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E n 1949 Joshua Lederberg y Edward

L. Tatum, descubreron que la bac-
teria del intestino Escherichia coli, pre-
senta un fenémeno de intercambio de
material genético al cual llamaron con-
jugacion bacteriana. Para ello usaron
dos mutantes que no crecian en un medio
de cultivo “‘minimo”’, ya que cada una
de ellas era incapaz de producir dos di-
ferentes aminoacidos. Sin embargo,
cuando se sembraban juntas, algunas
células descendientes de las originales
crecian, siempre y cuando las cepas
mutantes originales hubieran estado en
contacto celular (véase figura (). Este
proceso se explicd a través de la trans-
ferencia de material genético de una
bacteria donadora a otra receptora; esta
nltima al recibir el acido desoxirribonu-
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Representacion esquemstica del experimento de Lederberg
y Tatum (1949). Las mulantes fueron cultivadas en un medio

ue nclula los factores requeridos para su crecimiento A, B,
%, y D; para determinar Ja frecuencia de reversion, se
desarrollaron en un medio minimo al que le faltaban estos
factores.

cleico (DNA) lo incorporaba en su
genoma heredandolo establemente a las
células hijas. A este proceso se le deno-
mind recombinacion genética por con-
jugacion bacteriana. No todas tas célu-
las de E. coli podian realizar el proceso.
La caracteristica de bacteria donadora
se explicod por la presencia de un mate-
rial genético adicional del cromosoma
bacteriano, que se denomind factor *‘F*’
por transferir *‘fertilidad’’, ya que ani-
camente las bacterias poseedoras del
mismo podian realizar este proceso
especifico, de recombinacion genética®®.
Por estos descubrimientos Lederberg y
Tatum recibieron el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina en 1958.

La presencia de este DNA adicional
en £. coli, fue evidenciada por técnicas
de separacion de material biologico; una
de ellas denominada centrifugacion en
gradiente de densidad al equilibrio, en
la cual las moléculas se separan de acuer-
do con su densidad. Para ello, un ex-
tracto libre de células se coloca en una
solucién con un gradiente de densidad,
y se centrifuga a alta velocidad; esto
hace que fas moléculas emigren en la
solucién hasta que el medio que las
rodea sea de la misma densidad que la
molécula. De esta forma se separo el
DNA cromosémico del factor F. Poste-
riormente por microscopia electrénica,
se estudiaron tanto el DNA cromoso-
mico, como el del factor F. Actualmen-
te contamos con una técnica sencilla
para detectar este material genético: la
electroforesis en geles de agarosa. Esta
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técnica se basa en el hecho de que las
moléculas como el DNA tienen, en cier-
tas condiciones, una carga eléctrica. Esto
determina que al aplicar corriente eléc-
trica, las moléculas de DNA migren
hacia el polo positivo, separandose de
acuerdo con su masa molecular. Con
esta técnica es posible separar el DNA
cromosomico del extracromosdmico,
debido a que el primero es de mayor
tamario. Una vez separadas estas molé-
culas se tifie el gel con un colorante que
se intercala entre las bases del DNA;
cuando se aplica luz ultravioleta el co-
forante fluorece mostrando la presencia
del DNA. De esta manera es posible
visualizar el DNA extracromosomico
presente en la célula bacterniana. Este
material genético adicional recibio pos-
teriormente el nombre de plasmido.
Se ba caracterizado a los plasmidos
como moléculas de DNA bacteriano de
doble cadena, circular, covalentemente
cerrado (CCC), aunque en algunas es-
pecies se han encontrado como DNA
lineal. Constituyen a veces sélo una
pequeiia parte del genoma celular (1%),
aunque en otros casos llegan a repre-
sentar hasta un 30% y determinan ras-

g0S accesorios, pero importantes no
codificados usualmente por el cromo-
soma bacteriano. Se consideran endo-
simbiontes (particulas simbioticas), ya
que no presentan una etapa extracelu-
lar, portan la informacién para el con-
trol de la duplicaciéon de su DNA, y son
heredados como unidades genéticas, fi-
sicamente independientes del cromoso-
ma bactenano. Su replicacion desde el
punto de vista bioquimico depende de
la maquinaria proteica codificada por el
hospedero. A menudo la célula se bene-
ficia de un aporte de funciones genéti-
cas adaptativas, como la resistencia a
muchos toxicos, cualidad que permite a
la célula bactenana desarrollarse en un
medio adverso. En algunos casos estas
funciones estan implicadas en la gene-
racién de enfermedades infecciosas en
el hombre, animales y plantas; permiten
que la célula hospedera se nutra a partir
de sustancias complejas, al codificar
para Ja maquinaria enzimatica adecua-
da para degradarlas. En la tabla I se
anotan algunas de las funciones que son
codificadas por los plasmidos.
Cuando se describi6 por vez primera
la presencia de este DNA extracromo-
somico se pensd que solo

TABLA I

algunos géneros bactera-
nos los contenian. Sin em-

Algunas funcionces codificadas por plismidos

Funcidn

Microorganismo

Fertilidad

Transferencia de material genético.

