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RESUMEN

Se estudié en este trabajo, la resistencia a las colicinas

E2, K, 8, I, Vy B. Para ello, se aislaron rmtantes resistentes,

aparecidas espontdneanente en cultivos de cepas Hfr y F~ gde E.
coli K12.~

De cada una de esas mutantes se estudié la resistencia a co-

licinas no enpleadas en la seleccién y a los fagos TS5, T6 y

BF-23, que tienen resistencia cruzada con algunas de ellas.-

Por cruzanientos entre cepas resistentes y sensibles se ubi-

caron varias de esas mutaciones en el cromosoma de E. coli K12.-

Se obtuvieron los siguientes resultados:

1°)

2°)

3°)

4°)

5°)

Son muy frecuentes las mtantes, de un solo paso, resis-
tentes a nds de una colicina.-

Existen varios fenotipos distintos de resistencia a una
colicina; se diferencian entre si, por las otras colici-
nas o fagos a los que tanbién resisten.-

En las cepas aqui estudiadas, a vada uno de esos fenoti=-
pos corresponde un genotipo distinto, pues las mtacio-
nes correspondientes mapean en loci ubicados en diferen-
tes puntos del cromosona.-

Algunas de las mutantes, entre las cuales hay mtaciones
de punto y deficiencias, presentan alteraciones en su
creciniento, y varias se conportan anormalmente en recon
binacién; eparentemente porque su integracién estd difi-
cultada,-

Se ha confirmado la existencia de resistencia cruzada
entre el fago BF-23 y las colicinas del grupo E; pero sc
ha observado que la presentan las mitantes que napean

entre los narcadores Metionina y Arginina, en tanto que



6°)

7°)

otras cepos tanbién resistentes a las colicinas E, que
napean en otra regién, retienen su sensibilidad al fago.
No se han aislado rutantes simlténeamente resistentes a
la colicina K y al fago T6, que segin la literatura tie-
nen resistencia cruzada; pero si{ se ha observado esa rela
cibén entre dicho fago y la colicina 8. Como en el caso
anterior, esa caracteristica sélo aparece en mutantes de
un deterninado locus (el ubicado entre Lactosa y Galacto-
sa), pues resistentes a la colicina que mapean en 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 cormnes entre
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 antibidticos se presenta con mucha

frecuencia en los microorganismos. Con el nombre de bacteriocinas
Jacob, Lwoff, Siminovitch y Wollman (1953) han agrupado a los anti-
bidéticos de naturaleza proteica cuya sintesis es letal para la bac-
teria produotora. Estas sustancias son activas sdlo:sobre especies
estrechamente relacionadas con aquellas que las producen y requie-
ren para actuar la presencia de receptores especificos.-

Muachas son las bacteriocinas conocidas, asi{ se ha observado la
produccidén de piocinas por cepas de Pseudomonas pyocyinc.. (Jccob,
1954), de megacinas por Bacillus megaterium (Ivédnovics y A1£51di,
1954), pesticinas por Pasteurella pestis (Ben-Gurion y Hertman,1958

Entre las enterobacterias se han identificado ocho grupos distintos
de bacteriocinas (Hamon y Péron, 1963), de ellos el mejor conocido
es el de las colicinas.-

Las colicinas son sustancias antibiéticas producidas por cepas
de Escherichia, Shigella y Salmonella. Forman un grupo de alrededor
de veinte sustancias distintas, la primera de las cuales fué descu-
bierta por Gratia en 1925.~

Las colicinas, cada una de las cuales ha sido denominada con

una letra, se diferencian entre s{ ya sea por su espectro de acti-

vidad, la especificidad de las mtantes resistentes, su resistencia
al calor o la morfologia de las zonas de inhibicién que producen.-

Una cepa pueﬁe producir mds de una colicina, y la misma colici
na puede ser producida por cepas pertenecientes a distintos géneros
sin cambio en sus propiedades quimicas ni antigénicas (Barry, Ever-
hert y Graham, 1963).-
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Todas ellas dan las reacciones generales de polipéptidos y su
accién letal es destruida en mayor o menor grado por los agentes

desnaturalizantes de proteinas.-

b.- Noturaleza quimica de las colicinas.-

Desde hace varios afios Goebel y colaboradores intentan acla-
rar la naturaleza quimica de las colicinas. El aislamiento y puri
ficacién de la colicina K, demostré que es una sustancia extrema-

damente compleja, compuesta por polisacéridos, lipidos y proteinas.

Se comporta como un poderoso antigeno y salvo por su fuerte activi
dad bactericida no se diferencia del ant{geno somdtico O propio de
la cepa (Goebel y Barry, 1958).-

La imposibilidad de separar, por repetidas cromatografias, la
actividad colicinica del antigeno O, ha llevado a Goebel a postu-
lar que aquella es una propiedad inherente del antigeno O de la
becteria productora (Goebel, 1962).-~

El hallazgo de una mtante que no producia colicina K, permi-
tid a Riide y Goebel (1962) comparar las propiedades del antigeno O
de la bacteria no colicinbgena con las de la colicina de la corres
pondiente productora. En los dos casos, los lipocarbohidratos son
my similares quimicamente, pero el contenido en p;oteina de la co
licina es significativamente mayor que el del antigeno 0. Y aunque
no es posible diferenciar a ambos por pruebas antigénicas de difu-
sién en agar, Unicamente el antisuero obtenido con la colicina es
capaz de neutralizar la actividad letal de ésta.-

Estos hechos confirman la suposicién de los autores de que 1l1a
actividad bactericida de la colicina K no reside en el lipocarbo-
hidrato sin6® en el componente proteico del antigeno O de la bacte-
ria productora.-

También los 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 téxicas tanto para bacterias como para mamiferos. Demostra-
ron ademds que no existe ninguna relacién antigénice entre la coll
cina Ky la V.

A conclusiones similares llegaron Niske, Hdsel, Venner y Zi-
nner, (1957) en cuanto a la naturaleza de la colicina producida
por la cepa Escherichia coli SG710 y Barry, Everhart y Graham
(1963) trabajando con la colicina A,.-

A diferencia de las colicinas, la megacina producida por la

cepa de B. megaterium 216 es una protefna simple (Holland, 1961).

Este hecho, que establece una diferencia fundamental entre bacte-
riocinas correspondientes a dos tipos distintos, puede reflejar
diferencias también fundamentales en su sintesis, liberacién o me-

canismo de accidn.-

¢.~ Produccién de colicinas.-

Machos factores ambientales y fisiolégicos influencian la pro
duccién de colicinas., ILa composicién del medio es de suma impor-
tancia en este aspecto, y es bien conocido que la produccién en me
dios sintéticos es muy inferior a la que se obtiene en medios com-
plejos.-

También la naturaleza de la fuente hidrocarbonada, el pH del
medio, el tiempo de generacidn, etec., modifican fuertemente la sin
tesis de estos antibibdticos. (Matsushita, Fox y Goebel, 1960).-

Pero a pesar de manifestarse como un cardcter estable de la
cepa, la produccién de colicine no es una funcién normal ni habi-
tual de la bacteria colicinégena.-

Ozeki, Stocker y Margerie, (1959) demostraron que aungue to-
das las bacterias de una cepa colicinégena pueden producir ei anti

biético, dicha sintesis se realiza solamente en una pequefia parte
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de la poblacién.-

No se conoce qué determina 1la produccidn por esas bacterias,
pero se sabe que con ciertas colicinas, llamades inducibles,es po-
sible lograr que la casi totalidad sintetice el antibidtico. Para
ello basta con irradiarlas con luz ultravioleta o tratarlas con
agentes mutagénicos tales como alquilantes, peréxidos, etc, (Jacobd
Siminovitch y Wollman, 1952).-

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

A la célula, dicha sintesis, tanto si es espontédnea como si
ha sido inducida, le ocasiona la muerte. A4si, la colicinogenia se
manifiesta como un caridcter potencial cuya realizacién es letal pa

ra la bacteria.-

d.- Control genético de la sintesis.-

La produccién de colicina es un cardcter estable de la cepa,

al igual que las caracteristicas de la colicina producida. Fn sud
cultivos sucesivos ambas caracteriaticas se mantienen inalterables
unque en algunas ocasiones ha sido posible aislar, a partir de ce
pas colicindgenas, bacterias gque han perdido la capacidad producto
ra,.-

El caso inverso, es decir la adquisicién de la propiedad, no
se ha observado nunca en forma espontdnea y sdélo se logra a través
de un proceso de conjugacidén, o tramsduceién, en el cual la cepa
donante posea ya esa propiedead.-

Estas caracteristicas hicieron suponer la existencia de facto
res especificos dotados de continuidad genética, y provistos de la

informacién necesaria para la sintesis de la colicina. A estos



5=

factores se los denominé factores colicinégenos.-
Recientemente Silver y Ozeki (1962) empleando un ingenioso mé
todo de marcacién con 140 y lisis con fago T6, demostraron que la
transferencia de la propiedad de producir las colicinas'El, E2 el

de S. typhimurium a E. coli, va asociada a la transferencia de

ADN, y determinaron para cada una de esas colicinas el tamafio del
trozo de ADN transferido.-

El estudio del estado de estos factores en las bacterias pro-
ductoras, fué emprendido por Fredericq y Betz-Bareau (1953) emple-
ando el factorcolicindgeno E1 (col El).-

Realizando cruzamientos F + col E1 + xF ~col E1 - observa-
ron alta trsnsferencia del caricter col Ei + a los recombinantes.
En el cruzamiento reciproco, sin embargo, ningin recombinante re-
cibfa el cardcter col Ei - de la F +.-

De esta asimetria entre ambos cruzamientos y de la falta de
ligamiento con marcadores cromosémicos los autores dedujeron que
el factor col E1 estd en estado extracromosémico en las bacterias
F+yF = .-

A estas mismas conclusiones llegaron Zwaig, Antén y Puig
(1962), con respecto a los factores E2, Iy V, pero amplifndolas
a cepas Hfr de distintos tipos. El factor colicindgeno B, estu-
diado por Puig (1963), muestra caracteristicas semejantes en
cuanto a su estado en células de E. coli.-

