GENÉTICA BACTERIANA 2019
TRABAJO PRÁCTICO Nº1

TRANSFORMACIÓN Y CONJUGACIÓN

Objetivo: Observar dos formas de transferencia de material genético en bacterias: transformación y conjugación. 

INTRODUCCIÓN:

A) Transformación


La transformación es el proceso mediante el cual una bacteria toma ADN directamente del medio extracelular. Si el ADN adquirido transporta un gen determinado, entonces la bacteria aceptora será capaz de expresar esta nueva característica y por lo tanto se la denomina transformante.
Esta transferencia de material genético sólo puede lograrse si la bacteria aceptora se encuentra en un estado fisiológico particular, denominado “estado de competencia”. Este estado puede adquirirse naturalmente o inducirse a través de métodos físicos o químicos. La bacteria del suelo B. subtilis desarrolla competencia naturalmente durante la transición desde la fase de crecimiento exponencial a la estacionaria. En el laboratorio la adquisición de este estado se puede optimizar utilizando condiciones de crecimiento específicas: crecimiento en medio mínimo y procedimientos para privar a la célula de nutrientes. La bacteria Escherichia coli, por el contrario, no es capaz de desarrollar competencia natural y para poder captar ADN del medio se debe inducir dicho estado artificialmente. Los métodos más utilizados para inducir competencia son el tratamiento de las células con iones de calcio previo a la introducción del ADN o la electroporación, en la que la mezcla de ADN y bacterias es sometida a un campo eléctrico fuerte por un período de tiempo muy corto. 

a) Transformación de B. subtilis

En este trabajo práctico se introducirá mediante transformación el plásmido pJM116 en la cepa B. subtilis JH642 (trpC2 pheA1).

[image: image1.emf]
El plásmido pJM116 es capaz de replicarse en Escherichia coli gracias al origen de replicación (ori), pero es incapaz de hacerlo en B. subtilis, por lo que se lo denomina “plásmido suicida" para esta bacteria. Debido a esto, la información del plásmido sólo se mantendrá en las transformantes si se integra al genoma mediante recombinación homóloga. Dado que pJM116 transporta 2 regiones del gen amyE, la integración se produce en esta región (ver la figura). Como consecuencia, se inactiva el gen amyE de B. subtilis (involucrado en el metabolismo del almidón) y la cepa será entonces amy- (o sea, que ya no es capaz de degradar almidón). Durante el proceso, se integran además los genes cat (que otorga resistencia a cloranfenicol) y lacZ (-galactosidasa). Las transformantes obtenidas serán entonces CmR y amy-. El plásmido posee además el marcador de resistencia bla (confiere resistencia a ampicilina) y sirve para seleccionar cepas de E. coli que mantengan el plásmido.
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El plásmido pJM116 es muy utilizado para el estudio de regiones promotoras de genes. Los fragmentos de interés pueden insertarse en el sitio de múltiple clonado (MCS) ubicado entre los genes cat y lacZ. En este caso el gen lacZ actúa como reportero y permite analizar la expresión génica de la región promotora clonada.
b) Transformación de E. coli


Se transformará la cepa de E. coli DH5 (cuya competencia ha sido inducida químicamente) con el plásmido pBluescript. Este vector, de amplio uso en el laboratorio para el clonado de genes de interés (permite seleccionar los clones positivos mediante  complementación), es replicativo en E. coli y confiere resistencia a ampicilina (bla). Las cepas que reciban el plásmido serán reconocidas por su capacidad de crecer en presencia del antibiótico.
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B) Conjugación
La conjugación es el proceso mediante el cual el material genético es transferido directamente desde una bacteria dadora a otra aceptora. La bacteria que adquiere la información genética nueva se la denomina transconjugante. Para que este proceso ocurra se requiere que el dador posea un plásmido conjugativo. Estos plásmidos se replican en el citoplasma en sincronía con el cromosoma bacteriano o bien se integran al cromosoma y se replican como parte de éste. 

