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Genética m crobi ana

Raquel delosA. Junco Diaz
CarlosM. Rodriguez Pérez

INTRODUCCION

Lagenéticaeslacienciaquedefiney analizalaherenciaolaconstanciay cambio delas
funciones fisiol 6gicas que constituyen |as propiedades de |os organismos. La unidad de la
herenciaesel gen, segmento de ADN que contiene en su secuenciade nucledtidos, informa-
cién para una propiedad bioquimica o fisiol égica especifica. Las dos funciones esenciales
del material genético son lareplicaciony laexpresion. El material genético debereplicarsede
una forma perfecta, de manera que la progenie herede todos los determinantes genéticos
especificos (el genotipo) de los progenitores. Laexpresion del material genético especifico
bajo un conjunto particular de condiciones de crecimiento determina las caracteristicas
observables (fenotipo) del organismo. El fenotipo esta constituido por las propiedades
estructuralesy fisiol égicas col ectivas de unacélulao de un organismo. Labase quimicapara
lavariacion en el fenotipo es un cambio en el genotipo, o unaalteracion en la secuenciadel
ADN dentro de un gen, o en la organizacion de los genes.

Lagenéticamicrobianatradicional seapoya, en gran parte, en laobservacion del creci-
miento microbiano. Las bacterias tienen pocos rasgos estructurales o de desarrollo que
puedan ser observados fécilmente, pero poseen una vasta disposicion de capacidades
bioquimicasy patrones de susceptibilidad al os agentes antimicrobianos o al os bacteri6fagos.

Lavariacién fenotipica se ha estudiado basada en la capacidad de un gen para permitir
laproliferacion en condiciones de seleccion; por gjemplo, unabacteria que contiene un gen
guele confiereresistenciaalaampicilina, puede distinguirse de unabacteria que carece del
gen, por su crecimiento en presenciadel antibidtico, €l cual sirve como agente de seleccion.
Notese que la seleccion del gen requiere su expresion, lacual, en condiciones apropiadas,
puede ser observada a nivel de fenotipo.

La genética microbiana ha descubierto que los genes estén constituidos por ADN,
observacion en la que descansa la biologia molecular. Investigaciones subsecuentes sobre
las bacterias, revelaron la presencia de enzimas de restriccion que rompen € ADN en sitios
especificos, dando origen afragmentos derestriccion de ADN. Se han identificado plasmidos
como elementos genéticos pequefios con capacidad de replicacion independiente en bacte-
riasy en levaduras.
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Fig. 8.1. Estructura de doble hélice del
ADN.
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ORGANIZACION DEL GENOMA

El cromosoma bacteriano es una molécula circular de ADN que funciona como un
elemento genético autorreplicable (replicon). En algunas cepas de Escherichia cali, el
cromosoma es solamente el replicon presente en la célula. Otras cepas bacterianas tienen
replicones adicionales, tales como plasmidosy bacteri6fagos, 10s cuales amenudo determi-
nan resistencia a agentes antimicrobianos, produccién de factores de virulencia u otras
funciones. El cromosoma se replicasemiconservativamente; cadabandade ADN sirvecomo
molde paralasintesis de su banda complementaria.

ESTRUCTURA DEL ACIDO NUCLEICO

Los &cidos nucleicos son grandes polimeros constituidos por unidades nucledtidas
gue se repiten. Cada nucledtido contiene un grupo fosfato, un azlicar que puede ser pentosa
0 desoxipentosa y un par de bases puaricas o pirimidinicas. La informacion genética se
almacenacomo unasecuenciade bases en € &cido desoxirribonucleico (ADN). Enlamayo-
ria de los organismos, lainformacion genética esta codificada en el ADN, pero en algunos
virus se encuentra en el ARN. Los virus bacterianos (bacteriéfagos o fagos) tienen como
material genético ADN 0 ARN.

El ADN (Fig. 8.1) contiene el azlicar D-2-desoxirribosa, |as bases puricas son adenina
(A) y guanina(G), y lasbasespirimidinicassontimina(T) y citosina(C). Lamayor partedelas
moléculas de ADN son de doble tira, helicoidales y las dos bandas en la hélice son
antiparalelasy complementarias. Ladoble hédlice esta estabilizada por puentes de hidrégeno,
enel centro delamolécula, entrelasbasesplricasy pirimidinicas sobrelabandacomplemen-
taria. En cada posicion, €l par de bases A por dos enlacesde hidrégenocon T (A =T) enla
bandacomplementariaolos pares G por tres enlaces de hidrégeno con C(G© C). Debidoasu
complementaridad, ladoble cadenade ADN contiene cantidades equimolares de purinas
(A +G)y pirimidinas (T + C), conigual cantidadde Ay T,y Gigual que C, perolafraccion
molar de G + C en el ADN varia ampliamente entre |os diferentes microorganismos. La
extension de la secuencia homodloga entre los ADN de diversos microorganismos es el
criterio mas exacto paradeterminar cdmo ellos estén estrechamente rel acionados.

El ARN se encuentra con més frecuencia en forma de unatira sencilla. El azlicar que
posee eslaD-ribosay labaseuracilo (U) remplazaalatiminadel ADN. Laformaglobal delas
moléculasdetirasencilladel ARN, sedefine por hibridizaci 6n entre secuencias de bases que
forman asas o0 lazos, de manera que lastiras sencillas de ARN asumen una estructura com-
pacta, capaz de expresar lainformacion genética contenida en el ADN. La actividad méas
general del ARN escomunicar lasecuenciade genesdel ADN, enlaformade ARN mensa
jero (ARNm), alos ribosomas. Dentro de |os ribosomas, que contienen ARN ribosémico
(ARNI), los mensajes son traducidos con ayuda del ARN de transferencia (ARNt), en se-
cuencias de aminoéacidos que constituyen las proteinas.

GENOMA EUCARIOTICO

En el genomase encuentralatotalidad de lainformacion genéticade un organismo. Casi
todo el genoma eucariético esta contenido en dos cromosomas lineales, separados del
citoplasma por lamembrananuclear.

En las células eucaridticas diploides, con frecuencia no pueden detectarse mutaciones
0 cambios genéticos, debido a que la contribucién de una copia genética compensa los
cambios en la funcion de su homdloga. Un gen que no logra la expresiéon fenotipica en
presencia de su homaologo, es recesivo; en tanto que un gen que supera el efecto de su
homdlogo es dominante. L os efectos de las mutaciones pueden discernirse con facilidad en
las células haploides, |as cual es portan una copiasimple de lamayor parte delosgenes. Las
células de levaduras suelen usarse en investigaciones, ya que pueden conservarse y anali-
zarse en €l estado haploide.

Las células eucaridticas contienen mitocondrias y, en algunos casos, cloroplastos, en
cuyo interior hay una molécula circular de ADN constituida por unos cuantos genes, cuya



Genética microbiana

funcion se relaciona con esos organelos en particular. No obstante, la mayor parte de los
genes necesarios para la actividad de estos organelos se encuentra en los cromosomas
eucarioticos.

Muchas levaduras contienen un elemento genético adicional que se replicade manera
independiente. Esos circulos pequefios de ADN, [lamados plasmidos, se hallan frecuente-
mente en |os procariotes.

A diferenciadel ADN procariético, el ADN eucari6tico posee grandes cantidades de
material repetido que no codificafuncién alguna.

GENOMA PROCARIOTICO

El genoma bacteriano varia en tamafio, algunos de los méas pequefios pertenecen a
parésitos obligados (Mycoplasma) y |os més grandes, abacterias capacesde unadiferencia-
cion compleja, tal como Mixococcus.