La condicién extracromosédmica de los factores colicinégenos
en células de cualquier tipo sexual fué extendido al factor E1 en
cepas Hfr. Este i~ctor fué clasificado por Alfsldi, Jacob, Woll-
man y Mazé (1958) en la categoria de episoma, basidndose en resul-
tados por ellos obtenidos, que indicaban localizacidn cromosémica
en cepas Hfr, y citopldsmica en F+ y F-. Estos resultados no fue
ron confirmados por estudios posteriores de otros autores (Zwaig,
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1963) (Clowes, 1963) gquienes 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 pldsmidos.-

e.- Mecanismo de accién.-

Hace varios afios, Jacob, Siminovitch y Wollman (1952) demos-
traron que la colicina ML provoca la detencidén de la sintesis de
ADN, ARN y protelna de la bacteria sensible., Este efecto parece
ser comin a todas las colicinas, pués Nomura (1963) lo observé
también con las colicinas K, E2 y E3, Y recientemente Reynolds y

Reeves (1963) encontraron que la colicina F inhibe la sintesis de
ﬁ-galactosidasa cuando ésta se induce en presencia de la colicina.
Esta accifén de las colicinas estd condicionada por la presen
cia en las células sensibles, de receptores especificos a los cua
les se adsorben. Ia adsorcién no es en si misma letal, pues los
efectos de la colicina adsorbida pueden evitarse haciendo actuar
tripsina sobre la bacteria tratada (Nomura y Nakamra, 1962).-

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

Algunas colicinas ejercen una accién particularmente drdsti-

ca, la colicina E2

ADN, sino que provoca su destruccién (Nomra, 1963) y causa en ce

» Por ejemplo, no sélo inhibe la sintesis de

pas sensibles liségenas la induccidén del profago (Endo, Kamiya
y Ishizawa, 1963).-
Interfieren también, en algunos casos, con los fagos virulen
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tos. Jacob, Siminovitch y Wollman (1952) observaron que la repro-
duccién de éstos es inhibida por la colicina ML, durante los siete
minutos que siguen a la infeccidn. Similares observaciones hizo
Fredericq (1953) con respecto a bacterias infectadas con T2, T6 y
BF-23 y tratadas con colicina K.~

Nomura (1963) ha demostrado, sin embargo, que los fagos T4 y
TS5 eon 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).-

Hay entonces, entre las diversas colicinas, claras diferen--
cias de comportamiento a pesar de que todas ellas parecen compar-

tir una accidn 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
cién 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 estd controlada genéticamente. Las bacterias resisten-
tes que aparecen en cepas sensibles corresponden a mutaciones
ocurridas esponténeamente (Fredericq, 1948) y, en general, resise
ten solo a la colicina empleada para seleccionarlas.-

Este hecho tiene excepciones., Asi se ha observado la exis-
tencia de resistencia cruzada entre algunas colicinas, en tal for-
ma que la mutante aislada como resistente a una de ellas es simml-
tdneamente 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 siempre resisten
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tes a la accién de otras. Este hecho se ha atribufdo a la existen
cia de receptores comnes a todas ellas (Fredericq, 1957) y se ha
empleado para realizar una clasificacién 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 fdcilmente diferenciables por otras de sus carac-
ter{sticas.~

No sdlo entre colicinas hay resistencia cruzada, sino también
entre éstas y bacteriéfagos. Por ejemplo, todas las mutantes re-
sistentes a las colicinas del grupo E (El’,E2’ E3) son similténea-~
mente resistentes al fago BF-23 y viceversa (Fredericq, 1949 a).
Un caso semejante entre la colicina K y el fago T6 ha sido publioa
do por Fredericq (1949 b) y este mismo autor ha observado la exis-
tencia, en algunos casos, de resistencia cruzada entre la colicina
By los fagos T1 y T5 (Fredericq y Gratia, 1960).-

La resistencia y la sensibilidad a una determinada colicina
son caracteres alélicos y en cruzamientos entre cepas de E. coli
E-12 se comportan como marcadores cldsicos en cuanto a transferen-
cia y ligamiento a marcadores conocidos.-

Mapeos preliminares realizados para ubicarlos sobre el cromo-
soma de E. coli han indicado que el locus de resistencia a las co-
licinas del grupo E se encuentra cercano al gene que controla la
sintesis de Bl (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 inminidad, que es el
que presentan las bacterias sensibles cuendo reciben el poder de
producir colicina, Estas bacterias no son afectadas por la colici

na que pueden sintetizar, aunque retienen 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 mismo grupo de resistencia (Frederieq, 1957), siendo esto de uti
lidad para diferenciarlas.-

En cruzamientos, inmunidad y resistencia se comportan como mar
cadores no alélicos,ya que la inmunidad, conferida como es por la
presencia del factor colicindgeno correspondiente, se manifiesta al

igual que éste como extracromésomica.-

g.—- Relacién entre colicinas y bacteriéfagos.-

Las semejanzas existentes en la adsorcién y en las modifica-
ciones producidas en la bacteria sensible por fagos y colicinas, se
fialan un real parecido entre ambos.-

Este parecido se hace més pronunciado cuando se considera no
ya al fago en s{ sino su cubierta proteica, pues los fagos virulen-
tos inactivados con luz ultravioleta se adsorben sobre bacterias
sensibles, inhiben su sintesis de ADN y ARN y las matan sin lisis
de la célula ni produccidén de fago (Cohen y Arbogast, 1950).-

Los fagos atemperados, en estado de profago, confieren a la
bacteria, al igual que los factores colicinbgenos, la propiedad po-
tencial de una sintesis cuya realizacién es letal para la célula.
Ambos le dan, ademds la inmunidad que la protege del agente cuya
produccién controlan.-

Asi como existen profagos inducibles, existen factores colici-
négenos inducibles y los agentes inductores son los mismos en los
dos casos.-

Estas analogf{as han llevado a postular para bacteridéfagos y
factores colicinégenos un origen comin o un parentesco evolutivo y
se ha considerado la resistencia cruzada existente entre determina-

dos fagos y colicinas como indicio de una relacién filogénica entre
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ellos (Fredericq, 1957, 1963).-

h.- Propésito de este trabajo.-

El propésito del presente trabajo fué estudiar:
1°) La resistencia @ algunas colicinas.-
2°) Las relaciones de resistencia cruzada que ocurren entre
ellas.- 0
3°) La extensién de la resistencia cruzada existente entre esas
colicinas y algunos bacteribéfagos.-
4°) La localizacién genética de las mutantes obtenidas.-
Se eligieron las colicinas B, I, V, E2 ¥y K para realizarlo,
y se agregd luego la colicina producida por una cepa del grupo
Alcalescens Disper, por las relaciones que mostré con algunas de

las anteriores.-
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II- MATERIALES Y METODOS

a.- Medios de cultivo.-~

Los medios empleados fueron caldo (Difco) y agar nmutritivo

(Difco). Este \dltimo se empled tambidn para determinar los titu-
los de los cultivos y para las pruebas de resistencia a colici-
nag.-

Como medio minimo sintético se usé el de Davis y Mingioli
(1950) con una concentracién de glucosa de 5 gr. por litro. Para
la seleccién de recombinentes se le adicionaron los aminodcidos
necesarios, en una concentracién final de 80 jug/ml, excepto el
triptofano que se usé a 40 pg/ml y le vitamina B, a5 pg/ol. La
estreptomicina se utilizé a 150 pg/ml.-

Las pruebas de fermentacién de azicares se realizaron en ca-
jas con Endo agar (Difco) para lactosa, y para los otros azdcares
se empled ese mismo medio bdsico reemplazando la lactosa por el
azicar en cuestién.-

Para las siembras en caja se empled agar blando (caldo o me-

dio minimo sintético con 7 gr/l de agar).-

b.- Cepas de bacterias y fagos.-

En los cruzamientos se emplearon las cepas Hfr y F- de E. co-
1i K-12 que aparecen en la tablﬁll. A partir de ellas se aislaron
las mitantes resistentes estudiadas. Los érdenes de transferencia

de las Hfr, que pertenecen a distintos tipos, se indican en la fi-

gura 1.-

Se emplearon varias cepas productoras de colieina, cuyas pro-

piedades y procedencia figuran en la tabla 2, Para cada colicina

se empled siempre la misma productora.-

/5
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FIGURA 1
Mapa genético de Escherichia coli K12

HIEH T L (rpg)f

HirP1o, <2/
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i ¥ (o r&r‘
£, (ey,54,87-23)

Los sinbolos que aparecen en el exterior del circulo represen
tan a los narcadores conocidos enpleados en los cruzanientos, las
flechas indican el origen y sentido de transferencia de las Hfr
utilizadas en ellos (Tabla 1) (Jacob y Wollnan, 1961).-

En la parte interna del circulo se ha representado a aquellos
loci de resistencia a colicinas para los cuales se obtuvo, por 1o
nenos, una localizacién aproxinada.-

(E1 significado de las abreviaturas enpleadas aparece en la
Tabla 1).-
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TABLA 2

Cepas de bacterias productoras de colicina

Denominacién  Caracteristicas g;iést?ga Remitidas por

E. coli
12-98 M-, St* B Dr.Balbinder (1)
CA-52 Prototrofien, St° I Dr.Fredericq
12-94 M-, St¥ Vel Dr.Balbinder (1)
58-161 colE + M-, st® E Dr.Wollman
1120V colEy+  C-,H-, St° E, (2)
112 colK+ c-,H-, St* K Dr.Wollman (1)

Shigella ADO3-8

Prototréfica, St°(3)

8 (4)

Dr.Monteverde

El significado de las abreviaturas figura en la tabla 1l.-

(1) Estas cepas pertenecien al Dr. Fredericq.-

(2) Ver Zwaig et al. (1962).-

(3) A pesar de ser prototréfice, su crecimiento es inhibido por
cisteina o histidina, y en medio minimo con cualquiera de esos

dos aminoidcidos crece recién a las 48 horas.-

(4) Ademds de la colicina 8 produce otra de halo muy pequefio, que

parece ser 1la El o=
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c.- Aislamiento de mutantes resistentes.-

A partir de las cepas detallades en la tabla 1 se aislaron m
tantes resistentes a las distintas colicinas, para ello se emplea~
ron dos métodos:

1°) La cepa productora de colicine se sembré en estrias sobre
cajas de agar nutritivo, se incubdé durante 48 horas, se mataron
las bacterias con vapores de cloroformo y se cubrié la caja con
una capa de la cepa que se queria obtener resistente, en agar blan
do. A las 48 horas de incubacién se picaron las colonias resisten
tes aparecidas en el halo (Frederieq, 1957.).-

2°) La cepa productora se sembr$ en toda la eaja, por medio
de una capa de agar blando. Se incubé 48 horas, se matd con cloro
formo, se retird la capa de agar blando con una varilla estéril, y
tras esterilizar nuevamente con cloroformo se sembrd la cepa sensi
ble igual que en el método anterior. las colonias resistentes co-
nienzan a aparecer a las 48 horas.-

Para asegurar el origen independiente de lzs mutantes, se usé
para cada caja un cultivo distinto de la cepa semnsible, iniciado
con un pequefio mimero de células, y se picé sbélo una resistente de
cada caja.-

Las colonias aisladas por cualquiera de los dos métodos, se
purificaron por aislamientos sucesivos, se comprobaron sus reque-
rinientos nutritivos y, en los casos necesarios, su calidad de
Hfr. Se controld, ademds, su resistencia a la colicina empleada
para aislarla y a todas las otras empleadas en el trabajo, al igual
que & los fagos BF-23, T5 y T6.-

Pare probar la resistencia a esos fagos se colocaron gotes d=
lisados de alto titulo sobre cajas de agar nutritivo, se dejarom
gsecar y se las cubrié cuidadosamente con la cepa a probar en ager
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 mds sensidble que el de las estrias
cruzadas. -~

d.- Cruzanientos.-

Las cepas utilizadas en los cruzemientos se hicieron crecer
con aereacién hasta llegar a un ti{tulo aproximado de 2 x 108 bacte
rias por ml. Se nezclaron, en erlenmeyers de 125 nl, en propor-
cién 1 Hfr a 20 F-, en un volumen total de 4 ml. Se incubaron &
37° en bafio marfa. A los 120 ninutos se tomaron muestras que,
tras ser dilufdas convenientemente, se sembraron en cajas con el
nedio minimo necesario para la seleccién del recombinante buscado.

Los cruzamientos con interrupcién se realizaron por el método
de Wollain y Jeeob (1955), en algunos casos se empled con buenos
resultados el de Nomra et al. (1962).-

Lo frecuencia de recombinacién para cada recombinante es el

porcentaje de Hfr en la mezcla que dan recombinantes de ese tipo.-

e.- Andlisis genético de los recombinantes.-

Los recombinantes seleccionados en los cruzamientos se purifi
caron por pasaje al mismo medio empleado en la seleccibén. Sus ca-
racteristicas nutritivas se probaron por réplica (Lederberg y le-
derberg, 1952) en los medios convenientes.-

Se intenté probar también su resistencia a las colicinas por
réplica. Para ello se ensayaron varios procedimientos, tales como
cajas con agar méis sobrenadantes de cepas productoras de colicinas
en distintas concentraciones, cajas con colicinas, similares a las
'descriptas en el aislaniento de resistentes; en ningin 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 enpleados,

se probd por réplica sobre cajas de agar nutritivo, cubiertas con

una suspensién de fago de alto titulo.-~
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III - RESULTADOS

A.- Caracteristicas de las rmtantes resistentes aisladas.-

Se aislaron mtantes resistentes a las distintas colicinas,
de cepas Hfr de distintos tipos y F-. Todas estas mtantes, de
origen espontdneo c independiente, se estudiaron en cuanto a su
resistencia a las colicinas no empleadas en su seleccién y a fa-
g08 que presentan resistencia cruzada con algunas de ellas.-

Como con mmcha frecuencia se presenta resistencia eruzada,
las rutantes se designaron siguiendo el criterio empleado por De-
nerec y Fano (1945), en sus estudios de resistencia a fagos. Es
decir que una cepa aislada por su resistencia a la colicina V y
simil tdneanente resistente a I figura como --/V,I. Y una cepa
alslada por su resistencia a I que resulta resistente también a V
es denoninada --/I1,V.

a.~- Seleccién con colicina E2.

Se aislaron 74 colonias resistentes a partir de distintas
Hfr y F-. Todas ellas, adezds de ser resistentes a la colicina
E2, resisten a la El y al fago BF-23. No se obtuvo ninguna colo-
nia de otro tipo. Todas crecen normaliiente, las que provienen de
Hfr se comportan tan eficientenente como las origineles y son muy

estables con respecto a sus caracteristicas de resistencia.

b.- Selececidn con colicina K.-

Tanto en los halos como en las cajas con colicina, las rmutan~
tes resistentes a esta colicina aparecen en muy pequefio nmimero.

Se obtuvieron 50 colonias, separables en tres tipos:
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27 colonias resistentes a K
14 colonias resistentes a K y E, (en 9 no se probd resis-
tencia a El)
9 colonias resistentes a K, E2 y El

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

Las cepas K* son normales en crecinmiento y eficiencia como
Bfr. Las (K,E,)" y (K,E2,E&)r, por el contrario, crecen myy mal y
deben ser reaisladas con frecuencia pues decspués de algunos repi-
ques son sobrepasadas por bacterias semsibles que crecen normalmen

te. Las Hfr de estos tipos se comportan, ademds, como nmalas do-

nantes, aunque las F- correspondientes son buenas receptoras,-

c.~ Seleccién con colicina 8.~

Entre las cepas productoras de colicina con que se cuenta en
este laboratorio, hay una gentilmente proporcionada por el Dr. J.
J. lionteverde, de la Facultad de Agronomia y Veterinaria. Esta
cepa, perteneciente al grapo Alcalescens-Dispar (ADO3), lleva el
nimero 8 de nuestra coleccién. A pesar de no habersela incluido
primitivamente entre las cepas a estudiar, se la empleb sistemdti
canente en las pruebas de las mutantes resistentes aisladas, para
comparacién.-

Se observd asi que produce una co;icina que en agar nutriti-
vo da un halo my neto y claro, sin mtantes casi, de 1 a 1,5 cm.
de didmetro tras 24 horas de incubacién. Aunque no se la ha iden
tificado, es distinta a las que se estudian aqui: B,I,V,El,E2 vy K.

A cesta colicina se la denomind provisoriamente 8, y se la
incluyé en este trabajo porque se observd que la mayoria de las
mtantes resistentes a ella, lo son simmltédneamcnte al 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 coliclnas 8y El’ y sensibles a la
colicina E, y a los fagos T6 y HF-23.-

Las 23 cepas (8,'.1‘6)r dan con la productora un halo mmy peque-
fio que como se indicé en la table 2, se atribuye a que la cepa pro
duce otra colicina. Esa colicina podria ser la El, pues las ce
pas (8,E1)r no lo presentan,-

La resistencia cruzada entre 8 y T6, se observe tanbién en
las colonias aisladas por su resistencia a T6. De 10 cepas deo
éstas, aislaedas por la Dra. Nagel de Zwaig, todas son resistentes
a 8.~

Ambos tipos de resistentes son estables y de crecimiento nor-

malo-

d.- Seleccidn con colicina V.-

En el curso de este trabajo se observd que la cepa empleada
cono productora de colicina V, producia un pequefio halo sobre algu
nes de las rutantes aisladas como resistentes a V. Se advirtié
luego que las cepas que se coumportaban asi eran sensibles a la co-
licina I, en tanto que aquellasque ademds de resistir a V, resis-
t{an a I, no lo presentaban.-

Esto sugeria que la cepa colicinégena era productora de anbas
colicinas, quedando la I enmascqéa por el halo mucho mayor de la V.

Para conprobarlo se aproveéhé el hecho de que la colicina I
es termosensible, siendo, a diferencia de la V, destruida por media
hora de calentaniento a 60°.-

Se sonetieron a este tratamiento cajas sembradas con la pro-

ductora e incubadas 48 horas, y se observd que en estas condiciones

el halo pequefio desaparecia y ambas indicadoras se mostraban coople

tanente resistentes. Sonmetida la cepa a la accién de la luz ultra-
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violeta, tonbién ere el comportamiento de dicho halo semejante al
debido a la colicina I, pues como el de ésta, que es inducible,
aumentaba mucho de tamafio.-

Es evidente, por lo tanto, que la cepe E. coll 12-94 produce
andends de la colicina V, una colicina cuyas caracteristicas son
tan semejontes a las de I, que puede identificdrsela con §sta.-

Se obtuvieron con facilidad 81 colonics resistentes, pues
las mtontes aparecen con frecuencia.-

De ellas, 44 son resistentes sélo a V, 34 resisten simltd-
neanente a Ve Iy 3 lo hacena V, I y B.-

En vaerias de estas cepas no se probé la resistencia a 8, y
las que se probaron eran sensibles, pero de las tres resistentes &
V, I y B, 1o que se conserv$ para su estudio genético resulté ser,
cuando se probd, resistente tombién o 8 y a2l fago Tl. Ninguna de
las mutantes presentaba relacién con los otros fagos probados.-

Todas crecian y sc¢ conportoban noro-lnente , cxcepto las
(V,I,B)r que cunque crecian con bastante dificultad, eran my bue-
ncs Hfr y extremadamente estables en sus caracteristicas de resis-

tencia.-

e.= Seleccidn con colicina I.-

Se aislaron 17 cepas resistentes, 14 de las cuales son resis-
tentes a Iy V, y 1las otras 3 lo son unicamente a I, pero producen
con V un holo nmenor y de bordes poco netos.-

Las caracteri{sticas de todas son completamente normales.-

f.- Selececibn con la colicina B.-

Las resistentes a la colicina B aparecen con relativa frecuen
cia; se han aislado 68 que corresponden por lo menos a tres tipos

diferentes:
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33 resisten s86lo a B
28 resisten a B y parciclmente a I y 8
7 resisten a B,I y V (No se probaron con 8)

No se advirtid relocién con ninguno de los fagos probados, pe
To es necesario destacar que la mayor parte de las colonias fueron

aisladas de cepas que eran resistentes a T5 (Tabla 1).-

B.~- Localizacién genética de algunas de las mataciones obtenidas.-

De las mmtantes descriptas en el punto cnterior se seleccio-
naron algunas correspondientes a los distintos tipos, para intentar
su localizacién genética.-

