la colicina B, identifi­
caron tres loci distintos ubicados en diferentes zonas del cromo­
soma.­

Existe otro tipo de resistencia, llamado inmunidad, que es el
que presentan las bacterias sensibles cuandoreciben el poder de
producir colicina. Estas bacterias no son afectadas por la colici
na que pueden sintetizar, aunqueretienen todavia los receptores y
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son por lo tanto capaces de adsorberla. Son, sin embargo, sensi­
bles a cualquier otra colicina distinta, aun a las que pertenecen a
su mismogrupo de resistencia (Fredericq, 1957), siendo esto de ut;
lidad para diferenciarlas.­

En cruzamientos, inmunidad y resistencia se comportan comomag
cadores no alélicos,ya que la inmunidad, conferida comoes por la
presencia del factor colicinógeno correspondiente, se manifiesta al
igual que éste comoextracromósomica.­

g.- Relación entre colicings y bacteriófggos.­
Las semejanzas existentes en la adsorción y en las modifica­

ciones producidas en la bacteria sensible por fagos y colicinas, sg
ñalan un real parecido entre ambos.­

Este parecido se hace más pronunciado cuando se considera no
ya al fago en si sino su cubierta proteica, pues los fagos virulen­
tos inactivados con luz ultravioleta se adsorben sobre bacterias
sensibles, inhiben su sintesis de ADNy ARNy las matan sin lisis
de la célula ni producción de fago (Coheny Arbogast, 1950).­

Los fagos atemperados, en estado de profago, confieren a la

bacteria, a1 igual que los factores colicinógenos, la propiedad po­
tencial de una sintesis cuyarealización es letal para la célula.
Ambosle dan, además la inmunidad que la protege del agente cuya
producción controlan.­

Asi comoexisten profagos inducibles, existen factores colici­
nógenos inducibles y los agentes inductores son los mismosen los
dos casos.­

Estas analogías han llevado a postular para bacteriófagos y
factores colicinógenos un origen comúno un parentesco evolutivo y
se ha considerado la resistencia cruzada existente entre determina­
dos fagos y colicinas comoindicio de una relación filogénica entre
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ellos (Fredericq, 1957, 1963).­

h.—Propósito de este trabajo.­
El propósito del presente trabajo fué estudiar:

V
lo
20

La resistencia o algunas colicinas.­
V Las relaciones de resistencia cruzada que ocurren entre

ellas.- o
3°) La extensión de la resistencia cruzada existente entre esas

colicinas y algunos bacteriófagos.­
4°) La localización genética de las mutantes obtenidas.­

Se eligieron las colicinas B, I, V, E2y K para realizarlo,
y se agregó luego la colicina producida por una cepa del grupo
Alcalescens Dispar, por las relaciones que mostró con algunas de
las anteriores.­
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II- MATERIALES Y METODOS

a.- Mediosde cultivo.­

Los medios empleados fueron caldo (Difco) y agar nutritivo
(Difco).
los de los cultivos y para las pruebas de resistencia a colici­

Este último se empleótambién para determinar los titu­

nas.­
Comomedio minimo sintético se usó el de Davis y Mingioli

(1950) con una concentración de glucosa de 5 gr. por litro. Para
la selección de recombinantes se le adicionaron los aminoácidos

necesarios, en una concentración final de 80¡ig/ml, excepto el

triptofano que se usó a 40 ¡lg/ml y la vitamina Bl a 5 ¡ig/ml. La
estreptomicina se utilizó a 150;1g/m1.- ­

Las pruebas de fermentación de azúcares se realizaron en ca­
jas con Endoagar (Difco) para lactosa, y para los otros azúcares
se empleó ese mismomedio básico reemplazando la lactosa por el
azúcar en cuestión.­

Para las siembras en caja se empleó agar blando (caldo o me­
dio minimosintético con 7 gr/l de agar).­

b.- Cepas de bacterias y fagos.­
En los cruzamientos se emplearon las cepas Hfr y F- de g. 997

li K-12que aparecen en la table/l. A partir de ellas se aislaron
las mutantesresistentes estudiadas.
de las Hfr, que pertenecen a distintos tipos, se indican en la fi­
gura l.­

Se emplearon varias cepas productoras de colicina, cuyas prom
piedades y procedencia figuran en la tabla 2. Para cada colicina
se empleó siempre la mismaproductora.­

Los órdenes de transferencia

/a
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FIGURA l

maga genético de Escherichia coli K12

Los simbolos que aparecen en el exterior del círculo represeg
tan a los marcadores conocidos empleados en los cruzamientos, las
flechas indican el origen y sentido úe transferencia de las Hfr
utilizadas en ellos (Tabla l) (Jacob y Wollnan, 1961).­

En la parte interna del círculo se ha representado a aquellos
loci de resistencia a colicinas para los cuales se obtuvo, por lo
menos, una localización aproximada.­

(El significado de las abreviaturas empleadasaparece en 1a
Tablal).­
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manu
Capas de bacterias productoras de colicina

Denominación Caracteristicas ggíáfitïga Remitidas por

g. coli
12-98 me, Str Dr.Balbinder (1)
CA-52 Prototrofioa, 3ta I Dr.Fredericq
12-94 M9, Str v + I Dr.Balbinder (1)

58-161 colE1+ ma, Sts El Dr.Wollman

112Jw colE2+ c.,H;, Sta E2 (2)
112 colK+ c-,H;, Str K Dr.Wollman (1)

Shigella ADO3-8 Prototrófica, Sts(3) 8 (4) Dr.Mbnteverde

E1 significado de las abreviaturas figura en la tabla 1.­

(l) Estas cepas pertenecían al Dr. Fredericq.­
(2) Ver Zwaig et al. (1962).­

(3) A pesar de ser prototrófica, su crecimiento es inhibido por
cisteina o histidina, y en medio minimocon cualquiera de esos
dos aminoácidos crece recién a las 48 horas.­

(4) Ademásde la colicina 8 produce otra de halo muypequeño, que

parece ser la El .­
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c.- Aislamiento de mutantes resistentes.­
A partir de las cepas detalladas en la tabla l se aislaron mg

tantes resistentes a las distintas colicinas, para ello se empleap
ron dos métodos:

1°) La cepa productora de colicina se sembró en estrías sobre
cajas de agar nutritivo, se incubó durante 48 horas, se mataron
las bacterias con vapores de cloroformo y se cubrió la caja con
una capa de la cepa que se queria obtener resistente, en agar blag
do. A las 48 horas de incubación se picaron las colonias resisten
tes aparecidas en el halo (Fredericq, 1957.).­

2°) La cepa productora se sembró en toda la caja, por medio
de una capa de agar blando. Se incubó 48 horas, se mató con clorg
formo, se retiró la capa de agar blando con una varilla estéril, y
tras esterilizar nuevamentecon cloroformo se sembró la cepa sensi
ble igual que en el métodoanterior. Las coloaias resistentes co­
mienzan a aparecer a las 48 horas.­

Para asegurar el origen independiente de las mutantes, se usó
para cada caja un cultivo distinto de la cepa sensible, iniciado
con un pequeño número de células, y se picó sólo una resistente de
cada caja.­

Las colonias aisladas por cualquiera de los dos métodos, se
purificaron por aislamientos sucesivos, se comprobaronsus reque­
rimientos nutritivos y, en los casos necesarios, su calidad de
Hïr. Se controló, además, su resistencia a la colicina empleada
para aislarla y a todas las otras empleadasen el trabajo, al igual
que a los fagos BF-23, T5 y T6.­

Para probar 1a resistencia a esos fagos se colocaron gotas de
lisados de alto titulo sobre cajas de agar nutritivo, se dejaron
secar y se las cubrió cuidadosamente con la cepa a probar en agar
blando. Las cepas sensibles dan un circulo completamente claro
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rodeado de crecimiento normal, en tanto que las resistentes crecen
uniformemente. Este método es más sensible que el de las estrias
cruzadas.­

d.- Cruzamientos.­

Las cepas utilizadas en los cruzamientos se hicieron crecer

con aereación hasta llegar a un titulo aproximadode 2 x lO8 bactg
rias por m1. Se meZClaron, en erlenmeyers de 125 ml, en propor­
ción l Hfr a 20 F-, en un volumen total de 4 ml. Se incubaron a

37° en baño maria. A los 120 minutos se tomaron muestras que,
tras ser diluidas convenientemente, se sembraron en cajas con el
medio minimonecesario para la selección del recombinante buscado.

Los cruzamientos con interrupción se realizaron por el método
de Wollnan y Jacob (1955), en algunos casos se empleó con buenos
resultados el de Nomuraet al. (1962).­

La frecuencia de recombinación para cada recombinante es el
porcentaje de Hïr en la mezcla que dan recombinantes de ese tipo.­

e.- Análisis genético de los recombinantes.­
Los recombinantes seleccionados en los cruzamientos se purifi

caron por pasaje al mismomedio empleado en la selección. Sus ca­
racteristicas nutritivas se probaronpor réplica (Lederbergy Le­
derberg, 1952) en los medios convenientes.­

Se intentó probar también su resistencia a las colicinas por
réplica. Para ello se ensayaron varios procedimientos, tales como
cajas con agar más sobrenadantes de cepas productoras de colicinas
en distintas concentraciones, cajas con colicinas, similares a las
ldescriptas en el aislamiento de resistentes; en ningún caso se ob­
tuvieron resultados satisfactorios, por lo cual fué necesario pro­
bar individualmente cada uno de los recombinantes resuspendiéndo­
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los, después de purificados, en agar blando y vertiendo éste sobre
una colonia (muerta) productora de la colicina.­

La resistencia de los reconbinantes, a los fagos empleados,
se probó por réplica sobre cajas de agar nutritivo, cubiertas con
una suspensión de fago de alto titulo.­
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III - RESULTADOS

A.- Características de las Eutantes resistentes aisladas.­

Se aislaron mutantesresistentes a las distintas colicinas,
de cepas Hfr de distintos tipos y F-. Todas estas mutantes, de
origen espontáneo eindependiente, se estudiaron en cuanto a su
resistencia a las colicinas no empleadasen su selección y a fa­
gos que presentan resistencia cruzada con algunas de ellas.­

Comocon muchafrecuencia se presenta resistencia cruzada,
las mutantes se designaron siguiendo el criterio empleadopor De­
uerec y Fano (1945), en sus estudios de resistencia a fagos. Es
decir que una cepa aislada por su resistencia a la colicina V y
simultáneamente resistente a I figura como--/V,I. Y una cepa
aislada por su resistencia a I que resulta resistente también a V
es denominada--/I,V.

a.- Seleccionicon colicina E2.