Enlosprocariotes no hay membranas que separen losgenesdel citoplasmacomo ocurre
en los eucariotes y lamayor parte de 10s genes se encuentran en el cromosoma bacteriano.
Con pocas excepciones, los genes bacterianos son haploides y presentan un cromosoma
Unico constituido por unamoléculacircular de ADN de doble cadena. Sin embargo, hansido
hallados cromosomas lineales en bacterias grampositivas como Borrelia y Streptomyces
sp., Y un cromosoma lineal y otro circular esté presente en la bacteria gramnegativa
Agrobacterium tumefaciens.

El cromosomade E. coli tiene un largo aproximado de 1,35 mm, cientos de veces més
largo quelacéulabacteriana, pero el ADN esta apretadamente empaquetado en € nucleoide
bacteriano. El tiempo requerido paralareplicacion del cromosomaentero escercano alos40
minutos, lo cual es aproximadamente e doble del tiempo més corto de division para esta
bacteria. Lareplicacion del ADN tiene que ser iniciadatan frecuentecomolacélulasedivide;
asi, en bacterias que crecen rgpido un nuevo ciclo de replicacion cromosomica comienza
antesdequee ciclo anterior sehayacompletado. A esteritmo répido de crecimiento pueden
haber cuatro cromosomas replicandose paraformar ocho en el momento deladivisién celu-
lar, lo cual estédacoplado con el completamiento de un ciclo dereplicacion cromosomica. De
estaforma, el cromosoma de las bacterias que crecen répidamente se replica en mas de un
punto. Lareplicacion del ADN cromosomico enlas bacterias escomplejo einvolucramuchas
proteinas diferentes.

Muchas bacterias contienen genes adicionales en los plasmidos. Los circulos de ADN
(cromosoma y plasmidos), que contienen informacion genética necesaria para su propia
replicacién, se denominan replicones.

Losgenesesenciales paralaproliferacién bacteriana estan contenidos en € cromosoma,
y los plésmidos portan genes relacionados con funciones especializadas, por ggemplo, la
resistencia a antibi6ticos transmitidas por los plasmidos.

Los transposones son elementos genéticos que contienen la informacién necesaria
para su emigracion de un locus genético a otro. Los transposones simples solo contienen
informacién genética para insertacion y los transposones complejos poseen genes para
funciones especializadas, como la resistencia a los antibi6ticos, y estan flanqueados por
secuencias parainsercion. Al contrario de los pldsmidos, 10s transposones no contienen la
informacion genética necesaria para su propia replicacion. La seleccion de transposones
depende de su replicacion como parte de un replicon. La identificacion o la exploracién
genéticadelostransposones selograpor sel eccién delainformaci 6n genética especializada
(normalmente, resistencia a un antibi6tico) que ellos poseen.

GENOMA VIRAL

Los virus son parasitos obligados intracelulares capaces de sobrevivir, pero no de
proliferar, en ausenciade unacélulahuésped. Lareplicacion del genomaviral dependedela
energiametabdlicay de lamaquinariasintetizadora de macromol écul as del hospedero. Con
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Fig. 8.2. Diagramas del fago T2 basa-
dos en observaciones de microfoto-
grafia electronica.
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frecuenciaestamodalidad de parasitismo genético causadebilitamiento o muertedelacélula
hospedera. Por tanto, la propagacién con éxito del virus requiere:

1 Unaforma estable que e permita sobrevivir en ausencia de su hospedero.

2. Un mecanismo parainvadir lascélulas.

3. Lainformacion genéticanecesariaparalareplicacion de componentesvira esdentro dela
cdula

4. Lainformacién adicional parael ensamblajedeloscomponentesviraesy laliberacion de
losvirusformados, a exterior celular.

Por |o comun, se hacen distinciones entre |os virus relacionados con los eucariotes y
aquellos que infectan a los procariotes; estos Ultimos virus se denominan bacteriéfagos.

Lamoléculadel acido nucleico del bacteri6fago estarodeada por una cubiertade protei-
nas. El acido nucleico del fago muestra unavariabilidad considerable. Muchos de losfagos
contienen ADN de dobletira, otros ARN detirasencillay agunos méas poseen ADN detira
sencilla. Muchos fagos contienen estructuras especializadas tipo jeringuilla, que se adhie-
ren a receptores de la superficie celular e inyectan el &cido nucleico del fago ala célula
hospedera (Fig. 8.2).

FAGO T2

Cabeza (/&ido nucleico
M embranavac a

en el interior)
Centro hueco
) —— Vaina
Vaina (Contra da)
(extendida)
Fibras
Placa de la base delacola

REPLICACION DEL ADN

Durante la replicacion cada banda helicoidal del ADN sirve como un molde para la
sintesis de una nueva banda complementaria. Cada mol écula de doble cadenade ADN hija
contiene una banda de polinucledtido viga y una banda nueva sintetizada. Este tipo de
replicacion del ADN se denomina semiconser vativo.

ADN EUCARIQOTICO

Lareplicacion del ADN en los eucari otes comienzaen varios puntosde crecimiento alo
largo del cromosoma lineal. La replicacién exacta de los extremos del cromosoma lineal,
requiere actividades enzimaticas diferentes de las funciones normales relacionadas con la
replicacion del ADN. Los eucari otes han desarrollado unamagquinariaespecializada, conoci-
dacomo huso, que atrae alos cromosomas hijos paraformar nticleos nuevos, separados por
€l proceso de mitosis. Unadivisién mas extensa delos nlcleos por meiosis, divideen dosel
numero cromosdmico delas células diploides paraformar células haploides. Laagregacion
apropiadade cromosomas durante las divisiones reductivas de lameiosis es un factor impor-
tante en el mantenimiento dela estructuracromosdmicadentro de unaespecie. Con frecuen-
cia, las células haploides son gametos. L aformacion de gametos seguida por su fusion para
formar cigotosdiploides, esd origen primario delavariabilidad genéticapor recombinacién
en los eucariotes.
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ADN BACTERIANO

Lareplicacion del ADN cromosdmico en las bacterias comienza en un sitio especifico
del cromosomallamado locusori, unaregion del ADN que seplanteaestdunidaalamembra
na celular y procede bidireccionalmente desde € punto de origen hasta que el proceso se
completa. Cuando labacteriase divide por fisién binariadespués de completadalareplicacion
del ADN, los cromosomas replicados se dividen en cada una de las células hijas. Esas
caracteristicasdelareplicacion del ADN durante € crecimiento bacteriano cumplelosreque-
rimientos del material genético paraser reproducido perfectamentey ser heredado por cada
célulahijaen e momento deladivision celular.

TRANSPOSONES

Son segmentosde ADN que pueden moverse de un sitio aotro en unamoléculade ADN
o aunamoléculadiferente de ADN. El proceso se denominatransposicién y ocurre por un
mecanismo que es independiente de la recombinacion generalizada. Los transposones son
elementos genéticos importantes ya que ellos causan mutaciones, mediadas por
reordenamiento genémico, las cuales funcionan como regiones portétiles de homologia
genéticay adquieren nuevos genes, asi como contribuyen a su diseminacién en las pobla
ciones bacterianas. Lainsercion de un transposdn a menudo interrumpe la secuencialineal
deun geny loinactiva. Los transposones desempefian su mayor rol causando supresiones,
duplicaciones e inversiones de segmentos de ADN, asi como fusiones entre |os replicones.
L os transposones no son elementos genéticos autorreplicables; sin embargo, deben inte-
grarse en otro replicon para mantener la estabilidad en |os genomas bacterianos.