Como la localizacién de un marcador se ve enormemente facili-
tada cuando puede selecciondrselo directamente, se traté de hacer-
lo con estos. Se tomd en cuenta el hecho de que son caracteres
que se nmanifiestan como recesivos (Gratia, 1963), razém por la
cual no puede hacerse actuar la colicina hasta no conpletarse la
segregacién.~

Se probd la eficiencia selectiva de sobrenadantes de las ce=-
pas colicindgenas, irradiades o no, mezclados, en variadas concen-
traciones con agar. Sin embargo, no se obtuvo una buena seleccién
pues en lz mayoria de los casos se observé un marcado crecimiento
residual de la cepa sensible. Esto impididé el empleo del método
en forma gencral y sélo se emple§ en algunos casos para confirmar
localizaciones yo realizadas.-

Por lo tanto,se recurrié & cruzamientos entre Hfr resisten-
tes y P~ sensibles o el reciproco. Se seleccionaron por sepcrado
todos los recombinantes posibles y se estudid en ellos el ligo-
niento de marcadores no seleccionados, inclusive el de resistencia

En mchos casos esto permite una localizacién preliminer del mare
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cador, que puede ser mejorada utilizando cepas Hfr que transfieran
la regibén en que estd situado, en los primeros minutos de la conju
gacidén. (Jacodb y Wollman, 1961),.-

Disponiendo de la Hfr apropiada, se tratéd de determinar el
nonento de entrada del locus de resistencia, refiriéndolo al de un
narcador seleccioncble, de entrada previa y cercana a la del estu-
diado.-

Cucndo no se conté con cepas convenientes, se realizaron "cru
zanientos de tres puntos", seleccionando un recombinante correspon
diente a un marcador de la Hfr transferido después de la mutacién
de resistencia. Evitadas cgilas distorsiones debidas al gradiente
de transferencia, se estudiaron en estos recomnbinantes las conbi-
naciones producidas entre la mutacién y otros dos mercadores cer-
canos a ella y estrechamente ligados entre si{. La clase minorita-
ria, corresgspondiente a los dobles cross-over, pernite determinar
el orden relctivo de los tres genes considerados (AlfBldi, Stent y
Clowes, 1962).-

Con los mismos datos puede estimarse en valores nunéricos las
distancias entre ellos, pero debido a la existencia de alta inter-
ferencia negativa (Cavalli-Sforza y Jinks, 1956), estos valores ca
recen de precisién y deben tomarse sélo como aproximaciones,-

Sienpre que se trabajé con cepas que presentaban resistencia
sirmlténea a mds de una colicina o a colicinas y fagos, la resis~
tencia de los recombinantes se probé ¢ todos ellos, para detectar
posibles segregaciones y descartar, cdemfds, loa posibilidad de que

la rmatante no sea de un solo paso.-

a.—- Resistencia a E,,E, ¥ fago BF-23.-

Contando con cepas Hfr y F- resistentes, se realizaron varios

cruzanientos, seleccionando recombinantes y estudiando en ellosla
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cparicién de los otros marcadores de la Hfr, no empleados en la
seleccién, inclufdo el de resistencia.-

Los resultados figuran en la tabla 3.-

La evidente proximidad entre Arg y (E2,E1,BF-23)r, indicada
por el cruzeniento en el que se empled la HfrP4x, es confirmada
por las otras dos Hfr utilizadas que, a pesar de tener drdenes Qe
transferencia my distintos, tienen origen en la zona entre TL y
Arg. Con la Hfr H, el marcador de resistencia aparece ligado al
Wltimo marcador, y con la Hfr P10, con el primero., Iuego el lo-
cus se encuentra a la izquierda del punto de origen de la Hfr H,
sin que pueda precisarse a que lado de Arg.-

El cruzaniento reciproco, realizado entre la Hfr P10 sensi-
ble y la F- PA 309/E2,E1,EF-23, es absolutanente simétrico, mos-
trando un ligenicnto de (E ,El,BF-23)s a Arg+ del 100 4. Tanmbién
por seleccién directa del marcador de resistencia, se obtiene
igucl liganiento entre ellos.-

Para nejorer la localizacién de la mutacidn, se realizaron
cruzanientos entre la Hfr P10 resistente por F- sensible, inte-
rrunpiendo mecdnicamente la conjugacién a distintos tiempos y se-
leccionando los recombinantes Arg+T+L+. En estos recombinantes
se siguié la aparicién del narcedor de resistencia con respecto al
tiempo. Lo entrada de Argf se produce & 108 9 minutos. Se proba-
ron 100 colonias de cada uno de los siguientes tiempos: 9, 11, 13
y 15 ninutos, en todos ellos aparece el narcador de resistencia en
un porcentaje que varia entre 94 y 100. Con los recombinantes
Arg'st®, a los 10,11 y 15 minutos, ocurre lo nismo.-

En cruzanientos senejantes a los anteriores, con la HfrP4x
resistente, y seleccidbn, tras la interrupcién, de los recombinan~
tes TfL+Strpudo constatarse que la aparicién de resisternciz en

ellos, va siempre unida a la de Arg+.-
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Es decir que no se advierte una separacién entre ambos marca-

dores producida por la interrupcién y si bien no puede descartarse
que el locus de resistencia esté situado antes que el de Arg, es

indudable que estd my préxino a él.-
Como el marcador M de la cepa Hfr4x estd estrechamente liga-

do a Arg, se cruzé esta cepa, resistente, con la F- PA309 y se se-
leccionaron 312 recombinentes H'S'. En ellos se estudié la distri
bucibén de los alelos no seleccioncdos Arg+, My (E2,E1,BF-23)r de
la Hfr y los correspondientes de la F-, con los resultcdos que apg

recen en la tabla 4.~

TABLA 4

Cruzaniento HfrP4xEn.E11§F-2; por F- PA309
Distribucién de 1 =23)
cién de los marcadores no seleccionaioa ﬁrg. (EZ’Eﬁ’BF 2
Y M, cn los reconbinantes H St

Clase Marcador NMinero de Porcentaje
Arg (E2,E1,BF-23) M colonias por clase
1 ! : T g 1,6
2 . T ¥ . 12,5
_ s - - 0,6
Parentales ' r = 72 85,3

- s + 194
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Ia diferencie en el nimero de colonias entre ambos recombi-
nantes de uno misma clase, se debe probablemente a que uno de ellos
necesita fuera de la regién considerada, un crossing over mids que
el otro para ser integrado.-

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

Arg (E2,E1,BF-23) M

los dos prirceros ™y cercanos.-

Sin embargo, como el mimero de recombinontes de los tipos 1 y
3 es my pequefio, se traté de comprobar ese orden en forna méds di-
recta.=-

Si en un cruzaniento endlogo al enterior, se selecciona
ArngfStr, se estdn 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 segregacidén del
cardcter en este recombinante que en el recombinante ArngFStr,
donde no ha habido crossing over entre anboss Si, por el contra-
rio, el locus investigado esté{ antes que Arg, no habrd diferencic
en el porcentaje de colonias resistentes entre anbos tipos de re-
conbinantes.~

En 165 colonias Arg M St¥se encontraron 3 sensibles (1,8%),
en tanto que entre 207 colonics Arng%Str aparecieron 29 (14%).

En la table 5 se da le significacién estadistice de estos dotos.
(Bancroft,1968) .-
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TABLA 5

s
Significacién de la diferencia en el porcentaje de (EZ,EI,BF-232
+ 4+ + r
entre los recombinantes Arg M St¥ y Arg M St

Reconbinante (E ,El,BF-23)s (E2,E1,EF-23)r Totad (E 'Elém-zﬁ

Arg M stT 3 162 165 1,82
Argu’stT 29 178 207 14,0

Pronedio
Totales 32 340 372 149 2,6
Desviacién relativa: 0,14 - 0,018 s 4.2

|/
0,079 x 0,921 0,079 x 0,92
165 207

para esta desviacidén relativa es P: 0,00006, luego la diferencia
es altanente significativa.-
Esto da para los tres narcadores un orden y unas distancios

relativas de:

Arg (E,,E, ,BP-23) - M
14% 86%

En ninguno de los recombinantes probados se observé segrega-

cién en el conportaniento frente a E2’E1’ y BF-23 .-

b.~- Resistencia a K, E, Y El o=

Cono las mmutantes de este tipo, obtenidas a partir de cepas
Hfr, se conmportaban como my nalcs donantes, se enpled en los cru
zanientos una cepa F—PA309/K,E2,E1. La constitucién genética de
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los reconbinantes obtenidos al cruzarlz con la Hfr H sensible fi-

gura en la tablae 6.-

TABLA 6

Porcentaje de marcadores no seleccionados en reconbinantes
del cruzaniento Hfr H x F- PAQPQ/Kipgxgl

Marcador no % de narcadores no seleccionados en los reconbinantes

seleccionado T+I:Str TrfStr H+StT Arngtr
Lt — 78 68 95
et 20 ——— 68 84
(K,E,,E))° 28 90 70 90
" 5 10 - 33
Arg’ 0 0 0 _—

Frecuvencic de reconmbinceidn de los reconmb. selec. (%)
41 3,8 0,2 0,03

Se enalizaron 50 colonias de cada tipo.-

Estos datos indican unz relcciédn entre el locus de Tr y el de
resistencia. IEn un cruzaniento posterior se enpled la Hfr AT IIIA
pensible, con la nisna F- resistente, y se interrunpid la conjugo~
cién a varios tienpos, selecciondndose los reconbinantes H'stT y
Tr st "

En estos Wltinos se estudid la aparicidén de los uarcadores

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: H+entra & los 9 minu

tos y Tr+ a los 33.-

FIGURA 2

Monmento de entrada de algunos narcadores, en el cruzaniento

Hfr AT IITA x PA309/K,E,,E,

bor
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En estos recombinaontes Tr+Strse observéd la entrada de Gal+