Resistencia a los antibidticos.

Resistencia a metales pesados: Hg, Cr, Pb.

Produccidn de bacteriocinas.

Produccién de enterotoxinas.

Degradacion de hidrocarburos antraceno,

xileno, tolueno.
Fijacion biologica de nitrogeno

Tumorogénesis en plan(as

Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa

Streptomyces

Muy diseminada
Muy diseminada
Muy diseminada
Escherichia coli

Yersinia
Staphylococcus aureus

Varias especies del género
Pseudomonas.

Rhizobium

Agrobacterium tumefaciens
Pseudomonas savastonoi

bargo, hasta ahora se han
encontrado en todos los ti-
pos de bacterias, archibac-
terias y cianobacterias en
que se han buscado. Se sabe
también que una misma
bacteria puede ser porta-
dora de varios plasmidos y
cada plasmido puede alber-
gar una o varas copias.

Funciones codilicadas
por plasmidos

Una de Jas funciones que
ha sido mas estudiada y di-
seminada entre las diferen-
tes especies de bactenas,
es la resistencia que pre-



sentan los microorganismos a la accién
de los antimicrobianos. En 1952, Wata-
nabe y colaboradores aislaron de pa-
cientes con disenteria bacilar, una cepa
de Shigella dysenteriae multirresisten-
te a los antibidticos de eleccion, para el
tratamiento de esta infeccion (ampicili-
na, cloranfenicol y estreptomicina). Esta
multirresistencia resulté ser transferible
por conjugacion a £. coli; lo cual suge-
ria que estaba codificada por un plasmi-
do presente en Shigella dysenteriae. A
partir de este hallazgo se ha detectado
en cepas de origen clinico la presencia
de plasmidos, a los cuales se les ha
dado el nombre de plasmidos R, por
conferir resistencia a los antibidticos.

Esta transferencia ha sido encontra-
da en bacterias de la misma especie y
género, aunque también en microorga-
nismos de géneros diferentes. Este es
un claro ejemplo de diseminacion de in-
formacién genética horizontal.

Los plasmidos R pueden codificar
para la resistencia a un grupo de anti-
bidticos, ya tengan éstos estructuras
quimicas similares o diferentes, esto
sugiere la presencia de varios mecanis-
mos de inactivacion del antibidtico. Por
ejemplo el caso de los beta-lactamicos,
penicilinas y cefalosporinas, la resisten-
cia bacteriana a estos antibidticos es
mediada por una enzima, que es capaz
de hidrolizar el anillo beta-lactamico in-
activando [a molécula. La informacion
para la sintesis de esta enzima llamada
beta lactamasa, es portada en plasmi-
dos. En relacién a los aminoglucdsidos
(estreptomicina, kanamicina, gentami-
cina, amikacina, etcétera), la inactiva-
cion del antibidtico involucra a tres ti-
pos diferentes de modificacion enzima-
tica: acetiltransferasa (introduce un
grupo acetilo a la molécula de antibi6ti-
co), fosforilasa (inserta un grupo fosfa-
to), y nucleotidil-transferasa (transfiere
un grupo nucleotidico al antib16tico).
Actualmente se han caracterizado tam-
bién vanas enzimas (alrededor de doce),
que actian sobre grupos hidroxilo y/o
amino que forman parte de los amino-

glucosidos (véase
figura 2). La infor-
macién para la bio-
sintesis de estas
enzimas es igual-
mente codificada
por plasmidos.
Otros ejemplos de
modificacidn enz-
mética se relacio-
nan con la resis-
tencia al cloranfe-
nicol y al trimeto-
prim. Las cepas
aisladas de pacien-
tes con infeccion
intrahospitalaria,
resistentes a varios
antibidticos a la
vez, ha significa-
do un serio pro-
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Estructura de la kanamicina; ésta es
inactivada por acetilacién del grupo ammo
(2N), por una acetiltransferasa, fosfori-
lacién del grupo 2" OH, por una fosfo-
rilasa y adenilacidn det 4’ OH por una

blema ya que limi-
ta al médico, en la
eleccion del antibidtico adecuado para
el tratamiento de la infeccidén. Con el
uso masivo e indiscriminado de los an-
tibioticos se han selecionado cepas mul-
tirresistentes con una frecuencia cada
vez mayor. La resistencia bactenana ha
demostrado ser transferible por conju-
gacion, en el laboratorio in vitro, asi
como también /n vivo, en la piel y liqui-
dos biolégicos como la orina y pus®.

