GENÉTICA BACTERIANA 2019
TRABAJO PRÁCTICO Nº2: TRANSDUCCIÓN GENERALIZADA
Introducción:


La transducción es la transferencia, de una célula a otra, de material genético no viral dentro de la cobertura viral. La transducción fue descubierta por Zinder and Ledenberg en 1952 cuando intentaban obtener recombinantes genética en Salmonella luego de la transferencia de marcadores por conjugación. En el transcurso de estos estudios, los investigadores observaron que algunas recombinantes podían ser recuperadas aún sin mediar contacto directo entre las células dadoras y aceptoras. El agente que mediaba esta transferencia de genes resultó ser resistente a DNAasa y filtrable, demostrándose posteriormente que se trataba del bacteriófago P22 de Salmonella. 

Los fagos P22 y P1, entre otros, son capaces de transferir cualquier parte del genoma del hospedador, por lo que el proceso que median recibe el nombre de transducción generalizada. Los lisados que se usan para realizar transducción, aunque principalmente compuestos por fagos infecciosos, contienen una pequeña porción de partículas transductantes. Estas últimas se forman cuando fragmentos de ADN del dador son empacados en las cabezas de los fagos en lugar del ADN viral. Las partículas transductantes, que carecen completamente de ADN viral, son las encargadas de transmitir, infección mediante, un fragmento de ADN del dador a una minoría de células aceptoras. Una vez producida la transferencia, se recuperan transductantes estables si el ADN transferido logra incorporarse al genoma de la célula receptora. Esto es, si logra recombinarse mediante RecA, replicarse independientemente (por ejemplo si es un plásmido) o transponer (por ejemplo si contiene un transposón). 
El bacteriófago P22 de Salmonella enterica serovar Typhimurium posee una cápside capaz de transportar 48 kb de DNA, un poco menos que el 1% del ADN cromosomal de su hospedador por lo que es muy poco probable (p << 0,001) que se transfirieran 2 marcadores a la vez, si los marcadores seleccionados no están lo suficientemente cerca como para ser llevados dentro de un mismo fragmento de ADN. Por otro lado, y dado que el fago P22 sólo empaqueta ADN del dador en una frecuencia muy baja (~10-3), se suele emplear en los experimentos de transducción al fago mutante P22HT (por “High Transducing”) el que no reconoce los sitios pac y empaqueta ADN al azar generando un ~50% de partículas transductantes. Es de remarcar que la cotranducción ha sido un método poderoso para mapear genes y continúa siendo de gran utilidad para la construcción de cepas.  

Objetivo: Observar transferencia de marcadores conocidos en Salmonella enterica serovar Thyphimurium mediante transducción generalizada, usando como herramienta genética el bacteriófago P22HT. 

Para ello se utilizarán un lisado provenientes una cepa de Salmonella que transporta marcadores conocidos: la cepa HB303 (golS::KmR, golB::lacZ-CmR) y la HB405 (cueR:: KmR, copA+::lacZ-CmR). Durante el trabajo práctico se obtendrá y titulará un lisado transductor proveniente de esta cepa y se utilizará el mismo para transducir marcadores a una cepa salvaje de S. enterica 14028s (la cual es CmS KmS). El alumno aprenderá a interpretar como afecta la MOI a la eficiencia de transformación y la distancia de los marcadores en el genoma de la bacteria con su frecuencia de co-transducción. 
Desarrollo del Trabajo Práctico

Día 1:

Obtención del lisado P22HT transductante (Parte 1).
Para obtener un lisado de fagos en placas se procede de la siguiente manera:

· Realizar diluciones seriadas del lisado  P22HT (dil. 10-2, 10-4) en tubos eppendorf estériles. Colocar aproximadamente 5 ml de LB soft en un tubo de hemólisis y llevar a baño a ~ 60°C para que no solidifique.

· Mezclar en un tubo de hemólisis estéril 100 μl de una dilución 10-4 del fago P22HT con 100 μl de un cultivo saturado de la cepa de S. enterica de la cual se desea obtener el lisado.  El grupo 1 y 2 de la comisión usarán la cepa HB303 (golS::KmR, golB::lacZ-CmR), mientras que los grupos 3 y 4 la cepa HB405 (cueR:: KmR, copA+::lacZ-CmR).

Punto Crítico: La infección ha comenzado por lo que no debe dejarse mucho tiempo la mezcla en el tubo. Es por esto, que el LB soft debe estar listo en este punto.
♦    Agregar a la mezcla CaCl2 y MgCl2 a una concentración final de 5 mM, e incubar 15 min a 37ºC.  