% 6at*y (K.Eg,E.)‘.n rec. Te*tSt¥

Se probaron entre 100 y 200 recombinantes de cada tiempo.-

e camas

a los 38 ninutos, que coincide con el de (K,Ez,El)s pues todas

. + y =
las colonias Gal eran sensibles a las tres colicinas.-

Este estrecho ligamiento entre Gar" y (K,E2,El) se confir-
né en cruzanientos entre la Hfr H sensible y la F- resistente en

los cuales se probaron 240 reconbinantes GalfStr, seleccionados

directanente, sin que pudiera observoarse segregacidén entre los

dos narcadores.-
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c.~ Resistencia a K.~

Se cruzé unc cepa HfrP4x, resistente Unicanente a le colici-
na K, con diferentes cepas F- sensibles y se seleccionaron los

reconbinantes que figuran en la tabla 7.-

TABLA

Cruzanientos entre HfrP4x/K y las F- PA309 8 PA3I60 sensibles

% de narcadores no seleccionados en recombinantes de

Marcador
no HfrP4x/K x F- PA309 HfrP4x/K x F- PA360
Seleccionado
1 1¥stT  arg'stT mYstT rtstT se¥st’
Lt _— 15 55 32,5 39
Arg’ 22,5  —em 25 22,5 32,5
: 0 0 — 37,5 32,5
Tt 0 0 15 —_— _—
K 0 0 0 2,5 0

Frecuencie de reconbinacién de los reconb.selec. (%)
13 2,6 0,14 0,04 0,06

Se probaron 80 colonias de cada recombinante.-

Se ve tanbién allfi el liganiento de norcadores no seleccio-
nados.-

Es necesario aclarar que cono E. coli K-12 tiene un solo
cronosonsa, le palabra ligomiento no se enmplea aquf en el sentido

estricto que tiene en otros organismos. Aunque todoe los genes
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de dicha bacteria pertenecen el nisno grupo de liganiento, las ca
racter{sticas de la conjugacién sexual, y otroes sistenas de recon
binacién, hacen que se enpleé con el sentido de proxinidad. As{,
se dice que dos genes estdn estrechanente ligados cuando estédn
my préxinos y se dice que no presentan ligeaniento cuando se
hallan my distantes.-l

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

Para investigarlo se seleccionaron 312 recombinantes SG+M+
provenientes de un cruzaniento HfrP4x/K por F- PA 360. De ellos
152 eren St° (48,7%) y de estos 39 eran K& (26%). Entre las 160
colonias St* restantes sélo 2 eran K (1,3%).-

Muchas de les colonias St°k® producian heolo turbio con la co-
licino K, pues contenian bacterias st® K?, en cantided no explica-

ble por mtacién,.-
Porece pues qué, a pesar del bajo ligandiento absoluto exis-
tente entre St° y Kr, hay una cierta proxiridad entre ambos.-

d.- Resistencia a la colicina 8 y al fago T6.-

Se trabajé con una cepa Hfr H/8,T6, que se cruzé con la F-
PA 309 sensible. En lo tabla 8 aparece el andlisis genético de

los reconmbinontes .
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TABLA 8

Cruzaniento Hfr H/8,T6 por F- PA302

% de narcadores no selcccionndos en los reconbinantes

Marcador
no
seleccionado T+L+Str Tr+Str H+Str
0 A — 58 62
(8,16)" 6 56 32
Trt 2 — 2
H 2 12 —
Arg’ 2 4 13

Frecuencia de reconbinacién de los reconbinantes selec.
50 1,7 0’37

Se analizaron 50 reconbinantes de cada tipo.-

Estos datos dan como ubicacién probadle la zona entre T L y
Tr pero mestran, al nisno tienpo, varias anonalias. Ia frecuen-
cia de reconbinaciédn de Tr+Str es desusadcnente baja con respecto
a la de T+L+Str, ¥ en estos Wltimos reconbinentes, el narcador no
seleccionedo Tr+ apareqe-tanbién con valores nenores que los nor-
nales.- N

Se realizd un cruzaniento entre la nisma Hfr enterior y lo
F- PA 303. Se interrunpié la conjugacidén en nomentos deternina-
dos y se seleccionaron, en estas muestras, los recombinantes
T+L',"Str y ProfStr.- En estos dltinos se cestudié la apariciénm de

los narcadores no seleccionados (8,'.136)r 4 Galt (Figura 3).-
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FIGURA 3

Monento de entrada de algunos mgrcadores, en el cruzaniento
Hfr H/8,76 x PA 303
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Cono puede verse en dicha figura entre los 9 y 10 nminutos
conienzan a aparecer los reconbinantes b AT ¥y a los 14 ninu-
tos los Pro+Str . Entre estos, las prineras colonias (8,‘1‘6)r
aparecen a los 18 ninutos y las Gal+ a los 24 ninutos. A pesar
de ser transferido nds tarde, este narcador aunenta rmucho nds ra
pidanente que (8,T6)r ¥y a los 60 ninutos aparece en un porcenta-

je mayor que el otro, cormo si hubiera una mala integracidn del
narcador de resistencia.-
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Cono la cepa P- enpleada en el ecruzamiento anterior es Lac*
no pudo estudiarse su relacién con el locus de (8,T6), que debe-
ria estar my préxino a 61.-

Para hacerlo, se realizé un cruzaniento entre la Hfr H re-
sistente y la F- PA309, se seleccionaron 312 recombinantes Tr+
st¥ y se estudié en ellos la distribucién de los narcadores no
seleccionados Lac, (8,T6) y Gal (Tabla 9).-

TABLA 9

Cruzaniento Hfr H/8,T6 por F- PA 309
Distribucidn de los marcadores no seleccionados Lac, (8,T6) y Gal

en los reconbinantes Tr+Str

Marcador

Clase Ninero de Porcentaje
Lac (8,16) Gal colonias por clase
1 M r . 22 87
e s 8 7,3
3 : r : 4 4,3
Parentales : E : | l%g 69,7

Sobre la diferencia en el minero de colonias entre anbos re-
conbinantes de la nisna clase, ver la nota de la tabla 4.-
Cono se ve en la tabla 9, donde aparecen los resultados de

ese experinento, la clase minoritaria deternina a:



cono orden relativo de los tres nmarcadores.-

e.~ Resistencia a 1la colicina I.~-
La ubicacién del gene que da resistencia Unicanente a la coli

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

Debido a la tramsferencia ordencda de marcadores que caracte-
riza a las cepas Hfr, y al coeficiente de integracién constante de
los marcadores transferidos, un cardcter cuya entrada es anterior
a la de otro, se encuentra en reconbinantes de este dltino en una

proporcién cercana al 50%, cualquiera sea la distancia que los se-

pO.I'e haad
TABLA 10
Cruzaoiento Hfr H/I por F- PA309 & PA36O
Marcador % de narcadores no seleccionados en reconbinantes de
. no
Seleccionado Hfr H/I x PA309 HfrH/1 x PA360
t'Ltst” trtst™ E'stT  Arg'stT se*st¥
A — 78 73 63 65
Trt 33 — 68 65 42
H & 23 — 27,5 33
r 5 13 55 35 38
arg” 0 0 0 -— 0

Frecuencia de reconbinacién de los recon.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+Str y r puede significar sinplenente que la resistencia
es transferida antes que el locus de H en la Hfr empleada, Pe-
ro si, por el contrario, aquel se encucntra ubicado después de
H, ese resultado indica que ambos estdn préxinos.-

Para decidir entre ambas posibilidades, se obtuvo un recon-
binante F- T L H SG Arg'I'St¥, de un cruzaniento entre la Hfr
H/I y la F~ PA360. Este reconbinante se cruzéd con la Hfr AT IIIA
sensible y se seleccionaron los reconbinantes Hfsfr(proximnl) y
SG*StT (distal) en esa Hfr. (Figura 1).-

Ninguno de los reconbinantes H' s5tT recibié 1a I° de la cepa
Hfr, y de los recombinentes SG'St° s6lo la recibid el 15%,-

El narcador de resistencia a I estd situado, entonces, a la
izquierda de H, entre el origen de la Hfr AT IIIA y el locus de
SG.-

f.~ Resistencia a la colicina V,-

Se emplearon dos cepas, Hfr H y Hfr P10, correspondientes a
érdcnes de transferencia (Figura 1) muy distintos, pero ambas re
sistentes Unicanente a la colicina V. En la tabla 1l aparecen
los resultados de su cruzaniento con dos F- sensibles.-

Se advierte en ella que: con la Hfr H, cuyo orden de trano-

ferencia es TL---Tr H-—SG---Arg , UYnicanente el narcador SG
rmestra neto liganiento con la resistencia a V, En canbio, con
la Hfr P10, de orden Arg---SG--~H--=Tr, el nercador de resisten-

cia aparece con altos valores no sblo en SG+Str, sino tanbién en
H'stT y Tr+Str, lo cual indica que en esa Hfr el locus V es
transferido antes que ellos,.=-

Adends, el ligamiento de 95% entre se* y Vr, observado con

esta cepa y el de 63% entre los nismos narcadores, cuando se usa
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la otra Hfr de sentido contrario, demmestra que ambos estdn my
ligados y sefiala cono ubicacién nds probable del locus de V la
regién entre SG y St.-

g.- Resistencia a lcs colicinas Ve I.-

Los cruzanientos realizados, en los cuales se enplearon va-
rias Hfr de érdenes distintos, dieron los resultados que aparecen
en la tabla 12,-

Se observa all{, que tanto con la Hfr H, que transfiere sus
narcadores en el orden TleeeTr-e=H---8G---Arg, cono con la Hfr

P10, que lo hace Arg---SG---H---Tr , el narcador de resistencia
(V,I) aparece en un porcentaje mayor del 50% en los reconbinantes
H'stT .-

Es, adends, evidente que cuando el narcador SG es transferi-
do después de H (con la Hfr H), el porcentaje de resistencia en
aquel (64%) es nmayor que en éste (50%), y a la inversa cuando se
transfiere antes (con la Hfr P10, 35% y 77% respectivanente).-

Estos datos indican para el locus (V,I) una ubicacién entre
SG e H, Para confirnarlo se realizaron cruzanientos con tres ce-
pas Hfr AT IIIA/V,I, pues esa Hfr tiene su origen en esa zona.
(Tabla 13).-