Se aislaron 74 colonias resistentes a partir de distintas
Hïr y F-. Todas ellas, ademásde ser resistentes a la colicina

E2, resisten a la El y al fago ÉF-23. No se obtuvo ninguna colo­
nia de otro tipo. Todas crecen normalmente, las que provienen de
Hfr se comportan tan eficientemente comolas originales y son muy
estables conrespecto a sus caracteristicas de resistencia.

b.- Selección con colicina K.­

Tanto en los halos comoen las cajas con colicina, las nuta.­
tes resistentes a esta colicina aparecen en muypequeño número.
Se obtuvieron 50 colonias, separables en tres tipos:
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27 colonias resistentes a K

14 colonias resistentes a K y E2 (en 9 no se probó resis­
tencia a El)

9 colonias resistentes a K, E2 y E1

Todas estas colonias son sensibles a T6 y BF-23.­

Las cepas K? son normales en crecimiento y eficiencia como

Bïr. Las (K,E2)r y (K,E2,El)r, por el contrario, crecen muymal y
deben ser reaisladas con frecuencia pues después de algunos repi­
ques son sobrepasadas por bacterias sensibles que crecen normalmen
te. Las Hfr de estos tipos se comportan, además, comomalas do­
nantes, aunque las F- correspondientes son buenas receptoras.­

c.- Selección con colicing_g.­
Entre las cepas productoras de colicina con que se cuenta en

este laboratorio, hay una gentilmente proporcionada por el Dr. J.
J. Monteverde, de la Facultad de Agronomiay Veterinaria. Esta
cepa, perteneciente al grupo Alcalescens-Dispar (ADO3),lleva el
número8 de nuestra colección. A pesar de no habersela incluido

primitivamente entre las cepas a estudiar, se la empleósistemáti
camenteen las pruebas de las mutantes resistentes aisladas, para
comparación.­

Se observó asi que produce una colicina que en agar nutriti­
vo da un halo muyneto y claro, sin mutantes casi, de 1 a 1,5 cm.

de diámetro tras 24 horas de incubación. Aunqueno se la ha ideg

tificado, es distinta a las que se estudian aqui: B,I,V,E1,E2 y K.
A esta colicina se la denominóprovisoriamente 8, y se la

incluyó en este trabajo porque se observó que la mayoria de las
mutantes resistentes a ella, lo son simultáneamenteal fago T6.­

Se aislaron 25 cepas resistentes, de las cuales:
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23 son resistentes a la colicina 8 y al fago T6

2 son resistentes a las colicinas 8 y El, y sensibles a la
colicina E2 y a los fagos T6 y BF-23.­

Las 23 cepas (8,T6)r dan con la productora un halo muypeque­
ño que comose indicó en la tabla 2, se atribuye a que la cepa prg

duce otra colicina. Esa colicina podria ser la El, pues las cg
pas (8,El)r no lo presentan.­

La resistencia cruzada entre 8 y T6, se observa también en
las colonias aisladas por su resistencia a T6. De lO cepas ds
éstas, aisladas por la Dra. Nagel de Zwaig, todas son resistentes
a 8.­

Ambostipos de resistentes son estables y de crecimiento nor­
malo­

d.- Selección con colicina V.­
En el curso de este trabajo se observó que la cepa empleada

comoproductora de colicina V, producía un pequeño halo sobre algg
nas de las mutantes aisladas comoresistentes a V. Se advirtió

luego que las cepas que se comportabanasi eran sensibles a la co­
licina I, en tanto que aquellasque ademásde resistir a V, resis­
tian a I, no lo presentaban.­

Esto sugería que la cepa colicinógena era productora de ambas
colicinas, quedando la I enmascada por el halo muchomayor de la V.

Para comprobarlo se aprovechó el hecho de que la colicina I
es termosensible, siendo, a diferencia de la V, destruida por media
hora de calentamiento a 60°.­

Se sometieron a este tratamiento cajas sembradas con la pro­
ductora e incubadas 48 horas, y se observó que en estas condiciones
el halo pequeño desaparecia y ambas indicadoras se mostraban complg
tamente resistentes. Sometidala cepa a la acción de la luz ultra­

I

gra
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violeta, ambien era el comportamientode dicho halo semejante al
debido a la colicina I, pues comoel de ésta, que es inducible,
aumentaba mucho de tamaño.­

Es evidente, por lo tanto, que la cepa E. 29;; 12-94 produce
ademásde la colicina V, una colicina cuyas caracteristicas son
tan semejantes a las de I, que puede identificársela con ésta.­

Se obtuvieron con facilidad 81 colonias resistentes, pues
las mutantes aparecen con frecuencia.­

De ellas, 44 son resistentes sólo a V, 34 resisten simultá­
neamente a V e I y 3 lo hacen a V, I y B.­

En varias de estas cepas no se probó la resistencia a 8, y
las que se probaron eran sensibles, pero de las tres resistentes a
V, I y B, la que se conservó para su estudio genético resultó ser,
cuando se probó, resistente también a 8 y al fago T1. Ninguna de
las mutantes presentaba relación con los otros fagos probados.­

Todas crecian y se conportaban normalmente , excepto las
(V,I,B)r que aunque crecian con bastante dificultad, eran muybue­
nas Hfr y extremadamenteestables en sus caracteristicas de resis­
tencia.­

e.- Selección con colicina I,­
Se aislaron 17 cepas resistentes, 14 de las cuales son resis­

tentes a I y V, y las otras 3 lo son únicamente a I, pero producen
con V un halo menor y de bordes poco netos.­

Las caracteristicas de todas son completamentenormales.­

f.- Selección con la colicina B.­
Las resistentes a la colicina B aparecen con relativa frecueg

cia; se han aislado 68 que corresponden por lo menosa tres tipos
diferentes:
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33 resisten sólo a B
28 resisten a B y parcialmente a I y 8
7 resisten a B,I y V (No se probaron con 8)

No se advirtió relación con ninguno de los fagos probados, pg
ro es necesario destacar que la mayorparte de las colonias fueron
aisladas de cepas que eran resistentes a T5 (Tabla l).­

B.- Localización genética de algunas de las mutaciones obtenidas.­

Delas mutantes descriptas en el punto anterior se seleccio­
naron algunas correspondientes a los distintos tipos, para intentar
su localización genética.- '

Comola localización de un marcador se ve enormementefacili­

tada cuandopuede seleccionárselo directamente, se trató de hacer­
lo con estos. Se tomó en cuenta el hecho de que son caracteres
que se manifiestan comorecesivos (Gratis, 1963), razón por la
cual no puede hacerse actuar la colicina hasta no completarse la
segregación.­

Se probó la eficiencia selectiva de sobrenadantes de las ce­
pas colicinógenas, irradiadas o no, mezclados, en variadas concen­
traciones con agar. Sin embargo, no se obtuvo una buena selección
pues en la mayoria de los casos se observó un marcado crecimiento
residual de la cepa sensible. Esto impidió el empleo del método
en forma general y sólo se empleó en algunos casos para confirmar
localizaciones ya realizadas.­

Por lo tanto,se recurrió a cruzamientosentre Hïr resisten­
tes y F- sensibles o el recíproco. Se seleccionaron por separado
todos los recombinantes posibles y se estudió en ellos el liga­
miento de marcadores no seleccionados, inclusive el de resistencia
En muchoscasos esto permite una localización preliminar del mar­



cador, que puede ser mejorada utilizando cepas Hïr que transfieran

la región en que está situado, en los primeros minutos de la conjg
gación. (Jacob y Wollman, 1961).­

Disponiendo de la Hïr apropiada, se trató de determinar el
momentode entrada del locus de resistencia, refiriéndolo al de un
nmrcador seleccionable, de entrada previa y cercana a la del estup
diodo.­

Cuandono se contó con cepas convenientes, se realizaron "cr!
zamientos de tres puntos", seleccionando un recombinante correspog
diente a un marcador de la Hïr transferido después de la mutación
de resistencia. Evitadas asilas distorsiones debidas al gradiente
de transferencia, se estudiaron en estos recombinantes las combi­
naciones producidas entre la mutación y otros dos marcadores cer­
canos a ella y estrechamente ligados entre si. La clase minorita­
ria, correspondiente a los dobles cross-over, permite determinar
el orden relativo de los tres genes considerados (Alfbldi, Stent y
Clowes, 1962).­

Con los mismos datos puede estimarse en valores numéricos las
distancias entre ellos, pero debido a la existencia de alta inter­
ferencia negativa (Cavalli-Sforza y Jinks, 1956), estos valores cg
recen de precisión y deben tomarse sólo comoaproximaciones.­

Siempre que se trabajó con cepas que presentaban resistencia
simultánea a más de una colicina o a colicinas y fagos, la resis­
tencia de los recombinantes se probó a todos ellos, para detectar
posibles segregaciones y descartar, ademas, la posibilidad de que
la mutante no sea de un solo paso.­

a.- Resistencia a E2,g1 1 fggo BF-21.­
Contandocon cepas Hïr y F- resistentes, se realizaron varios

cruzamientos, seleccionando recombinantes y estudiando en ellosla
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aparición de los otros marcadores de la Hfr, no empleados en la
selección, incluido el de resistencia.­