El estudio de los plasmidos en bac-
terias, ha contribuido a profundizar nues-
tro conocimiento acerca de los meca-
nismos de patogenicidad y virulencia
de los microorganismos. £. coli, Shigella
y Yersinia, son bacterias causantes de
infecciones diarréicas. Se ha estimado
que E. coli enterotoxigénica (ETEC) es
responsable de alrededor de seiscientos
millones de casos de infecciones dia-
rreicas anualmente en el mundo, con
setecientas mil muertes en nifios meno-
res de S afios de edad’. ETEC secreta
dos enterotoxinas que producen la se-
crecion de iones y agua a la luz intesti-
nal, conduciendo a la diarrea por secre-
cion de liquidos. Estas toxinas denomi-
nadas LT por termolabil y ST por ter-

nucleotidit transferasa.
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moestable, son moléculas de naturaleza
proteica, cuyo mecanisro de accion es
a través de la activacion de la adenilato
ciclasa y de la guanilato ciclasa respec-
tivamente. La informacidn para la sin-
tesis y secrecion de ambas toxinas esta
codificada por piasmidos lamados ENT.
Estudios realizados en nuestro labora-
torio, en cepas aisladas de nifios con
diarrea han mostrado la presencia de
plasmidos que codifican para la pro-
duccion de la toxina ST y para la resis-
tencia a varios antibioticos'.

Otro tipo de E. coli diarreogénica,
la E. coli enteroinvasiva (EIEC), es
una bacteria invasiva. EIEC causa una
disenteria bacilar semejante a la produ-
cida por las especies de Shigella. Al
igual que estas ultimas, la EIEC invade
el epitelio intestinal y se multiplica in-
tracelularmente. Los microorganismos
son localizados en la lamina propia. El
fenotipo invasivo de las especies de
Shigella y EIEC es dependiente de una
region de 37 kb (kilopares de bases),
localizada en un plasmido de 120-140
MDa, llamado invasivo pINV® Los
estudios hechos en Shigella han de-
mostrado que dentro de esta region son
necesarios varios sitios para la inva-
sién; estos incluyen un grupo de genes
denominados ipa, (invasion profein an-
tigen) los cuales codifican para varias
proteinas asociadas a la membrana ex-
terna del microorganismo, que estan
implicadas en las interacciones célula
hospedera-microorganismo. La pene-
tracion a la mucosa intestinal es necesa-
na para que las especies de Shigella y
EIEC desencadenen el proceso morbi-
do; la penetracion a la mucosa epitelial
se ha identificado como un mecanismo
de virulencia®.

En bactenas cuyo habitat natural es
el suelo, también se han descrito plas-
midos, relacionados con la interaccion
microorganismo-planta. El ejemplo mas
estudiado por suimportancia en la agn-
cultura, es el de la simbiosis Rhizo-
bium-leguminosa®.

Rhizobium es un microorganismo

fijador de nitrégeno, es decir, contiene
la informacion genética para biosinteti-
zar Ja enzima nitrogenasa, enzima que
cataliza la transformacion del nitrége-
no molecular en amoniaco, el cual a
través de una serie de reacciones, pue-
de ser asimilado por la planta para su
nutricion. Para que esto suceda, la bac-
tena debe infectar a la planta hospede-
ra en [a raiz y formar unas estructuras
diferenciadas llamadas nddulos. Las
bacterias reciben de Ja planta el carbo-
no y la energia necesarias para la fija-
cién de nitrégeno, a carnbio de ello la
bacteria le proporciona nitréogeno en
forma de nutrientes que son asimilados
posteriormente por la planta. Los genes
responsables de este proceso se
denominan nif por fijacion de nitroge-
no, y son los genes responsables de ta
sintesis de la nitrogenasa y su regula-
cion®; ademas estan los genes nod, res-
ponsables del proceso de induccidn de
la formacion del nodulo. Estos genes
estan localizados en plasmidos.

Otro género bacteriano que en los
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Cana Bsica del plésmido presente en la cepa de
Azospirillum brasilense Sp7 p90Rhico. Fn ella se
localizaron los siguientes loci genéticos: nodPQ, ¢s
¢l locus implicado en la sintesis de una motécula
sefial; bla, determina la sintesis de 1a beta-lactama-
satipo R-TEM; Ap, esun segundo gene que confiere
resistencia a Ja ampicilina; exo B y exo C, son loz
loci que funcionalmenle complementan fas muta-
ciones en la sintesis del exopolisacaridos; oni, es
necesario pary mantener ¢l plasmido como un repli-
cbn independiente, mot1, mot2, mot3, estan invo)u-
crados en la produccién de Qagelos.