En esta cepa el liganiento entre H ¥y (V,I)r se ha roto, ¥y
sélo se advierte aparicién del narcador de resistencie, cuando se
selccciona el cardcter SG+ que es distal en esa Hfr., Es evidente
entonces, que el locus (V,I) se encuentra entre SG y el final del
cronosona de la Hfr AT IIIA, y probablemente rmy préxino a éste,
dado el bajo porcentaje con que aparece en los recombinantes

se'stT.-
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Cruzanientos Hfr AT IITA/V,I por F- sensible

Marcador % de nmarcadores no seleccionados en reconbinantes de
no
seleccionado x P~ PA309 x F- PA360
+
H'st® 1r'stt 17r'st’ arg’stt sG'stT
H+ === 63 53 55 39
ort 20 -— 63 50 —
+_+
TL 0 7 --- 33 51
Arg’ 0 0 0 — 48
(v,1)" 0 0 2 5 17

Frecuencia de reconbinacién de los recon.seleccionados
20 6,4 0,6 0,03 0,05

Los datos son promedios d¢ los obtenidos en cruzanientos con
tres Hfr nisladas independientenente, Se analizaron 40 colonias

de cada recoobinante en cada cruzamiento.-

h.- Resistencia a las colicinas V,I,B, v 8.-

De las pocas cepas de este tipo que se aislaron, todas corres-
pondientes a la Hfr H, se conservé la de nejor conportaniento cono
donante, Con ella se realizaron dos cruzanientos prelininares,

cuyos resultados figuran en la tabla 1l4.-
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TABLA 14

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

% de marcadores no selec.en recomb. de HfrH/N,I,B,8

Marcador
no
seleccionado x F-PA309 x F- PA360
' L¥st” Tristt H'stT argtst® sgtstT
ntt —-— 68 72 50 52
Tr 8 -—- 68 25 —
H 0 15 -— 10 38
Argf 0 0 0 —
(v,1,8,8)" 0 0 0 0 0

Frecuencia de reconbinacién de los recomb.seleccionados
38 8,3 2,3 0,02 0,4

Se analizaron 100 reconbinantes de cada tipo.-

La falta de liganiento que se observa, pddria deberse a pro-
ximndided del cardcter de resistencie con el locus de St, pues en
todos los recombinantes seleccionados esa zona proviene de la
F- (Str), que es sensible a las colicinas.-

Conmo la Hfr H es prédcticanente prototréfica (Tabla 1), no es
posidble contraseleccionerla con ningune deficiencia nutritivo; se
utilizé su sensibilidod al efecto inhibitorio de la valina (lcn-
ten y Rowley, 1953).-

Estos autores denostraron que ruchas cepas de E. coli, entre
las cuales se cuenta K 12, no crecen en presencia del aminodcido

velina., Observaron adcods que hay rutaciones de resistencia a
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ege efecto y nopearon una de ellas en la zona de TL.-

Se aislé una rutante esponténea, resistente a valina, de la
cepa F- PA309 y se la cruzd con le Hfr H resistente, con los resul
tados que aporecen en la tabla 15.- )

TABLA 15

Cruzaniento Hfr H/V,I,B,8 por F- PA309 Val®

de 11 - ; ,
Marcador no % de narcadores no seleccionados en los reconbinantes

seleccionado rrtsiT et val® H+Str H+Va1r Arg+Str Arg+Va1r
Tr —- - 55 23 23 28
H 13 8 35 30
5t° -—- 3 - 3 - 30
va1® 8 -— 30 — 43 -—
Arg" 0 0 0 0 — —
(v,1,8,8)F 0 0 0 0 0 0

Frecuencia de reconbinacidén de los reconb.selec. (%)
0,5 1,8 0,63 0,33 0,03 0,04

Se probaron 80 colonias de cada recombinante. No se seleccip
ndé el reconbinante T+L+Str porque la cepa F- enpleada es T+L+.f

Aunque no se observéd ningin liganiento entre st° y (V,I,B’B)r
pudo advertirse que en algunos reconbinantes Arg+Valr aparecian
abundantes colonias resistentes en los halos producidos con 1las cp
licines.-

Cono esto no ocurria con 1los reconbinantes Arg+Str, se selec-

cionaron 100 recombinantes Arg+Valr, de un cruzaniento anidlogo al
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anterigr. Se observd al probar su resistencic, que aunque todos
producian halo con las colicinas, mchos de estos halos (30%) mos
traban nunerosas colonias resistentes.-

El ninero de dichas colonias variabe en los distintos recon-
binantes, pero era constante con las cuatro colicinas para un re-
conbinante dado.-

Se estudiaron esas colonias picdndolas de los halos y se
observé qué, adenfs de ser resistentes a las cuatro colicinas, en
la nayor{ia de los casos correspondian al genotipo Tr+HfSts, que
con frecuencia no era el que presentaba el reconbilnante del que
provenian.-

Es probable pues, que el factor que dificulta la localizaeién
de este locus, sea una integracién deficiente y tardia en el cro-
nosona de la F-,

Parclelanente, es interesante observar que la mutacién Val®
obtenida, no napea en la regién de TL, (Jacob y Wollman, 1961),
sino cercana a H, cono se deduce de su liganiento a otros marcado-
res y de la disninucién de los recombinantes H'Val¥con respecto a
los H'St™ (Tabla 15).-

i.- Relacién entre los tres loci de resistencia a la colicina V.-

No pudiendo deterninar la ubicacién del locus que da resis-
tencia a las colicines V,I,B, y 8, se decidié estudiar su posible
coincidencia con clgunos de los otros dos, Vr y (V,I)r ya ubicados

Para ello se realizaron cruzanientos en los cuales anbas ce-
pas eran resistentes a V, pero de diferente tipo y se selecciona-
ron los reconbinantes apropiados para observar reconbinaciodn

entre los loci correspondientes,-

Alelismo entre V. y (V,I).
Cruzaniento Hfr P10/V x F~- PA 360/V,I.-
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Se seleccionaron los reconbinantes HfStr, de 100 de los cue-

les se probd su resistencia a las colicinas V e I. De ellos:
31 eran resistentes a Ve I (locus (V,I))

28 eran resistentes a V y sensibles e I (locus V)
41 eran sensibles a Vel

Siendo anbas cepas resistentes a V, estas 41 colonias provie
nen de la reconbinacidén entre anbos loci.-

Alelisno_entre (V,I,B,8) y (V,I).
Cruzaniento Hfr H/V,I,B,8 por F- PA 360/V,I.-

Se seleccionaron los reconbinantes H+Stfde 100 de los cuales

se probd su resistencia a las coliecinas V,I,B y 8. Eran:

50 registentes a V e I y sensibles a By 8 (locus
(v,1)).

50 sensibles a V,I,By 8

Estos dltinos se deben a recombinacién entre anbos loci, lo

cual dermestra que las mtaciones (V,I) y (V,I,B,8) no son aléli-
cas,.~-

MAMelisno entre (V,I,B,8) y V.
Cruzamiento Hfr H/V,I,B,8 por F- PA 360/V.

Se selcccionaron los reconbinantes SG+Str y se probd la re-
sistenciade 100 de ellos a las colicinas V,I,B y 8.

Eran:
67 resistentes a V y sensibles a I,By 8 (locus V)
33 sensibles o V,I,By 8

La aparicién de estos Wltimos recombinantes demestra que
anbas rmutaciones no son alélicas.-

j.- Resistencia a la colicina B.-

Las cepas aisladas de este tipo provenian de la Hfr P10, que
es resistente al fago T5 (Tabla 1) pero sensible, aunque en nenor
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grado, & la colicina B, Se cruzé una, conpletamente resistente a
B, con 1la F- PA 309 sensible y se seleccionaron los reconbinantes
Arg+Str, H+Str y Tr+Str. Se probaron 50 colonias de cada uno de
ellos sin encontrar ninguna resistencie 2 B.~

Para elininar la posibilidad de que el locus se encontrara
profino a st® ¥ por eso no apareciera, se canbié la F- por una de
rivada de ella, pero TfLT. Cono la Hfr P10 es T L , se seleccio-
naron los reconbinantes Arg+T+Lf, ;4 y Tr+T+L+, sin encontrar,
tagpoco ninguna colonia resistente a pesar de que rmchos de esos
recombincntes eran St°.-

Estos resultados indicarfan una localizacidén en el extreno
distal del cronosoma de la Hfr P10, es decir en la regidn de TIL.
Usando una F- PA309 resistente a B, y cruzdéndola con la Hfr H
sensible, se conprobd esa localizacién conmo puede verse en la ta-
bla 16.-

TABLA 16

Cruzaniento Hfr por F- PA }OQZE

de narcadores no s c 8 i
Marcedor 1o % 0 seleccionados en recocbinantes

seleccionado ptrtstt  retsit H'stT Arg+Str

A — 88 80 78
B® 78 75 73 83
et 25 - 80 65
H 5 20 - 45
Arg" 0 0 0 _—

Frecuencia de reconbinacién de los recon.selec.!{%.;
40 8,5 1,9 0,05

Se probaron 50 colonias de cada tipo.-
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El estrecho liganiento entre TL y B se conprobd interrumpien
do la conjugacidén a distintos tiempos en un cruzaniento andlogo
al anterior. Se seleccionaron los recombinantes T'L'St™y se estu
dib en ellos la aparicién de la sensibilidad a B.-

Cono ya se indicé anteriormente, Fredericq y Gratia (1960)
encontraron que las cepas resistentes a los fagos T1-T5, presen-
tan una sensibilidad disminuida a la colicina B. Aunque todas
las mutantes aqif nencionadas son completanente resistentes, la
ubicacidén del locus sugeria una posible relacién con el que con-
fiere resistencia a dichos fagos, que napea tanbién en esa zona.
Por esa razdén, se controld en los recombinantes la aparicién de
la sensibilidad a TS5 transferida por la Hfr.

| FIGURA 4

Monento de entrada de algunos narcadores, en el cruzaniento

Hfr H x PA309/B

N
15+ J

°
“%B%y T5% enrec. THLASE"

N®rec. T*L*St"/ml(x10%)

+
1

8 10 12 S 10 i} min.