La mayoria de los transposones comparten un nimero de rasgos comunes. Cada
transposon codifica las funciones necesarias para su transposicién, incluyendo la enzima
transposasa que interactlia con secuencias especificas al final del transposon. Durante la
transposicién se duplica una secuencia corta del ADN blanco y el transposon se inserta
directamente entrelasecuenciarepetida. Lalongitud de estaduplicacion cortavaria, pero es
caracteristicaparacadatransposdn. Se han reconocido dostiposdetransposicidn. Laexcision
de un transposon a partir de un sitio donante seguido por su insercién en un sitio blanco, se
denominatransposicién no replicativa. Si €l transposon sereplicaen un sitio donantey una
copiaseinsertaen el sitio blanco, el proceso se nombratransposicién replicativa. El proce-
so de transposicién replicativa puede involucrar laformacién de una simpley cointegrada
molécula circular de ADN que consta de dos replicones unidos con copias del transposon
en una secuencia alternativa.

La mayoria de los transposones en las bacterias pueden ser separados dentro de tres
clases principal es. Secuencias deinsercién y transposones afines rel acionados comprenden
laprimeraclase. Las secuencias deinsercion son las mas simples en estructuray codifican
solamente las funciones necesarias para la transposicion. La segunda clase de transposén
comprende de la gran familia homdloga TnA. Todos los miembros de la familia codifican
tanto para las funciones transposasa y resolvasa. Ejemplos bien conocidos de esta familia
incluyen el transposdn de resistenciaalaampicilinaTn3y Tn1000 encontradosend plésmido .
LafamiliaTnA tieneunlugar importante en lahistoriadelamicrobiologiamédica. El desarro-
[lo de resistencia de alto nivel a la ampicilina en Haemophilus influenzae y Neisseria
gonorrhoeae durante ladécadade 1970, limitd severamentelautilidad delaampicilinapara
el tratamiento de lagonorreay lasinfecciones por Haemophilus en &reas donde tales cepas
se convirtieron en prevalentes, 10 que fue causado por ladiseminacion de los determinantes
deresistenciaalaampicilinade lostransposones TnA en plasmidos de Enterobacteriaceae
a plasmidos de Haemophilusy Neisseria.

Laterceraclase detransposén consiste del bacteri6fago Mu'y fagos moderados rel acio-
nados. El genomacompleto del fago funcionacomo un transposony lareplicacion del ADN
del fago ocurre por transposicién vegetativa durante €l crecimiento vegetativo. Laintegra
cion del profago puede ocurrir en diferentes sitios en el cromosoma bacteriano y amenudo
causa mutaciones. Por esta razon Mu y otros fagos relacionados son llamados, en ocasio-
nes, fagos mutantes.
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Una cuarta clase de transposones, descubiertos en bacterias grampositivasy represen-
tados por Tn917, consta de transposones conjugativosy que son completamente diferentes
de los anteriormente descritos. Estos transposones no generan una duplicacién de la se-
cuencia blanco en la cual se insertan, y en las bacterias grampositivas, la cepa hospedero
gue portael transposon puede actuar como un donante conjugante. Labacteriareceptorano
necesitaestar estrechamente rel acionada con labacteriadonadora. El transposon esextraido
desde el cromosoma del donante y transmitido por conjugacién a receptor, mientras se
integrafortuitamenteen el cromosoma. Tn917 codificaresistenciaalatetraciclina, pero otros
transposones conjugativos mayores pueden codificar resistencia antibiética adicional. Los
transposones conjugativos parecen ser una de las mayores causas de diseminacion de la
resistencia a antibiticos en |as bacterias grampositivas.

L as bacterias col eccionadas durante |a era preanti bi 6ti ca contenian muchos plasmidos,
pero usuamente carecian de determinantes de resistencia. Muchos de los plasmidos R de
aislamientos clinicos comunes pertenecen alos mismos grupos de incompatibilidad de los
plasmidos encontrados previamente; pero ellos, ademéas, determinan resistenciaamultiples
antibiéticos. Laestrecha relacion entre sus replicones proveen una fuerte evidencia de que
muchos plasmidos R comunes evolucionaron de plasmidos viej os por adquisicion de deter-
minantes de resistencia. Algunos de los plasmidos de resistencia a multiples antibi6ticos
tienen transposones individual es con diferentes determinantes de resistencia; otros poseen
transposones de resistencia multiple situados en sitios separados y otros contienen
transposones complejos de resistencia hibrida formados por integracion de un transposén
en otro.

El uso terapéutico de antibi6ticosy suincorporacion en laalimentaci 6n animal propor-
cionaventajas sel ectivas paralas bacterias con pldsmidos R, mientras quelaconjugacion, la
transformacion y latransduccion facilitan laviaparaladiseminacion delos plasmidos R en
y entre las especies bacterianas. Después que un plasmido que porta un transposon es
introducido en una nueva bacteria hospedera, € transposdn y sus determinantes pueden
saltar dentro del cromosoma o plédsmidos nativos del nuevo hospedero. Por lo tanto, la
estabilidad delamovilizacion del plédsmido en un nuevo hospedero bacteriano no esesencial
para la persistencia de |os determinantes genéticos situados en un transposon.

PLASMIDOS

L os plasmidos son replicones que se mantienen como elementos genéticos distintos,
extracromosomicos en las bacterias. Por lo general, son mucho mas pequefios que el
cromosoma bacteriano, codifican rasgos que no son esenciales paralaviabilidad bacteriana
y sereplican independientemente del cromosoma. Lamayoriason moléculas de doble cade-
nadeADN, circular, aungque se han demostrado plasmidoslinea esen Borreliay Sreptomyces.
L os plasmidos estrechamente relacionados o idénticos han demostrado incompatibilidad;
no pueden mantenerse de formaestabl e en lamismabacteriahospedero. Laclasificacion de
los plésmidos esta basada en laincompatibilidad o en €l uso de ensayos especificosde ADN
en pruebas de hibridizacion paraidentificar secuencias de nucleétidos que son caracteristi-
cos de replicones especificos de plasmidos. Algunos plasmidos hibridizados contienen mas
deunreplicon.

L os plasmidos conjugativos codifican funciones que promueven la transferencia del
plasmido de unabacteriadonante aotrareceptora, pero | os plasmidos no conjugativosno |o
hacen. L os plasmidos conjugativos que ademas promueven latransferenciadel cromosoma
bacteriano de una bacteria donante a otra receptora, se denominan plasmidos fértiles. Los
grandes plasmidos (més de 40 kilobases de pares) son a menudo conjugativos, tienen un
pequefio nimero de copias (de unaavarias por cromosoma), codifican paratodaslasfuncio-
nes requeridas parasu replicacion y sereparten por si mismosentrelas células hijas durante
ladivisién celular de la misma forma que el cromosoma bacteriano. Los plasmidos méas
pequefios que 7,5 kilobases de pares son usualmente no conjugativos, tienen un ato
ndmero de copias (tipicamente 10-20 por cromosoma), cuentan con su hospedero bacteriano
y suministran algunas funciones requeridas para su replicacion, ademés, son distribuidos al
azar entrelas células hijasduranteladivision celular.
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Muchos plasmidos controlan propiedades médicamente importantes de bacterias
patogénicas, incluyendo la resistenciaa uno o varios antibi6ticos, produccion de toxinasy
sintesis de estructuras de la superficie celular requeridas parala adherencia o col onizacion.
L os plasmidos que determinan resi stenciaalos antibidticos son amenudo llamados plésmidos R
(o factores R). Ejemplos de toxinas codificadas por plasmidos incluyen: |las enterotoxinas
termolabilesy termoestables de E. coli, latoxina exfoliativa de Saphylococcus aureusy la
toxinatetanica de Clostridium tetani. Algunos plédsmidos estan ocultos y no tienen efectos
reconocibles sobre las células bacterianas que |os hospedan. La comparacion de perfilesde
plasmidos esun método Util paramedir laposiblerelacion de aidamientos clinicosindividua
les de una especi e bacteriana particular para estudios epidemiol égicos.

