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RESUMEN

El analisis genético de un mutante chl-», realizado mediante conjugacion
con cepas Hfr de polaridad opuesta y transduccién con el fago P, prueba la
existencia de un gen chl E ligado al gen chl A, segiin la secuencia gal-att h-bio-

chl A-chl-e.

MAPPING OF THE chlE GENE IN ESCHERICHIA COLI K,
ABSTRACT

The genetic analysis of a chl-r mutant, done by conjugation with Hfir
strains of opposed polarity and transduction with phage P,, prove the existence
of a ehl E gene linked to the chl A gene, according to the sequence gal-att }-bio-

chl A-chl-e.

INTRODUCCION

Pichinoti' ha establecido la existen-
cia de dos Nitrato-Reductasas bacte-
rianas, la enzima A y la enzima B,
que se diferencian en muchas de sus
propiedades y, principalmente, en su
comportamiento con respecto a un
andlogo estructural del nitrato, el clo-
rato. Este es un sustrato de la enzima
A y un inhibidor de la enzima B.

Una enterobacteria que posee la
Nitrato-Reduectasa A, no puede cre-
cer en anaerobiosis en presencia de
ClO;-, ya que el clorito formado (o
productos ulteriores de reduccion de
este compuesto) es letal para ella.?
Esto ha permitido aislar mutantes
que han perdido las actividades Ii-
gadas a la enzima A, sembrando en
profundidad en agar nutritivo glu-
cosado que contiene KCIOs.

Los estudios realizados por Puig
y col? y por Adahya y col! han
permitido agrupar a los mutantes
chl-r en 5 clases: ehl A, chl B, chl C,
chl D y chl E. Los mutantes chl A,
chl B, chl D y chl E son pleiotropos,
porque son defectivos a la vez para
las actividades Nitrato-Reductasa e
Hidrogenliasa, mientras que los mu-
tantes chl C estin desprovistos sola-
mente de la actividad Nitrato-Reduc-
tasa,

En E. coli K;;. las mutaciones chl
A, chl D y chl E estan ligadas a la

region gal, las chl B a mitl y las
chl C a trp.

Las experiencias realizadas e in-

cluidas en el presente trabajo, nos
han itido precisar la ubicacién
del gen chl E en el mapa cromoso-
mico de E. coli K.

MATERIALES Y METODOS

En los experimentos utilizamos me-
dio rico, medio minimo de Davis,’
medio E. M. B., medio L. de Lennox®
y medio completo con glucosa en
tubos Durham para la produccion
de Hz.

Para dosar la actividad Nitrato Re-
ductasa, se utilizo el método de Les-
ter y De Moss’ modificado.

El mapeo del gen chl E se efectué
mediante téenicas de conjugacion® y
transduccion con el fago P,.

Las cepas de E. coli K;, y sus ca-
racteristicas estan incluidas en la ta-
bla I, sefialandose la polaridad de las

Hfr en Ia figura 1.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Actividad enzimdtica

La actividad Nitrato-Reductasa co-
rrespondiente a la cepa 356 se esti-
mé en 154 p, moles de mitrato redu-
cidos/hora/mg de proteinas.

Por otra parte, la cepa 356-30 no
mostré actividad Nitrato-Reductasa
estimable mediante el método ya
mencionado.

Conjugaciones

El caracter chl* no es transmitido
a los recombinantes malt cuando la
F- 356-30 es cruzada con la Hfr
P4X.

Ademas, al realizar cruces de la
misma F- con cepas Hfr de pola-
ridad opuesta, HfrW20 o HfrH, se
observa una transferencia del alelo
chl* junto con el marcador gal*. Al
efectuar el cruce con la HfrH, in-
terrumpiendo la conjugacion a los
25 minutos, se obtienen de nuevo re-
combinantes gal* chl™.

T'ransducciones

Con la finalidad de precisar la ubi-
cacion del gen chly en el mapa del
cromosoma de E. coli K5, se reali-
zaron cuatro experiencias de trans-
duccion que se resefian a continua-
cion :

1. Las frecuencias de cotransduc-
cién para los alelos chly~ y chlys~
con respecto a gal se muestran
en la Tabla II.

2. Transduecciones reciprocas entre
las cepas gal* chly~ y gal~ chlys~
por una parte, y entre las cepas
gal* chlis y gal~ chly~ por la
otra, dieron los resultados inclui-
dos en la Tabla III.

3. Los resultados de experiencias de
cotransduecion, utilizando cepas
) lisogénicas se muestran en la
Tabla IV.

4. Por ultimo, se realizaron ensayos
de cotransduccion que incluyen
al marcador bio, orientados a
corroborar la ubicacion del gen
chly,~ con respecto a los otros
marcadores de la region gal. Los

resultados estan incluidos en la
Tabla V.