En este trabajo práctico se utilizarán las cepas de Escherichia coli:

· XLI-blue (recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac [F', proAB+, lacIq, lacZ (15::Tn10 (TetR)]

· MC4100 (supE44, (lacU169, hsdR17, gyrA96, relA1 thi((lac-proAB) SmR
La cepa XL1-blue (dadora) posee el plásmido conjugativo F que transporta un marcador de resistencia a tetraciclina (TetR). La cepa aceptora MC4100, contiene en el cromosoma un gen de resistencia a estreptomicina (SmR) que sirve como marcador de contra selección.

MATERIALES

A) Transformación 
a) Transformación de B. subtilis:

SpC 







SpII

1X T-base






1X T-base

1 mM MgSO4






3,5 mM MgSO4
0,5% glucosa






0,5% glucosa

0.2% extracto de levadura




0.1% extracto de levadura

0,025% casaminoácidos




0,01% casaminoácidos

40 g/ml Trp y Phe

T-base (por litro)

2g (NH4)2 SO4
18,3g K2HPO4(3H2O

6g KH2PO4
1g citrato trisódico

Placas de LBA/Cm (5 g/ml)

placas LBA/almidón

lugol
b) Transformación de E. coli:

Solución 1






Solución 2

10 mM MOPS pH 7,0




100 mM MOPS pH 6,5

10 mM ClK






50 mM Cl2Ca









10 mM ClK

Medio LB

Placas LBA/Amp (100 g/ml)
B) Conjugación:

placas de LBA 

placas LBA/Sm (20 g/ml)/Tet (7.5 g/ml)
DESARROLLO DEL TRABAJO PRÁCTICO

DIA 1

Transformación de B. subtilis:

Preparación de las células competentes. Mostración

1) A partir de una placa fresca de B. subtilis JH642 cultivada a 30ºC durante toda la noche, inocular densamente 1 ml de medio SpC.

2) Cultivar a 37ºC con agitación durante aproximadamente 5 horas.

3) Diluir 1 ml del cultivo anterior en 9 ml de medio SpII previamente calentado a 37ºC.

4) Incubar durante 90 min a 37ºC con agitación.

5) Centrifugar las células 10 min 5.000 rpm.

6) Resuspender el pellet celular el resto de sobrenadante (aproximadamente 1 ml) y agregar 10% glicerol esteril si se desea congelar.

Transformación

7) Mezclar
Tubo 1

100 l de solución 1X T-base + 2 mM EGTA

5 l de plásmido pJM116

100 l de células competentes B. subtilis JH642

Tubo 2
100 l de solución 1X T-base + 2 mM EGTA

100 l de células competentes B. subtilis JH642

8) Incubar durante 60 min a 37ºC.

9) Sembrar todo el volumen sobre placas de LBA/Cm utilizando espátula de Drigalsky.

10) Incubar toda la noche en estufa a 37ºC.

Conjugación:

1) Mezclar, sobre el centro de una placa de LBA, varias colonias de las cepas dadora (XL1-blue) y aceptora (MC4100) de E. coli a utilizar.

2) Incubar durante aproximadamente 2 horas en estufa a 37ºC.

3) Sembrar con ansa una porción de la mezcla sobre placas de LBA/Sm/Tet, a fin de seleccionar las transconjugantes. En otra placa igual sembrar por separado las cepas dadora y aceptora que serán utilizadas como control negativo.

4) Incubar toda la noche en estufa a 37ºC.

Transformación de E. coli:
Inducción de la competencia usando Cl2Ca. Mostración.

1) Inocular 10 ml de medio LB con 100 l de un cultivo crecido durante toda la noche de E. coli DH5 y cultivar hasta fase exponencial (D.O.= 0.5) por aproximadamente 3 h.

2) Mantener el cultivo en hielo  durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, centrifugar 1,5 ml de cultivo a 5.000 rpm por 3 min. Procesar 2 tubos simultáneamente.

3) Lavar las células con 0.5 ml de solución 1 estéril. Centrifugar nuevamente.

4) Resuspender en 0.5 ml de solución 2 estéril. Mantener en hielo 15 min.

5) Centrifugar nuevamente y resuspender en 100 l de solución 2.

Transformación

6) Mezclar en tubos eppendorf estériles 

Tubo 1

100 l de células competentes E. coli DH5 
1 l de plásmido pBluescript
Tubo 2
100 l de células competentes E. coli DH5
7) Mantener en hielo 30 min

8) Incubar por 2 min a 37 ºC

9) Agregar 0.9 ml de medio LB e incubar a 37ºC en la estufa por 1 h. Agitar cada 15 min aproximadamente para mezclar.