BACTERIOFAGOS

L os bacteriéfagos (virus bacterianos, fagos) son agentes infecciosos que se replican
como parasitosobligadosintracel ularesen las bacterias. Las particulas defago extracel ulares
son metabdlicamenteinertesy consisten, sobretodo, de proteinas mas acido nucleico (ADN
0 ARN, pero no ambos). Las proteinas de la particula del fago forman una capa protectora
(capside) que rodea el &cido nucleico del genoma apretadamente empaguetado. EI genoma
del fago constade ADN de doble cadenao ADN o ARN de una sola cadena, y al igual que
en los plasmidos, codificalas funciones requeridas para su replicacién en labacteria; pero a
diferencia de los plésmidos codifica, ademas, las proteinas de la cipside y proteinas no
estructurales que requiere para su ensamblaje. Se han descrito diferentes tipos
morfol 6gicamente distintos de fagos, que incluyen: poliédricos, filamentososy complejos.
L osfagos complejos tienen una cabeza poliédrica unida a una estructura protei ca helicoidal
(lacola), cuyo conjunto |e hace adoptar unaforma que recuerdaa espermatozoide humano.

Lainfeccién se inicia por la adsorcion del fago a los receptores especificos sobre la
superficie de la bacteria hospedero susceptible. Las capsides permanecen en la superficie
celular,y el genomaADN o ARN penetraenlacélula. A causadequelainfectividad del ADN
0 ARN genémico es mucho menor que ladel virus maduro, hay un tiempo inmediatamente
después de lainfeccion que se llama periodo de eclipse, durante €l cual el fago infeccioso
intracelular no puede ser detectado. Los fagos infectantes ARN o ADN se replican para
producir nuevas copias de genomas del fago, y se producen las proteinas especificas. En la
mayoriadelosfagosel ensamblaje delaprogenie ocurre en e citoplasma, y lasalidaocurre
por lisiscelular. En contraste, los fagos filamentosos se forman en laenvolturacelular y son
liberados sin lamuerte delacélulahospedero. El periodo de eclipsefinalizacuando laproge-
nieinfecciosaintracelular aparece.

L osfagos seclasifican en dosgrandes grupos: virulentosy temperantes. El crecimiento
de los fagos virulentos en una bacteria susceptible destruye las células hospederas. La
infeccion de una bacteria susceptible por fagos temperantes puede tener dos desenlaces:
crecimiento litico o lisogenia. El crecimiento litico de los bacteriéfagos virulentos y
temperantes es similar, conduciendo alaproducci6n de unaprogenie defagosy muertedela
bacteriahospedera. Lalisogenia esun tipo especifico deinfeccion viral latente, enlacual el
genoma del fago se replica como un profago en la célula bacteriana. En la mayoria de las
bacterias lisogénicas |os genes que se requieren para el desarrollo de un fago litico no estan
expresados y no ocurre la produccién de fagos infecciosos. Ademas, |as células lisogénicas
son inmunes a la superinfeccién por € tipo de virus que hospedan como profago. El estado
fisico del profago no esidéntico paratodoslosvirustemperantes. Por gemplo, € profago del
bacteriéfago| en E. coli estdintegrado en un sitio especifico dentro del cromosomabacteriano
y sereplicajunto aél; mientras que el profago del bacteriéfago Pl de E. coli sereplicacomo
un plésmido extracromosdmico.

Algunos fagos temperantes contienen genes para caracteristicas bacterianas que no
estan relacionadas con el desarrollo de fagos liticos o estado lisogénico, y la expresion de
tales genes se denomina fago conversion (o conversién lisogénica). Ejemplos de fago con-
versién que son importantes para la virulencia microbiana incluyen: la produccién de la
toxina diftérica por Corynebacterium diphtheriae, latoxina eritrogénica por Streptococcus
pyogenes (estreptococo b hemoalitico del grupo A), la toxina botulinica por Clostridium
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botulinumy toxinassimilaresalade Shigapor E. coli. En cadauno de estos ejemplos, €l gen
gue codificalatoxinabacteriana esta presente en € genomadel fago temperante. Laespeci-
ficidad de los antigenos O en Salmonella puede, ademés,estar controlada por fago conver-
sién. Lafagotipiaesun método particular de medir la susceptibilidad de cepas bacterianasa
bacteri6fagos especificos. L os patrones de susceptibilidad a un grupo de fagos proporciona
informacién acercade laposiblerelacion de aidamientos clinicosindividuales. Estainforma-
cion es particularmente Gtil en investigaci ones epidemiol bgicas.

EXPRESION DEL GEN

Lainformacion genética codificadaen el ADN es expresada por la sintesis de ARNs
especificoy proteinas, y lainformacion fluye desdeel ADN a ARN alaproteina. Lasintesis
del ARN dirigido por el ADN sellamatranscripcién. Yaque las bandas de doble hélice del
ADN son antiparalelas y complementarias, solo una de las dos bandas puede servir como
mol de paralasintesis de unamol écula especificade ARN mensgjero. Los ARN mensajeros
(mARNS) transmiten informacién desde el ADN y cada ARN mensgjero funciona como un
mol de paralasintesis de unao més proteinas especificas. El proceso por el cual lasecuencia
de nucledtidos de una mol écula de ARN mensgjero determinala secuencia primariade los
aminoécidosde unaproteinasellamatradacion. Losribosomas, complejo de ARNsribosomal
(rARNS) y diferentes proteinas ribosoémicas, trasladan cada ARN mensgjero en lasecuencia
polipeptidica correspondiente con la ayuda del ARN especifico de transferencia (tARNS),
las sintetasas aminoacidicas de transferenciay factores deiniciacion y de elongacion.

La expresion de los determinantes genéticos en las bacterias involucran un flujo
unidireccional deinformacion desde el ADN hastael ARN alaproteina. En los bacteri6fagos
tanto el ADN como &l ARN pueden servir como material genético. Durantelainfecciondela
bacteriapor bacteri6fagos ARN, las moléculas ARN sirven como molde paralareplicacion
del ARN y como ARN especifico mensgjero. Estudios realizados con retrovirus, grupo de
virusanimal, revelaquelamoléculade ADN puede ser sintetizadaapartir del molde ARN por
enzimas designadas como polimerasadel ADN dependiente del ARN (transcriptasainver-
sa). Estareversion deladireccion usua de flujo delainformacion genética, desdeel ARN al
ADN enlugar del ADN al ARN, esun mecanismo importante parafacilitar lainformacion de
losretrovirus paraser codificadaen el ADN y volverseincorporado dentro de los genomas
delascélulasanimales.

REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN

L as propiedades fenotipicas de las bacterias estan determinadas por sus genotipos y
sus condiciones de crecimiento. Paralas bacterias en cultivo puro, los cambios en las condi-
ciones de crecimiento a menudo resultan en adaptaciones fisiol 6gicas predecibles en todos
los miembros de lapoblacién. Tipicamente, |os productos esencia esdel gen son elaborados
en cantidades que permiten el crecimiento mas rapido en un ambiente dado, mientrasquelos
productos necesarios en circunstancias especiales son elaborados solamente cuando se
requieran.

L as adaptaciones fisiolGgicas se asocian casi siempre con cambios en |as actividades
metabdlicas. El flujo de metabolitos a través de vias bioquimicas particulares puede ser
controlado, tanto por laregulacién de la sintesis de enzimas especificas, como por laatera
cién de las actividades de |as enzimas existentes.