Los resultados figuran en la tabla 3.­

La evidente proximidad entre Arg y (E2,E1,BF-23)r, indicada
por el cruzamiento en el que se empleó la HïrP4x, es confirmada
por las otras dos Hïr utilizadas que, a pesar de tener órdenes de
transferencia muydistintos, tienen origen en la zona entre TLy
Arg. Conla Hfr H, el marcador de resistencia aparece ligado al
último marcador, y con la Hïr P10, con el primero. Luego el lo­
cus se encuentra a la izquierda del punto de origen de la Hïr H,
sin que pueda precisarse a que lado de Arg.­

El cruzamiento recíproco, realizado entre la Hïr P10 sensi­

ble y la F- PA 309/É2,El,BF-23, es absolutamente simétrico, mos­
trando un ligamiento de (E ,E1,BF-23)s a Arg+ del 100 fi. También
por selección directa del marcadorde resistencia, se obtiene
igual ligamiento entre ellos.­

Para mejorar la localización de la mutación, se realizaron
cruzamientos entre la Hfr P10 resistente por F- sensible, inte­
rrumpiendo mecánicamentela conjugación a distintos tiempos y se­
leccionando los recombinantes Arg+T+L+. En estos recombinantes
se siguió la aparición del marcadorde resistencia con respecto al
tiempo. La entrada de Argf se produce a los 9 minutos. Se probap
ron lOOcolonias de cada uno de los siguientes tiempos: 9, ll, 13
y 15 minutos, en todos ellos aparece el marcador de resistencia en
un porcentaje que varia entre 94 y 100. Con los recombinantes
Arngtr, a los 10,11 y 15 minutos, ocurre lo mismo.­

En cruzamientos semejantes a los anteriores, con la HÏrP4x
resistente, y selección, tras la interrupción, de los recombinan»
tes TfL+Strpudoconstatarse que la aparición de resistencia en
ellos, va siempre unida a la de Arg+.­



TABLA

Porcentaedemarcadoresnoseleccionadosgnlosreconbinantesdecruzanientos

EntrevariasHfrresistqntesaEn,EngF-3XÍF-sensibles.­

¿1

HfrP4x/EEBF-23HfrH/EBF-23HfrPlO

Marcador2'l,2,E1EerlBF-3

no++r+r+r+r++r+r+r

seleccionadoTLStArg-StHStTrStTLStATSStATSSt

T+L+-4o3o50-70_­ Arg?“17.5-35450 ---­

(E,E1,IEL23r2092,532,542,5o_100100

H+'o25-42,57,532,57.5
Tr?oo15-154oo
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Frecuenciadereconbinacióndelosreconbinantesseleccionados(f)

122,40,070,07360,0527

SeutilizólamismaFsensibleenlostrescruzanientos:PA309.Losórdenes

detransferenciadelascepasHïrsedanenlafigura1.Seanalizaron50colo­ niasdecadareconbinante.­
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Es decir que no se advierte una separación entre ambosmarcap

dores producida por la interrupción y si bien no puede descartarse
que el locus de resistencia esté situado antes que el de Arg, es
indudable que está muypróximo a él.­

Cono el marcador M7de la cepa Hïr4x está estrechamente liga­

do a Arg, se cruzó esta cepa, resistente, con la F- PA309y se se­
leccionaron 312 recombinantes H+Sr. En ellos se estudió la distri

bución de los alelos no seleccionados Arg+, M7y (E2,E1,BF-23)r de
la Hïr y los correspondientes de la F-, con los resultados que apg
recen en la tabla 4.­

TABLA 4

Cruzamiento HÏrP4xE2¿_ ¡BF-23 por F- PA309

Distribución de los marcadores gp seleccionados Arg. (En,gá,BF-2}z
y M, en los reconbinantes H+ Str

marcador
Clase Númerode Percentaje

Arg (E2,E1,BF-23) M colonias por clase

1 Ï la. g 1,6

2 Ï Z Í 3; 12,5

3 : Í. : '2' o,¿

Parentales : g 1; lgÏ 85,3



-27­

La diferencia en el número de colonias entre ambosrecombi­

nantes de una misma clase, se debe probablemente a que uno de ellos
necesita fuera de la región considerada, un crossing over más que
el otro para ser integrado.­

De estos datos, considerando la clase minoritaria comoprodug
to de doble crossing over, el orden de los tres marcadores seria:

Arg (E2,E1,BF-23) M
los dos primeros muycercanos.­

Sin embargo, comoel número de recombinantes de los tipos l y
3 es muy pequeño, se trató de comprobar ese orden en forma más di­
recta.­

Si en un cruzamiento análogo al anterior, se selecciona
Arng#Str, se están seleccionando recombinantes que han sufrido un
crossing over entre Arg y M. Si el marcador de resistencia se en­
cuentra ubicado entre ellos, debe observarse mayor segregación del
carácter en este recombinante que en el recombinante ArngFStr,
donde no ha habido crossing over entre ambos. Si, por el contrap
rio, el locus investigado está antes que Arg, no habrá diferencia
en el porcentaje de colonias resistentes entre ambostipos de re­
conbinantes.—

En 165 colonias ArgÏMÏStrse encontraron 3 sensibles (1,8%),
en tanto que entre 207 colonias Arng+Str aparecieron 29 (14%).
Enla tabla 5 se da la significación estadistica de estos datos.
(Bancroft ,196w).­
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TABLA 2

s
Si ificación de 1a diferencia en el orcenta e de E ,El,BF-232+ r

entre los recombinantes ArgÏMÏStr y Arg MÏSt

Recombinante (E2,E1,BF-23)s (E2,E1,BF-23)r Totam. (E ¿13,639-23?

“¿+1531? 3 162 165 1, 8 2

Arg+M+Str 29 178 207 14. o I

Promedio

Totales 32 34o 372 ¡1‘9/' 2,6

Desviación relativa: 0,14 - 0,018 a 4 2I

94979 X 0.921.+0.079 X 0L921
165 207

para esta desviación relativa es P: 0,00006, luego la diferencia
es altamente significativa.­

Esto da para los tres marcadores un orden y unas distancias
relativas de:

Arg ........ _—(E2,El,BF-23) M
14% 86%

En ninguno de los recombinantes probados se observó segrega­

ción en el comportamiento frente a E2,E1, y BF-23 .­

b.- Resistencia a K, E2 I_Ql .­
Comolas mutantes de este tipo, obtenidas a partir de cepas

HÏr, se comportaban comomuy malas donantes, se empleó en los org

zamientos una cepa F-PA309/K,E2,E1. La constitución genética de
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los reconbinantes obtenidos al cruzarla con la Hïr H sensible fi­
gura en la tabla 6.­

TABLLQ

Porcentaje de marcadores no seleccionados en reconbinentes

del cruzaniento Hïr H x F- PA309/K,Ez,E1

smarcador no % de marcadores no seleccionados en los recoubinante

seleccionado T+LÏStr TrfStr H+Str ArgÏStr

T+L+ --— 78 68 95

Tr+ 2o ——- 68 84

(K,E2,El)s 28 90 7o 90
+ 10 --- 33

Arg+ o o o --­

Frecuencia de reconbinación de los reconb. selec. (%)
41 3,8 0,2 0,03

Se analizaron 50 colonias de cada tipo.­

Estos datos indican una relación entre el locus de Tr y el de
resistencia. En un cruzaniento posterior se empleó 1a Hfr ATIIIA
sensible, con la mismaF- resistente, y se interrumpió la conjuga­
ción a varios tiempos, seleccionándose los reconbinantes H+Str y
Tr+Str°

En estos últimos se estudió la aparición de los marcadores

Ga1+, Lacf, y (K,E2,E1)s correspondientes a la Hfr. En la figura
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2 se ven los resultados de este experimento: HÏentra a los 9 ming
tos y Tr+ a los 33.­

FIGÜRA 2

Mementode entrada de algggos marcadoresz en el cruzamiento

HfrATIm x mpggngl

1

S_

€

¡Prom/ntzH‘St’úIo‘)-mas?“mi}

Ne O

recopbinantes de cada ti
'v.,:
¿í rw“

Se probaron entre 100 y 2004
“a.É

En estos recombinantes Tr+Strse observó la entrada de Gal+

a los 38 minutos, que coincide con el de (K,E2,El)S fines todas
las colonias Gal+eran sensibles a las tres colicinas.­

Este estrecho liganiento entre Gal+y (K,E2,El) se confir­
móen cruzanientos entre 1a Hïr H sensible y la F- resistente en
los cuales se probaron 240 reconbinantes Ga1ÏStr, seleccionados
directamente, sin que pudiera observarse segregación entre los
dos marcadores.- .
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c.- Resistencia a K.­

Se cruzó una cepa HfrP4x, resistente únicamente a 1a colici­
no K, con diferentes cepas F- sensibles y se seleccionaron los
recombinantes que figuran en la tabla 7.­

TABLA

Cruzamientos entre HÏrP4x/K y las F- 25309 ó PA360sensibles

fl de marcadores no seleccionados en recombinantes de
marcador

no HÏrP4x/K x F- PA309 HïrP4x/K x F- PA360
Seleccionado

T+L+Str Arg+Str H+Str TrfStr SG+Str

ff --- 75 55 32.5 39
Arg+ 22,5 -_- 25 22,5 32,5

H+ o o ——- 37,5 32,5

Tr? o o 15 -- -­
Kr o o o 2,5 o

Frecuencia de recombinación de los recomb.selec. (%)
13 2,6 0,14 0,04 0,06

Se probaron 80 colonias de cada recombinante.­

Se ve también alli el ligamiento de marcadores no seleccio­
nados.­

Es necesario aclarar que como E. 92;; K-l2 tiene un solo
cromosoma,le palabra ligcmiento no se emplea aquí en el sentido
estricto que tiene en otros organismos. Aunquetodos los genes
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de dicha bacteria pertenecen al mismogrupo de ligamiento, las cg
racteristicas de la conjugación sexual, y otros sistemas de recog
binación, hacen que se enpleé con el sentido de proximidad. Asi,
se dice que dos genes están estrechamente ligados cuando están
muypróximos y se dice que no presentan liganiento cuando se
hallan muydistantes.-l