10) Centrifugar a 5.000 rpm por 3 min.

11) Descartar el sobrenadante y resuspender en el resto de líquido.

12) Sembrar sobre placas de LBA conteniendo ampicilina con espátula de Drigalsky.
DIA 2

Transformación de B. subtilis:
Repicar las colonias transformantes obtenidas en una placa de LB/almidón. Sembrar en la misma placa varias transformantes y una colonia de una cepa parental JH642 (amy+) como control. En este paso chequeamos la integración al cromosoma en el sitio amyE.

Para la siembra se aconseja seguir el patrón mostrado en la figura.

[image: image3.wmf]bla

cat

MCS

ori

pJM116

amyE

amyE

amyE

lacZ

cat

MCS

amyE

amyE

lacZ


Transformación de E. coli:

 Observar el desarrollo de transformantes AmpR DH5/pBluescript.

DIA 3

Conjugación:

Observar el crecimiento en las placas donde se sembraron las transconjugantes y las cepas parentales utilizadas como control.

Transformación de B. subtilis:
Chequeo del fenotipo amy-:
1) Tomar la placa de LB/almidón sembrada el día anterior y verter sobre la superficie unos mililitros de lugol (aproximadamente 3ml).

2) Incubar unos minutos y observar.


Registrar los resultados.

CUESTIONARIO GUÍA.

1. ¿Todas las bacterias pueden ser transformadas? ¿Qué requerimientos debe tener?

2. ¿Con que clase de ADN puede transformarse una bacteria? ¿De qué factores depende la eficiencia del proceso?
3. ¿Qué utilidades presenta el método de transformación en la naturaleza y como herramienta de laboratorio?

4. ¿Qué diferencia un plásmido autotransmisible de uno movilizable? ¿Qué genes son requeridos en cada caso? ¿Qué ventajas presentan los plásmidos movilizables frente a los autotransmisibles?

5. ¿En qué consiste la conjugación tripartita? ¿Cuándo se usa?

6. ¿Cuál es el estado del factor F en una cepa Hfr, F+ y F’ ? ¿Qué utilidad tienen este tipo de cepas?

7. ¿Cuándo interviene la proteína RecA durante el proceso de conjugación?

8. ¿Una cepa F+ recA+ puede conjugar con una cepa F- recA-?
9. ¿Qué son marcadores seleccionables y no seleccionables?

10. Se prepararon células competentes de la cepa E. coli DH5α por el método químico con CaCl, seguidamente se transformaron por separado con 50 ng de los plásmidos  pR100 y pAM1304 y se sembró en placas de Petri con medio LBA suplementado con el Ab adecuado a fin de seleccionar las transformantes. Las placas se incubaron ON a 37°C. En el siguiente cuadro se indica las características de ambos vectores y la eficiencia de transformación obtenida en cada caso. 
	Vector
	Marcador de selección
	Tamaño
	Eficiencia de transformación (N°células/µg DNA)

	pR100
	Cmr, merr, sulr, Strr,Tcr
	94 Kpb
	106

	pAM1304
	Kmr
	8 Kpb
	108 


a. ¿A qué adjudica la menor eficiencia de transformación obtenida en la transformación con el vector pR100?
b. ¿Cómo podría mejorar la eficiencia del proceso?

11. Dadas las siguientes cepas:

a. MH789 Hfr recA+
b. MD456 F- Cmr trp- recA+
c. XL234 F- Cmr trp- recA-
d. RC578 [F´ trp+] trp- recA+
Describa las posibles conjugaciones, y en cada caso determine cuál es la cepa dadora y la aceptora. Describa el medio de cultivo que utilizaría para seleccionar los transconjugantes.