Se probaron entre 100 y 200 recombinantes de cada tienpo.-
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Conio puede observorse en la figura 4, los reconbinantes
AT aparecen a los 8-9 ninutos y los narcadores B° y 159 apa
recen entre los 10 y 11 ninutos.-

En la casi totalidad de las colonias probadas, a la resls-
tencia o sensibilidad a la colicina B corresponde la nisma res-
puesta frente al fago TS5, pero se aislaron cuatro reconbinantes
que a pesar de ser resistentes a T5 se muestran sensibles, aunque
en nenor grado que la Hfr, a la colicina B. Estos recombinantes
han recobrado el fenotipo que ten{a la ccpa F- antes de mutar a

conpleta resistencia a B~

k.- Resistenciz a B (menor sensibilidad a I y 8).-

Se realizé sélo un napeo prelininar de esta rutacién, que fg
not{picanente se diferencia de la anterior dnicamente porque las
cepas que la llevan dan halos nenores con las productoras de coli
cinn Iy 8.-

Se emplearon cepas resistentes Hfr H y Hfr P10 y con anbas
se obtuvieron resultados concordantes que indican para este locus
una ubicacién conpletanente diferente a la del anterior, cono pue-
de verse en la tabla 17.-

Efectivanente el cruzariiento con la Hfr H demestra que el
locus de resistencia no estd ligado a T+L+ ni a ninguno de los
otros narcadores seleccionados, en tanto que el cruzaniento con la

Hfr P10, indicarfia unc looalizacién en la zona de St.-



g £ I 8 PBPTITATSU3E JOUSN (X)
94UBUTQTO03I TPRO 9p ST.IuoTod 09 £ 0¢ oxzud uoacqoxd og

o€ o¥ 0 0 0 0 0 A
G ST 0T - -- - -- g3s
L6 89 -~ -- 0 0 0 o
06 - €€ r43 -- 4 L N
- oY €€ GV 06 -— Lz +10
-- -- -- 69 6L 6L - LIl
L0, T I H T.3.81v | 38 81y IS H 35 IT L3S,T.T ocdﬁomﬂowamm
JOPTOJIEBY

60€ vd xAuvm /0Td IJH

60¢ V1 xﬂxvm\m ITH

9TATSU3E =3 MN g © 53Uu23sT6dx

X)

IJH 9JI3Ud SO0QULaTL2ZNIO U9 SODCUOFOO0STO93 OU 50I0pUOILU 8P 9[TIUddI0J

LT VIV




TABRLA 18

Tipos de mtantes seleccionadas

Seleccién Resistente a Ubicacién
con Caracter{sticas
colicina | colicina | fago genética
E2 E2,E1 BF-23 entre Arg-M
K cerca de St |nala integracién
K K,EQ,E1 cerca de Gal jnmal creciniento,
revierte
K,E2 — nal crecimiento,
revierte
8 T6 entre Lac-Gal|integracién defi-
8 ciente
8,E) (1)
\J entre S5G-St
v v,I entre SG-H
v,I1,B,8 T1 ? nal creciniento g
integracién, no
revierte
I entre SG-H
1 I,V —
B my cerca de
B (T1-T5)
B (2) cerca de St
B,V,I(3) _—

(1) Segn napeos prelininares estaria entre H y St

(2) Menor sensibilidad a I y 8

(3) No se probd su resistencia a 8
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IV.~ DISCUSION Y CONCLUSIONES

a.- Caracter{sticas de las rmtantes y su localizacién genética.-
Resistencia a E2’-£& y BF-23.-

Las caracteristicas de estas mutantes, Ynico tipo aislado

por accién de la colicina E2, concuerdan con las descriptas por
Fredericq (1949a)., Su localizacién entre los marcadores M y Arg,
estd de acuerdo tanbién con la encontrada por Jenkin y Rowley
(1955), quienes lo ubicaron entre My B,. Dada la distancia exis
tente entre Arg y M (1-2 ninutos) (Jacob y Wollman, 1961) y la
proxinidad del narcador de resistencia al prinero, es fécilnente
explicable la imposibilidad de separar a anbos por interrupcién
de la conjugacién, pues la distancia entre ellos debe ser nenor
que un ninuto.-

La frecuencia con que aparecen mutantes de este fenotipo y
la falta de segregacidén entre la resistencia a los tres agentes,
sugieren que ésta es una mtacién de punto que afecta un paso co-
min de la sensibilidad a las colicinas E2, E1 y al fago BF-23.-

Resistencia a K, E2 LE]_"'

Esta clase de mutantes, que aparecen con frecuencia entre
las resistentes a la colicina K, demestra la existencia de un ti
po de resistencia cruzada no conocido hasta el nomento.-

Pone, al nismo tienpo en evidencia, diferencias de conporta-
niento 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’ nantienen
su sensibilidad a ese fago. Esas diferencias aparecen tanbién en
otro tipo de rmtantes resistentes a K: las (K,E )*. (Tabla 13).-

Las cepas con la mtacién (K, E,, El)r, que mapea 1y estre-
chanente ligada a Gal, crecen con nenifiesta dificultad, Es my
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posible que esta caracteristica esté intimanmente relacionada con
las modificaciones de la pared de la bacteria o que ambas sean
efectos de una nisna causa, pues las bacterias que revierten, re
cobran, junto con la sensibilidad a las colicinas, la normalidad
de creciniento.-

Ho es de extraflar, pues, que esas reversiones se acurmlen
en los cultivos, ya que deben ser favorablenente seleccionadas,
¥y que las cepas resistentes se nmanifiesten cono poco estables.
Su capacidad de reversién, indica, por otra parte, que la resis-
tencia se debe a una mutacién de punto que interfiere con la sen
sibilidad a las tres colicinas,-

Es destacable, adends, que cepas de este tipo sélo se ais-
lan por accién 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 mutacién a (K’EZ’El)r y o
(E,,E ,BP-23)" .-

De ser este el caso, es de esperar que estas Wltinas mtan-
tes, que aparecen con gran frecuencie cuando se enplea la colici
na E2 en la seleccién, ennascaren la presencia de las otras que

son escasas y crecen con dificultad.-

Resistencia a K.-

Las mutantes aisladas, resistentes a esta colicina, no pre-~
gsentan las caracteristicas nencionadas por Frederieq (1949b).-

Este autor encontré una estrecha relacién entre esta colici-
na y el fago T6, pues todas las mutantes aisladas por su resisten
cia a dicho fago, eran resistentes a2 la colicina, y lo nisno ocu-
rria con la nayoria de las que se aislaban cono resistentes a la
colicina, con respecto al fago.-

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

Ese tipo de mtante no ha aparecido entre las aisladas aqui
pues las resistentes & K, aun correspondiendo a distintos tipos
(Tabla 18), son todas sensibles al fago T6.-

Se ha descartzdo la posibilidad de que esto se deba a dife-
rencia en la colicina, pues enpleando la cepa E. coli K-235, fre
cuentenente utilizada por Fredericq conmo productora de colicina
K, se obtienen 1lo0s nisnos resultados.-

La identidad del fago recibido con T6, parece cierta, pues
concuerda con éste en sus caracteristicas de plaqueo y en la ubi
cacién genética del locus de resistencia al nismo.-

Parece, pues, inexplicable la diferencia encontrada, que po
dr{a, quizéds, atribuirse a peculiaridades de las cepas enpleadas
para la obtencién de resistentes, que fueron, en el caso de Fre-
dericq, varias cepas de Shigella y E. coli, y en el presente, ce
pas derivadas de E. coli K-12.~

A este respecto, debe mencionarse, que una cepa de K12 resisg
tente a K, proveniente del Dr. Fredericq, es no sélo resistente a
la colicina K y 21 fago T6 sino tanmbién a la colicina 8. Esta cg
pa, que corrobora la relacién establecida aqui entre 8 y T6, po-
dria explicar tanbién la resistencia cruzadn encontrada entre K y
T6, por la existencia de un tipo de mtante (X,8,T6)F. Este tipo
no estaria entre los de apariciédn nds frecuente con los cepas de
E. coli Ka2 enpleadas, pues no se aislé ningién representante de
él, en este trabajo.-

No ha sido posible nmapear con exactitud la mtacién que da
resistencia, unicanente, a la colicina K, y solanente se tienen
indicios de que podria estar cercana al locus de St. Las dificul
tades en su mopeo parecen provenir de una deficiente integracién
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del narcador dada la heterogeneidad que, en cuanto a resistencia,
presentan algunos de los reconbinaontes aislados.
Tales alteraciones en la integracidén parecen ser frecuentes
con las deleciones gigatia, 1962). Podria, pues, esperarse que
ésta fuera la naturaleza de esta mmtacién, que es adepds my esta

ble en sus caracteristicas.-

Resistencia a 8 y fago T6.-

Esta colicina, aun no identificada, pero indudablenente dis-
tinta a las otras enpleadas aqui, mestra evidente resistencia
cruzada con el fago T6é. 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 TS.—

El napeo de estc rmmtacidén la ubica entre Lac y Gal, lo que
coincide con el locus conocido de resistenciz a T6. Coincide ade
n4s, con el uapeo, realizado por Fredericq y Betz-Bareau (1952),
del locus de resistencia a K-TE.-

Pero, cono se explicé al tratar la colicina K, la \nica re-
lacién hallada entre ésta y la 8 se presenta en una mutante, obte
nida por Frederieq, que no se estudid aqui genéticarente y de la
que no se conoce si proviene de una mtacién de un solo paso.-

Aunque en nenor grado que con algunos de los otros loci, pa~-
rece haber toenbién con estes mtantes inconvenientes en la inte-
gracién.-

En los cruzanientos en 1os que se interrunpid la conjugacién
(Figura 3) ese hecho se hace evidente, pues el uorcador Ga1+, que
entra después que el de resistencia, ocunenta con pendiente nis
pronunciada y prontomente lo sobrepasa en porcentaje entre los rg
conbinantes ProfStr.-

Si esta es o no, una nanifestacién que aconmpafia sienpre a

/G
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este tipo de mtacién, deberd decidirse con el estudio de nds ce
pas de este genotipo.-

Registencia a I.-

Adends de 1los loci en que la resistencia a esta colicina se
presenta aconpaficda por resistencia a otras, existe otro, situa-
do entre H y SG, que confiere sélo resistencia a I.-

No se ha investigado el posible alelisno de esta rutacién
con la que da resistencia a V e I que mapea en la nisna zona (Tg
bla 18), pero el hecho de que este tipo de resistencia a I, vaya
aconpafiado de una evidente disninueién en la sensibilidad a V,

tiende a indicar que podrian corresponder 2l nismo locus.-

Resistencia a V,-

Este locus que da resistencia Unicamente a V, estd situado
entre los nmarcadores St y SG.-

Genéticamente se he conprobado, que no es elélico con las
otras mutantes aisladas, que presentan distinto tipo de resisten

Resistencia a Ve I.-

Es, junto con el anterior, el tipo nés frecuente de resis-
tencia a la colicina V, Su napeo indica que estd ubicado entre
los narcadores H y Sg.-

Aungue no se deternminé su relacién con la mutacidn Ir, se
denostré que no es aldlico con los otros tipos de resistencia a

v."