Laregulacién especificaimplicaaun gen o grupo de genesinvol ucrados en un proceso
metabdlico particular. Lainducciény larepresion lefacilitaalas bacterias controlar 1apro-
duccidn de productos especificos del gen en respuesta a signos apropiados. Generalmente
las enzimas catabdlicas son inducidas cuando € sustrato para una via determinada esta
presente en el medio de crecimiento obtenido, mientras que las enzimas biosintéticas son
reprimidas. Las enzimas que participan en una Unica via bioquimica, a menudo ocupan
posiciones adyacentes sobre el cromosoma bacteriano y son inducidas o reprimidas de
formacoordinada. Ellasforman un operén, un grupo de genes contiguos que son transcriptos
como unaunidad Gnicay trasladados para producir |os correspondientes productos del gen.
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L aorganizacion dentro de un operon es unaestrategiaimportante paralaregul acion coordi-
nada de la expresién de |os genes en las bacterias. Los operones que pueden ser inducidos
o reprimidos son controlados por la unién de proteinas regul atorias especificas con secuen-
cias particulares de nucledtidos que funcionan como sitios regulatorios en el operén. La
comparacién de las secuencias de aminoacidos de muchas de esas proteinas regulatorias
diferentes, mostré que pueden ser agrupadas juntas en familias de reguladores (gemplo: la
familia de proteinas lysR) que quiza se han desarrollado a partir de genes antepasados
comunes. Los miembros de lafamilialysR incluyen reguladores de fendmenos diversos,
talescomo: el metabolismo delalising, lacisteinay lametioninaen E. Cali, y larepresion del
hierro en V. cholerae.

Simultaneamente, laregulacién global ateralaexpresidn de un grupo de genesy operones,
[lamados col ectivamente un regul 6n, que estan controlados por € mismo signo regulatorio.
Laregulacion global determina la respuesta de la bacteria a nutrientes basicos, como son:
carbén, nitrégeno o fosfato, reacciones de tension, tales como el dafio del ADN o choque
térmico y sintesis de factores de virulencia especificos por |os patdgenos, durante el creci-
miento en sus animales hospederos.

La cantidad de una proteina especifica en una célula bacteriana puede variar desde
ninguna hasta miles de moléculas. Este amplio rango esta determinado, a menudo, por la
accién combinada de diferentes mecanismos regulatorios que afectan la expresion del gen
estructural correspondiente. La regulacion es alcanzada determinando con qué frecuencia
un gen estranscripto aun ARN mensgjero funcional, con quéeficienciael ARN mensajero es
trasladado aunaproteinay cuan rapidamente el ARN mensagjero esdegradado, cuan rapida-
mente laproteinasetransfiere, y si laactividad dela proteina puede ser alterada por efectos
alostéricos o modificaciones coval entes.

MUTACION Y SELECCION

Las mutaciones son cambios hereditarios en el genoma. Las mutaciones espontaneas
en lasbacteriasindividuales son rarasy, por lo general, ocurren con unafrecuenciade 10% a
10°%. Algunas mutaciones causan cambios en las caracteristi cas fenotipicas; laocurrenciade
talesmutacionespuede ser inferidadelosefectosqueellas producen. En genéticamicrobiana
los organismos de referencia especificos son designados como cepas tipo salvaje, y las
descendientes que tienen mutaciones en sus genomas se [laman mutantes. Por |o tanto, las
mutantes estan caracterizadas por las diferencias heredadas entre ellas y sus cepas tipo
salvaje progenitoras.

Las mutaciones pueden ocurrir por sustituciones, supresiones, inserciones y
reordenamientos de bases. Las sustituciones de bases pueden ser causadas por aparea-
miento erréneo entre bases complementarias durante lareplicacion.

Muchas sustituciones de bases escapan ala deteccién anivel fenotipico, debido a que
no alteran en formasignificativalafuncion del producto genético. Por gjempl o, las mutacio-
nes que sustituyen un aminoacido por otro, pueden ocurrir sin efecto fenotipico discernible.

Las consecuencias de las mutaciones por supresiéon o insercion son graves debido a
gue pueden alterar de modo drastico lasecuenciade aminoaci dos del os productos genéticos.
Lainsercion olasupresion de un nucledtido, interrumpen el orden detraduccionyy, por tanto,
seintroduce una secuencia proteini caenteramente diferente, distal a aminoacido del codén
alterado por lamutacion.

Otras mutaciones pueden invertir secuencias prolongadas de ADN o transponer tales
secuencias a nuevos locus. La comparacion de mapas genéticos de cepas bacterianas rela-
cionadas, ha mostrado que tal es reordenamientos pueden ser constantes en |as poblaciones
naturales.

DETECCION DE MUTANTES FENOTIPICAS

Losmediosdecultivo diferencialesy selectivosson Gtilesparael aidamiento de mutantes
bacterianas. Algunos medios selectivos permiten el crecimiento de mutantes particulares,
pero no dejan crecer a cepas tipo salvaje. Las mutantes raras pueden ser aisladas usando
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tales medios selectivos. Los medios diferenciales|e permiten alas bacterias mutantesy tipo
salvagje crecer y formar colonias que difieren en apariencia. La deteccién de mutantes raras
sobre medios diferenciales esta limitada por el nimero total de colonias que pueden ser
observadas.

Las mutaciones que inactivan genes esenciales en organismos haploides son, por lo
comun, letal es; pero tales mutaciones potencia mente letal es pueden, amenudo, ser estudia-
dassi su expresién esté controlada por manipul acién delas condi ciones experimental es. Por
gjemplo, una mutacion que incrementa la termolabilidad de un producto esencial del gen
puede prevenir el crecimiento bacteriano a42 °C, aunque la bacteriamutante puedatodavia
crecer a25 °C. Inversamente, las mutantes sensibles a frio expresan € fenotipo mutante a
bajas temperaturas, pero no aatastemperaturas. Las mutaciones sensiblesalatemperatura
y sensibles al frio son gjemplos de mutaciones condicionales. Una condicional fenotipica
letal indicaque el gen mutante es esencial paralaviabilidad.

MUTACIONES ESPONTANEAS E INDUCIDAS

La proporcidn de mutaciones en las bacterias esta determinada por la exactitud de la
replicacion del ADN, laocurrenciadedario del ADN y laefectividad delosmecanismospara
reparar el ADN dafiado.

Para una cepa bacteriana particular bajo condiciones de crecimiento definidas, la pro-
porcidn de mutaciones para cual quier gen especifico es constante y esta expresada como la
probabilidad de mutacion por divisién celular. En unapoblacion de bacterias desarrolladas a
partir de un pequefio inéculo, la proporcion de mutantes y el tamafio de la poblacion
bacteriana aumentan progresivamente. Las mutaciones en |as bacterias pueden ocurrir es-
pontanea e independientemente de los métodos experimental es usados para detectarlas.

L os factores ambientales y genéticos afectan la proporcion de mutaciones. La exposi-
cion de bacterias a agentes mutagénicos causa una proporcion de mutaciones que se
incrementa, en ocasiones, a diferentes 6rdenes de magnitud. Muchos agentes fisicos y
guimicos, incluyendo los rayos X y la luz ultravioleta, tienen actividad mutagénica. Los
agentes quimi cos que son carcinogéni cos paralos animal es, con frecuencia son mutagénicos
paralas bacterias, 0 pueden ser convertidos por lostejidos animales en metabolitos que son
mutagénicos paralas bacterias. L as pruebas estandarizadas para detectar mutagenicidad en
las bacterias son usadas como procedi mientos de sel eccion paraidentificar agentes ambien-
tales que pueden ser carcinogénicos para los humanos.

