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I N T R o D u c c I o N 

Los sistemas vivos altamente organizados obedecen a complejos mecanis­

lllOS de regulaci6n que dan por resultado una expresi6n coordinada de los di 

ferentes programas de respuesta, esta complejidad ha hecho necesario el 

uso de modelos sencillos, tales como bacterias y virus, con el fin de tra­

tar de explicar c6mo puede ocurrir la regulaci6n en organismos superiores. 

El bacteri6fago lambda aislado por Lederberg (1951) presenta una serie 

de características que le permiten ser un modelo adecuado para estudios -­

tales como: morfogénesis, regulaci6n genética, recombinaci6n sitio-especí­

fica y recombinaci6n generalizada. Recientemente.\ ha sido utilizado con 

gran éxito como vehículo para clonar genes procari6ticos y eucari6ticos -­

(Enquist y Szybalsky 1978; Williams y Blattner 1980). 

Las partículas maduras del bacteri6fago lambda estan compuestas de - -

iguales cantidades de proteína y DNA (Hershey y Dove 1971). Cada fago con­

tiene una molécula de DNA de doble cadena de 31 x 10 6 daltones (cerca de -

46,500 pares de bases), encapsulada en una cabeza icosahédrica de cerca de 

SOnm de diámetro y una cola tubular Je lSOnm de largo (Kellenberg y Edgard 

1971; Lewin B. 1977). 

El desarrollo del bacteri6fago lambda comienza cuando una partícula se 

adsorbe por el extremo de su cola a los receptores de la célula huesped 

(E_. coli) (Emr et al., 1978) e inyecta su molécula de DNA, la cual codifi­

ca aproximadamente para 50 proteínas (Figura 1). Como podemos observar, el 

mapa de lambda comprende agrupamientos de genes que codifican para funcio­

nes relacionadas, por ejemplo: los genes(:~~~ !'!_u3 J:l_ E_ .!'_l .!'_11 y~ codif.:i. 

can para las proteínas estructurales de la cabeza; .~ ~ .Q. I !i ~ I:_ _lS. e _I_ co­

rresponden a los genes de las proteínas estructurales de la cola; los pro­

ductos de los genes int xis reda redS y gam son necesarios para las funcio 

nes de recombinaci6n; ~III, ~. ~I, cr~ y ~II están involucrados en diferc~ 

tes mecanismos regulatorios; Q y.!:_ en la replicaci6n del DNA y~ y Ben la 

lisis celular (Herskowits y Hagen 1980). Esto permite que durante el desa­

rrollo del fago, los genes que son necesarios juntos pueden ser expresados 

coordinadamente a través de un número determinado <le controles transcrip-­

cionales. Sin embargo durante el crecimiento <le lambda, estos genes no se 
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Figura 1 - Mapa genético del bacteri6fago lambda. 

Se muestran los más probables marcos de lectura para las 

proteínas. Las flechas arriba de los genes muestran las 

principales direcciones de transcripci6n y traducci6n. -

Los genes en los recuadros de abajo de la línea son tra­

ducidos de izquierda a derecha, aquellos que se traducen 

de derecha a izquierda se esquematizan arriba de la línea. 

Las lineas punteadas indican los mas especulativos marcos 

de lectura. Cuando ningún gen o proteína se asigna a los 

marcos de lectura abierta se da un número que corresponde 

a1 número de residuos de aminoácidos de la posible pro- -

teína que contienen (Sanger F., et. al., 1982). 
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expresan contínuar:'cnte, la infecci6n por lambda resulta en la transcripción 

secuencial de estos genes determinada por la síntesis secuencial de proteí­

nas regulatorias. Si bien, ciertos circuitos de control son obligatorios, -

lambda realiza una elección durante la infección para seguir la vía Iítica 

o la vía lisogénica. 

Durante el crecimiento lítico, común a fagos temperados o virulentos, -

el cromosoma del virus es usualmente replicado varias veces, estos genomas 

son empacados dentro de cápsides virales hechas a partir de las proteínas -

codificadas por el fago, conduciendo a la nruerte celular y a la liberación 

de aproximadamente 100 fagos por bacteria infectada (Weisberg 1977). Unica­

mente los virus temperados son capaces de vivir en armonía con el huesped. 

Lambda es el mejor estudiado de los virus temperados, la respuesta lisogénl:_ 

ca ocurre a través de la síntesis de un represor codificado por el gen ~I, 

que inhibe la expresi6n de los genes virales, y el producto del gene int -­

que promueve la inserci6ndel cromosoma viral en el cromosoma bacteriano. -

La célula reSultante se denomina lis6gena y al cromosoma del virus integra­

do se le llama profago (Ec}lols H. 1972; Herskowitz 1980) (Figura 2). Este -

profago es replicado como parte del cromosoma del huésped y es heredado por 

las células hijas durante,la divisi6n celular. Un profago inicia el crecí-­

miento lítico cuando la represión falla. Este proceso llamado inducci6n, 

consiste en que el profago es escindido del cromosoma del huesped por la -­

reacci6n inversa a la integraci6n, requiriendo de los productos de los ge-­

nes int y xis (Guarneros y Echols 1973), produciendo la lisis celular y la 

producción de progenie. 

ÜJando el DNA del fago entra en la célula se circulariza por los externos 

cohesivos (Yarmolinsky 1971) y se inicia la transcripción inmediata a par-­

tir de los promotores _!:.1 y !:rz localizados justo a la izquierda y derecha -­

del gen ~I (Heinemann y Spiegelman 1970). Los RNA's mensajeros resultantes 

terminan al final de los genes ~ y ero en los sitios !L' !R
1 

y !R
2 

(Roberts 
1969). El transcrito izquierdo codifica para la proteína !:!_ cuya acción es -

esencial para la siguiente fase de infección, ya que el producto del gen N 

IOC>difica la maquinaria transcripcional de tal modo que los terminadores !L' 

~1 y ~2 ya no son efectivos para la terminaci6n y entonces la transcrip-­

ción procede hacia los genes tempranos no inmediatos (Heinemann y Spiegelman 

- 4 -



Figura Z - Modelo de Campell para la integraci6n - escisi6n 

El genoma del bacteri6fago lambda circularizado por los 

extremos cohesivos pennite que el sitio PP' (attP) in­

teractue con el sitio BB' en el cromosoma bacteriano, -

un simple entrecruzamiento recíproco ocurre entre estos 

sitios, requiriendo exclusivamente del producto del gene 

int. E1 fago inserto en el cromo5oma bacteriano tiene 

una secuencia lineal y está flanqueado por los sitios -­

BP' y PB'. La reacci6n inversa, escisi6n, involucra la 

rccombinaci6n entre los sitios híbridos y requiere del 

producto del gene int y de 1 producto del gene xis. 
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1971; Lozeron et al., 1976). 

La proteína N reconoce si tios determinados en el DNA, lLunados nutL 

(utilizaci6n de N) (Salatrom y Szybalsky 1978) y nutR (Rosenberg et al., -

1978; De Crombrugghe et al., 1979), en los cuales N interactúa favorecien­

do el fen6meno anti - t ermianci6n en estos tres terminadores rho-dependicn-­

tes (Holmes 1983) permitiendo la elongaci6n del mensajero (Figura 3). 

Aún no es claro el mecanismo de acci6n de N para llegar a cabo la anti 

tenninaci6n, ni las posibles interacciones entre l a prot eína N y los sitios 

de utilizaci6n de N, la RNA polimerasa, etc. Pero es conocido que existen 

proteínas del huesped , tales como Nus A, Nus B, Nus C v Nus E que partici­

pan en los eventos de antiterminaci6n (Friedinan et a1., 1973, 1976 y 1981); 

la proteína Nus A, está involucrada directamente en antiterminaci6n y se -

ha postulado que quizá permite la uni6n del pg N a l a RNA po limerasa; el -

pg Nus E codifica para l a proteína ribosomal S 10 y se ha sugerido la par­

ticipaci6n de los ribosomas en es te fen6meno; se sabe que mutaciones de -­

Nus D (rho) interfieren en la antiterminaci6n. Debido a todas estas carac­

terísticas podemos darnos cuenta de que el fen6meno de antiterminación P.s 

muy complejo e involucra un gran número de factores, cuyo papel a{m no ha 

sido completamente dilucidado (Holmes 1983). 

Una vez elongados los transcritos provenientes de PL y fR se cuenta -­

con una cantidad importante de las proteínas _c::_I I, _e::_ I TI y _ero . Los productos 

de los genes _c::_II y _c::_III actúan en cy permitiendo la transcripción de fru; _ 
(Reichard y Kaiser 1971) hacia el gen _c::_I (represor), en direcc ión opuesta 

a la transcripción originada en~· e~te Último promotor controla l a expr~ 

sión de las funciones líticas ; es te es por l o tanto, un sistema de trans-­

cripción convergente. Se ha pensado que est e sist ema juega un papel impor­

tante en la decisión lis i s -lisogenia, observandose que la transcr i pción a 

partir de fRE provoca una dismin11ci6n en la expresión de las funciones lí­

ticas, esto es, las funciones controladas por fR (Court et al ., 1975; Mc-­

Macken et al., 1970). \\'ard (1979), sugirió que si por alguna razón ~ es 

más fuerte que fR, la transcripción izquierda predomina con el consecuente 

establecimiento de la represi6n (Figura 4). 

Aunado a este mecanismo de transcripci6n convergente exis te un fino --
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Figura 3 - Diagrama esquemático de la regulaci6n gen6tica del bac­

teri6fago lambda. 

Los cuadros arriba del mapa indican lJ localizaci6n de 

genes o s.it:ios en el DNA involucrados en LI regulaci6n 

genética. 

( • ) Si ti os promotores. 

(--~) Productos de transcripci6n. 

( !L' !.in, !Rz) Las localizaciones ele los terminadores 

rho dependientes. 

( N ) 

( Q ) 

(,,. ) 

El producto del gene _ti, el cual previene 

la tcrminaci6n. 