ultimos afios ha captado la atencion de
muchos cientificos a nivel internacio-
nal, es Azospirillum. Este microorga-
nismo también fijador de nitrogeno, pro-
ductor de fitohormonas, se ha aislado
en estrecha asociacién con raices de
plantas gramineas de interés agrondmi-
co, como maiz, trigo, cafia de azicar y
pastos forrajeros. Cuando este micro-
organismo se inocula a la planta, pro-
mueve el desarrollo del sisterna de la
raiz, aumento de los pelos radiculares y
de la incorporaciéon de agua y minera-
les, proporcionando un mejor estado
nutritivo en la planta hospedera. El
efecto benéfico se ha atnbuido a la
produccién de fitohormonas como la
auxina 4cido indol acético (AIA) por el
microorganismo. Al igual que otras
bacterias del suelo, Azospirillum con-
tiene plasmidos de alto peso molecular.
En varias cepas se ha encontrado que
presentan plasmidos de varios cientos
de MDa, lo que indicaria un importante
potencial genético adicional. Uno de
estos plasmidos, aislado en una cepa de
Azospirillum brasilense ha sido estu-
diado a nivel molecular; en la Figura 3
se muestra su carta fisica’. En él se han
localizado regiones asociadas con la
interaccion microorganismo-planta, co-
mo son los genes responsables de la
sintesis de un exopolisacarido de la pared
celular de Azospirillum, implicado en la
adherencia de la bacteria a las raices.
Genes involucrados en la produccion
de upa molécula seiial relacionada con
el establecimiento de la bacteria en las
raices; y genes responsables de la bio-
sintesis de los flagelos, que le permiten
moverse y dingirse hacia las raices de
la planta. Todas la cepas de Azospirillhm
aisladas hasta el momento, han mostra-
do ser resistentes a las penicilinas y ce-
falosporinas. Esta resistencia es media-
da por enzimas beta-lactamasas’, cuya
sintesis es codificada por este plasmi-
do, el cual muestra una amplia distribu-
cién, ya que se ha detectado en vanas
cepas de Azospirillum brasilense, ais-
ladas en Senegal, Brasil, Francia y tam-

bién en México.

Muchos géneros producen antibiéti-
cos de naturaleza proteica, que inhiben
el desarrollo de géneros relacionados,
pero que son inactivos contra las cepas
que las producen. Estas moléculas de-
nominadas bacteriocinas son codifica-
das por plasmidos y han sido descritas
en cepas de Azospirillum brasilense'®.
Estudios preliminares en nuestro labo-
ratorio sugjeren la presencia de pldsmi-
dos bacteriocinogénicos en esta espe-
cie''. Este es un importante mecanismo
de antagonismo que se gesta entre bac-
terias, en un sistema ecoldgico tan
competitivo como es la nzodsfera (suelo
que rodea las raices de la planta). Aque-
llos microorganismos que sinteticen
bacteriocinas contaran con una ventaja
selectiva que les permita sobrevivir y
colonizar la raiz. El analisis de las fun-
ciones codificadas por plasmidos en
bacterias aisladas del suelo, tiene y ten-
dra cada vez mas una utilizacidn practi-
ca mayor, ya que permitira su empleo
como fertilizantes biologicos en la agri-
cultura, con ventajas en relacion a los
fertilizantes quimicos, debido a que los
primeros no contaminan, son mas bara-
tos y mas faciles de obtener.

Los estudios basicos de la estructura
y funcion de los plasmidos han contri-
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buido en el disefio de los vehiculos de
clonacidn, herramienta fundamental para
el desarrollo de la ingenieria genética.
Un vehiculo de clonacién es un plasmi-
do R pequefio, los determinantes de
resistencia, usualmente dos, permiten
la facil deteccidn de Ja bacteria que lo
contiene. Estos plasmidos son de facil
manipulacion en el laboratorio; uno de
los que mas se emplea para clonar el
DNA, es el disefiado por Bolivar y co-
laboradores, el plasmido pBR322, que
confiere la resistencia a la ampicilina y
tetraciclina, con varios sitios (inicos para
corte con endonucleasas de restriccion;
enzimas que cortan el DNA en sitios
especificos, localizados precisamente en
Jos genes que median la resistencia, de
tal manera que al cortar con la enzima
de restriccidn, el plasmido se lineariza,
pudiendo ligarlo con otro DNA que
haya sido cortado con la misma enzima.
Este plasmido llega a tener hasta cien
copias de él mismo en la célula, lo que
permite la amplificacién del DNA clo-
nado.

Como puede verse, el avance de la
biologia molecular de los plasmidos abre
multiples perspectivas que permitiran
su adecuada utilizacién en éreas tan

importantes como la medicina, y la agri-
cultura.
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