Lamayoriadelas mutaciones son dafiinas, y el riesgo de mutaciones adversas paralas
bacteriasindividual es debe ser balanceado contra el valor positivo de mutabilidad como un
mecani smo parala adaptacion de las poblaciones bacterianas alas condiciones ambientales
cambiantes.

BASE MOLECULAR DE LASMUTACIONES

L as mutaci ones son clasificadas sobre la base de |os cambios estructural es que ocurren
en e ADN. Algunas mutaciones estan | ocalizadas en segmentos cortos del ADN (por gjem-
plo, sustituciones de nucledtidos, microsupresionesy microinserciones). Otras mutaciones
involucran regionesgrandesdel ADN eincluyen supresiones, inserciones o reordenamientos
de segmentos del ADN.

PRUEBAS DE COMPLEMENTACION

Paradeterminar si las mutaciones estén localizadas en €l mismo gen o en genesdiferen-
tes, se llevan a cabo las pruebas de complementacion con cepas bacterianas parcialmente
diploides. Estas pruebas fueron originalmente llamadas pruebas “cis-trans’, y el término
cistrén es empleado a gunas veces como sindnimo de gen. L as pruebas de complementacién
pueden llevarse a cabo e interpretarse aungue las funciones bioguimicas especificas de los
productos del gen sean desconocidos.
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REVERSION Y SUPRESION

L arecuperacion de unaactividad perdidacomo consecuenciade unamutacién se deno-
mina reversion fenotipica, lo cua puede resultar o no de la restitucion de la secuencia
original del ADN (reversion genotipica).

Las mutaciones supresoras son aguellas que no restauran la secuencia exacta de
nucledtidos y pueden ser intragénicas o extragénicas. En lasupresion intragénica, después
gue unamutacion primariahacambiado laestructurade unaenzima, de modo que su activi-
dad se ha perdido, una segunda mutacion, en un sitio diferente en el gen de la enzima,
restablece la estructura requerida para la actividad. La supresion extragénica es causada
por una segunda mutacion que ocurre fuera del gen afectado en un principio.

Algunos supresores extragénicos son especificos para genes particulares, otros son
especificos para codones y algunos tienen otros patrones de especificidad. Los supresores
extragénicos que revierten | os efectos fenotipicos de | os codones en la cadena terminal han
sido bien caracterizados y se ha encontrado que alteran la estructura del ARN de trans-
ferencia

RECOMBINACION DE LAS BACTERIAS

Se define por recombinacion al proceso en que tenga lugar 1a formacion de un nuevo
ADN apartir de moléculas destruidas, de maneraquelainformaci 6n genética procedente de
cadamoléculade ADN origina estarapresente en lasnuevas. Esun proceso celular esencial,
catalizado por enzimas que lacélulacodificay regula con un propésito.

Larecombinacion constituye:

1 Fuente de variabilidad genética.

2. Intercambio fisico de segmentos.

3. Valor regulatorio: puede tener como resultado laactivacion o inactivacion de los genes.
4. Unaviadereparacion.

En €l caso delasbacterias son tres|os procesos conocidos que conducen alaformacion
de un nuevo ADN. En orden cronoldgico de su descubrimiento, estos procesos son:

1 Transformacion.
2. Conjugacion.
3. Transduccion.

En los organismos eucarioticos, |a célula diploide formada por lafusion de dos células
sensibles haploides (gametos) se denomina cigoto. En las bacterias pueden formarse tam-
bién cigotos, sdlo que no existe fusion de células sin transferencia de parte del material
genético de una célula donadora a otra aceptora, aportandole a esta Gltima un estado
diploide parcial (formacion de un gameto parcial denominado merocigoto).

El genomaoriginal delacéulareceptorase conoce como endogenotey € fragmento de
ADN introducido en ella, exogenote. El exogenote y endogenote general mente se aparean
(mecanismo parasexual) y recombinan deinmediato despuésdelatransferencia, formandose
un ADN recombinante por laintegracion parcial ototal del exogenote; si esto no ocurriera, €l
exogenote puede persistir y replicarse si dispone delos elementos genéticos necesarios para
su propiareplicacién, de maneraque los merocigotos den lugar aun clon de célulasparcial-
mente diploides; si carece de esos elementos, persiste, pero no sereplica; este fenémeno se
ha observado solamente en la transduccion y se conoce con €l nombre de transduccion
abortiva. Finalmente, € exogenote puede ser degradado por procesos enzimaticos (restric-
cién del hospedador) (Fig. 8.3).
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Fig. 8.3. Integracion de un exogenote
unicatenario o un endogenote bica-
tenario9 (ABCDE). a) rotura; b) apa-
reamiento; ¢) y d) digestion de los ex-
tremos por exonucleasas; €) sintesis por
polimerasas y cierre por polinucleé-
tido ligasa con formacién de una mo-
lécula recombinante (ABCDE).
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RESTRICCION Y MODIFICACION

Ls restriccion fue descubierta en infecciones bacteriofagicas de E. coli K12y E. cali
cepaB. Laparticulafagicaqueinfectaalaprimeray establece unainfeccién productiva, lo
hace porgque su ADN se ha producido en ese tipo de células. Si ese primer fago infectaala
segunda, €l ADN de este resulta extrafio y no se produce la infeccion productiva; ello se
debe ala existencia en la célula hospedera de una endonucl easa especifica que degrada al
ADN extrafio. El fenémeno se conoce como restriccion y la endonucleasa como enzima de
restriccion. Por lo tanto inferimos que el ADN fégico producido en unacélula determinada
dejade ser un sustrato paralaenzimaderestriccion, es modificado enziméticamentey queda
protegido contra la restriccion. La modificacion es un proceso de metilacion de bases en
sitios altamente especificosdel ADN y que constituyen los puntos de ataque delaenzimade
restriccion.

INTEGRACION DEL EXOGENOTE Y EL ENDOGENOTE

La recombinacion entre exogenote y endogenote ocurre por un proceso de rotura 'y
reunion de las moléculas del ADN paternas. Lo masimportante de este proceso, y esencial
para su éxito, es la conservacion de la secuencia de pares de bases.

TRANSFORMACION

Latransformacién genéticaeslatransferenciade un fragmento de ADN de un genoma
donador através delamembranacelular receptoray la incorporacion de este fragmento en
€l genomade estacélula. Puede ser:

1 Homdloga: transferencia o transformacién de material genético delamismaespecie.
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2 Heterologa: transferenciao transformacion de material genético en especiesdiferentes.
3. Horizontal: transformaci én heterdloga que ocurre en ambientes natural es.

Este mecanismo de recombinacion genética fue descubierto en el Streptococcus
pneumoniae. Este microorganismo produce coloniaslisas(L) (capsuladasy virulentas) que
en repetidos subcultivos setornan rugosas (R) (no capsuladasy no virulentas). Griffith, en
1928, observ que cuando seinoculaban aun ratén células R provenientesde un cultivoliso
tipo | junto con células L provenientes de un cultivo tipo |1 y muertas por el calor, €l ratén
moriaen pocosdiasy delasangre delos mismos sdlo se podiaaidar células lisastipo 1. Se
comprob6 también que esa propiedad transferida era hereditariay se denominé principio
transformador, que en 1944 fueidentificado como ADN por O.T. Avery Yy otros.

El factor limitante enlaproduccion detransformantes eslacompetenciadelapoblacion
celular receptora paraincorporar ADN transformante.

Estado decompetencia natural. Es el estado dondelacélulatienelahabilidad de unir e
interanalizar ADN exdgeno.