En este caso (Tabla 7) la falta de liganiento del marcador
de resistencia con cualquiera de los seleccionados, podria indicar
una localización.cercana al locus que controla la resistencia a
St, pues en esos reconbinantes la región de St siempre proviene de
la F-.­

Para investigarlo se seleccionaron 312 reconbinantes SG+M+
provenientes de un cruzaniento HfrP4x/K por F- PA 360. De ellos
152 eran Sts (48,7%) y de estos 39 eran K? (26%). Entre las 160
colonias Str restantes sólo 2 eran Kr (1,3%).­

Muchasde las colonias SteKs producían halo turbio con la co­
licina K, pues contenían bacterias Sts KF, en cantidad no explica­
ble por mutación.­

Parece pues qué, a pesar del bajo ligauiento absoluto exis­
tente entre St8 y Er, hay una cierta proximidad entre ambos.­

d.- Resistencia a la colicina 8 I al fggo T6.­

Se trabajó con una cepa Hfr H/B,T6, que se cruzó con la F­
PA309 sensible. En la tabla 8 aparece el análisis genético de
los reconbinantes ,_
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TABLA 8

Cruzamiento Hïr H/8,T6 por F- PA309

fi de marcadores no seleccionados en los recombinantesmarcador
no

seleccionado T+L+Str Tr+Str H+Str

TE" -—- 58 62

(8,T6)r 6 56 32
Tr+ 2 -.._ 41

3+ 2 12 _...

Arg_ 2 4 13

Frecuencia de recombinación de los recombinantes selec.
50 1,7

Se analizaron 50 recombinantes de cada tipo.­

Estos datos dan comoubicación probable lo zona entre T L y
Tr pero muestran, al mismotiempo, varias anomalías. La frecuen­
cia de recombinación de Tr+Str es desusadamente baja con respecto
a la de T+L+Str, y en estos últimos recombinantes, el marcador no

seleccionado Tr+ aparece también con valores menores que los nor­
males.- J­

Se realizó un cruzamiento entre 1a mismaHfr anterior y la
F- PA 303. Se interrumpió la conjugación en momentosdetermina­
dos y se seleccionaron, en estas muestras, los recombinantes
T+LÏStr y ProfStr.- En estos últimos se estudió la aparición de
los marcadores no seleccionados (8,1126)ry Gal+ (Figura 3).­
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FIGURA 1

momentode entrada de 3152205 mercaderesl en el cruzamiento
Hfr H/8,T6 x PA 303
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Conopuede verse en dicha figura entre los 9 y 10 minutos
comienzan a aparecer los reconbinantes T+L+Stry a los 14 minu­
tos los Pro+Str . Entre estos, las primeras colonias (8,T6)r
aparecen a los 16 minutos y las Gal+ a los 24 minutos. A pesar
de ser transferido más tarde, este marcador aumenta muchomás rá
pidamente que (8,T6)r y a los 60 minutos aparece en un porcentap
je mayor que el otro, comosi hubiera una mala integración del
marcadorde resistencia.­
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Conola cepa F- empleada en el cruzaniento anterior es Lao+

no pudo estudiarse su relación con el locus de (8,T6), que debe­
ria estar muypróximo a él.­

Para hacerlo, se realizó un cruzaniento entre la Hïr Hre­
sistente y la F- PA309, se seleccionaron 312 reconbinantes Tr+
Str y se estudió en ellos la distribución de los marcadores no
seleccionados Lac, (8,T6) y Gal (Tabla 9).­

TABLA 2

Cruzaniento Hfr H/B,T6 por F- PA 309

Distribución de los marcadores no seleccionados Laol S8¡T62z Gal
en los reconbinantes Tr+Str

Clase marcador Númerode Porcentaje
Lao (B’TG) Gal colonias por clase

1 Í : 23, 8'7

2 : z : ii 1m

3 Í :1 g 4,3

Parentales : Z : 133 69,7

Sobre la diferencia en el número de colonias entre ambosre­
conbinantes de la mismaclase, ver la nota de la tabla 4.­

Comose ve en la tabla 9, donde aparecen los resultados de
ese experimento, la clase minoritaria determina a:
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Lac --—-----(8,!6) ———————————--Gal

comoorden relativo de los tres marcadores.­

e.- Resistencia a la colioigg_l.­
La ubicación del gene que da resistencia únicamente a la coli

cina I, se estudió cruzando una cepa Hfr HJÏ con una F- PA309, con
los resultados que figuran en la tabla 10.­

Debido a la transferencia ordenada de marcadores que caracte­
riza a las cepas Hïr, y al coeficiente de integración constante de
los marcadorestransferidos, un carácter cuya entrada es anterior
a la de otro, se encuentra en recombinantes de este último en una
proporción cercana al 50%,cualquiera sea la distancia que los se­o­

TABLA lO

QEBEEElspto Hfr H/ï por F- PA309 ó PA360

Mhrcador % de marcadores no seleccionados en recombinantes de
.no

Seleccionado Hfr H/ï x PA3°9 HÏrH/ï X PA360

TÏLÏStr TrfStr HÏStr Arg+Str SG+Str

TÏL+ -- 78 73 63 65
Tr+ 33 --— 68 65 42

H+ 23 -- 27.5 33
Ir 5 13 55 35 3a

Arg... 0 0 0 -—— o

Frecuencia de recombinación de los recom.seleccionados

44 12 2,8 0,07 0,8

Se probaron 80 colonias de cada tipo.­
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Por lo tanto, el 55%de ligamiento encontrado (Tabla 10)
entre H+Stry Ir puede significar simplementeque la resistencia
es transferida antes que el locus de H en la Hïr empleada, Pe­
ro si, por el contrario, aquel se encuentra ubicado deepués de
H, ese resultado indica que ambosestán próximos.­

Para decidir entre ambasposibilidades, se obtuvo un recomp
binante F- T'L-HÏSG-Arg+IrStr, de un cruzamiento entre la Hïr
H/I y la F- PA360. Este reconbinante se cruzó con la Hïr ATIIIA
sensible y se seleccionaron los recombinantes HfStr(proximal) y
SG+Str(distal) en esa Hïr. (Figura l).­

Ninguno de los recombinantes HTStr recibió la Ia de la cepa
Hfr, y de los recombinantes SG+Str sólo la recibió el 15%.­

El marcadorde resistencia a I está situado, entonces, a la
izquierda de H, entre el origen de la Hfr ATIIIA y el locus de
SG.­

f.- Resistencia a la colicing_l.­
Se emplearon dos cepas, Hïr H y Hïr P10, correspondientes a

órdenes de transferencia (Figura l) muydistintos, pero ambasre
sistentes únicamentea la colicina V. En la tabla ll aparecen
los resultados de su cruzamiento con dos F- sensibles.­

Se advierte en ella que: con la Hïr H, cuyo orden de trans­
ferencia es TL-—-Tr---Hé-SG—--Arg , únicamente el marcador SG
muestra neto ligamiento con la resistencia a V. En cambio, con
la Hfr P10, de orden Arg--—SG—--H---Tr,el marcador de resisten­
cia aparece con altos valores no sólo en SG+Str, sino también en
H+Str y Tr+Str, lo cual indica que en esa Hfr el locus V es
transferido antes que ellos.­

Además, el ligamiento de 95% entre SG+y Vr, observado con
esta cepa y el de 63%entre los mismos marcadores, cuando se usa



TABLAll

Porcentajedemarcadoresnoseleccionadosenrcconbinantesdecruzazicntos

entreHfrresistentesaVporF-sensibles

HfrHV

Marcador/ HÏrPIO/V

noxPA309xPA360xPA309xPA360

seleccionado

T+L+StrTr+StrH+StrArg+StrSG+StrArg+T+L+H+T+L+Tr+T+L+H+StrSG+Str

T+L+--87756058-—____-_-_ Tr33-6330-1825---_­

Seprobaronentre50yc0coloniasdecadarecowbinante.­

.35.
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la otra HIr de sentido contrario, demuestra que ambos están muy
ligados y señala comoubicación más probable del locus de V la
región entre SGy St.­

g.- Resistencia a las colicingg V e I.­
Los cruzamientos realizados, en los cuales se emplearon va­

rias Hïr de órdenes distintos, dieron los resultados que aparecen
en la tabla 12.­

Se observa alli, que tanto con la Hïr H, que transfiere sus
marcadores en el orden TIp-Tr---H--SG---Arg, comocon la Hfr
P10, que lo hace Arg---SG---Hé--Tr , el marcador de resistencia
(V,I) aparece en un porcentaje mayor del 50%en los recombinantes
H+Str .­

Es, además, evidente que cuando el marcador SG es transferi­
do después de H (con la Hfr H), el porcentaje de resistencia en
aquel (64%) es mayor que en éste (50%). y a la inversa cuando se

transfiere antes (con 1a Hfr P10, 35%y 77%respectivamente).­
Estos datos indican para el locus (V,I) una ubicación entre

SGe H. Para confirmarlo se realizaron cruzamientos con tres ce­

pas Hfr ATIIIA/V,I, pues esa Hïr tiene su origen en esa zona.
(Tabla 13).­

En esta cepa el ligamiento entre H+y (V,I)r se ha roto, y
sólo se advierte aparición del marcador de resistencia, cuando se
selecciona el carácter SG+que es distal en esa Hfr. Es evidente
entonces, que el locus (V,I) se encuentra entre SGy el final del
cromosomade la Hfr AT IIIA, y probablemente muy próximo a éste,
dado el bajo porcentaje con que aparece en los recombinantes
SG+Str.­