· Agregar a la mezcla el LB soft previamente enfriado a una temperatura de ~50ºC (es recomendable usar un vortex para bajar la temperatura y chequear la ausencia de “grumos”). Mezclar con vortex y verter inmediatamente sobre placas conteniendo una base de LBA.

Punto Crítico: La temperatura del LB Soft no puede ser muy superior a 42°C, temperatura a la que Salmonella empieza a perder viabilidad. Asimismo, si la temperatura es muy baja se corre riesgo de que se formen “grumos” de LB agar y no logre visualizarse las placas de lisis.
· Incubar en estufa 37ºC hasta la aparición de las placas de lisis (> de 5 hs).

Determinación del título del lisado P22HT transductante (Parte 1).
· Realizar diluciones seriadas del lisado  (dil. 10-2, 10-4, 10-6 y 10-7) en tubos eppendorf estériles. El grupo 1 y 2 de la comisión usarán el lisado transductante obtenido a partir de la cepa HB303 (golS::KmR, golB::lacZ-CmR), mientras que los grupos 3 y 4 el lisado obtenido a partir de la cepa HB405 (cueR:: KmR, copA+::lacZ-CmR). Estos lisados serán dados por el docente.
· Colocar aproximadamente 5 ml de LB soft en dos tubos de hemólisis y llevar a baño a ~ 60°C para que no solidifique.

· Mezclar 100 μl de las 2 últimas diluciones con 100 μl de un cultivo saturado de S. enterica 14028s en un tubo de hemólisis estériles.
Punto Crítico: La infección ha comenzado por lo que no debe dejarse mucho tiempo la mezcla en el tubo. Es por esto, que el LB soft debe estar listo en este punto.
♦    Agregar a la mezcla CaCl2 y MgCl2 a una concentración final de 5 mM, e incubar 15 min a 37ºC.   
· Agregar a la mezcla el LB soft previamente enfriado a una temperatura de ~50ºC (es recomendable usar un vórtex para bajar la temperatura y chequear la ausencia de “grumos”). Mezclar con vórtex y verter inmediatamente sobre placas conteniendo una base de LBA. 
Punto Crítico: La temperatura del LB Soft no puede ser muy superior a 42°C, temperatura a la que Salmonella empieza a perder viabilidad. Asimismo, si la temperatura es muy baja se corre riesgo de que se formen “grumos” de LB agar y no logre visualizarse las placas de lisis.
· Incubar en estufa a 37ºC hasta la aparición de las placas de lisis (> de 5 hs).
Día 2:
Obtención del lisado P22HT transductante (Parte 2).
· Luego de la incubación, agregar 5 ml de LB sobre la placa conteniendo el lisado de fagos y romper la capa de LB soft con una espátula de Drygalski hasta homogeneizar. 

· Transferir 1 ml de la mezcla a un tubo eppendorf, agregar 200 μl de cloroformo y mezclar con vórtex.

· Centrifugar 5 min a 12000 rpm y trasvasar el sobrenadante a un tubo eppendorf (no flamear los tubos que contienen cloroformo a la llama del mechero!).  Agregar cloroformo. Este lisado lo usará otra comisión.
Determinación del título del l lisado P22HT transductante (Parte 2).
· Contar las unidades formadoras de placas (UFP) presentes en cada placa y estimar el número de ufp/ml en el lisado original.

Transducción generalizada (Parte 1).
· Realizar diluciones seriadas del lisado transductante (dil. 10-1 y 10-2). Cada grupo usará el lisado cuyo título determinó.
· En tubos eppendorf estériles realizar las siguientes mezclas.
	TUBO
	ON Salmonella
(5 x 109 ufc/ml)
	Lisado P22 transductor
	Placa

LBA(EGTA) 

	1
	50 µl
	50 µl (puro)
	Cm/Km

	2
	50 µl
	50 µl (dil. 10-1)
	Cm/Km

	3
	50 µl
	50 µl (dil. 10-2)
	Cm/Km

	4
	50 µl
	50 µl (dil. 10-1)
	Km

	5
	50 µl
	(-)
	Km


♦    Agregar a la mezcla CaCl2 y MgCl2 a una concentración final de 5 mM.  
· Incubar en estufa a 37ºC 10 min.
Punto Crítico: La infección ha comenzado por lo que no debe dejarse mucho tiempo la mezcla en el tubo. Es por esto, que es recomendable largar las infecciones de manera escalonada en el tiempo.
· Sembrar las transductantes usando espátula de Drygalski.
· Incubar a 37ºC hasta el día siguiente.