Factores criticos que determinan la frecuencia
de transformacion

1 Tamafio delos fragmentos de ADN.
2. Estado fisiol6gico de labacteriareceptora.
3. Concentracion de ADN.

Se conoce que las células competentes producen una proteina susceptible de ser aidla
dadel medioy utilizada para conferir competenciaa otras células, y pudieraser un compo-
nente delamembranaque catalizalaincorporacion del ADN aunaenzimaque degradaalgin
componente de lasuperficie celular desenmascarando el receptor parael ADN.

Este mecanismo de recombinacién ha sido estudiado en: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria spp., Bacillus spp. y Escherichia coli (con altas con-
centracionesdeion calcio), enlos cuales el estado de competencia es regulado en respuesta
asefia es célula-célulay(o) condiciones nutricionales.

Barreras naturales que inciden en la transformacion

1 Sistemasde metilacién (modificacion)-restriccion de células.
2. Superficiecelular.
3. Condicionesambientales.

Existen evidencias experimentalesde quetanto € ADN cromosomal como € plasmidico
estén sujetos a intercambio genético mediante la transformacion, y existen estudios desde
1989, basados en lahipdtesis de que latransformaci én puede ser un poderoso mecanismo de
transferencia horizontal de genes dentro de las poblaciones naturalesy en la especiacion y
evolucion bacteriana.

CONJUGACION

Eslatransferenciade material genético en una soladireccion. Implicalaunién de dos
estirpes bacterianas diferenciadas sexualmente. El elemento genético quedirigelapropiedad
hereditariade ser donador se denominafactor o plasmido F (defertilidad). Latransferencia
del genoma bacteriano es una consecuencia secundaria de la transferencia plasmidica y
depende de laintegracién del genomay el plasmido en la céluladonadora.
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Plasmidos

Elementos genéticos (ADN) extracromosdmicos, circulares, de doble cadena, con peso
molecular entre3” 10°y 1~ 108 Pueden contener hasta 100 genes. El contenidoen G+ C
fluctbaentre44y 50 %.

Sereplican siempre que se encuentren en su formacircular, son sensiblesalos coloran-
tesdeacridinay alaluz ultravioleta.

Proceso dela conjugacion

El proceso de conjugar y transferir una molécula de ADN plasmidico a su pargja de
conjugacién ocurre en dos etapas:

1 Formacion de un puente de conjugacion.
2 Paso del ADN plasmidico através del puente.

Ello se debe alapresenciade unos apéndices especialesllamados fimbrias conjugativas
(o sexuales) en las células donadoras y a receptores especificos en las receptoras. El paso
intercelular de ADN es muy especifico y latransferencia de otro material es escasao nula.

El contacto entrelafimbriade conjugaciony € receptor pone en marchael proceso. Se
rompe unacadenade ADN plasmidicoy penetraen lacadenareceptora, laADN polimerasa
sintetizaunaréplicadel mismo enlareceptora, mientrasquelaotrapermanece enladonadora;
apartir de este momento, la cepareceptora adquiere la capacidad de donar el ADN.

Las células que abergan un plasmido F se denominan F* y F alas que carecen de él.
Cuando este plasmido seintegraa genoma bacteriano, |0s clones sucesivos son denomina
dos HFr (altafrecuencia de recombinacién); este Ultimo proceso esreversible.

Cuando se mezclan cdlulasHFr con F ocurretransferenciade ADN, pero estavez, como
el plasmidoy el genomaestéan unidos (un soloreplicon), alacélulareceptorapasael ADN del
plasmidoy del genomacelular. Los marcadoresdel genomatransferidos estan en dependen-
ciadel sitiodeinsercién del plasmido en el mismo.

Lacéulaquerecibeun plasmido con segmento de ADN gendmico sedenominaF y s
incluye genes de funcionesindispensables, su pérdidaproduce muertecelular (Figs. 8.4y 8.5).

Principalesgruposdeplasmidos

1 Plasmidos R: comprende dos segmentos:
a) Factor de transferencia de resistencia.
b) Determinantes de resistencia.
Confieren resistencia a diferentes agentes antimicrobianos.

- Factores colicinogénicos. genes que ordenan la sintesis de calicinas; toxinas letales
paralasbacterias coliformes.

- Factores sexuales: son los mediadores de latransferencia, el més estudiado esel F.

- Pladsmidos penicilinasa de Staphylococcus aureus. poseen genes que implican la
produccion de una penicilinasa potente que provoca resistencia a las penicilinas.
Difieren de los R en que no se transfieren por conjugacion, sino por transduccion
mediada por fagos.

- Plasmidos degradantes de Pseudomonas: genes plasmidicos los cuales ordenan la
sintesis de enzimas que actlian sobre alguna ruta metabdlica especial utilizada por
estos microorganismos; €jemplos: plasmido del a canfor, octano, salicilato; son trans-
feribles entre especies de Pseudomonas por conjugacion.

- Pladsmidosocultos: moléculascircularesde ADN presentesen casi todas|as especies
bacterianas que no llevan genes que puedan ser detectados, por ahora,
fenotipicamente.

Conjugacién en los diferentes grupos bacterianos

Se ha observado este proceso en:

Bacterias gramnegativas: E. coli, Shigella spp., Salmonella spp., Proteus spp. y
Pseudomonas aeruginosa.
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Polimerasa

Bacteriasgrampositivas: miembrosdel género Streptomyces.

Aplicaciones practicas de la conjugacion

1 Construccién de cepas mutantes.
2. Mapeo de mutaciones.

Fig. 8.4. Conjugacion: formacion de
una+cél ula Hfr y F'a partir de una célu-

laF.

Fig. 8.5. Recombinacion en bacterias:

mecanismo de conjugacion.
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Fig. 8.6. Transduccion abortiva: en
cada division, solo una de las células
recibe el gen activo. La otra continda
en unas cuantas divisiones celulares
hasta que el producto de gen activo
(por ejemplo, enzima) es diluido. La
siembra de un gen transductantes abor-
tivo produce una colonia diminuta, en
la cual solamente una célula es capaz
de ulterior crecimiento y division. To-
mado de: Jawetz E y cols. Manual de
Microbiologia Médica 14ta ed., 1981.
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3. Localizacion de genes.

4. Estudio de evolucién genética: relacion filogenética entre especies microbianas.

5. Estudios poblacionales: relaciones entre los microorganismos de diferentes especies en
ambientes naturales.

TRANSDUCCION

Es el mecanismo genético mediante el cual un fragmento del genoma bacteriano se
incorporaaun virion en formacién (fago temperante), de manera que cuando esta particula
viral infectaaotracélula, leinoculaparte del material genético del hospedero anterior.

Tipos de transduccién

1 Generalizada: es aguella en que cualquiera de los genes del genoma bacteriano tiene
probabilidades de ser transportado por el fago.

2. Restringida: s6lo se incorporan los genes contiguos a lugar de insercion del profago.
Fago temperante: es aguel bacteriéfago que habitualmente no realizaun ciclo litico, se
reproduce en sincronia con el hospedero y produce clonos celulares infectados. Este
estado conferido aunacéulasedenominalisogeniay €l genomavira presenteen ellasse
denomina profago.

3. Dealta frecuencia: ocurre cuando la célularecibe un fago restringido y uno normal, de
maneraque € resultado de lamaduraci én de ambos determina que el 50 % sea capaz de
transducir una propiedad genética.

4. Abortiva: tiene lugar cuando existe un fracaso en laintegracion del exogenotea genoma
bacteriano, este persiste pero sinreplicarse, de manera que solo unadelas célulashijas
lorecibe.