DISCUSION

Los resultados de las experiencias
de conjugacion permiten concluir que
la mutacion chlsy esta ubicada cerca
de la region gal del cromosoma de

E. coli KI 2e

La frecuencia de cotransduccion de
chly con gal difiere bastante de la
obtenida para chlis. La mutaeion
chl;s corresponde al gen chl A ma-
peado por Puig y ecol.’ y los resul-
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Tasra I

Cepas de E. coli K, utilizadas vy sus caracteristicas

Cepa N° Polaridad, GENOTIPO ORIGEN
303 Hfr PX met~ Instituto Pasteur
322 Hfr H B, Instituto Pasteur
356 F- thr- leu~ arg- pro- ade-
lac™ gal b str* T,* (A)- Instituto Pasteur

y B~
356-156 F- chl A, thr-, leu~

B,, arg™, pro-, ade lac y Aislamiento chl-r

gal b, str—= T;™", (A)~ N? 15 a partir de la 356
366-30 F- chl A, thr-, leu

B,, arg-, pro-, ade™, lac y Aislamiento chl-r

gal b, str* T,™* (M)~ N? 30 a partir de la 356

398 Hfr W20 B, , glu-, Pyr- Instituto Pasteur
452 Hfr H By i(k)* 322 (M)t
487 F- chl A, his~, ade-, lac-,

met-, gal-, str~r, (A)* 382 mal* (A)*
504 ¥= chl~; thr=, leus; B;,

his-, arg-, pro-, ade-, 356-30 gal*
594 F- chlA-, thr-, leu-, thi-,

his~, arg-, pro-, ade-, 3566-15 rec~

lac y, gal b, ree, )-r, str-r
VE716 F- chl A, thr-, leu-, Bl

his~, arg-, pro-, ade-, 356-156 gal*

lac-, str-r
VETIS F- chl A, thr-, leu, Bl

his-, arg-, pro-, ade-, VE 716 gal* (\)*

lac-, str-r
VE719 F- chl A, thr-, leu-,

B, arg-, pro-, ade , lac y-
gal b, str-r Ty-r (A)*

356-30 ()"

Tasra II

Frecuencias de cotransduccién del gen chl con el gen gal

Genotipo de cepas Genotipo de cepas  Ntmero de N;;T;’?ﬂ:eg:;:" o
donadoras receptoras transductantes gal+ T+ chl=
gal* chl* gal” chly 331 4 — 1,2
gal* chlw gal- chl* 248 — 3 1,2
galt chl* gal~ chlys™ 290 67 — 23
gal* ehlys gal~ chl* 280 — 65 23,3
Tasra III
Frecuencias de transducciones reciprocas chly~ chlys~
Genotipo de cepas Genotipo de cepas Numero de Numero de chl+ . %
donadoras receptoras transductantes gal+ entre las gal+
gal* chly gal~ chlis~ 329 71 214
gal* chlis gal~ chly~ 522 2 0,4
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Fig. 1. Mapa cromosémico de E. coli Kiz. La polaridad de las Hfr estd4 sefialada con flechas.

Tasra IV

Frecuencias de contransduccion del gen chl con el gen gal
en cepas L lisogénicas

Genotipo de cepas Genotipo de cepas Numero de Numero de chl+ %
donadoras receptoras transductantes gal+ entre las gal+

gal* (M) * chl* gal- (W)* chly 406 — —

gal* (A)* chl* gal~ (M) * chlis™ 397 4 1

galt (W) * ehly~ gal- (M) chls 411 2 0,56

gal* (A)* ehls~ gal- (M)* ehlw 285 — -

Tasra V

Frecuencias de contransduccién del gen chl con el gen bio

Genotipo de cepas Genotipo de cepas

Numero de Niimero de chl+ %o
donadoras receptoras transductantes bio+ entre las bio+
bio* chl’ bio~ chly 132 9 6,8
bio* chl? bio~ chlys~ 149 108 73

tados indican que la mutacion chly
pertenece a una regién distinta a la
chl A. Esto se confirma con los
resultados obtenidos para las fre-
cuencias de transducciones reciprocas
chly-chls, y ademas permite postular
dos secuencias posibles para los tres
marcadores : gal-chlis-chly y chly-gal-
C?lhs.

Con la finalidad de determinar la
validez de una sola de estas secuen-
cias, se realizaron las experiencias de
cotransduceion utilizando cepas ) li-
sogénicas, Considerando que el si-
tio de unién del fago )\ se encuentra
entre los marcadores gal y chls, es
evidente que la secuencia acorde con
estos resultados es gal-chlis-chly y no
chly-gal-chl;s. (En este dltimo caso
se deberian esperar iguales valores de
cotransduccion para todos los cruces
efectuados ).

Por otra parte, las frecuencias de
cotransduccion de chly y chlis con
bio, permiten presentar la secuencia
gal-att \-bio-chlys-chly, como la tinica
acorde con todos los resultados aqui
presentados. La mutacién chly co-
rresponde al gen chl E postulado por
Puig y col.
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