TABLA12

Porcentajedemarcadoresnoseleccionadosenreconbinantesdecruzanientoa

_

gptreHfrresistggjesaVeIgyF-qusiblee

marcadorHfrH/V,IHïrPlO/V,I

no

seleccionadoxF’PA309xPA360xPA309xPA360

r+r+++

TÏL*StrTr+StH_StArg+StrSG+StrArg+T+L+HT_LhTrÏTÏLÍSGÏStrH‘ÏStr

TL-75756052-—--—---_ Tr_33-5550-2033---__-­
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TABLA 13

Cruzamientos Hïr ATIIIA¿!¡I por F- sensible

marcador % de marcadores no seleccionados en recombinantes de
no

seleccionado‘ x F“ PA3°9 X F- PA360
+

H Str Tr+Str T+L+Str Arg‘ÏStr SGÍStr

H+ --- 63 53 55 39

Tr+ 20 --— 63 50 --_
+ +

T L O 7 --- 33 51

ArgÏ' o o o ..- 43

(V,I)r O O 2 5 17

Frecuencia de recombinación de los recom.seleccionados

20 6,4 0,6 0,03 0,05

Los datos son promedios de los obtenidos en cruzamientos con
tres Hfr aisladas independientemente. Se analizaron 40 colonias
de cada recombinante en cada cruzamiento.­

h.- Resistencia a las colicinas V,I¡Bl I 8.­
De las pocas cepas de este tipo que se aislaron, todas corres­

pondientes a la Hfr H, se conservó la de mejor comportamiento como
donante. Conella se realizaron dos cruzamientos preliminares,
cuyosresultados figuran en la tabla 14.­
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TABLA 14

Cruzanientos Hïr H/V,I,B,8 por F- Sensible

Marcador % de marcadores no selec.en reconb. de HÏrH/V,I,B,8
no

seleccionado x F'PA3O9 x F- PA350

T+L+Str TrÏStr H+Str Arg+Str SG+Str

T+L+ --- 68 72 50 52

Tr? 8 --- 68 25 -..­
H+ o 15 —-_ 10 33

Argf o o o —-- o

( VvI 1B, 8 )r 0 0 0 O o

Frecuencia de reconbinación de los recomb.seleccionados

38 8,3 2,3 0,02 0,4

Se analizaron 100 recoubinantes de cada tipo.­
La falta de liganiento que se observa, podria deberse a pro­

ximidad del carácter de resistencia con el locus de St, pues en
todos los recombinantes seleccionados esa zona proviene de la
F- (Str), que es sensible a las colicinas.­

Conola Hfr H es prácticamente prototrófica (Tabla l), no es
posible contraseleccionarla con ninguna deficiencia nutritiva; se
utilizó su sensibilidad al efecto inhibitorio de la valina (Man­
ten y Rowley, 1953).­

Estos autores demostraron que muchas cepas de E. coli, entre
las cuales se cuenta K 12, no crecen en presencia del aninoácido
valina. Observaron ademas que hay mutaciones de resistencia a
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ese efecto y napearon una de ellas en la zona de TL.­

Se aisló una mutante espontánea, resistente a valina, de la
cepa F- PA309y se la cruzó con la Hfr H resistente, con los resul
tados que aparecen en la tabla 15.­

TABLA 15

Cruzamiento Hfr H/V,I,B,8 por F- PA309Valr

d V l _ Imarcador no % e marcadores no selecc1onados en los reconbinantes

seleccionado Tr+Str Tr+v81r H+Str H+Valr Arg+5tr Arg+valr

Tr‘Ï --- --— 55 23 23 23

H+ 13 8 -—- --- 35 3o

StS --- 3 --- 3 --- 30
ValB 8 --- 3o --- 43 --_
Arg+ 0 o 0 0 -__ --­

(v,I,B,8)r 0 0 o 0 o 0

Frecuencia de reconbinación de los recoub.se1ec.(%)
0,5 1,8 0,63 0,33 0,03 0,04

Se probaron 80 colonias de cada reconbinante. No se seleccig

nó el reconbinante T+L+Str porque la cepa F- empleada es T+L+.f
Aunqueno se observó ningún liganiento entre Sts y (V,I,B,8)r

pudo advertirse que en algunos recoubinantes Arg+Va1raparecían
abundantes colonias resistentes en los halos producidos con las cg
licinas.­

Conoesto no ocurría con los recoubinantes Arg+Str, se selec­
cionaron 100 recombinantes Arg+Valr, de un cruzaniento análogo al
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anterior. Se observó al probar su resistencia, que aunque todos
producían halo con las colicinas, muchosde estos halos (30%) nos
traban numerosascolonias resistentes.­

El númerode dichas colonias variaba en los distintos recom­

binantes, pero era constante con las cuatro colicinas para un re­
conbinante dado.­

Se estudiaron esas colonias picándolas de los halos y se
observó qué, ademásde ser resistentes a las cuatro colicinas, en
la mayoría de los casos correspondían al genotipo Tr+HÏStS, que
con frecuencia no era el que presentaba el recoubinante del que
provenían.­

Es probable pues, que el factor que dificulta la localización
de este locus, sea una integración deficiente y tardía en el cro­
mosomade la F-.

Paralelamente, es interesante observar que la mutación Valr
obtenida, no napea en la región de TL, (Jacob y Wollnan, 1961),
sino cercana a H, comose deduce de su liganiento a otros marcado­
res y de la disminución de los reconbinantes H+Valrconrespecto a
los H+Str (Tabla 15).­

i.- Relaciónïgntre los tres loci de resistencia a la colicina V.­
Nopudiendo determinar la ubicación del locus que da resis­

tencia a las colicinas V,I,B, y 8, se decidió estudiar su posible
coincidencia con algunos de los otros dos, vr y (V,I)r ya ubicados

Para ello se realizaron cruzauientos en los cuales ambasce­
pas eran resistentes a V, pero de diferente tipo y se selecciona­
ron los reconbinantes apropiados para observar reconbinación
entre los loci correspondientes.­

Alelisno entre V z SV, 2.
Cruzaniento Hfr Pio/v x F- PA 360/V,I.—
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Se seleccionaron los recombinantes HfStr, de 100 de los cua­
les se probó su resistencia a las colicinas V e I. Deellos:

31 eran resistentes a V e I (locus (V,I))
28 eran resistentes a Vy sensibles a I (locus V)
4l eran sensibles a V e I

Siendo ambascepas resistentes a V, estas 41 colonias provig
nen de la recombinación entre ambosloci.­

Alelisno entre (V,I,B,8) y (VLI).
Cruzamiento Hfr H/V,I,B,8 por F- PA 360/V,I.­
Se seleccionaron los recombinantes H+Stïde 100 de los cuales

se probó su resistencia a las colicinas V,I,B y 8. Eran:
50 resistentes a V e I y sensibles a B y 8 (locus

(V,I)).
50 sensibles a V,I,B y 8

Estos últimos se deben a recombinación entre ambosloci, lo
cual demuestra que las mutaciones (V,I) y (V,I,B,8) no son aléli­
08.3o­

Alelismo entre (V,I,B,8) y V.
Cruzamiento Hfr H/V,I,B,8 por F- PA 360/V.
Se seleccionaron los recombinantes SG+Stry se probó la re­

sistenciade 100 de ellos a las colicinas V,I,B y 8. Eran:
67 resistentes a V y sensibles a I,B y 8 (locus V)
33 sensibles a V,I,B y 8

La aparición de estos últimos recombinantes demuestra que
ambasmutaciones no son alélicas.­

j.- Resistencia a la colicina B.­
Las cepas aisladas de este tipo provenían de 1a Hfr P10,que

es resistente al fago T5 (Tabla 1) pero sensible, aunque en menor
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grado, a la colicina B. Se cruzó una, completamenteresistente a
B, con la F- PA 309 sensible y se seleccionaron los recombinantes
Arg+Str, H+Str y Tr+Str. Se probaron 50 colonias de cada uno de
ellos sin encontrar ningunaresistencia a B.­

Para eliminar la posibilidad de que el locus se encontrara
proíimo a StS y por eso no apareciera, se cambió la F- por una dg
rivada de ella, pero TÏLÏ. Comola Hfr P10 es T’L’, se seleccio­
naron los recombinantes Arg+T+LÏ, H+T+L+y Tr+T+L+, sin encontrar,
tampoco ninguna colonia resistente a pesar de que muchos de esos
recombinantes eran Ste.­

Estos resultados indicarian una localización en el extremo

distal del cromosomade la Hfr P10, es decir en la región de TL.
Usando una F- PA309resistente a B, y cruzándola con la Hïr H
sensible, se comprobóesa localización comopuede verse en la ta­
bla 16.­

TABLA 16

Cruzamiento Hïr por F- PAjog/B

de marcadores n selecci ados rec b' smarcador no % ° On en OE lnante

selecc1onado T+L+Str Tr+Str H+Str Arg+Str

T+L+ __- 88 80 78

BS 78 75 73 83

Tr+ 25 -—- 80 65

H+ 5 2o -—— 45

Arg+ o o o -—­

Frecuencia de recombinación de los recom.se1ec.(%¡

40 8,5 1,9 0,05

Se probaron 50 colonias de cada tipo.­
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El estrecho ligamiento entre TLy B se comprobóinterrumpieg
do la conjugación a distintos tiempos en un cruzamiento análogo
a1 anterior. Se seleccionaron los recombinantes T*L*Stry se estg
dió en ellos 1a aparición de la sensibilidad a B.­

Comoya se indicó anteriormente, Fredericq y Gratis (1960)
encontraron que las cepas resistentes a los fagos Tl-TS, presen­
tan una sensibilidad disminuida a la colicina B. Aunquetodas
las mutantes aqúi mencionadasson completamenteresistentes, la
ubicación del locus sugería una posible relación con el que con­
fiere resistencia a dichos fagos, que mapeotambién en esa zona.
Por esa razón, se controló en los recombinantes 1a aparición de
la sensibilidad a T5 transferida-por la Hïr.