El producto del gene Q, tm regulador po­

s Lt ivo de la transcripci6n tardía. 

Tr:1nsc 1· i tos que codifican productos gen~ 

ticos involucrados en el establecimiento 

y mantenimiento de la lisogenia. 
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l'ígtn-ci 4 - Transcripci6n conve rgente entre los promotores PR 

y PRE 

En la figur;1 se csqucm;1tiz;i la dirección de 1;1 transcrip­

ci6n de los promoton's l'R y ~lli , mos trando como el si> 

tema de tnmscripci6n convergente puede i.nflui r sobr e la 

dccis i6n lisis - lisogenia . 
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control para la decisi6n de lisis-lisogenia en la zona del operador QR al 

cual se unen las proteínas el y Cro, regulando la transcripci6n con canse 

cuencias diferentes: el bloquea el crecimiento lítico, mientras Croes -­

esencial para dicho crecimiento, la raz6n de esta diferencia es por que -

el operador 2R posee tres sitios de uni6n a los cuales Cro y cI se unen -

con diferente afinidad relativa, controlando así la iniciaci6n de latrans 

cripci6n de .!:_R y fm-1 (Patashne 1980) (Figura 5). Tanto cI como Cro pueden 

reprimir la transcripci6n de fR y f 1 , el reprime la transcripci6n de estos 

promotores en estado lisogénico y Cro los reprime en cierto momento del -

ciclo lítico (Echols y Green 1971; Reichard 1975; Reichard y Kaiser 1971) 

por medio de su uni6n '1 la zona operadora CQ
11

, QL
2

, QL
3

, Y QR
1

, QR
2

, Y -

QR
3 

) de f 1 Y ER · 

Se sabe que fm-1 es activado y fR es reprimido cuando el se encuentra 

unido a On y OR , bloqueando el acceso de la RNA polimerasa al promotor 
-1'.l - 2 

fR (Meyer y Patashne 1981), .!:_Rl\1 es reprimido cuando cI se encuentra unido 

a Ün , OR y OR ocurriendo esto a solo altas concentraciones de cI (de 5 
-n1 - 2 - 3 

a 15 veces la concentraci6n presente en las lis6genas) (Maurer et al., --

1980). Aparentemente la uni6n de cI a QR
1 

y QR
2 

facilita la tmi6n de la -

RNA polimerasa a .!:_RM quizá de manera análoga a otras proteínas más activa 

doras (Meyer 1980; Meyer y Patashne 1978). 

La proteína Cro posee una afinidad relativa opuesta a cI (OR > OR > -
- 3 - 2 

.QR
1

) (Johnson 1978; Takeda 1979) consecuentemente el efecto de Cro en la 

transcripci6n de .!:_R y Em-i es opuesto al de cI. La transcripci6n de .!:_RM es 

reprimida a bajas concentraciones de Cro, correspondiente a la uni6n de -

Cro a OR ; a altas concentraciones de Cro, se reprime la transcripci6n de 
- 3 

.!:_R por uni6n a OR , OR y OR . Entonces, en la ejecuci6n lisis-lisogenia 
- 3 - 2 - 1 

la acci6n de Cro y cI son mutuamente exclusivas; cI reprime la síntesis -

de Cro o Cro reprime la síntesis de el. 

Como podemos observar en la zona central del DNA de lambda se dan com 

plejos circuitos de control que determinan la decisi6n lisis-lisogenia, -

sin embargo existen factores del huesped y factores ambientales como tem­

peratura, multiplicidad de infecci6n, etc. que influyen en esta decisi6n 

(Kourilsky 1973). 
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Figura r ·' - Estructura de 1 a regi6n OR • 

El genoma de lambda entre los genes ~I y ero se i lustr;1 L'S­

qucrnáticuncntc con las posiciones relativ;1s Je los sitios -

de uni6n de c l y Cm e 2ru ' S2r~2 ' ~3 ) y los prornotOP.'S 

!'R y ~1 

Las zonas í.mlicacbs con líneas discontínuas representan los 

sitios de r·cconocim.icnto de la RNJ\ polimcra:;a p:1r:1 estos -­

promotores y las rlechas indican 1:1 di rccci6n de 1:1 trans­

cripci6n de 1o:,; mi:,;mos. 
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Si el bacteriófago J3111bd;1 s igue la vía lítica Cro se une a !'_L y ~, -

por este tiempo suficientes c:rntidades de l a proteína Q han sido sintet iz_;_i_ 

das y provocan la transcripci ón de los genes t ardíos , ya que estimula la 

transcripción a partir del promotor ~· Las proteínas O y P se requieren 

para activar el origen de r eplicación (ori) y l as demás proteínas tardías 

se requieren para la lisis celular y el empaquetamiento de las moléculas 

de DNA (Dove et al., 1969; Furth et al., 1977). 

Si lambda no sigue l a vía lÍ tica, la célula hucsped puede convertirse 

en tma lis6gena; para el establecimiento de este est ado se requiere la 

coordinación entre la integración del genoma del fago en el genoma del 

huesped por la integrasa y de la represión de los promotores _l?_L y _!'R por 

el represor cI (Figura 6). 

La proteína represora (el) es transcrita primeramente del promotor -­

~ (Reichard y Kaiser 1971) y una vez establecida l a lisogenia se trans ­

cribe del promotor ERrvt (Yen y Gussin 1973). El gene i nt, cuyo producto es 

necesario para la integración del DNA de lambda en el g~noma bacteriano, 

puede ser transcrito a partir del promotor !'_L y a part ir de !'_1 (Katzi r - -

1976; Singer 1970). Los dos promotores que controlan l a lisogenia !'_RE y 

!'.r son regulados positivamente por las proteínas cII y cIII (Katzir 1976; 

Court et al., 1977) haciendo es to posible l a s íntesis coordinada del re-­

presar y la integrasa. 

La transcripción de la integrasa está sujeta entonces a la expresión 

de los promotores fr y _l?_L, el primero produce un RNAm dependiente de las 

proteínas cII y cIII y t ermina en t, (Oppenhcim 1978) ; el RNAm provenien -
-L 

te de !'_L se extiende hacia l a región _t> (¡\dhya et a l., 1976) , esto es, - -

trasciende a !r y se ha observado que en este mcns<1j ero la región corres ­

pondiente a la porción de DNA que codifica para int se encuentra disminu.!_ 

da en períodos tempranos de infección con respect o a la r eg ión tran.~crita 

a la derecha, lo cual sugiere que en esta región l a tr:inscr ipción es in-­

eficiente o que el mensajero se degrada (Sal strom y Szyba lsky 1978). 

En este sentido, posterionnente se demostró que en l a regi6n ]?_ del bac 

teri6fago lamhda exist e un si tio inhibidor de l a recombinac ión integrati­

va, PP' X BB' . Esto es , un fago c II no puede promovc1 l a recombinación -



f<igura 6 - Control de las vías lítica y lisogénica. 

l) Expresi6n Je los genes tempranos inmedi;1too;: 1 os genes 

!:!_y ero son transcritos y traduciJos. 

2) Expresi6n de los genes tempranos no inmediatos: 

La proteína N actúa elongando los mensajeros de ~ y -

~R . Esto produce las proteínas cII, cIII e Int, nec~ 

sari;1s para la lisogenia y también se producen las pro­

teínas O, P y Q, necesarias para el desarrollo lítico. 

3) Establecimiento del estado 1 isogénico (Izquierda) vs. -

desarrollo lítico (Derecha). 

A la izquierda, cII y clll estimulan J;¡ producci6n de 

la proteína d. 

En el desarrollo lítico Cro reprime la tnmscripci6n -

de los promotores tempranos, mientras Q permanece pre­

sente. 

4) J\ la izquierJa :;e ilustra el m;mtenimiento del c,,;tado 

lisogénico, donde s6Jo el es transcrito y tr;1ducido. 

A la derecha la proteína Q estimula la tran~cripci6n -

tanlfo y por lo tanto la producci6n de p;1rtícuL1s L1-

gicas. 
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catalizada por Int, mientras tm fago ~6 2 cII es capáz de eliminar el efec 

to fenotípico Int- de la mutaci6n cII (Guameros y Calinda 1979). Análisis 

de complementaci6n demostraron que la regi6n ~ debe encontrarse en cis con 

respecto a int para observar el efecto inhibitorio, este efecto inhibito-­

rio se observa únicamente sobre el mensajero proveniente de E_L (Epp et al., 

1981; Guarneros y Galindo 1979). 

Esto sugiri6 entonces la presencia de un sitio inhibitorio en la re-­

gi6n ~ el cual disminuye en cis la expresi6n de int, esto es, no es un 

producto difusible sino una regi6n a la cual se le denomin6 como sib (sitio 

inhibitorio de la regi6n ~). Por mapeo funcional sib se localiza dentro de 

los -250 pb a la izquierda del sitio de integraci6n. 

Debido a la novedosa característica de regulaci6n de sib, en la cual 

el sitio regulatorio se localiza hacia el extremo 5' del gene que regula,­

ª dicho fen6meno se le conoce con el nombre de retro-regulaci6n (Gottesman 

1982; Guarneros 1982; Shindler 1981). 

Guarneros et al. (1982), report6 la exacta localizaci6n de sib basa­

do en la secuencia de mutaciones puntuales, que provocan la desaparici6n -

del efecto inhibitorio, esto es, llevan a cabo eficientemente la recombina 

ci6n integrativa. Las mutaciones sib se localizan a -158pb,-163pb y 194pb 

para sibl, sib2 y sib3 respectiv<unente (Figura 7). Asimismo, se demostr6 -

que el RNAm de .!:L es menos estable en condiciones _sib + en comparací6n al -

mensajero en condiciones sib-, disminuyendo concomitantemente la cantidad 

de integrasa en la infección _sil/, esto implica que sib ejerce su efecto -

inhibitorio en un estado post-transcripcional (Guameros et al., 1982; - -

Schindler y Echols 1981). 