Resistencia a V, I, By 8.~

Las caracteristicas de este mtacién son andlogas a les
del grupo estudiado por Gratia (1962). Este autor encontré 4
27 r
tipos de mutantes: 1° (B,I)T, 2° (Tl,V,B,I)r, 3o r°(T,,V,B,I)
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y 4° Trl”, Tr2", (Tl,V,B,I)r de las cuales considerd las tres Wlti
nas deleciones de extensién variable en la nisna regién cromoséni-
ca.-

En cruzanientos, y tanbién en transduccidén, cepas con estas
caracteri{sticas mostraban narcadas anormalidades en su conporta-
niento. Los recombinantes TrfStr, por ejemplo, apareci{an con fre-
cuencia nenor a la normal y su ninero aunentaba progresivanente
tras incubacién de varios dfas, debido a integraciones y segrega-
c¢ién tard{a de heterocigotas persistentes.-

La cepa estudiada aqui, presenta caracteri{sticas que la iden-
tifican con el tipo 2 de Gratia. Es Tr+ y resiste a las colicinas
V,I,By al fago T1l, y a2dends a la colicina 8 que probablenmente no
fué probada por ese autor.-

En eruzanientos, la resistencia no presenta liganento con nin
guno de los marcadores seleccionados (TL,Tr,H,SG,St y Arg) aunque
estos comprenden précticanente todo el cromosoma de E. coli K-12.

No se ha observado disninucién de los reconbinantes Tt 5tT?
pero reconbinantes distales, contraseleccionados con Val, ruestra
norcada heterogeneidad con respecto a narcadores no seleccionados
incluyendo el de resistencia, lo que indice un estado heterocigo-
ta de larga duracién.-

La localizacién dada por Gratia a estas mutaciones en la
zona de Tr, basada principalnente en la presencia sirmlténea, en
alguna de ellas, de resistencia a las colicinas e incapecidad pa-
ra sintetizar ese aninodcido, no pudo confirmarse en este trabajo.

En los pocos casos en los que se recobr$ el narcador, estabe
aconpaficdo por le nayor porte de los correspondientes a la Hfr,
cono si en realidad se hubiera integrado el narcador dc la F-,

enpleado en la contraseleccidén, en el cromosona de la Hfr.-
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Todos los datos obtenidos sugieren que hay elinminacién post
cigéticas del caracter de resistencia, probablenente a través
de un proceso de integracién diferencial.-

La estabilidad de la resistencia en la cepa, a pesar de su
creciniento deficiente, apoya la conclusidn de Gratia de que es
una delecién.-

No es posible decidir, con los resultados obtenidos, si la
resistencia conjunta a las 4 colicinas y al fago, se debe a que
la delecidn comprende o los distintos genes correspondientes o a
que afecta un paso comnin de la resistencia a todos ellos.-

Dada la gran dispersién encontrada entre los loci de resis-
tencia napeados, aun entre los correspondientes a una nisma co-

licina, la segunda hipétesis parece néds probable,-

Resigtencie a B.-
Cono ya observoron Fredericq y Gratia (1960) los tipos de
resistencia a B son my variados. Confirnando otra de las obser

vaciones de estos autores, todas las cepas originales enpleadas
(Tabla 1) resistentes a los fagos Tl - T5, presentaban una sensi-
bilidad netanente disminufda a B.-

Las cepas conpletamente resistentes que se aislaron a partir
de ellas corresponden, sin enbargo, a doe tipos,

El locus correspondiente a uno de ellos mapea entre TL y Lac
y mestra estrecho liganiento al nmarcador (T1-75)F. Se observé
segregacién entre la resistencia conpleta a B y la resistencia a
75, pero no entre &sta y la serdresistencia a B.-

Esto podria indicar la existencia de un grupo de loci muy 1li
gados, cada uno de los cuales daria resistencia a un deterninado
nivel de colieina; alguno de ellos tendria adends el efecto cono-
cido sobre la sensibilidad a los fagos T1-T5
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Las mutantes del segundo tipo se diferenciamn de las ante-
riores porque presentan nmenor sensibilidad a las colicines Iy
8.-

Genéticamente las diferencias son méAs netas, pues el locus
correspondiente no rmestra ninguna relacidn con (12-75)F y 1os
datos prelininares obtenidos tienden a ubicarlo en la cercania
de St.-

Por algunas de sus caracteristicas estas rmtantes se pare-
cen a las que Fredericq y Gratie (1960) locelizaron entre los
narcadores C y St. Efectivamente, adends de la semejanza en la
ubicacién, anbos tipos tienen menor sensibilidad a I, Se dife-
rencian, sin enbargo, en que las obtenidas por esos autores
adguieren junto con la resistencia la incapacidad de sintetizar

netionina, en tanto que éstas la sintetizan normalmente.-
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b.~ Resistencia a colicinas, resistencia a fagos Y relacién

entre anbas.-

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

Su estudio genético dermestra, por otra parte, que cada uno
de esos tipos corresponde a un locus diferente, y que los distin
tos locl que controlan la sensibilidad a una colicina deternina-
da, se encuentran distribufdos en diferentes regiones del crono-
sona, -

Aunque todas las cepas de igual fenotipo que se probaron,
pareci{an corresponder a un nisno locus, no se hizo un estudio
sistendtico que pusiera en evidencia las indudables diferencias
de genotipo que debe haber entre ellas. Debe considerarse que
los distintos fenotipos wuve deterzinaron por el conmportaniento
frente a fagos y colicinas no empleadas en la seleccién, y para
ello se usaron solanente tres fagos y siete de las veinte colici
nas conocidas. Es, pues, presunible que el uso de nmads de estos
agentes, subdividiria los grupos que se deterninaron con aquellos
y pondria en evidencia diferencias posiblenente genotipicas.-

La frecuente presencia, en las mmtantes, de resistencia
miltiple a varias colicinas, o a colicinas y fagos, lleva inelu-
diblenente a considerar la relacién que puede existir entre
ellos.-

Fredericq (1957) interpreté la existencia de resistencia
cruzada entre colicinas y fagos como denostracién de que la
adsorcién de éstos se realizebe sobre los nisnos receptores uti-
lizados por la colicina con la cual presentaban esa relecién.-

Dada la senecjanza de propiededes entre los fagos abenpera-
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dos y los factores colicinégenos, y entre las colicinas y los
fagos virulentos, vié en la resistencia cruzada entre el fago
T6 y la colicina K, una prueba de parentesco entre anbos agen-
tes y postulé una presunta identidad entre la colicina y la
proteina de la cola del fago, la actividad letal de las cuales
(Latar jet y Fredericq, 1955) tendrian iguales curvas de inacti
vacién con rayos X.-

Sin enbargo, ese parentesco fué descartado por Goebel
st al. (1955), quienes aunque observaron resistencia cruzado
entre T6 y K en "variantes de fase II de Sh. sonnei", denostra
ron que entre anbos agentes no existen propiedades quinicas ni
inmmnoldégicas en comin.-

Las mutantes aisladas en este trabajo dermestran, por otra
parte, que tampoco los receptores son cormnes. Y esta conclu-
8ién puede extenderse a todos los casos de rcsistencia cruzada
observados aqui.-

Efectivamente, puesto que varios son los loci que contro-
lan 1la secnsibilidad a una colicina, el hecho de que la rmuta-
cién en uno solo sea suficicente para proteger a la bacteria
indica que todos ellos afectan la sintesis o propiedades de
un2 nisna estructura.-

En ese caso, de ser esa estructura, que podenos identifi-
car cono el receptor, comin a dos o mos egentes, las mutacio-
nes correspondientes tendrian que afectarlos en fornz sinilar.

El hecho de que con ningunc de lcs colicinas y fagos que
Se enplearon, el conportamiento de las rmtantes aisladas sea
idéntico al presentado con otra, (Tablz 18) indicaria que cada

uno de esos agentes se adsorbe sobre receptores especificos pa
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ra él.-~

Es decir que eaa especificidad debe ser miy grande, y en
esto se asenejan tanbién a los receptofes para fagos, en los
cuales, por ejenplo con las mutantes (Tl-TS)r, pequefios can~
bios no delectables por nétodos quinicos ni inrmnolégicos, basg
tan para inactivar el receptor (Weidel, 1958).-

Tanbidn por cnclogia con lo que ocurre en la resistencia
a fagos, podric esperarse que algunas de las mtantes mfilti-
ples dieran indicios sobre lz distribucidn de los receptores
de colicinas en las capas de lo pared de E. coli. Cono es sa-
bido los mutantes de un solo paso resistentes a los fagos T3,
T4 y T7T carecen de una heptosa que forma parte de la capa en
la que se hallas los recceptores -especificos para ceda uno de
ellos (Neidel, 1958).-

La distribucién de resistencia entre la mtante de un so-
lo paso, resistente o K, E, ¥ E1 ¥ la mutante, por deleccidn
resistente a V, I, By 8, podrfia tener significodo en ese sen-
tido.-

Es 1llanativo tanbién que mostrando las resistentces a coli
cinas tales conplicadas conbinaciones, no sea nas frecuente la
resistencia cruzada con fagos. Este hecho podrfia ser, justa-
nente, indicio de falta de parentesco entre ellos.-

Finalnente, es necesario renarcar que a pesar de lo poco
cspecificas que son las mutantes resistentes, el uso de cpro-
piadcs conbinaciones de ellas parece ser, por el Dorncnto, ¢l

nétodo nds eficaz para diferenciar e identificar colicincs.-
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