‘ FIGURA 4

Momentode entrada de alggnos marcadoresz en el cruzamiento
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Se probaron entre 100 y 200 recombinantes de cada tiempo.­
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Comopuede observarse en la figura 4, los recombinantes
T+L+Str aparecen a los 8-9 minutos y los marcadores Ba y T5a apg
recen entre los 10 y ll minutos.­

Enla casi totalidad de las colonias probadas, a la resis­
tencia o sensibilidad a la colicina B corresponde la mismares­
puesta frente al fago T5, pero se aislaron cuatro recombinantes
que a pesar de ser resistentes a T5 se muestran sensibles, aunque
en menor grado que la Hfr, a la colicina B. Estos recombinantes
han recobrado el fenotipo que tenia la cepa F- antes de mutar a
completaresistencia a B.­

k.- Resistencia a B Smenorsensibilidad a I x z.­
Se realizó sólo un mapeopreliminar de esta mutación, que fe

notipicamente se diferencia de la anterior únicamente porque las
cepas que la llevan dan halos menores con las productoras de col;
cina I y 8.­

Se emplearon cepas resistentes Hfr H y Hïr P10 y con ambas
se obtuvieron resultados concordantes que indican para este locus
una ubicación completamentediferente a la del anterior, comopue­
de verse en la tabla 17.­

Efectivamente el cruzamiento con la HÏr H demuestra que el
locus de resistencia no está ligado a T+L+ni a ninguno de los
otros marcadores seleccionados, en tanto que el cruzamiento con la
Hïr P10, indicaria una localización en la zona de St.­



TABLA17

PorcentaiedemarcadoresnoseleccionadosencruzaaientosentreHfr

(x);F-sensible

resistenteaB

(X)(x)

MarcadorHfrH/BXIA309HfrP10/BxPA309

noq

seleccionadoTÏIÏStrTr+StrH+StrArg+3t1ArgÏT+L+HÏTÏL‘“Tr‘ÏTÏIf'

T+IÏ-797555_---_­

27-504.5334o-­
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Seprobaronentre50y80coloniasdecadareconbinante(x)MenorsensibilidadaIy8
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TABLA 18

Tipos de mutantes seleccionadas

Selección Resistente a Ubicación
con Caracteristicas

colicina colicina fago genética

E2 E2,El BF-23 entre Arg-M

K cerca de St mala integración

K K,E2,El cerca de Gal mal crecimiento,revierte

K,E2 --- mal crecimiento,revierte

8 T6 entre Luc-Gal integración defi­
8 ciente

8.El (1)

V entre SG-St

V V,I entre SG-H

V,I,B,8 T1 ? mal crecimiento e
integración, no
revierte

entre SG-H

B muy carga de
B (Ti-TS)

B (2) cerca de St
B,V,I(3 --­

(1) Según mapeospreliminares estaria entre H y St
(2) Menorsensibilidad a I y 8
(3) No se probó su resistencia a 8
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IV.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

a.- Caracteristicas de las mutantesI su localización genética.­
WEgajl LBlzí."
Las caracteristicas de estas mutantes, único tipo aislado

por acción de 1a colicina E2, concuerdan con las descriptas por
Fredericq (1949a). Su localización entre los marcadores M'y Arg,
esta de acuerdo también con 1a encontrada por Jenkin y Rowley

(1955), quienes lo ubicaron entre M’yBl. Dada 1a distancia 9112
tente entre Arg y M (1-2 minutos) (Jacob y Wollman, 1961) y la
proximidad del marcador de resistencia al primero, es fácilmente
explicable la imposibilidad de separar a ambospor interrupción
de la conjugación, pues la distancia entre ellos debe ser menor
que un minuto.­

La frecuencia con que aparecen mutantes de este fenotipo y
la falta de segregaciónentre la resistencia a los tres agentes,
sugieren que ésta es una mutación de punto que afecta un paso co­

múnde la sensibilidad a las colicinas E2, E1 y al fago BF-23.­

Resistencia a K, E2 z_E1.­
Esta clase de mutantes, que aparecen con frecuencia entre

las resistentes a la colicina K, demuestrala existencia de un ti
po de resistencia cruzada no conocido hasta el momento.­

Pone, al mismotiempo en evidencia, diferencias de comporta­
miento entre colicinas del grupo E y el fago BF-23, pues a pesar

de ser, las cepas de este tipo, resistentes a E2 y El, mantienen
su sensibilidad a ese fago. Esas diferencias aparecen también en

otro tipo de mutantes resistentes a K: las (K,E2)r. (Tabla 18).­
Las cepas con la mutación (K, E2, E1)r, que mapea muy estre­

chamente ligada a Gal, crecen con manifiesta dificultad, Es muy
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posible que esta caracteristica esté íntimamenterelacionada con
las modificaciones de la pared de la bacteria o que ambas sean
efectos de una mismacausa, pues las bacterias que revierten, r2
cobran, junto con la sensibilidad a las colicinas, la normalidad
de crecimiento.­

fio es de extrañar, pues, que esas reversiones se acumnlen
en los cultivos, ya que deben ser favorablemente seleccionadas,
y que las cepas resistentes se manifiesten comopoco estables.
Su capacidad de reversión, indica, por otra parte, que la resis­
tencia se debe a una mutación de punto que interfiere con la seg
sibilidad a las tres colicinas.­

Es destacable, además, que cepas de este tipo sólo se ais­

lan por acción de la colicina K y no de la E2.­
Es probable que ello se deba a la existencia de grandes di­

ferencias entre las frecuencias de mutación a (K,E2,E1)r y a
(E ,E1,BF-23)r.­

De ser este el caso, es de esperar que estas últimas mutan­
tes, que aparecen con gran frecuencia cuando se emplea la colicï

na E2 en la selección, enmascarenla presencia de las otras que
son escasas y crecen con dificultad.­

Resistencia a K.­
Las mutantes aisladas, resistentes a esta colicina, no pre­

sentan las caracteristicas mencionadaspor Fredericq (1949b).­
Este autor encontró una estrecha relación entre esta colici­

na y el fago T6, pues todas las mutantes aisladas por su resisten
cia a dicho fago, eran resistentes a la colicina, y lo mismoocu­
rría con la mayoria de las que se aislaban comoresistentes a la
colicina, con respecto al fago.­

En cruzamientos entre cepas resistentes y sensibles, el mar­
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cador fué ubicado a la derecha de Lac (Fredericq y Betz-Bareau,
1952).­

Ese tipo de mutante no ha aparecido entre las aisladas aquí

pues las resistentes a K, aun correspondiendoa distintos tipos
(Tabla 18), Bon todas sensibles a1 fago T6.­

Se ha descartado la posibilidad de que esto se deba a dife­
rencia en la colicina, pues empleandola cepa Q. 99;; K5235, frg
cuentenente utilizada por Fredericq comoproductora de colicina
K, se obtienen los mismosresultados.­

La identidad del fago recibido con T6, parece cierta, pues
concuerda con éste en sus caracteristicas de plaqueo y en 1a uh;
cación genética del locus de resistencia al mismo.­

Parece, pues, inexplicable la diferencia encontrada, que pg
dria, quizás, atribuirse a peculiaridades de las cepas empleadas
para la obtención de resistentes, que fueron, en el caso de Fre­
dericq, varias cepas de Shigella y E. ggli, y en el presente, cg
pas derivadas de E. 22;; K-l2.­

A este respecto, debe mencionarse, que una cepa de K12 resig
tente a K, proveniente del Dr. Fredericq, es no sólo resistente a

la colicina K y al fago T6 sino también a la colicina 8. Esta cg
pa, que corrobora la relación establecida aqui entre 8 y T6, po­
dria explicar también la resistencia cruzada encontrada entre K y
T6, por la existencia de un tipo de mutante (K,8,T6)r. Este tipo
no estaria entre los de aparición nds frecuente con las cepas de
3. 99;; K12 empleadas, pues no se aisló ningún representante de
él, en este trabajo.­

No ha sido posible mapear con exactitud la mutación que da
resistencia, únicamente, a la colicina K, y solamente se tienen
indicios de que podria estar cercana al locus de St. Las dificu;
tades en su mapeoparecen provenir de una deficiente integración
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del marcador dada la heterogeneidad que, en cuanto a resistencia,
presentan algunos de los recombinantes aislados.