Se sabe que la RNAsaIII juega un papel importante dentro del fen6meno 

de retro-regulaci6n, esto es, los niveles de integrasa son altos tanto en 
+ -

infecciones sib como en infecciones sib , si la cepa carece de actividad 

RNAsaIII, estos niveles son comparables a los encontrados en una infecci6n 

sib en una cepa de RNAsaIII+, esto hace pensar que es la actividad de - -

RNAsaIII la responsable, directa o indirectamente de la inestabilidad del 

mensajero en condiciones sib+ (Belfort 1980; Guameros et al., 1982). 
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Figura 7 - Cm;bios en el DNA producidos por Jas mutaciones 

sibl, sib2 y sib3. 

Se muestran las secuencias del DNA y RNA transcrito de est~1 

regi6n, con los e<unbios producidos por las mut<iciones sib-. 

Los números debajo ele la secuencia del DNA indican 1a dis­

tancia a p;.irtir del centro del sitio de integraci6n. 

•· ~ imlicJn una regi6n con simetría invertida. El RNi\ e"t:í 

dibujado en forma de hon¡uil L1 para representar LI estruc­

tura potencial de esta rcgi6n. 
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Por estos antecedentes el modelo más aceptado para explicar el mecanis 

rno de inhibici6n por sib involucra que el RNAm en la regi6n del terminador 

!r puede adoptar una estructura secundaria de tallo y asa, de tal modo que 

el RNAm proveniente de _!'.L al trascender esta señal de terminaci6n puede - -

adoptar una estructura secundaria de forma semejante a los sustratos para -

la RNAsaIII (Figura 8), el mensajero es procesado en esta regi6n y queda -­

sensibilizado al ataque de exonucleasas que provocan la rápida inactivaci6n 

del mensajero del int. En el caso de las mutantes sib se ha considerado que 

por su localizaci6n es muy probable que se desestabilice dicha estructura -

secundaria y por lo tanto no son reconocidas por la RNAsaIII, escapando así 

del fen6rneno de retro-regulaci6n (Gottesman 1982; Guameros et al., 1982). 

El papel del sib en el ciclo de vida del bacteri6fago lambda aún no es 

claro y existen ciertas hip6tesis sobre el mismo, por ejemplo: Belfort pl3!! 

tea que a bajas multiplicidades de infecci6n (bajos niveles de s:_II/s:_III) la 

regulaci6n de Int por sib provocaría la reducci6n de los niveles Int:Xis, -

llevando a la desviaci6n de la integraci6n del DNA de lambda en el cromoso­

ma bacteriano, esto es, el desarrollo lítico se vería favorecido. Schindler 

y Echols del mismo modo sugieren que sib actúa previniendo la síntesis no -

deseada de Int durante la respuesta lítica, por lo tanto la predicci6n es -

semejante a la propuesta por Belfort. 

Sin embargo Guarneros et al., postulan que el control por sib no es -­

importante para el clesarrol1o Jítico del bacteri6fago sino para el desarro­

llo lisogénico, esto es, la síntesis ele Int retrasada por sib permitiría la 

activaci6n coincidente por !::II/!::III, de Int y ~I, de tal modo que la repre­

si6n y la integraci6n ocurran concertadamente, la preclicci6n es que en 

ausencia de sib la integraci6n ocurriría tempranamente y la replicaci6n del 

profago provocaría la muerte celular. 

Por lo anteriormente expuesto, este trabajo se planteó como objetivo -

tratar de responder si el sitio inhibidor de la regi6n Q tiene algunainfl~n 

cía sobre el desarrollo lítico del bacteri6fago lambda. 
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Figura 8 - Lstructuras secundarias del RNA mensajero en la 

!~cgión ::;ib. 

:\1 Li tr:mscripción del gene int ;1 partir del promotor l'r 

tcrnin;1 en el tenninador _t__
1 

(región s ih1 y :1dopt:1 cs­

trm~tur:i scc1md:iria de t:11lo y asa. 

ll) La tr:1nscripci6n a partir de l'L no termina en Li n'gión 

:'_1h, por ello 1:1 estnictur;1 secuJ1d:1ri:1 del mensajero -­

c:unh1:1 y es entonces reconocido como sustr:ito ele 1:1 - - ­

lt\As:1ll I de 1 hucspcd. 

- 22 -



A 
uu u u 

G U 
U ·A 
C G 
u u 

U G 
C-G-A sib2 
U-A -
U-A 
G-C 
C-G 
G- e ~A sib 1 
C-G -
U-A 
A-U 

sib 3 A A- U 
, - t U -A , 

3 GUUUUU CGAGACAAUGUC ...... 5 

FIGURA 8 

B 
u u 

u u 
G U 

U A 
C G 

UU GU 
C-G ... Aalb2 
U-A -
U-A 
G-C 
C -G 
G - C ... A aib 1 
C-G -
U-A 
A-U 
A-U 
U-A u e 

U G 
U-A 
U-G 
U-A 

sib 3 A-G-C 
- U-A 

31 
..... ACUAC AUGUC . .... 5' 



M A T E R I A L 

Bacterias y Virus.-

Las cepas bacterianas de E. coli K-12 que se utilizaron en el presente trab~ 

jo, se encuentran enlistadas en la Tabla l. Las mutaciones fágicas empleadas 

en combinaciones diferentes se localizan en la Tabla 2. 

Medios de Cultivo.-

Medio LB (triptona lOgr., extracto de levadura Sgr., NaCl lOgr., las cantid~ 

des descritas se aforaron a w1 litro de agua destilada; cuando se prepar6 co 

mo medio s61ido se adiciona-::on 1 Sgr. , de agar). 

Medio T<P (bacto-triptona lügr., NaCl 2. Sgr., 2ml. de NaOH al 2%, agar lügr., 

por litro). 

Medio T<P Suave (triptona lügr., NaCl 2. Sgr., 2ml. de NaOH al 2% y agar 6gr., 

por litro). 

Medio TB (Triptona lügr., NaCl Sgr., NaOJ-I al 2% 2.Sml. por litro de agua de~ 

ti lada). 

Medio TB-D (Se prepar6 igual que el TB, y una vez esterilizado se adicion6 -

maltosa a una concentraci6n de 2gr., por litro). 

Medio Tet-C (triptona lügr., NaCl Sgr., agar llgr., cloruro de 2,3,5 tri-fc­

nil tetrazolium al 1% 2.Sml., se llev6 a un litro de agua biclestilacla, des-­

pues de ser esterilizado 20 minutos en autoclave, se añadieron Süml. de - -

O-galactosa al 20% esterilizada por filtraci6n). 

Medio H-ffi-0 (triptona lügr., extracto ele levadura lgr., NaCl Sgr., azul ele -

metileno O, 06Sgr., eosina O. 4gr. , K2HP0 4 2gr. , agar 16gr. , aforado a un l i- -

tro de agua bidestilacla). 

Medio ~ (NaCl 5. 8Sgr., gelatina O, Sgr., agua 480ml., el pH fue ajustado a -

7. 4 y una vez esteril i zarlo s 0 agregaron 4Sml. de Tris lM pH 7 y 2. Sml. de - -

MgS0 4 lM). 

r.'edio Mínimo RM (NH4Cl lgr., KCl l.Sgr., MgS04 7 H20 O.Sgr., Na2HP04 12 H20 

14.4gr., KH2ffi4 2.49gr., O. 7.¡¡¡l. ele FeC1 3 O.OlM., glicerol l.6ml., maltosa --

4gr., se afor6 a un litro rle aoua bidestilacla). 

Medio Mac-ConKey (mezcla de Mac-Conkey base DIFCO 40gr., por litro, el azú-­

car adecuado ~e adicion6 al 1% de concentraci6n final l. 



Soluciones.-

Soluci6n <le Stock <le Acrilamicla (acriLunida 3ll0gr., bis-acri1amida 8.gr., se 

llev6 a un litro con agua bi<lestilaJa y se Ci1tr6 mediante vacío a través -

<le millipore HA O. 4Sm. Se conserv6 a 4 ºC en frasco (unbar). 

Buffer Tris pH 8.8 (Tris-base lM., 12.llgr., se disolvieron en SOml. de - -

agua destilada, ajustan<lose el pll con HU, se afor6 a lOOml., y se conserv6 

a 4°C). 

Soluci6n SDS al 10% (lügr., de SDS se aforaron alOOml. de agua bidestilaJ;1). 

Buffer Tris pll 6. 8 (a 6gr. de tris-base se añadieron ZOml. de agua <lest i l ~ 

<la y se ajustó el pll con el l!Cl, se llevó a Sllml., conservandose a 4ºC). 

Buffer de CorriJa para_l.lcctroforesis (glicina 14.4gr., tris-hase 3gr., SDS 

al lllqó lüml., se llevó a un litro con agua bi<lestilada). 

Buffer Je Lisis Ltris-llC:l 0.062SM., SDS 2?&, glicerol 10º,, 2-mercaptoetanol 

s 'l). 
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Cepas Bacterianas Empleadas. 

Nombre 

S601 

C-600 

Sl65 

NZ668 

M7Z 

M72 (innn,\) 

M7Z (innn434) 

M72(innn21) 

SA731 (imm,\) 

SA73l(irrnn434) 

1M(434) 

159 

TABL4 1. 

Características gen6ticas 

supE, supresor de mutacio 

nes ámbar. 

recA-, supo, carece de su 

presar. 

thr 1 , leu6 , thi 1 , supE, -

supresor de mutaciones ám 
bar, lacY1 • 

supo, carece de supresor. 

supo, ligts, impide el ere 
cimiento de fagos con mu~ 
taci6n en el gen red. 