12. Dadas las siguientes cepas:

a. XL2 Hfr leu+ met+ trp- recA+
b. Rc84 F- leu- met- trp+ recA+ Cmr
Determine cuál es la cepa dadora y la aceptora. Describa el medio de cultivo que utilizaría para seleccionar los transconjugantes. Escriba el genotipo del transconjugante. ¿Qué ocurriría si la cepa XL2  fuera recA-? ¿Y si la cepa RC84 fuera recA-?
13. En E. coli, cuatro cepas Hfr donan los siguientes marcadores en el órden en que se muestran:


Cepa 1: 
M
Z
X
W
C


Cepa 2: 
L
A
N
C
W


Cepa 3: 
A
L
B
R
U


Cepa 4: 
Z
M
U
R
B
Las 4 cepas Hfr derivan de la misma cepa F+. ¿En qué orden se encuentran los marcadores en el cromosoma de la cepa F+ original?
14. Cuatro cepas de E. coli cuyo genotipo es a+b- se las denominó 1, 2, 3 y 4. Otras cuatro denominadas 5, 6, 7 y 8 presentan el genotipo a-b+. Las cepas pertenecientes ambos grupos se mezclan en todas las combinaciones posibles y luego de la incubación se analiza la frecuencia de recombinantes a+b+. Los resultados que se obtienen son los que se muestran en la tabla, tal que ++ significa presencia de más de 300 colonias por placa, +/- menos de 50, - sin colonias.
	
	1 a+b-
	2 a+b-
	3 a+b-
	4 a+b-

	5 a-b+
	-
	++
	++
	-

	6 a-b+
	-
	++
	++
	-

	7 a-b+
	+/-
	-
	-
	++

	8 a-b+
	0
	+/-
	+/-
	-



En base a estos resultados asignar a cada cepa su tipo sexual (Hfr, F+ o F’PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=[minus sign]") según corresponda.

15. Se tiene una cepa de E.coli, cuyo genotipo es:

F- thr- leu- his- met- tia- lac- gal- arg- mtl- SmR 

Se conoce la localización en el cromosoma de todos los marcadores excepto el de arginina. Se cruzó la cepa F- con 3 Hfr distintos, todos salvajes para los genes involucrados y sensibles a Sm. Se hizo el análisis de los recombinantes cuyos datos figuran en la siguiente tabla:

	
	Tipo de recombinante (todos Sm R)

	Dador

	T+L+

	H+
	M+
	A+
	T+L+A+
	H+A+
	M+A+

	Hfr1
	1.5x106
	2x105
	1.1x103
	1.4x103
	103
	103
	103

	Hfr2
	1.9x106
	2.3x103
	2.7x105
	2.6x105
	1.4x103
	103
	2.3x105

	Hfr3
	103
	1 x104
	2.3x106
	2.2x106
	103
	1.5x104
	2.1x106


Condiciones: 2x107 Hfr y  2x108 F- bacterias /ml en todos los cruces. Las cifras de las columnas representan el número de recombinantes /ml de la mezcla de conjugación después de 60 minutos. 

T = thr,   L = leu,  H = his,  M = met,  A = arg

Por otra parte, se hizo un análisis por interrupción de cruce entre la misma cepa F- y el Hfr3, obteniéndose los siguientes resultados:

____________________________________________________________________








% de marcadores no seleccionados 

entre recombinantes








------------------------------------------

Tiempo de 

Interrupción
número de recombinantes

A+SmR

M+SmR
del cruce
-----------------------------------
    ------------------------     -------------------



(min)
H+SmR
A+SmR
M+SmR
M+
H+
Mtl+
A+
H+
Mtl+
0
0
0
0
-
-
-
-
-
-


6
0
0
0
-
-
-
-
-
-

8
0
3
0
0
0
0
-
-
-

10
1
10
4
12
0
0
75
-
-


11,5
0
56
28
39
0
0
92
0
0

13
2
126
62
57
0
0
87
0
0


14,5
0
217
183
82
0
1
94
0
3

a) ¿Cuál sería la localización aproximada del marcador arginina?

b) Si suponemos que el locus correspondiente a la síntesis de arginina está formado por varios genes ¿Podría con un análisis similar al precedente mapear los mismos? ¿Por qué?

16. Se realiza un experimento de transformación entre una cepa dadora resistente a cuatro drogas: A, B, C y D y una cepa aceptora sensible a estos compuestos. La población de células aceptoras transformadas es dividida en alícuotas y sembradas en placas con medio de cultivo conteniendo las drogas combinadas como se indica en la tabla, obteniéndose los siguientes resultados. 