Tales alteraciones en la integración parecen ser frecuentes

con las deleciones giratia, 1962). Podria, pues, esperarse que
ésta fuera la naturaleza de esta mutación, que es ademas muyesta
ble en sus caracteristicas.­

Resistencia a 8 y fago T6.­
Esta colicina, aun no identificada, pero indudablementedis­

tinta a las otras empleadasaqui, muestra evidente resistencia
cruzada con el fago T6. Esta no es, sin embargo, absoluta, pues
se aislaron mutantes de otros dos tipos distintos (Tabla 18) que
siendo resistentes a 8, conservan su sensibilidad a T6.­

El mapeo de esta mutación la ubica entre Lao y Gal, lo que
coincide con el locus conocido de resistencia a T6. Coincide ade

más, con el mapeo, realizado por Fredericq y Betz-Bareau (1952),
del locus de resistencia a K-T6.­

Pero, comose explicó al tratar la colicina K, la única re­
lación hallada entre ésta y la 8 se presenta en una mutante, obtg
nida por Fredericq, que no se estudió aqui genéticamente y de la
que no se conoce si proviene de una mutación de un solo paso.­

Aunque en menor grado que con algunos de los otros loci, pa­
rece haber también con estas mutantes inconvenientes en la inte­
gración.­

En los cruzamientos en los que se interrumpió la conjugación
(Figura 3) ese hecho se hace evidente, pues el marcador Gal+, que
entra después que el de resistencia, aumenta con pendiente más
pronunciada y prontamente lo sobrepasa en porcentaje entre los r9
oombinantesProfStr.­

Si esta es o no, una manifestación que acompaña siempre a



este tipo de mutación, deberá decidirse con el estudio de más cg
pas de este genotipo.­

Resistencia a I.­
Ademasde los loci en que la resistencia a esta colicina se

presenta acompañadapor resistencia a otras, existe otro, situa­
do entre Hy SG, que confiere sólo resistencia a I.­

No se ha investigado el posible alelismo de esta mutación
con 1a que da resistencia a V e I que mapea en 1a misma zona (TQ
bla 18), pero el hecho de que este tipo de resistencia a I, vaya
acompañadode una evidente disminución en la sensibilidad a V,
tiende a indicar que podrian corresponder al mismolocus.­

Resistencia a V.­
Este locus que da resistencia únicamente a V, esta situado

entre los marcadores St y SG.­
Genéticamente se ha comprobado, que no es alélico con las

otras mutantes aisladas, que presentan distinto tipo de resisten

Resistencia a V e I.­
Es, junto con el anterior, el tipo másfrecuente de resis­

tencia a la colicina V, Su mapeoindica que está ubicado entre
los marcadores H y 8g.­

Aunqueno se determinó su relación con la mutación Ir, se
demostró que no es alélico con los otros tipos de resistencia a
V.­

Resistencia a V, Il B 1 8.­
Las caracteristicas de esta mutación son análogas a las

del grupo estudiado por Gratia (1962). Este autor encontró 42' r
tipos de mutantes: 1° (13,1)", 2° (T1,V,B,I)r, 3° Tr (T1,V,B,I)



-55­

y 4° Trl’, Tr2’, (T1,V,B,I)r de las cuales consideró las tres últi
mas delecionee de extensión variable en la mismaregión cromosómi­
ca.­

Eh cruzamientos, y también en transducción, cepas con estas
caracteristicas mostraban marcadas anormalidades en su comporta­
miento. Los recombinantes TrÏStr, por ejemplo, aparecían con fre­
cuencia menor a la normal y su número aumentaba progresivamente
tras incubación de varios dias, debido a integraciones y segrega­
ción tardia de heterocigotas persistentes.­

La cepa estudiada aqui, presenta características que la iden­
tifican con el tipo 2 de Gratia. Es Tr+ y resiste a las colicinas
V,I,B y al fago T1, y además a la colicina 8 que probablemente no
fué probada por esc autor.­

En cruzamientos, la resistencia no presenta ligamento con nin
guno de los marcadores seleccionados (TL,Tr,H,SG,St y Arg) aunque

estos comprendenprácticamente todo el cromosomade E. 32;; K-12.
No se ha observado disminución de los recombinantes Tr+Str'

pero recombinantes distales, contraseleccionados con Val, muestra
marcada heterogeneidad con respecto a marcadores no seleccionados
incluyendo el de resistencia, lo que indica un estado heterocigo­
ta de larga duración.­

La localización dada por Gratia a estas mutaciones en la
zona de Tr, basada principalmente en la presencia simultánea, en
alguna de ellas, de resistencia a las colicinas e incapacidad pa­
ra sintetizar ese aminoácido, no pudo confirmarse en este trabajoc

En los pocos casos en los que se recobró el marcador, estaba
acompañadopor la mayor parte de los correspondientes a la Hfr,
comosi en realidad se hubiera integrado el marcador dc la F-,
empleado en la contraselección, en el cromosomade la Hfr.—
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Todos los datos obtenidos sugieren que hay eliminación post
cigóticas del caracter de resistencia, probablementea través
de un proceso de integración diferencial.­

La estabilidad de la resistencia en la cepa, a pesar de su
crecimiento deficiente, apoya la conclusión de Gratia de que es
una deleción.­

Noes posible decidir, con los resultados obtenidos, si la
resistencia conjunta a las 4 colicinas y al fago, se debe a que
la deleción comprendea los distintos genes correspondientes o a
que afecta un paso comúnde la resistencia a todos ellos.­

Dadala gran dispersión encontrada entre los loci de resis­
tencia mapeados, aun entre los correspondientes a una mismaco­
licina, la segundahipótesis parece másprobable.­

Resistencia a B.­
Comoya observaron Fredericq y Gratia (1960) los tipos de

resistencia a B son muyvariados. Confirmando otra de las obseg
vaciones de estos autores, todas las cepas originales empleadas
(Tabla l) resistentes a los fagos T1 —T5, presentaban una sensi­
bilidad netamente disminuída a B.­

Las cepas completamenteresistentes que se aislaron a partir
de ellas corresponden, sin embargo, a dos tipos.

El locus correspondiente a uno de ellos mapea entre TL y Lao
y muestra estrecho ligamiento al marcador (Tl-T5)r. Se observó
segregación entre la resistencia completaa B y 1a resistencia a
T5, pero no entre ésta y la semiresistencia a B.­

Esto podria indicar la existencia de un grupo de loci muyli
gados, cada uno de los cuales daria resistencia a un determinado
nivel de colicina, alguno de ellos tendria ademásel efecto cono­
cido sobre la sensibilidad a los Íagos Tl-TS
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Las mutantes del segundo tipo se diferencian de las ante­

riores porque presentan menorsensibilidad a las colicinas I y
d.­

Genéticamente las diferencias son más netas, pues el locus
correspondiente no muestra ninguna relación con (TI-TS)r y los
datos preliminares obtenidos tienden a ubicarlo en la cercanía
de St.­

Por algunas de sus caracteristicas estas mutantes se pare­
cen a las que Fredericq y Gratis (1960) localizaron entre los
marcadores C y St. Efectivamente, además de la semejanza en la
ubicación, ambostipos tienen menorsensibilidad a I. Se dife­
rencian, sin embargo, en que las obtenidas por esos autores
adquieren junto con la resistencia la incapacidad de sintetizar
metionina, en tanto que éstas la sintetizan normalmente.­
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b.- Resistencia a colicinasl resistencia a fggos z relación
entre ambas.­

Las mutantes aisladas en este trabajo indican la existen­
cia de gran diversidad en los tipos de resistencia a colicinas.

Su estudio genético demuestra, por otra parte, que cada uno
de esos tipos corresponde a un locus diferente, y que los distig
tos loci que controlan la sensibilidad a una colicina determina­
da, se encuentran distribuidos en diferentes regiones del cromo­
soma.­

Aunquetodas las cepas de igual fcnotipo que se probaron,
parecian corresponder a un mismolocus, no se hizo un estudio
sistemático que pusiera en evidencia las indudables diferencias
de genotipo que debe haber entre ellas. Debe considerarse que
los distintos fenotipos ue determinaron por el comportamiento
frente a fagos y colicinas no empleadas en la selección, y para
ello se usaron solamente tres fagos y siete de las veinte colici
nas conocidas. Es, pues, presumible que el uso de más de estos
agentes, subdividiria los grupos que se determinaron con aquellos
y pondría en evidencia diferencias posiblemente genotipicas.­

La frecuente presencia, en las mutantes, de resistencia
múltiple a varias colicinas, o a colicinas y fagos, lleva inelu­
diblemente a considerar 1a relación que puede existir entre
ellos.­

Fredericq (1957) interpretó la existencia de resistencia
cruzada entre colicinas y fagos comodemostración de que la
adsorción de éstos se realizaba sobre los mismosreceptores utin
lizados por 1a colicina con la cual presentaban esa relación.­

Dada la semejanza de propiedades entre los fagos atempera­



-60­
dos y los factores colicinógenos, y entre las colicinas y los
fagos virulentos, vió en la resistencia cruzada entre el fago
T6 y la colicina K, una prueba de parentesco entre ambosagen­
tes y postuló una presunta identidad entre la colicina y la
proteina de la cola del fago, la actividad letal de las cuales
(Latarjet y Fredericq, 1955) tendrian iguales curvas de inacti
vación con rayos X.­

Sin embargo, ese parentesco fué descartado por Goebel
st al. (1955), quienes aunque observaron resistencia cruzada
entre T6 y K en "variantes de fase II de gg. sonnei", demostrg
ron que entre ambosagentes no existen propiedades químicas ni
inmunológicas en común.­

Las mutantes aisladas en este trabajo demuestran, por otra
parte, que tampoco los receptores son comunes. Y esta conclu­
sión puede extenderse a todos los casos de resistencia cruzada
observados aquí.­

Efectivamente, puesto que varios son los loci que contro­
lan la sensibilidad a una colicina, el hecho de que la muta­
ción en uno solo sea suficiente para proteger a la bacteria
indica que todos ellos afectan la sintesis o propiedades de
una mismaestructura.­

En ese caso, de ser esa estructura, que podemosidentifi­
car comoel receptor, comúna dos o mas agentes, las mutacio­
nes correspondientes tendrian que afectarlos en forma similar.

El hecho de que con ninguna de las colicinas y fagos que
se emplearon, el comportamiento de las mutantes aisladas sea
idéntico al presentado con otra, (Tabla 18) indicaria que cada
uno de esos agentes se adsorbe sobre receptores especificos pg
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ra él.­

Es decir que esa especificidad debe ser muygrande, y en
esto se asemejan también a los receptores para fagos, en los
cuales, por ejemplo con las mutantes (Tl-T5)r, pequeños cam­
bios no deIectables por métodos quimicos ni inmunológicos, bag
tan para inactivar el receptor (Weidel, 1958).­

Tambiénpor analogía con lo que ocurre en 1a resistencia
a fagos, podria esperarse que algunas de las mutantes múlti­
ples dieran indicios sobre la distribución de los receptores
de colicinas en las capas de la pared de E. ggii. Comoes sa­
bido las mutantes de un solo paso resistentes a los fagos T3,
T4 y T7 carecen de una heptosa que forma parte de la capa en
la que se hallas los receptores-especificos para cada uno de
ellos (Neidel, 1958).­

La distribución de resistencia entre la mutante de un so­

lo paso, resistente a K, E2 y E1 y la mutante, por delección
resistente a V, I, B y 8, podria tener significado en ese sen­
tido.­

Es llamativo también que mostrando las resistentes a col;
cinas tales complicadas combinaciones, no sea mas frecuente la
resistencia cruzada con fagos. Este hecho podria ser, justa­
mente, indicio de falta de parentesco entre ellos.­

Finalmente, cs necesario remarcar que a pesar de lo poco
especificas que son las mutantes resistentes, el uso de apro­
piadas combinaciones de ellas parece ser, por el momento,el
métodomáseficaz para diferenciar e identificar colicinas.­



-62­

" LITERATURA CITADA

Alfüldi, I... Jacob, F., Wollzzan,E. L. y me, R. (1958). -Sur
le détersinisue génétique de la colicinogénie. C.R. Acad.
Sci., gig, 3531.