Su"]JF, supresora de muta-­
ciones ámbar. lacamY, i , 

trpCams. 

supF, supresora ele JTQffa - -
e iones ámbar, 1 is6gena P_éi_ 
ra »cI857. 

supF, supresora ele muta - -
CTOrles ámbar, lis6gena p~ 
ra hrrnn434. 

supF, supresora ele muta- -
Cíones ámbar, lis6gena p~ 
ra hrrnn21. 

supo, recA-, lis6gena pa­
ra-Cl profago (,\gal8int2 
redll4s:_I857s:_II4lr:- -

supo, recA-, lis6gena pa­
ra-el profago (Agal8int2 
red_ll4irrm_t434~II4I) --

supO,recA:Gal-, lís6gena 
para elprDrago (,\in1:2red_ 
114 inun434) 

supO,recA: strA:uvrA: ca­
rece ere-suprcsor;sens i -
ble a la luz ultravioleta 

Origen 

Singer y Weil 

1968. 

Smith 

Appleyarel, 

1954. 

s. Aclhya. 

Colecci6n NIH 

Bcckwith. 

Gua meros y 
Galinelo. 
1979. 

Gua meros y 
Galinelo. 
1979. 

Gua meros y 
Galinelo. 
1979. 

Guarne ros y 
Galinelo. 
1979. 

Gua meros y 
Gal indo. 
1979. 

Montañez 
1982. 

Patashne 
1967. 



Continuaci6n Tabla l. 

Nombre 

N5932 

Ca r ac t e rí s ticas gcné t ic;i s 

DerivaJa de la cepa SASOO 
ga l +s1acZxA2l (fl BJ\M c1857 
Nil). - -

- 27 -

Colccci6n NIH 



'i/\BIJ\ 2 

Mutaciones íágicas que se emplean. 

Nombre 

.\cI857 

\b2 

\imrn4 34 

hrrun21 

.\cll4l 

hedll4 

.\bioII 

\ljin~;l_Ul (E. F . ) 

Características Genéticas 

Represor tcnnoscnsible del fago lambda . 

Dcleción del 12~ del DNA en la región ~· 
Elimina la región sib_. 

l!Íbrido que posee la región de inmunidad 
Je 1 fago lambdoide 434. 

l!Íbrido que posee la región de inmunidad 
del fago lambdoide 21. 

Mutación ámbar, suprimible por supE. 

Mutación en redB, alterando la recombinación 
general izada-. -

Sustitución Je la región b del fago lambda 
por el optcrón gal de E· coli. 

Sustitución Jel operón bio, eliminando los 
genes int, xi~, red y gam de lambda. 

Deleción de los fragmentos E y F producidos 
por la enzima de restricción HindIII. 

Mutación ptmtual, que presenta un cambio de 
G a T en la posición -158 pb desde att y 
elimina el mecanismo de retro-regulación. 
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Sussman y 
Jacob, 1962. 

Ke l lenbe rg, 
1961. 

Kaiser y Jacob, 
1957. 

Liedke y Kaiser, 
1967. 

Belfort, 
1975. 

Shulman, 
1970. 

fciss, 
1972. 

Manly, 
1969. 

Colección NHI. 

Guarneros et ~tl . , 
1982. 



METODOS. 

Propagaci6n de bacteri6fagos por infección en el medio líquido.- Se colocaron en 

un matraz lOml. de medio LB, 0.5rnl. de la bacteria adecuada, crecida toda la no-­

che en TB-D y O.lml. de CaCl2 lM. A esta mezcla se le adicionó una placa lítica 

del bacteri6fago que se deseaba propagar incubandose a 39ºC, por espacio de 3 a 5 

horas, hasta obtener lisis. Se añadieron entonces 10 gotas de cloroformo incuba~ 

do, a temperatura ambiente, durante 15 min. Se centrifugó a 10,000 rpm por 10 -­

min., y el sobrenadante obtenido se tituló con diluciones 10- 6 y 10- 7 • 

Propagaci6n de bacteri6fagos por capa confluente.- Se seleccionó una placa líti­

ca del bacteri6fago deseado. Dicha placa fue extraída del agar mediante una pipe 

ta Pasteur y rcsuspendida en 0.2rnl. de un cultivo de la bacteria adecuada; al cual 

se le añadi6 MgS04 a una concentración final de O.OlM. Se permitió la adsorción 

del fago por 15 min. a 37ºC y posterionnente se adicionaron 3ml. de medio LB (pr~ 

incubado a 37ºC) y 2ml. de medio T~ suave. De esta mezcla se tomaron 2.5ml. para 

colocarlos en cajas de medio T~ y se incubó a 40°C durante aproximadamente 4 hr. 

Transcurrido este tiempo, se colectó el lisado de cada caja y se adicionaron 3 g~ 

tas de cloroformo. Se centrifugó a 10,000 rpm por 20 min. decantándose el sobre­

nadante en llll tubo estéril. Posteriormente se tituló con diluciones 10- 6 y 10- 7
• 

Obtención de bacteri6fagos recombinantes.- Se creció la cepa adecuada en medio -

TB-D hasta una D.O.s9olBll= 1 (4 x 10 8 bacterias por ml.). A este cultivo se le -­

adicionó MgS04 a concentración final de O.OlM y la cantidad de fagos por recombi 

nar a la nrultiplicidad de infección deseada. Se pennitió la adsorción de los bac 

teriófagos durante 3 min. a temperatura ambiente y 17 min. en un baño <le hielo- -

agua, posterionnente se adicionaron 5m1. de TB y se incubó en agitación por 2hr., 

a 34°C. Finalmente se agregó clorofonno y se plaquearon las diluciones 10- 3
, - -

10 - 4, y 10- 5 , el lruesped adecuado para 1 a se l•ección. 

Inactivación de bacteri6fagos por tratamiento con agentes quelantes para estimar 

su contenido de DNA.- La suspensión de fagos se diluyó 100 veces en w1a solución 

de citrato de sodio O.OIM pH 8.5 precilentada a 45°C., la cual se incubó durante 

60 min. a 4SºC. La rcacci6n fue detenida mediante dilución de las muestras (10 -

veces) con una soluci6n de Tris-HCl O.lM. pH, 7.4 y MgSCh O.OlM y agitando inme--
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cíiat;imcnte (vortex). Los bacteri6fagos sobrevivientes se titularon en la cepa 

bacteriana adecuada. El título inici<Jl fue comp;1rado con el obtenido al tenni 

nar la inactivaci6n. 

Obtenci6n de cepas lisogénicas. __ -:. Las bacterias fueron crecidas en TB-D a 32ºC, 

hasta una concentraci6n de 4 x 10 8 células por ml. Se tom6 una alícuota del -

cultivo, se adicion6 MgS04 a concentraci6n final <le O.OlM y los fagos deseados, 

a multiplicidad de infecci6n <le 10 ufp/célula. Se permiti6 la adsorci6n duran­

te 15 min. a temperatura ambiente, adicionándose posterionnente Sml. de TB. La 

mezcla se incub6 en agitaci6n durante 3hr. a 32°C. Las diluciones 10- 3 , 10- 4 y 

10- 5 fueron espatuladas en cajas con medio LB. A1 día siguiente se prob6 la -­

inmunidad de cada uno de los candidatos seleccionando en cajas con medio H>IB-0 

de acuerdo con Gottesman y Yannolinsky (1968). 

Detenninaci6n del crecimiento de un bacteri6fago.- La estimulaci6n del crecimien 

to de un bacteriófago se realizó por alguna de las siguientes pruebas: 

1) Crecimiento en un ciclo.- Se creci6 la bacteria adecuada en TB-D a 32ºC 

hasta una concentración de 4 x 108 células por ml. A O. lml. del cultivo se 

añadi6 MgSO, a concentraci6n final O.OlM y el fago deseado a la multiplicidad 

necesaria. Se permiti6 la adsorci6n durante 3 min. a temperatura ambiente y 

17 min. en un baño de hielo-agua, pasado este tiempo, se llev6 a voltm1en de -

lml. con TB- D y se centrifug6 a 10, 000 rpm por S min. La pastilla fue re sus- -

pendida en lml. ele TB-D diluyendo 1,000 veces en medio de cultivo. Con el fin 

de determinar centros infectivos, se tomó una alícuota en diluciones 10- 1y 10- 2 

y el resto del cultivo se incub6 a 40ºC mediante agitaci6n. Se tomaron alícu_c:i_ 

tas de O.lml. para los tiempos S,lü,lS,20,30,40 y SO min., plaqueando en el -

huesped adecuado 1 as diluciones 10- 1
, 10- 2 y 10- J. 

Z) Tasa de eclosión.- Se crcci6 la bacteria adecuada en TB-D a 32°C hasta una 

concentraci6n de 4 x 10 8 células por ml. (D.Q.sgonm=l). Se adicion6 a 0.lml. 

del cultivo MgS0 4 a concentraci6n final O.OlM y el fago deseado a la multipl~ 

cidad necesaria. Se pelliliti6 1a adsorci6n durante 3 min. a temperatura ambien 

te y 17 min. en un baño de hielo-agua, se llev6 a un volumen constante de lml. 

y se centrifugó a 10,000 rpr.i por 5 min. La pastilla fue resuspendicla en lml.­

de TB-D, se procedió a diluir 1,000 veces en medio de cultivo, para evitar r_~ 

infección. La cuantificaci6n de centros infectivos se real iz6 plaqueamlo las 
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diluciones 10- 1
, 10- 2

• El resto del cultivo se incubó en ag.itación a 4üºC du 

rante 75 min., titulando con diluciones 10- 1 , lü- 2y 1ü - 3 • 

3) Inducci6n de una cepa lisogénica con répresor tennosensible.- Se creció -

la lisógena en TB-D a 32ºC hasta una concentración de 4 x 10 8 células por ml. 

(D.O. 590 run=l), inmediatamente se diluyó hasta 10- 5 con medio de cultivoyse 

tom6 lllla alícuota para determinar centros infectivos, estipulando en cajas -

con medio LB, las diluciones 10- 1 , 10- 2 y 10- 3, el resto del cultivo se incubó 

en agitaci6n a 43°C por 10 min. y posteriormente se continuó la incubación a 

40°C durante 60 min. Al finalizar la incubación se tituló con las diluciones 
10- 1 , 10- 2 y 10- 3 • 

En los tres casos anteriores, la tasa de eclosión se expresó con el núme­

ro de bacteri6fagos producidos, al finalizar el periodo de incubación, por el 

número de células infectadas (centros infectivos). 