	Droga agregada
	Nº de colonias
	Droga agregada
	Nº de colonias

	ninguna
	10.000
	BC
	51

	A
	1.156
	BD
	49

	B
	1.148
	CD
	786

	C
	1.161
	ABC
	30

	D
	1.139
	ABD
	42

	AB
	46
	ACD
	630

	AC
	640
	BCD
	36

	AD
	942
	ABCD
	30


a) Uno de los genes obviamente se encuentra muy distante de los otros 3, los cuales parecen estar muy ligados. ¿Cuál es el gen distante?
b) ¿Cuál es el orden probable de los genes muy ligados?


17. Una especie Hfr con genotipo met- his+ leu+ trp+ la cual transfiere el gen met  muy tardíamente es conjugada con  una F- leu- met+ trp- his- (ts). La mutación  his- (ts) introduce el requerimiento para histidina a 42º C. Después de la conjugación por varias horas la mezcla es diluida y sembrada  sobre un medio que tiene 4 diferentes suplementos, las placas son incubadas a 42º C. Siendo los suplementos en las placas  y el nº de colonias obtenidas los siguientes:

                                                       Histidina mas Triptofano ,     250 colonias

                                                       Histidina mas Leucina,            50 colonias

                                                       Leucina mas Triptofano,        500 colonias

                                                       Histidina                                   10 colonias

¿Cuál es el propósito de la mutación met- en la cepa Hfr? ¿Cuál es el orden de entrada de los genes? Ahora conoce el orden relativo de los genes, ¿Cómo haría para conocer la localización exacta sobre el cromosoma? ¿Qué tipo de experimento haría para saber como están localizados estos marcadores en el cromosoma?
18. El orden de los genes en una cepa Hfr es a, b, c, d. En una conjugación entre una cepa  Hfr donante que tiene el genotipo  a+ , b+, c+ d+ x- strs y una F- que tiene un genotipo a- b- c- d- x+ strr, 90% de las recombinantes  d+ strr son x -, y 100% de las c+ d+ strr son x-. El tiempo de entrada de a, b, c y d son de 5, 10, 15 y 20 minutos, el del gen strr es de 55 minutos. ¿Dónde se encuentra localizado el gen x?
19. Una  cepa donante Hfr de genotipo a+ b+ c+ d+ strs es conjugada con una F- que tiene el genotipo a- b- c- d- strr. Los genes  a, b, c, d están espaciados igualmente. En un experimento de tiempo de entrada se obtienen los datos de la tabla. ¿Cuál es el tiempo de entrada de cada gen? Explique la baja frecuencia de recombinación en el plateau para recombinantes d+ strr?
Tiempo de 


Conjugación                         Nº de recombinantes  por 100 Hfr 
en minutos                                 

                                             a+ strr              b+ strr            c+ strr         d+ strr
         0                                    0.01                0.006              0.008          0.0001

       10                                    5                     0.1                  0.01            0.0004

       15                                  50                     3                     0.1              0.001

       20                                100                   35                     2                 0.001

       25                                105                   80                   20                 0.1

       30                                110                   82                   43                 0.2

       40                                105                   80                   40                 0.3

       50                                105                   80                   40                 0.4

       60                                105                   81                   42                 0.4

       70                                103                   80                   41                 0.4

20. De una especie parental que requiere metionina (met- ) y es resistente a estreptomicina (strR) ha aislado dos mutantes que requieren arginina (arg- ). Si Ud. conjuga las dos mutantes con una Hfr cuyo genotipo es arg+ met+ strs utilizando la técnica de conjugación interrumpida obtiene curvas de entrada  con las siguientes características: 

Con la primera mutante la curva de recombinante arg+ strr extrapola a 4 minutos, y el tiempo de entrada de met+ es de 6 minutos. Con el segundo mutante el tiempo de met+ es otra vez 6 minutos, pero los datos de arg+ strr extrapolan a 20 minutos. Explique las diferencias observadas entre las dos conjugaciones. 