Alfüldi, L., Stent, G. S. y Clowes,R.C. (1962). The chronosonal
site of the RNAcontrol (R0) locus in Escherichia ggli.
J. mol. 3101., 2, 348.

Bancroft,H. (1960). Introducción a la bioestadística. Editorial
Universitaria de BuenosAires. BuenosAires.

Barry,G.T., Everhart,D.L. y Grahan,H. (1963). Colicine A. Natu­
re, ¿gg, 211.

Ben-Gurion, R. y Hertnan, J. (1958). Bacteriocin-like material
Imoducedby Pasteurella Bestia. J. gen. Eicrobiol.,l;2,289­

Bordet, P y Banner, J. (1948). Inhibition de l'action d'anti­
biotiques par des extraits des bactéries sensibles. C.R.
Soc. Biol., ¿52, 259­

Cavalli-Sforza, L. L. y Jinks, J. L. (1955). Studies on the ge­
netic system of E. 22;; K12. J. Genetics, gi, 87.

Clowes, R. C. (1963). Colicin factors and episones. Genet. Res.,
Canb., í, 162. _

Cohen, s. y Arbogast, R. (1950). Chemical studies in host-virus
interactions. VIII. The mutual reactivation of T2 r+ virus
inactivated by ultraviolet light and the synthesis of DNA.
J. Exptl. Med., gi, 637.

Davis, B. D. y Mingioli, E. S. (1950). Mutante of E. 99;; requi­

ring nethionine or vitanin B12. J. Bacteriol., _6_0_,17.
Denerec, M. y Fano, U. (1945). Bacteriophage-resistant mutante

in g. gg;¿. Genetics, ¿9, 119.



-63­
Endo, H., Kaniya, I. y Ishizawa, M. (1963).)»-phage induction

by colicin E2. Biochen. Biophys. Res. Comn., ;;, 477.
Fredericq, P. (1948). Apparition spontanée de mutante resistant

aux colicinea. C. R. Soc. Biol., ;¿g, 853.
Fredericq, P. (19498). Sur la resistance croisée entre colicine

E et bactériophage II. C. R. Soc. 3101., ¿11, 1011.
Fredericq, P. (1949b). sur la résistance croisée entre colicine

K et bactériophage III. C. R. Soc. Biol., ¿íl, 1014.
Fredericq, P. (1953). Action des colicines E et K sur la Multipli­

cation de divers bactériophages. C. R. Soc. Biol., ¿41, 533.
Fredericq, P. (1954). Induction de la production de colicine par

irradiation ultraviolette de souchescolicinogenes de'g.
ggii. C.R. Soc. Biol., ¿¿Q, 1276.

Fredericq, P. (1957). Genetics of two different mechanismsof
resistance to colicine. En CIBAFound. Synp. on Drug Resis­
tance in Micro-organisns. Little, Brown& Co. Boston.

Fredericq, P. (1963). Onthe nature of colicinogenic factors:
a review. J. Theoret. Biol., i, 159-165.

Fredericq, P. y Betz-Bareau, H. (1952). Reconbinants génétiques
de souches narquées par resistance aux colicines et aux
bactériophages Ann. Inst. Pasteur, gl, 283.

Fredericq, P. y Betz-Bareau, M. (1953). Transfert génétique de
la propriété colicinogene en rapport avec la polarité F
des parents. C. R. Soc. Biol. ;¿1, 2043.

Fredericq, P. y Gratia, J. P. (1960). Recherches génétiques sur
la résistance croisée au phage T1 et á la colicine B chez
Escherichia coli. C. R. Soc. Biol., ¿23, 2150

Goebel, W. (1962). The chronatographic fractionation of colicine
K. Proc. Natl. Acad. Sci., ¿9, 214.



-64—

Goebel, w. y Barry, G. T. (1958). Colicine K: II: The prepara­
tion and properties of a sustance having colicine K acti­
vity. J. Exptl. Med., ¿01, 185.

Goebel, W., Barry, G., Jesaitis, M. y Miller, E. (1955). Coli­
cine K., Nature, llé, 700.

Gratis, J. P. (1962). Effect of unltisite nutation to colicine
resistance on recombination and segregation in Escherichia
ggii. Nature, ¿25, 1337.

Gratia, A. (1925). Sur un reuarquable exenple d'antagcnisne en­
tre deux souches de Colibacille. C. R. Soc. 3101., 2;,1040.

Hanon, Y. y Péron, Y. (1963). Individualisation de quelques nou­
velles familles d'entérobactériooines. C.R. Acad. Sci.,
321, 309.

Holland, I. B. (1961). The purification and properties of nega­
cin, a bacteriocin from Bacillus negateriun. Biochen. J.,
1Q, 641.

Hutton, J. J. y Goebel, W. (1961). Colicine V. Proc. Natl. Acad.
Sci., ¿1, 1498. '

Ivánovics, G. y Airaldi, L. (1954). A newantibacterial princi­
ple: Megacine. Nature, ¿15, 465.

Jacob, F. (1954). Biosynthese induit et moded‘action d'une pyo­
cine, antibiotique de PseudomonasBlocxanea. Ann. Inst.
Pasteur, gg, 149,

Jacob, F., Lwoff, A., Siuinovitch, L. y Wolinan, E. L. (1953).
Definitions de quelques termes relatifs a la lysogénie.
Ann. Inst. Pasteur, Q5, 222.

Jacob, F., Sininovitch, L. y Wollnan, E. L. (1952). Sur la bio­
synthese d'une colicine et sur son nodc d‘action. Ann. Insta



-55­

Pasteur, 83, 295.

Jacob, F. y Wollnan, E. L. (1961). Sexuality and the genetica
of bacteria. AcademicPress. NuevaYork.

Jenkin, C. R. y Rowley, D. (1955). Resistance to colicin E as a

genetic uarker in Q. 22;; K12. Nature, ¿12, 779.
Latarjet, R. y Frederioq, P. ( 1955). AnX-rays study on a coli­

cin and its relation to the bacteriophage T6, Virology,
l, 100.

Lederberg, J. y Lederberg, E. M. (1952). Replica plating and
indirect selection of bacterial nutants. J. Bacteriol.,
Él: 399.

Manten, A. y Rowley, D. (1953). Genetic analysis of valine in­
hibition in the Kl2 strain of Bact. coli. J. gen. Microbiol.
2, 226.

Mateushita, H., Fox, M. y Goebel,'W. (1960). Colicinc K: IV:
The effect of netabolites upon colicine synthesia. J.
Exptl. Med., lla, 1055.

Nonura, M. (1963). Modeof action of colicins. Resúmenes de Cold
Spring Harbor Synp.

Nonmra, M., Matsubara, K., Okanoto, K. y Fujimma, R. (1962).
Inhibition of host nucleic acid and protein syntheeis by
bacteriophage T4: Its relation to the physical and functio­
nal integrity of host chronosone, J. Mol. Biol., 2, 535.

Nounra, M. y Nakamura, M. (1962). - Reversibility of inhibition
of nucleic acids and protein synthesis by colicin K. Bio­
chen. Biopuy. Res. Conn. 1, 306.

Nüske, R., Hosel, G., Venner, H. y Zinner, H. (1957). - Uber
ein colicin aus g. coli SG710. Biochen. Z., ¿22, 346.



-66­
Ozeki, H., Stocker, B.A. D. y Margerie, H. de. (1959).— Produc­

tion of colicine by single bacteria. Nature, ¿93, 337.
Puig, J. (l963).- Estudio genético del factor colicinógeno B y

de su relación con la fertilidad. Tesis, Universidad de
Buenos Aires.

Reynolds, B. L. y Reeves, P. R. (1963).- Sone observations on
the mode of action of colicin F. Biochen. Biophy. Res.
Conn. ;;, 140.

Rüde, E. y Goebel, W. (1962).- Colicine K. V. The sonatic anti­
gen of a non-colicinogenic variant of E. 92;; K-235. J.
Exptl. Med., _1_1¿,73.

Silver, S. y Ozeki, H. (1962).- Transfer of DNAaeconpanying
the transmission of colicinogenic properties by cell na­
ting. Nature, ¿22, 873.

Weidel, W. (1958). Bacterial viruses (With particular referen­
ce to adsorption/penetration). Ann. Rev. Mierobiol., lg,
27.

Wollnan, E. L. y Jacob, F. (1955). Sur le nécanisne du trans­
fert de uatériel génétique au cours de la reconbinaison
chez E. 32;; K-12. C. R. Acad. Sci., gig, 2449.

Zwaig, R. N. de (1963) Comportamiento genético de los factores

colicinógenos El y V-I en Q. 29;; Kl2. Tesis, Universidad
de Buenos Aires.

Zwaig, R. N. de, Antón, D. y Puig, J. (l962).- The genetic con­
trol of colicinogenic factors E , I and V. J. gen. Micro­
biol., ga, 473. 77/c2a”


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Materiales y métodos
	3. Resultados
	6. Discusión y conclusiones
	Bibliografía