Cuantificación de la producci6n de integrasa por escisión de un profago. Ensa­

yo de superinfección.- Esta técnica descrita por Guarneros y Galindo (1979) 

consiste en cuantificar la eficiencia de escisión de un prof ago dependiendo de 

la cantidad de integrasa proporcionada por el bacteriófago superinfectante. 

Esto nos permite saber si el bacteriófago probado presenta o no el mecanismo -

de retro-regulación. 

La cepa SA731 (Aint2 redl14 ~II41 ~8) o la cepa SA731 (Ain~Z redll4 ~1857 

~II41 gal8) se creci6 toda la noche en TB-D a 32ºC. Este cultivo fue diluído -

en el mismo medio y se continuó la incubación a 32ºC hasta una concentración -

de 4 x 108 células por ml. Se añadió el bacteriófago a analizar a la rrn.ütipli­

cidad de infección adecuada y se permitió que se llevara a cabo la adsorción -

incubando durante 3 min. a temperatura ambiente y 17 min. en baño de hielo- -­

agua, en presencia de MgS04 (O.OlM). Las células infectadas fucrondiluídas en 

5ml. de TB frío y se tom6 una alícuota para determinar centros infectivos. Esto~ 

se calcularon restando el número de placas resistentes a cloroformo del número 

total de unidades fonnadoras de placa. El resto del cultivo fue incubado -

en agitación a 39ºC durante Zhr., añadiendo posteriormente clorofonno 

para completar la 1 isis celular. Las placas con inmunidad del pro- -
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fago se titularon en la ccp;1 M72 (\) o M72 (innun434), Jepemiicmlo de la inmuni­

dad del h:1cteri6Llgo supcrinfectante. La tituL1ción se real izó en medio Tet-C 

a 34ºC con el objeto de distinguir a los bacter·ióCagos transductores de gabct_o 

sa (placas rojas) que son producidos por escisión del profago gal+, de los bac­

teriófagos no transductores (placa blanca). 

Para calcular el número de profagos escindidos por recombinación sitio-es­

pecíf ica, se calculó el número de placas rojas entre el n(unero de centros infec 

tivos. La tasa de eclosión se estimó por la relación entre el número de placa,; 

existentes en un huesped heteroinmune al bacteriófago superinfectante y el núme 

ro de centros infectivos. 

Detección de bacteriófagos que carecen del mecanismo de retro-regulación. Tapiz 

Mixto.- El ensayo del tapiz mixto se llevó a cabo con dos bacterias lis6genas, 

la cepa SA731 (\~]~t2 red114 cI857 ~II41 ga18) heteroinmune para el bacteriófa­

go probado y la cepa 152 (Aint2 red114 inm434). 

Se mezclaron SO¡Jl de la bacteria SA731, crecida toda la noche en TB-D, con 

70¡.il de la bacteria 152, despues de haberse mezclado cuidadosamente las bacte-­

rias, se procedió a vaciar esta mezcla con 2.Sml. de agar suave en cajas con me 

dio H. Po,;teriormente se picaron placas fágicas sobre este tapiz. Las cajas 

se incubaron finalmente a 34 ºC durante 24 horas. 

Prueb_<:I__de complementación cis-trans. - Se creció la bacteria aJecuada hasta una 

concentración de 4 x 10 8 céiulas/ml. (D.Ü.s9onm=l). Se preparó la mezcla de ad 

sorción con O.lml. Jel cultivo, MgS04 0.0lM y los bacteriófagos por probar het~ 

ro inmrnws (ésto es, w10 inmunidad lambda y el otro inmunidad 4'>4} con una mul t~ 

pi icidad de 10 par:1 c1da uno de ellos. Se permitió la adsorción durante 3 min. 

a temperatura ambiente y 17 min. en un baño de hielo-agua, tiempo después del -

cua i se a [oró a lml . y se centrifugó a 10, 000 rpm por 10 min. La pastilla fue 

resu;-;pemlida en lml. de TB-D haciendo una dilución 10- 3 de donde se partió para 

c1lcular centros infcct.ivos empleando Lis diluciones 10- 1
, 10 2 y 10- 3 en los -­

huespedes M72 (imm!,} y M72 (imm434). El resto del cultivo se incubó en agita- -

ción a 40ºC durante 75 min. Al término de este tiempo, se plaquearon las dilu­

ciones 10- 1
, 10- 2y 10- 3 en los mismos huespedes usados para detenninar centros -

infectivos. 



Se calculó la tasa de eclosión de cada uno de los bacteriófagos en los hues 

pedes indicado". 

Obtención de suspensiones de bacteriófagos con alto título.- La cepa C-600 se -

creció toda la noche en SOml. de LB. Al día siguiente 900ml. de medio I.B fue in 

oculado con el cultivo toda la noche y se le añadió 108 ufp del bacteriófago d~ 

seado suplementado con CaCl2 a una concentración final de lümM. Se procedi6 a -
~; 

incubar en agitaci6n a 39°C hasta lisis (aproximadamente S horas) tiempo después 

del cual se añadi6 clorofonno, con el fin de completar la lisis celular, incub~ 

do durante 15 min. a temperatura ambiente. Los restos celulares se desecharon -­

por centrifugación durante 10 min. a 10,000 rpm. Al sobrenadante se le adicion6 

PEG (lOgr. por cada lOOml.) y NaCl (concentración final O.SM) y se procedió a -­

agitar durante 1 hr. a 4°C, para disolver el PEG y precipitar el bacteriófago; -

pasado este tiempo se. centrifugó a 7 ,000 rpm durante 10 min., resuspendiendo la 

pastilla en Zml. de ~ y dos volúmenes de cloroformo, esta mezcla fue centrifug~ 

da a S,000 rpm por 10 min., el sobrenadante conteniendo la suspensión de fagos 

debe quedar exento de PEG y clorofoI1110 para ser colocado entonces en una soluci6n 

de CsCl (4.Sgr. de CsCl por S.Sml. de sobrenadante) la cual fue centrifugada a --

40,000 rpm durante un mínimo de 24 hr. Se extrajo la banda opalecente de bacterió 

fagos y se dializ6 contra una solución de Tris-Mg (O. OlM) y NaCl (~) durante 2 hr.; 

posteriormente contra Tris-Mg (O.OlM) y NaCl (0.2SM) durante 2 hr. y finalmente 

contra Tris-Mg (ü.OlM) desprovista de NaCl durante 2 hr. La suspensión dializada 

se colecta en condiciones de esteriliclad titulandose con diluciones 10- 8 , y 10- 9 

en el huesped adecuado. 

Irradiación con luz ultravioleta. - La i rracliación con luz ultravioleta se '.1ti~1:6 

par;:;; 

a) Determinar L.1 sensibilidad de las <li.fcrcntcs Cl'pas a 1:.1 luz ult .. tvic'.,·t_t 1.,;s 

diferencias en sensibilim<l se deben a la existencia de alterac lo:·csc;: c. :nec:,-

nismo de reparación de la bacteria, 1 o que ocasiona que ne se :Ju~;d: 

dafios causados por la irr2¿iaci6n~ 

Para identificar las cepas que carezcan de alguno de dichos mecéiilismos, se 

elaboran determinaciones de sobrevivencia a diferentes tiempos de irradiaci6:1. 

Se creció la cepa adecuada hasta ur,.a concentraci6n de 4 x 10' .·élul::cs ·'.1:. e, 

medio LB. 3ml. del cultivo se centrifugaron a UJ, rpm rur 10 :-ni;~. ,, l ,-:as~_:·· 

- 33 -



!la fue resuspendida en el mismo volumen del medio RM. El cultivo se colocó en 

una caja de Petri y se procedi6 ::i irradiar con una lámpara germicida (GE G8T5) 

a 50 cm. de distancia. A los diferentes tiempos de irradiación: Sseg., lOseg., 

20seg., 25seg., y 30seg. se tomaron alícuotas de O.lml. que fueron espatuladas 

en las diluciones adecuadas en caj::is con medio LB, incubando toda la noche a -

34°C. 

b) Obtención de células irradiadas para experimentos de incorporaci6n de amino­

ácidos radioactivos.- La cepa 159, sensible a la luz ultravioleta, fue crecida 

en 20ml. de medio RM adicionando con MgS04 a una concentración final de lmM y 

CaCl2 (O.lmt>D. Cuando el cultivo lleg6 a una concentración de 2 x 108 células 

por ml. (D.0.sg 0nm=O.S) fue centrifugado a 10,000 rpm durante 10 min. La pasti 

lla fue resuspendida en 4ml. de medio Ri\l, conteniendo MgSQ4 (1.JJt.1) y CaCl (O .1-

mM) y la suspensión fue colocada en una caja Petri, procediendo a irradiar en 

agitaci6n, con una 1árnpara germicida GE G8T5 a lOcm. de distancia. Se tomaron 

alícuotas de 0.2ml. a los diferentes tiempos de irradiaci6n (O, 0.5, 1 y 1.5 -

minutos). Estas células fueron utilizadas inmediatamente en los experimentos -

de incorporación de aminoácidos radioactivos. 

Incorporación de precursores radioactivos a proteínas sintetizadas por el bac­

teriófago lamhda en células irradiadas.- Una concentraci6n de 2 x 10 8 células/ 

ml. de la cepa 159 (recien irradiada) fue infectada con el bacteriófago deseado 

a una multiplicidad de 10 y aumentando la concentraci6n de MgSQ4 hasta lOmM. Se 

permitió la adsorción en un baño de hielo-agua durante 20 min. Después de este 

tiempo las células se traspasaron a lml. de medio RM adicionado con el MgCl2 

i 15::M' v CaCl (O. lmM), en este momento se adicionó metionina -S 3 5 (O. 075 mCi por 

''''· rnezcla de aminoáciJos -e'' (10 mCi por ml.). La suspensión se incub6, con 

1;¿cé.,,.· •A1 a 40ºC durante 10 mrn., deteniendo la reacción mediante NaN, a una -

·r::ición final <le 50rru\l rnfriamiento rápido mediante un baño de hielo-agua 

~:nos minutos. Las muestras fueron centrifugadas a 10, 000 rpm por 10 min. 