En latransduccién abortiva de una bacteria his (-) por un gen his (+), €l exogenote his
(+) produce enzimas paralasintesisdelahistidina. Si sembramos esta bacteriaen un medio
carente de histiding, el cigote crecey se divide, pero el exogenote no sereplica, por lo que
una de las hijas no recibira el gen his (+) y continuara dividiéndose mientras le queden
enzimas; en cambio, lactraquesi recibe el his(+) seguirafabricando enzimas; enlasiguiente
division ocurre e mismo fendmeno. El resultado es laformacion de colonias diminutas de
crecimiento lento por lashis(-) y colonias grandes por lashis(+), las primeras son represen-
tativas de unatransduccién abortiva (Fig. 8.6).
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Conversion fagica. Propiedades importantes de muchas bacterias son reguladas por
genes fagicos y se manifiestan en aguellas que se encuentran en estado de lisogenia o
infectados por estos fagos, a esto se denomina conversién fégica; g emplo: produccion de
toxinas por e Corynebacterium diphteriae, presencia de ciertos componentes antigénicos
delapared de Salmonella. Las particul asfagicas que determinan laconversion son defectivas
por haber perdido algunos genes propios del fago debido al intercambio génico. Laconver-
sién fagicay latransduccion de alta frecuencia son semejantes.

La transduccidén puede observarse en: enterobacterias, Pseudomonas spp.,
Saphylococcus aureus, Sreptococcus pneumoniae y Bacillus.

Recombinacién en virusbacterianos. Unacé ulabacteriana puede ser infectadapor dos
fagos diferentes muy relacionadosy que difieran en varios marcadores genéticos. Al finali-
zar el proceso encontraremos fagosidénticosalos paternosy diversostipos de recombinacién
genética.

FUNDAMENTO DE LA INGENIERIA GENETICA

Larecombinacién defragmentosde ADN ocurridos por transformacion, conjugacion o
transduccion, exige homologia de las secuencias entre las bases que conforman las zonas
guevan aser intercambiadas, paraasegurar quelamolécularesultante no seveaalterada. El
uso de marcadores detectalarecombinacién al ser sustituido un gen salvaje por un mutante
0 viceversa

Esteintercambio de zonas de ADN homal ogas esta catalizado por enzimas que depen-
dende genRec A, por ello, aungue esposible €l intercambio de genes de formamecanica por
conjugacién o transformacion en microorganismos de diferentes especies, la aparicién de
recombinantes sélo ocurre entre donadores y receptores homoespecificos, es decir, entre
organismos relacionados, con la excepcion de plésmidos o bacteriéfagos integrados a un
genoma heteroespecifico.

Artificialmente, tras el descubrimiento de las desoxiendonucleasas de restriccion y
amplio desarrollo de latecnologia bioquimica, sellevé a cabo larecombinacion in vitro de
moléculas de ADN no homélogas, procedentes de microorganismos alejados
filogenéticamente, incluso entre procariotasy eucariotas o sintetizadosdeformaartificial.

Todo esto ha traido como consecuencia la creacion de organismos nuevos desde el
punto de vista genético y que conservan las caracteristicas propias codificadas en cada
regién provenientes de sus ADN integrantes.

Estatecnologiahadado en llamarseingeni eriagenéticao ADN recombinante, ofrecien-
do perspectivas muy prometedoras en €l campo de laindustriay de laterapéutica.

El rgpido avance de la tecnologia del ADN recombinante se ha debido con mucho a
empl eo de las enzimas de restriccién; ellas son las responsabl es de la degradacion del ADN
extrafio que penetra. Se conocen varios tipos de las mismas; sefialaremos algunas:

1 Tipo|: producen rupturaendonucleoliticaen lugares indiscriminados deladoble cadena
de ADN.

2 Tipo I1: producen roturas en lugares especificos con secuencias concretas de 4-6 pares
de nucledtidos. Su especificidad esmuy elevaday ladigestién del ADN por ellapermite
prever apriori € nimeroy tipo de fragmentos que se van a obtener.

Cada especie bacteriana, e incluso cada cepa, tiene su sistema de restriccion particular
y con especificaciones diferentes a las de otras cepas.

El cortar moléculas en sitios especificos del ADN y poder unirlos a otros, permite
seleccionar genes aislados con propiedades que pueden resultar muy interesantes, ya que
permitira destacar una caracteristica especifica que se encontraba dispersa en organismos
distintos.

Lastécnicasde ADN recombinante permiten seleccionar laregion del ADN que conten-
gaun gen del cual se desee estudiar su secuencia o producto proteico elaborado y construir
un hibrido con un sistema génico que confiera capacidad de replicacién y estabilidad al
conjunto en el interior de unacélulaviva. Laobtencidn de un gran nimero de copias de una
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determinadaregién del ADN apartir de unacopiaoriginal se denominaclonacién molecular,
y los genes utilizados para transportar el fragmento a clonar son llamados vectores.

L os vectores mas utilizados son los virus y los plésmidos, fundamentalmente los Ulti-
mos por su capacidad de ser transmitidos por transformacion, ser replicones auténomaos,
muy establesy ser amplificables por antibiéticos como el cloranfenicol.

Deformageneral, lamolécularecombinante entreel vector y e ADN pasgjero (fragmen-
to obtenido por digestion del genomaen el cual se encontraba anteriormente), se construye
aisando el ADN pasajero en geles de agarosay combinandolo in vitro con €l vector previa
mente purificado y linearizado por enzimas de restriccion. Esta molécula recombinante es
sel eccionada después en geles de agarosa para verificar la correcta unién y finalmente es
introducidaen lacélulareceptora por transformacion.

PERSPECTIVAS DEL USO DE ADN RECOMBINANTE

1 Permite conocer los sistemas de regulacion, secuenciasy regiones clonadas en losgenes.

2. Obtencién de proteinas biol 6gicas con propiedades especificas a una alta concentracion
y bajo costo.

3. Obtencidn de antigenos viricos o bacterianos para el aborar vacunas, enzimas, hormonas,
etcétera, en grandes cantidades mediante cultivos industriales.

4. Introducir en organi Smos superiores genes que aportaran caracteristicas que hasta ahora
faltaban, como: supresién de anomalias genéticas en mamiferos, fijacion del nitrégeno
por plantas que adolecian de esta caracteristica, y otras.

RESUMEN

Se presenta unaintroduccion a temadefiniendo |os conceptos de genética, genotipo y
fenotipo. Se describe la estructura del &cido nucleico, tanto del ADN como del ARN; asi
como las caracteristicas mas importantes y distintivas entre los genomas eucariético,
procariéticoy viral.

Se brindan algunos detalles de lareplicacion del ADN eucaridtico y bacteriano. Ade-
més, se describen |os aspectos mas sobresalientesrel ativos al os transposones, |os plasmidos
y los bacteriofagos.

Teniendo en cuentaquelaexpresion del gen esunafuncion esencia del material genético,
seabordaen sintesiscémo lainformacién genéticacodificadaen el ADN seexpresanormal -
mente y como ocurre su regulacion.

Las mutaciones son cambios hereditarios en el genomay aungue en las bacterias son
raras las mutaciones espontaneas, se explican algunos aspectos generales.

Latransferenciade material genético en las bacterias se conoce como recombinacion,
proceso en el que coexisten una célula donadora (F*) y una aceptora (F), la cual adquiere
caracteristicas nuevas provenientes de la primera. L os mecani smos de recombinacion son tres:

1 Transformacion.
2. Conjugacion (mediadapor plasmidos).
3. Transduccion (mediada por fagos).

Se explican lostres mecanismosy |os microorganismosen |os cual es ocurre cadauno de
ellos. Sedetallael concepto, caracteristicasy tipo de plasmidos que se conocen en laactua
lidad y losfundamentos de laingenieriagenética (ADN recombinante).
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