Comentario Importante: Para evitar la reinfección de la bacteria dadora las placas de LBA son suplementadas con 1mM EGTA  (Ethylene glycol-bis(beta-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-t etraacetic acid). El EGTA quela los iones Ca2+ de manera que estos no están disponibles para la adsorción del fago. A diferencia del EDTA, el EGTA se une preferentemente a este metal respecto a otros metales esenciales como Mg2+ o Zn2+. 
Día 3:
Transducción generalizada (Parte 2).
·  Hacer recuento de las colonias obtenidas. Completar la tabla usando la información de los otros grupos y sacar conclusiones. Puede concluir cuál fue la mejor MOI para el ensayo de transducción. Puede justificar las diferencias encontradas entre las cepas. 
	Tubo
	 Marcador de Selección
	MOI
	N° Colonias para lisados de cepa HB303 
	N° Colonias para lisados de cepa HB405

	1
	Cm/Km
	 
	 
	 

	2
	Cm/Km
	 
	 
	 

	3
	Cm/Km
	 
	 
	 

	4
	Km
	 
	 
	 

	5
	Km
	0 
	 
	 


Además, ¿ Qué control/es haría para descartar que las transductantes obtenidas no provienen del lisado transductantes como resultado de una acción ineficaz del cloroformo?
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PREGUNTAS Y PROBLEMAS

1. ¿Cómo se determina el título de un fago? ¿En qué unidades se expresa?

2. ¿Qué tipos de transducción conoce? Mencione las diferencias entre ellas.

3. ¿Cuál es la diferencia entre los mecanismos de transducción generalizada mediada por los fagos P1 y P22?

4. ¿Qué tipo de partículas se pueden distinguir en un lisado de un bacteriofago que hace transducción generalizada (P22)? ¿y en un lisado que hace transducción especializada (?
5. ¿Es posible transferir plásmidos por transducción? 

6. ¿A qué se llama multiplicidad de infección o MOI? ¿Qué MOI se debe usar al realizar una transducción?

7. ¿A qué distancia máxima deben encontrarse dos marcadores para que los mismos se transduzcan juntos en un experimento de cotransducción? ¿Cómo varía la frecuencia de cotransducción con la distancia a la que se encuentran dos marcadores?

8. ¿De qué factores depende la frecuencia de transducción mediada por un fago? ¿Cuáles de ellos pueden ser mejorados?

9. Un investigador aisló recientemente un fago que crece en E. coli. Este fago realiza transducción generalizada en algunas cepas de E. coli y transducción especializada en otras.

a) ¿Cómo podría distinguir entre transducción generalizada y especializada usando un test genético simple?

b) Sugiera una explicación para estos resultados.

10. Yanofsky aisló dos mutantes trpA (trpA8 y trpA17). Para determinar el orden de las dos mutaciones trpA respecto al gen trpE, realizó el experimento de transducción con P1 descrito a continuación:

Donor: trpA17 trpE+
Aceptor: trpA8 trpE-
Marcador seleccionado: trpA+ 100 colonias
Marcadores encontrados: trpA+ trpE+ 10 colonias; trpA+ trpE- 90 colonias 

En base a estos resultados, cual sería el orden más adecuado de estos genes? (Determine si el orden es trpE trpA8 trpA17 o trpE trpA17 trpA8)
11. Se lleva a cabo un experimento de transducción con P1 para determinar el orden de sitios de mutación en el gen trpA de E. coli, utilizando una mutación ligada estrechamente, llamada ant, como un marcador no seleccionable. En cada una de las cruzas listadas debajo, son seleccionados recombinantes Trp+ y luego testeadas para el alelo ant+ o ant-. El genotipo de la donante es dado en primer término y el porcentaje de recombinantes Trp+ que es ant+ es dado entre paréntesis.

Cruza 1:    ant+ trpA34    x    ant - trpA223


(18% ant+)

Cruza 2    ant+ trpA46     x    ant - trpA223


(52% ant+)

Cruza 3:    ant+ trpA223  x    ant – trpA34


(50% ant+)

Cruza 4:    ant+ trpA223  x    ant – trpA46


(20% ant+)

¿Cuál es el orden de los 3 marcadores trpA con respecto al gen ant?