; ::illa fue resuspend ida en lml. de buffer de lis is. Las rm.iestras se con­

·' a -2üºC para -,:u ;málisis posterior. Para cuantificar (medida por Ja -­

r-;;ción del precursor radioactivo) se tomaron alícuotas de O.Olml. las -

__._._, ,,_. ,. oe colocaron sobre discos de papel Whatman 3mm. que una vez secos se - -

tron en una solución fría de TCA al 10% durante 15 min., lavándose poste-­

nce en TCA al 5's y posteriormente en etanol, se transfieren a una soluci6n 

.,,, l-éter, en proporciones iguales y pasados Smin., se transfieren a éter -



puro por espacio de 5 min. Se permite que se sequen completamente y se colocan en 

viales con 5ml. de líquido de centelleo y se determina la cantidad de radioacti-­

vidad incorporada mediante un contador de centelleo líquido. 

Análisis de las proteínas sintetizadas por el bacteriófago lambda en células -­

irradiadas. - Las proteínas sintetizadas en células infectadas fueron analizadas 

en geles de acrilamida-dodecilsulfato de sodio al 10% (Laemli 1970), los cuales 

se prepararon de acuerdo al siguiente protocolo: 

En un matraz de lOml. se mezclaron lOml. de la soluci6n stock de acrila 

mida al 30%; ll.25ml. de Tris-HCl pH 8.8; 0.3ml. de SDS al 10%; 8.25ml. de agua 

bidestilada; 0.12ml. de persulfato de amonio y 0.025ml. de TEMED. Una vez que se 

permiti6 una buena mezcla de las soluciones (2min. aproximadamente) se procedió 

a vaciar la misma en placas para gel permitiendo la polimerización a temperatura 

ambiente durante 30 min. aproximadamente, con el fin de permitir una superficie 

homogénea se coloc6 SDS al0.1% en la parte superior del gel. Una vez que el gel 

polimeriz6 se retir6 el SDS y se procedi6 a colocar el gel concentrador al 4%, 

el cual se prepar6 de la siguiente manera: l.33ml. de soluci6n stock de acrila­

mida al 30%; l.25ml. de soluci6n de Tris-HCl pH 6.8; O.lml. de SDS al 10%; 7.Zml. 

de agua bidestilada; O.lml. de persulfato de amonio al 10% y 0.005ml. de TEMED. 

Con esta mezcla se llenaron completamente las placas y se coloc6 el peine desea 

do. Se permiti6 la polimerizaci6n por espacio de 30min. aproximadamente. 

El gel se pre-corrió a lOOV durante 30 a 60min. El buffer de corrida emplea 

do se describe en la sección de soluciones. Pasado este tiempo las muestras fue 

ron descongeladas y se colocaron en un baño de agua a 90°C por espacio de 3min., 

finalmente fueron colocadas en el gel, el cual fue corrido a lOOV durante 5hr.-­

ó hasta que el colorante sali6 del gel. 

Posterior a la corrida, se procedió a teñir el gel con azul de Coomasie -­

R-250 durante 45min. aproximadamente y destiñiendo toda la noche en una solución 
de metanol-ácido acético. 

En caso de que el gel fuera sometido a fluorografía, se procedió a deshidr~ 

tar con dos volúmenes de I:MSO durante 45min., posteriormente se transfirió a una 

soluci6n de PJXl al 22.5% en el rMSO por espacio de 3hr. y finalmente en una solu­

ción de gliceron al 1% en agua, donde se mantuvo por un tiempo mínimo de lhr. - -
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Después de este tiempo 'los geles se secaron y se expusieron en contacto con 

una placa de rayos •X-CJ.1at Kodak manteniendolo así a -90°C por un período <le 

S a 7 días. La placa fue revelada y el patr6n de proteínas obtenido f11e an~ 

lizado por absorbancia a 600nm. en un espcctofot6metro Beckman Mo<lelo ll\1 -8 . 
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RESULTADOS 

l. Constnicci6n de bacteriófagos. 

a) Obtenci6n de los bacteriófagos Aredll4 ~1857 ~1141 y Asibl redll4 ~1857 

cll41. 

Estos bacteriófagos se obtuvieron por recombinación entre los bact~ 

ri6fagos .Aga18 redl14 ~1857 .'.:_Il41, Abioll imrn434 y Asibl bioll imrn434 

(Figura 9). 

La recombinaci6n se llev6 a cabo en la cepa bacteriana S601 a 34°C., 

con una multiplicidad de infección de 10 para cada uno de los progenito­

res; la selección de los candidatos recombinantes se realizó en la cepa 

bacteriana M72 en medio indicador Tet-C a 34ºC. Los progenitores Asibl. 

bioll :illm434 y .Abioll imrn434, no crecen en esta cepa porque su desarro­

llo se encuentra restringido al carecer de los genes red y gam en la c~ 

pa huesped M72 (recA-) (Zissler et al., 1971}; por otro lado el progenl:_ 

tor Agal8 red114 ~1857 ~1141, por ser un bacteriófago transductor de 

galactosa da placas rojas en medio Tet-C, en el huesped M72 (lac~}. 

Los bacteriófagos recombinantes producen placas blancas y de aspec­

to turbio, los candidatos seleccionados fueron purificados y propagados 

en la cepa C-600, de.la manera que se describe en Material y Métodos. 

Los marcadores genéticos de los bacteriófagos recombinantes se pro­

baron de la siguiente manera: 
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Figura 9 - Obtenci6n de los bacteri6fagos Aredll4 cl857 cII41 

y Asibl redl14 cI857 cI141. 

La fonna de obtenci6n y selecci6n se describe en el texto. 

La línea contínua representa a los fagos progenitores y la 

línea discontínua indica la recombinante seleccionada. 

Los marcadores genéticos se representan de la siguiente ~ 

nera: 

Recuadro s6lido (gal8 y bioll) son substituciones del DNA 

del fago por regiones del cromosoma bacteriano. 

Recuadro sombreado l iP~434) substi tuci6n Jcl DNA de lambda 

por DNA del fago larnbdoide 434. 

Los marcadores relevantes del bacteri6fago están indicados. 
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1) Ausencia de crecimiento en la cepa N2668. Esta cepa jnhibe el creci­

miento de los bacteri6fagos red-; 

2) Formaci6n de placas claras en la cepa 5165 (supO), a causa de la mu­

taci6n en el gen ~II; 

3) Crecillliento turbio a 34ºC y claro a 40°C en la cepa M72 (supF), debi­

do a la mutaci6n termosensible en el represor; 

4) Finalmente se verific6 el marcador sib, al cuantificar la eficiencia 

de escisi6n de un profago flanqueado por los sitios PP' y BB', espe­

cíficos de la recombinaci6n intcgrativa, promovida exclusivamente 

por la acci6n de 1a integrasa (Guameros y Galindo, 1979) o por la -

prueba del Tapiz Mixto (Montañez, 1982). 

b) Obtenci6n de los bacterj6fagos Aredll4 ~1857 y Asibl redl14 cl857. 

La obtenci6n de estos bacteri6fagos se realiz6 por medio de UTt:l cru­

za entre los progenitores Aredll4 imm434 ~II41, Asibl red114 imm434 cII41 

y :i.~8 redll4 ~1857 (Figura 10). 

La recombinaci6n se llev6 a cabo en la cepa bacteriana 5601, a 34 ºC. , 

con una multiplicidad de infecci6n de 10 para cada uno de los progenito­

res, la selecci6n de los bacteri6fagos recombinantrcs se efectu6 en la ce­

pa bacteriana 5165 en medio Tet-C ci 34ºC. 

Los progenitores ,\redll4 imm434 clI41 y ,\sibl 2:.":'.ill4 imr¡¡434 <::1141 pr2. 

vacan la aparici6n de placas de aspecto claro y el progenitor \gal8 !::_~114 

~1857 provoca la aparici6n de placas rojas; los candidatos recombinantcs -

promueven la aparici6n de placas turbias, ya que rescatan el gen ~I I fw1-

cional, estos candidatos fueron purificados y propagados en la CL'[Xl C-600. 

Los marcadores genéticos fueron probados para los candidatos recombi­

nantes, de la manera anteriormente descrita, excepto que el crecimiento -

en la cepa 5165 debe provocar la aparici6n de placas turbias a 32°C y 

claras a 42°C. 
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Figura 10 - Obtenci6n de Jos bacteri6fagos Aredl14 cl857 y 

Asibl rctlll4 cI857. 

La foniia de obtenci6n y se1ecci6n se describe en el texto. 

La línea contínua representJ a los fagos progeni torcs y lJ 

línea discontínua indica la recombinante seleccionada. 

Los marcadores genéticos se representan de L1 siguiente ma 

nera: 

Recuadro s6lido (gal8) es una substituci6n del DNA del fago 

por regiones del cromosoma bacteriano. 

Recuadro sombreado (imm434) substituci6n del DNA de lambda 

por el DNA del fago lambdoide 434. 

Los marcadores relevantes del bacteri6fago están indicados. 
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c) Obtenci6n de los bact eri6fagos AHin<lllIA redll4 -:=ISS7 y ,\HindII Il sibl 

redll4 cI857. 

Estos bacteri6fagos recornbinantcs se obtuvie ron ;:i partir de los pro­

genitores ,\HindIII6 r ed114 imrn434 ~II41, ,\HindIII6 sibl rcd114 imrn434 

~II41 y ,\~8 redll4 ~1857 (Figura 11). 