21. Una enzima tiene la propiedad que si el aminoácido (aa.) 28, el cual es glutámico, es reemplazado por asparagina en un mutante, pierde toda la actividad. Si en esta proteína mutante, el aa. 76, el cual es asparagina, es reemplazado por glutámico, se restaura la actividad total. ¿Qué puede sugerir con respecto a los aa. 28 y 76 en la proteína normal?

22. Doscientos mutantes de una especie bacteriana son estudiadas separadamente para determinar la frecuencia de reversión. De estas, 90 revierten en una frecuencia de 10-5, 98 en una frecuencia de 3 x 10-6, 6 en una frecuencia de 3 x 10-11 y 6 en una frecuencia de 10-10.

¿Qué tipo de mutación contiene la clase cuya reversión es 10-11:  mutación puntual, mutación doble puntual o deleción? Puede decir si alguna de estas clases de mutaciones son mutaciones de terminación de cadena.

23. Dadas dos cepas de E. coli con los genotipos indicados a continuación:


Cepa A: 
F-
lac -
arg -
his - 
pyr - 
lys- 
TonR

Cepa B: 
Hfr
lac +
arg +
his +
pyr +
lys + 
TonS
(lac- = incapacidad de fermentar lactosa; arg-, his-, pyr-, lys- = incapacidad para sintetizar arginina, histidina, pirimidinas, o lisina; TonS y TonR = sensibilidad y resistencia al fago virulento T1).

a) Qué composición usaría en placas para seleccionar recombinantes lac+ arg+ en una cruza entre las cepas A y B?

b) Qué recombinantes se seleccionarían en placas de medio mínimo conteniendo glucosa, arginina y fago T1?

c) A y B se mezclaron y se permitió la conjugación durante varias horas. Luego, las células fueron sembradas para seleccionar recombinantes. Los resultados se indican en la tabla siguiente. ¿En qué orden se transfieren los marcadores?

	Marcador seleccionado
	Número de recombinantes cada 1000 células Hfr

	arg+
	350

	pyr+
	100

	lac+
	25

	lys+
	350

	his+
	500


24. En un experimento de conjugación se utilizaron cepas con los siguientes genotipos:
Cepa 1: Hfr (bio- lac- thr+ arg+ Cmr)
Cepa 2: F- (bio+ lac+ thr- arg- recA- Cms)
Cepa 3: F- (bio+ lac+ thr- arg- recA+ Cms)
a. Indique el resultado de dos experimentos de conjugación por separado, uno de la cepa 1 con la cepa 2, y otro de la cepa 1 con la cepa 3. Cuál sería el fenotipo de los transconjugantes?

b. Indique el protocolo y los medios de cultivo utilizados en cada experimento para seleccionar las transconjugantes.

25. Usted desea introducir por conjugación el plásmido movilizable pRNR3 en la cepa aceptora c. Para eso cuenta con lo siguiente:
Cepa a: lac -, plásmido autotransmisible pRK2012 (Kmr), pRNR3 (Smr, Tcr)
Cepa b: lac -, plásmido autotransmisible pMD4(Cmr), pRNR3 (Smr, Tcr)
Cepa c: F - lac +
Los 3 plásmidos pertenecen a distintos grupos Inc. Además pRNR3 y pRK2012 tienen la misma secuencia OriT, mientras que el plásmido pMD4 tiene una secuencia distinta. Indique el protocolo y el medio de cultivo que utilizaría para seleccionar la transconjugante de interés.
26. La cepa de E. coli DH5α contiene  el plásmido movilizable pAM2. Dicho plásmido es replicativo en E. coli y movilizable. Se quiere introducir pAM2 en Salmonella, la cepa de E. coli en la que se encuentra pAM2 no posee las funciones tra. Usted cuenta con lo siguiente:

Cepa E. coli DH5α pAM2(Amps Cmr)

Cepa E. coli GB115 pRP4(Ampr Cms)

Cepa Salmonella (Smr Amps Cms) 
El plásmido pRP4 es autotransmisible, además pRP4 y el plásmido movilizable pAM2 tienen el mismo oriT  y pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad P. 

Indique la estrategia que utilizaría y el medio para seleccionar las transconjugantes.