12.  En un experimento de transducción generalizada, la cepa donora de E. coli tiene el genotipo X+ Y+ A- Z+ y la cepa aceptora tiene el genotipo X- Y- A+ Z- . Se seleccionaron transductantes mediados por el fago P1 para X+ o Y+ y se determinó el fenotipo con los siguientes resultados:
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Determine el orden del gen A respecto a los genes X, Y, Z. Determine la frecuencia de co-transducción para X y A;  X e Y, y para Y y Z e Y y A. 
14. ¿Cuál es el fenotipo de un fago ( mutante en el gen int? Y en el gen xis?

15. ¿Cuál de los siguientes genes es requerido para una lisogenización eficiente luego de la infección de un hospedador sensible por un fago (: int, xis, N, cII, Q?

16. ¿Cuando una Hfr que lleva un profago ( transfiere su cromosoma a una célula F- no lisógena para (, ésta célula muere. Por qué?

17. Una Hfr transfiere genes en orden alfabético (a, b, c, d, e, f, g, h, etc) por conjugación con una cepa S132 (F-). Una variante de la misma Hfr, denominada V13, posee un profago XP1 insertado en su cromosoma. Cuando se realiza una conjugación con la cepa V13 como donadora, se observa que solamente se transfieren los genes hasta el gen e. Es decir que los genes más allá del e nunca son transferidos. Sugiera una explicación para este fenómeno. 

18. El represor termosensible cI857 es desnaturalizado reversiblemente, cuando las células son calentadas a 40ºC. Si luego del calentamiento, las células se vuelven a 34 ºC o menos, el represor se renaturaliza, y se vuelve nuevamente activo.

a. Se está transcribiendo el gen cI de un lisógeno a 40 ºC?

b. Qué pasa si la temperatura se vuelve a 34 ºC?

c. Si un lisógeno ( cI857 es calentado durante 10 min y luego enfriado, se lleva a cabo el desarrollo del fago durante su incubación en el medio de cultivo. Si en cambio el lisógeno es enfriado luego de 5 min, no hay desarrollo del fago y las bacterias sobreviven. Explique.
19. Una cepa A lisogénica de un fago b, el cual posee una proteína represora r termosensible (a 42ºC se induce el ciclo lítico), es crecida en medio líquido LB a 30ºC toda la noche. Se realizan diluciones (10-2, 10-4, 10-6 y 10-8) del cultivo y se siembran 100 l de cada una en placas de medio sólido LB-agar y se incuban toda la noche a 30ºC y a 42ºC. Se observa que a 42ºC crecen algunas colonias sólo en las placas que se sembraron las diluciones mayores. a) Explique qué ha ocurrido. b) ¿Por qué sólo crecen a 42ºC en las placas de mayor dilución? c) ¿Estas colonias crecidas a 42ºC siguen siendo lisogénicas o no? ¿Por qué?
20. Se desea obtener una cepa de E. coli con el genetipo gal+ leu- trp-. Diseñe los experimentos genéticos que realizaría, disponiendo de las cepas bacterianas, bacteriófagos y plásmidos que se detallan más abajo, para llegar a la construcción deseada.

A- F- gal+ leu+ trp+ strR bla+ recA+
B- Hfr gal- leu- trp+ strS
C- F- gal- leu+ trp- strR recA- 

Bacteriofago P1

Bacteriofago 
pBR322::recA+ (AmpR)

El orden de los marcadores genéticos en el cromosoma de E. coli es gal leu trp str y la distancia entre gal y str es de 30 kb.

Indique en detalle los medios que utilizaría en cada selección y fundamente cada uno de los experimentos que realizaría.
21. Existe un sitio secundario de attachment para el fago lambda dentro del gen proB del operón proBA.

a) Dibujar un diagrama mostrando cómo un profago integrado en este sitio puede generar partículas transductoras especializadas.

b) Cómo se podría usar este lisado transductor para obtener un lisado transductor de alta frecuencia que lleve proA+?
22. Se aisla a una temperatura de 30ºC una cepa lisógena de un doble mutante termosensible de lambda cI(ts) cII(ts) ¿Qué resultado esperaría obtener si dicha cepa lisógena se cultivara a una temperatura de 42ºC?  

23. Los fagos temperados, como el lambda, producen placas de lisis turbias. Los fagos virulentos siempre producen placas claras. 

a) Dé una explicación del porqué de la turbidez.

b) Algunos mutantes de lambda producen placas claras. ¿Cúal es el locus genético que probablemente este mutado en estos casos?

24. En ciertas cepas mutantes de E. coli el fago λ es incapaz de dar crecimiento lítico. Explique este efecto.
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