La recombinaci6n se llev6 a cabo en l a cepa bacteriana 5601 a 34 ºC . 

y a una multiplicidad de infecci6n de 10 para cada tmo de los progeni tS!_ 

r es ; la selecci6n de l os candidatos recornbinant es se cfectu6 en la cepa 

Sl65, en medio Tet -C a 34ºC . 

Los progenitores ,\Hi ml!II6 redll4 irnrn434 ~Il41 y ),HindIIIll sibl - -

redll4 imrn434 ~II41, provocan la aparici6n de plac;:is claras y el proge­

nitor ,\gal8 redll4 ~1857 promueve la aparici6n de pl acas rojas; los ca~ 

didatos recornbinantes. aparecen fenotípicamente e.orno turbios, l os c.:m<lida 

tos se purificaron y propagaron. 

Los marcadores genéti cos de los bacteri6fagos rccornb inantes fueron 

probados corno se dcscribi6 anterionnente, con l a salvedJd de que l;:i rnu­

taci6n HindIII se vcri f ic6 comparando con el bacteri6fago silvestre su 

resistencia a los agent es quelantes tal corno citrato de sodio, EDTA, et c . 

Este tratamiento inactiva al bacteri6fago lambda de fo lllla directamente 

proporcional al contenido de DNA del fago (Parkinson y lluskey,1971) . 
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Figura 11 - Obtenci6n de los bacteri6fagos ,\J{indIIID redll4-

cl857 y AHindIIID sibl red114 cI857. 

La fonna de cbtenci6n y selecci6n de descrihe en el texto. 

La línea contínua representa a los fagos progenitores y la 

línea discontínua indica la recombinante seleccionada. 

Recua<lro s6lido (gal8) es una substituci6n del DNA del -­

fago por regiones del cromosoma bacteriano. 

Recuadro sombreado (imm434) substituci6n del DNA de lambda 

por el DNA del bacteri6fago lambdoide 434. 

Recuadro abierto (Hindlll) dcleci6n de aproximadamente el 

8% del DNA del fago. 

Los marcidorcs relevantes del bactcri6fago están indicados. 
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II. Estudio del desarrollo lítico del bacteri6fago lambda en condiciones 

de infecci6n sib+/sibl. 

Como el objetivo del presente trabajo consisti6 en estudiar el 

efecto de sib en el desarrollo lítico de lambda, se eligi6 la tasa de 

eclosi6n como una expresi6n de dicho desarrollo. En dicho ensayo po­

d~os detectar el número de partículas fágicas producidas por cada cé­

lula infectada. 

a) Ensayos de tasa de eclosi6n. 

La cepa bacteriana Ql fue sometida a infocci6n con los hacteri6fa­

gos J..red114 imm434ts s:_II41, J..sibl redl14 imm434ts s:_II41 y AE_26 redll4 

imm434ts cII41 a una multiplicidad de infecci6n de 10 en cada caso, 

posterionnente la suspensi6n se incub6 en agitaci6n a 40°C., con el ob 

jeto de inactivar el represor y que la poblaci6n de bacteri6fagos si -

guiera el camino lítico. 

Los resultados de este ensayo se muestr~m en la TahL1 3, en donde 

podemos observar que existe una diferencia en la tasa de eclosi6n Je 

aproximadamente tres veces a favor de las infecciones \l:'.21\ y A_:->ibl en 

comparaci6n a la infecci6n Asib +. Esta diferencia aumiue no fue de 

gran magnitud, fue reproducible en todos los ensayos llevados a cabo 

con estos bacteri6fagos. 

Con el objeto de observar si esta diferencia resul tah:1 extensiva 

a otras condiciones de inmunidad, se realiz6 el ensayo de tasa de -­

eclosi6n con bacteri6fagos de inmunidad lambda (c:_I857) en las mismas 

condiciones de infecci6n e incubaci6n mencionadas anterionnente. 

Los resultados enlistados en la Tahla 4 mostraron que nuevamente 

la infecci6n con el bacteri6fago ,\sibl produce tres veces más progenie 

que la infecci6n ;\sib+. Esto demuestra que la diferencia en la tasa 

de eclosi6n es independiente de la especificidad del represor del fago. 
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TABLA 3 

EFECTO DE sib EN LA INFECUUN LITICA POH 

EL BACTERIOFAGO :\redll4 innn434ts _:::II41, 

:\sibl redll4 innn434ts c!I41 Y Ab26 redll4 

innn434ts cII41 

Bacteri6fago 

:\redll4 innn434ts cII41 

:\sibl redll4 innn434ts cII41 

:\b26 redll4 innn434ts cII41 

Tasa de eclosi6n 

4.3·· 5 

12.5 15 

15 18 

La cepa bacteriana Ql fue infectada a mdi de 10, con los bacteri6fagos enlistados; 

después de pennitir la adsorci6n se incub6 a 40°C. durante 75 min. La tasa de 

eclosi6n representa el número de ufp/ci. Las dos coll.UJll1as de valores muestran re­

sultados de ensayos independientes. 



TABLA 4 

EFECTO DE s ib EN LA INFECCWN LITICA POR 

EL BACTERIOFAGO ,\rcdll4 cI8S7 cll4 1 Y 

,\sibl rcdl14 cI8S7 cII41 

Bacteri6fago Tasa de eclosi6n 

-\redl14 cI8S7 cII41 5 7 

,\sibl red114 cI857 cII41 15 16.4 



b) Inducci6n de lis6genas. 

Para definir si la tasa de variaci6n está asociada al proceso de 

infecci6n o se presenta también en la inducci6n del profago, se rea­

liz6 un ensayo de inducci6n de una cepa lis6gena con represor teTillO­

sensible y se detennin6 la producci6n de partículas fágicas por cada 

lis6gena. 

Para este ensayo se utilizaron bacteri6fagos de inmunidad lambda, 

los cuales difieren de los anterionnente utilizados por la presencia 

del gen ~II flDlcional, lo cual favorece el aislamiento de lis6genas. 

Las cepas lis6genas se obtuvieron por infecci6n de la cepa bacte­

riana Ql y posterior incubaci6n a 32°C., durante 2 hrs., las colonias 

aisladas fueron probadas de tal manera que se obtuvieron lis6genas -­

sencillas y estables de acuerdo con Gottesman y Yannolinsky (1968). 

Con las cepas aisladas se realiz6 el ensayo de inducci6n, en el cual, 

un número determinado de células fueron sometidas a un pulso ténnico 

de 43ºC., durante 60 min., detenninando el n(Jmero de partículas pro­

ducidas. 

Cabe aclarar, que estos mismos bacteri6fagos (.\red114 _i::.1857 y -­

>..~l redll4 ~1857) fueron utilizados en los ensayos ele tasa de eclo­

si6n tal y cano se ha descrito, excepto, que la multiplicidad de in­

fecci6n fue de 0.1. 

Los resultados de ambos ensayos se detallan en la Tabla 5, en -­

donde nuevamente podemos observar, que el bacteri6fago :\sibl produce 

tres veces más progenie que el fago :\sib+; estos resultados son com­

parables a los presentados con los bacteri6fagos ~II-, ya que en este 

caso se consigui6 el efecto fenotípico _i::_II- utilizando una sola copia 

del genoma por célula. 
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TABLA "> 

EFECTO DE s ib EN LA INf.ECCION LITICA E INDUCCION 

DEL l'ROFACO POR EL BACTERIOFACO \ r ccll 14 cI857 Y 

As i bl redl14 cI857 

Bacteri6fago Tasa de eclosi6n 

Inducci6n Infecci6n 

Aredll4 cI857 6 7 

As ibl red114 cI857 15 15 --



c) Crecimiento en un ciclo. 

Una probable explicaci6n para la diferencia en la tasa de eclo -

si6n entre los bacteri6fagos Asib+ y Asibl era que existiese un des­

fase en los tiempos de maduraci6n y liberaci6n de progenie, de modo 

que al tiempo de registrar las partículas fiÍgicas producidas, este -

núnero fuera mayor en la infecci6n Asibl y que la infecci6n Asib+ -­

alcanzara este valor en un tiempo diferente. Con el fin de descar­

tar esta posibilidad se llev6 a cabo la detenninaci6n de las partÍc_l:l_ 

las fiÍgicas producidas en Funci6n del tiempo de infecci6n por medio­

del crecimiento en un ciclo, en condiciones de infecci6n ~ib+/sibl. 

Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 12, donde 

podemos observar que la producci6n diferencial de progenie no es de­

bida a un desfase en el tiempo de maduraci6n entre ambas infecciones, 

ya que en los dos casos se alcanza un miÍximo de ufp a los 40 min. y 

se mantiene constante a los 50 min. 

III. Estudio del desarrollo lítico del bacteri6fago Lunbda en condiciones 

de infecci6n A.HindIII6 sib + /A.Hincllllll sibl. 

Con la evidencia obtenida hasta aquí y con la premisa de que un 

bacteri6fago lc~26 produce imc: eclosi6n mayor que el bacter i6fogo si 1-

vestre (ver Tabla 3), se consider6 la posibilidad de que en l ~1 rcgi6n 

b existiese algún inhibidor para le! producción de progenie sobre el - -

cual sib tuv iesc alguna influencia. 

/\ partir Lle la consideraci6n anterior se realiza ron cns \vos con 

los bacteri6fagos \HindlI 11~, los cuales poseen una de kci6n ,le, dprnxi -

madamente el 8% del DNA sobre la regi6n ~a partir de los -25(! pb ,_iel 

sitio de integraci6n, esto es, conservan el sitio retro-rcguLidor (I'i-

gura 13). 



Figura 12 - Crecimiento en un ciclo. 

La cepa bacteriana Ql fue sometida a infecci6n con los 

bacteri6fagos hedl14 ~1857 ~II41 y ,\sibl red114 ~1857 

cII41 a una multiplicidad de infecci6n de 10 para cada 

caso; después de pennitir la adsorci6n, se incub6 a 

40ºC. y se detennin6 el número de cifp a los tiempos de 

infecci6n indicados. 
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Figura 13 - Extensi6n de la deleci6n HindIII. 