27. Cuatro cepas Hfr derivan de una misma cepa original F+. Estas Hfr que presentan los marcadores salvajes se cruzan con una cepa F- que es auxótrofa para dichos marcadores y sensible al antibiótico estreptomicina . Mediante la técnica de apareamiento interrumpido se observa que cada cepa Hfr transmite los genes en una secuencia única que difiere de la secuencia de las otras tres, como se puede observar en la siguiente tabla:

	Cepas Hfr
	Órden de los marcadores

	1
	gal+
	lys+
	Str r
	leu+
	pro+

	2
	met+
	ser+
	ade+
	pro+
	leu+

	3
	ser+
	met+
	xyl+
	lac+
	gal+

	4
	xyl+
	lac+
	gal+
	lys+
	Str r


a) Cuál es la secuencia génica en la cepa original F+ que ha dado lugar a las cuatro cepas anteriores? Explicarlo. 

b) Para cada una de las cepas Hfr, qué marcador se debería seleccionar en el receptor, después de la conjugación, para obtener la frecuencia más alta de recombinantes?
28. Usted cuenta con tres cepas: 

I- Hfr, (StrS, lac+). 

II- F- (Strr, lac-, met-). 

III F-  (Strr, lac-, arg-). 

Se ponen en contacto por un lado las cepas I y II y por otro I y III, y a distintos tiempos se plaquean 20 μl de la mezcla en medios conteniendo estreptomicina y además: 

a) medio mínimo con lactosa como única fuente de carbono (medio LAC). 

b) medio mínimo con glucosa y todos los aminoácidos excepto metionina (medio SIN MET) 

c) medio mínimo con glucosa y todos los aminoácidos excepto arginina (medio SIN ARG) 

Las placas se incuban ON a 37°C y al día siguiente se cuentan las colonias registrándose lo siguiente:

	
	5 min
	10 min
	20 min

	
	LAC
	SIN MET
	SIN ARG
	LAC
	SIN MET
	SIN ARG
	LAC
	SIN MET
	SIN ARG

	IxII
	-
	-
	200
	15
	2
	200
	43
	15
	200

	IxIII
	-
	200
	10
	5
	200
	30
	24
	200
	80


1. Determine el orden de los genes lac, arg y met en el cromosoma, entre sí y con respecto a la inserción de F. 

2.  Qué resultado habría esperado si se hubiera omitido el antibiótico en los medios selectivos? Justifique. 
29. Una cepa Hfr3 suele transmitir el marcador pro+ en último lugar durante la conjugación. En un cruce de esta cepa con una cepa F-, aparecen algunos recombinantes pro+ en las primeras fases del apareamiento. Cuando estas transconjugantes pro+ se mezclan con células F-, la mayoría de las células F- se convierten en células pro+, que son portadoras también del factor F. Explique estos resultados.
Se escinde el F formando un F'pro

30. La replicación de plásmidos con oriR6K requiere de una proteína denominada π, codificada por el gen pir. 

a)
¿Qué ocurriría si un plásmido con oriR6K que codifica para resistencia a kanamicina y lleva una copia salvaje del pucA (pucA+) se introduce en una cepa que es pir+ pucA (Am)? ¿Cuál sería el genotipo de la célula respecto a pucA? 

b)
¿Qué ocurriría si el mismo plásmido se introduce en una cepa pir- pucA(Am)? ¿Cuál sería el genotipo respecto a pucA? 
Cuestionario correspondiente al Seminario del TP1

1- Cuál es el objetivo del trabajo?
2- Describa las ventajas de utilizar plásmidos conjugativos respectos de otros sistemas de delivery?

3- Desventaja del uso de plásmidos conjugativos?

4- Qué es la incompatibilidad entre plásmidos?

5- Cuáles son los mecanismos de exclusión de conjugación entre plásmidos relacionados? Qué precaución habría que tomar para que puedan conjugar los plásmidos utilizados para ingeniería? 

6- En qué se basa la tecnología CRISPR-Cas9 utilizada en este trabajo?

7- Analice los resultados experimentales presentados en el trabajo.

8- Qué controles utilizan para saber que efectivamente funcionó la estrategia?

9- Cuál es la desventaja del uso de esta estrategia?

10- Qué factores pueden llevar a que no tenga el éxito esperado la estrategia? Cómo podría solucionarse?
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