En la figura se esquematiza con franja punteada el DNA 

Je lambda comprendido desde la rcgi6n !.'._al gene int. 

Las fr¿mjas abiertas representan las deleciones ~2 y 

llindIII. La primera principia en el sitio de integra­

ci6n (PP'), eliminando el 12% del DNA sobre la regi6n 

b. La segw1<la principia después del sitio retro-regu­

lador; esto es, a -2SOpb a partir de PI" eliminando el 

8'0 del !JN;\ sobre la rcgi6n ~-
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Se realiz6 el ensayo de tasa de eclosi6n con los bacteri6f agos 

\HindIII~ sib+ y \HindIIID sibl, como podemos observar en la Tabla 6 

la eclosi6n de ambos fagos es igual, siendo estos valores semejantes 

a los de la eclosi6n de lll1 fago \E_2D, o bien, \E_2+ sibl. Esta evi -

dencia apoya la hip6tesis de que en la regi6n E_ existe lll1 inhibidor 

de la producci6n de progenie y que a su vez es afectado por sib. 

IV. Prueba de Complementación. 

Con el objeto de saber si este inhibidor afecta en cis o en trans 

la producci6n de progenie, se llevó a cabo lfila prueba de complementa­

ci6n, en la cual los bacteri6fagos que carecen de inhibidor (\HindIIID) 

son couqJlementados con los bacteri6fagos \sib+ y Asibl, de manera que 

si el inhibidor es lll1 producto difusible, la tasa de eclosi6n de los -

bacteri6fagos que carecen del inhibidor se verá afectada al complemen­

tar con el bacteri6fago que si lo posee. 

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la complementaci6n y 

podemos damos cuenta que la tasa de eclosi6n de Jos bacteri6fagos AHin_c!­

IIID se afect6 de tal manera que presentan el patr6n diferencial de los 

bacteri6fagos Asibl>Asib+, indicandonos que el inhibidor actúa en trans 

y por lo tanto es un producto difusiblc, probablemente unci proteína co­

dificada en la regi6n E_. 

V. Análisis electrofor6tico de las proteínas del bactcrt6Ligo lambda. 

En base a la evidencia obtenida hasta aquí, se pensó que probable­

·mente este inhibidor era lll1a proteína de la región E_ regulada por sib 

y una posibilidad era que la regulación fuese ci nivel de síntesis de -

la misma. 
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TABLA 6 

EFECTO DE sib EN LA INFECCION LITICA POR 
EL BACTERIOFAGO AHindIII6 redll4 cI857 Y 

AHindIII6 sibl redll4 cI857 

Bacteri6fago Tasa de eclosi6n 

AHindIII6 redll4 cI857 9.15 12 

AHindIIl6 sihl rcdll4 cl857 9.5 12.3 



TABLA 

PRUEBA DE COMPLE\fENI'ACION 

Bacteri 6fagc Tasa de eclosión 

!.HindIIIl\ redll4 inun434ts clI41 20 

>.sibl redl14 cI857 15.6 

>.HindIII6 sibl redll4 imm4 34ts c II41 2.8 

>. redll4 cI857 cII41 3.7 

La cepa bacteriana M72 fue coinfectada con las parejas de bacteriófagos en ­

listados (mdi de 10) después de pennitir la adsorción se incubó a 40°C. du­

rante 75 min. La detenninaci6n de ufp y ci se realizó en l as cepas ~72 

(imm434) y M72 (immA). 



Para abordar este ptmto, se ~mali:6 el patr6n electrofor6tico de 

las proteínas de la regi6n \:'._, sintetizadas en condiciones de infecci6n 

.\sib+ y .\sibl, con el sistema Je c6lulas irradiadas. 

Esta metodología (Ptashne 1967), consiste en utilizar una cepa -

bacteriana incapaz de reparar los daños del DNA causados por la radia­

ci6n ultravioleta,.por lo tanto después de un tiempo de exposici6n a -

dicho agente, se produce una disminuci6n en la sobrevivencia. En la -

Figura 14 observamos como la cepa 159 (uvrA-), deficiente en un siste­

m:i de reparaci6n del DNA, presenta wia sobrevivencia muy baja; la cepa 

silvestre posee una alta fracci6n de sobrevivientes como consecuencia 

de un sistema de reparaci6n normal; finalmente la cepa 5601 (recA-) es 

intennedia en la fracci6n de sobrevivientes, debido a una mutaci6n en 

el sistema de reparaci6n SOS (Witkin,1976; Little y Mount,1982). 

Cuando la cepa 159 (lNrA-) se someti6 a irradiaci6n con luz ultra­

violeta y posterior incubaci6n en presencia de aminoácidos radioactivos 

se observ6, mediante el patr6n electroforético, que la síntesis de pro­

teínas fue abatida conforme aument6 el tiempo de irradiaci6n (Figura 15, 

panel A); sin embargo, cuando las células irradiadas son infectadas, se 

observ6 que las proteínas del bacteri6f ago infectante son sintetizadas 

y por lo tanto pueden ser analizadas electroforéticamente, ya que queda 

eliminado el fondo de las proteínas celulares (Figura 15, panel B). 

a) Identificaci6n de las proteínas codificadas en la regi6n b. 

Para la detecci6n de las proteínas codificadas en Ll regi6n b, se -

utiliz6 la cepa 159 y los bacteri6fagos .\redll4 imm434ts el 14 l y ;"bZi'I 

redll4 illln434ts cII41. El patr6n electroforético de los extractos celu 

lares se muestra en la Figura 16. Como puede observarse Cuc evidente -
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Figura 14 - Curva de sobrevivencia a la luz ultravioleta. 

Las cepas Sl6S (silvestre), S601 (RecA-) y 159 (uvrA-) 

fueron irradiadas con luz ultravioleta. Se determin6 

la cuenta viable a diferentes tiempos de irradiaci6n 

y se calcul6 la fracci6n de sobrevivientes para cada 

cepa bacteriana. 
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Figura 15 - Síntesis de proteínas en la cepa 159. 

En el panel A se observa el autorradiograma de lill gel de 

acrilamida - SDS de extractos celulares de la cepa 159 

irradiaJa durante O, 0.5 y 1 minuto y posterionnente in­

cubada en presencia de 10 µC de mezcla de aminoácidos-c14 

durante 10 minutos. 

En el panel B se muestra el autorradiograma de lill gel de 

acril<unida - SDS de extractos celulares de la cepa 159 

irradiada a los tiempos mencionados e infectada con el -

bacteri6fago Asibl redl14 irrnn434ts cII41 y posteriormente 

incubada en presencia de l~C de m;zcla de aminoácidos-c14 

durante 10 minutos. 
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Figura 16 - Identificaci6n de las proteínas codificadas en la 

rcgi6n b del bactcri6fago lambda. 

En la figura se muestran los autorradiogramas de geles 

de acrilamida - SDS de extractos de la cepa 159 irradi.'.: 

da durante 1 minuto e infectada con los bacteri6fagos -

,\redl14 inun434ts cII41 (A) y ,\~Zll redll4 imm434ts s:_II41 

(B) e incubada a 40ºC. en presencia de 10 µC de mezcla 

de amino6cídos-c14 , para cada caso durante 10 minutos. 
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la desaparici6n de tres bandas en bs células in CL'cL1das um el hactc­

ri6fago X~2ll, correspondientes :1 los pesos moleculares de 58Kd, 46Kd y 

30Kd; por este criterio coincidentes con las proteínas hEa59, bEa47 y 

bEa31, reportadas previamente para dicha regi6n (Epp C. y Pearson M., 
1981). 

b) Análisis de las proteínas de la regi6n b sintetizadas en condiciones 

de infecci6n sib+/sibl. 
-- --

Con el fin de determinar si alguna de las proteínas de la regi6n 

b resultaba afectada por la presencia de sib, lo cual explicaría la -

diferencia observada en la tasa de eclosi6n; se procedi6 a realizar -

el experimento con la cepa 159 y los bacteri6fagos ,\sib+ y ,\sibl. Los 

extractos celulares radioactivos fueron analizados electroforéticarnen­

te. 

El experimento, con su respectivo análisis densitométrico, se mue~ 

traen la Figura 17. Por los resultados obtenidos es difícil concluir 

si la cantidad de alguna de las proteínas de la regi6n ~ varía de una­

infecci6n a otra, por esta raz6n se analizaron los densitogramas por -

medio de la integraci6n del área bajo la curva, utilizando el porcen -

taje relativo para cada uno de los picos (Tabla 8). 

A partir de los porcentajes obtenidos para las proteínas de la re 

gi6n ~. podemos decir que en el caso de bEa59 dichos valores son muy -

se~jantes para ambas condiciones de infecci6n; sin embargo, se mantie 

ne ligeramente elevado en la condici6n sib+, con un cociente de los -­

porcentajes relativos de 1.4, siendo esto reproducible. Para la pro-­

teína bEa31, el análisis no es practicable ya que comigra con otra - -
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Figura 17 - Análisis de proteínas en células infectadas con los 

bacteri6fagos Asib+ y ASibl. 

La figura rrruestra las autorradiografías y el análisis 

densitométrico correspondiente, obtenidos por electro­

foresis en geles de acrilamida - SDS <le: 

A) Extractos de la cepa 159 infectada con el bacteri6-

fago Aredl14 imm434ts ~II41. 

B) Extractos de la cepa 159 infectada con el bacteri6-

fago Asibl redll4 imm434ts ~II41. 
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TABLA 8 

CUANfIFICACiüN DI LAS PROTEINAS SINTETIZADAS 

DURANTE INFECCION LITICA POR EL BACTERIOFAGO 

>. r edll4 irrun434ts cII41 Y >.sibl red114 i mm434 - - - - -
cII41 

Proteína 

bEa59 

bEa47 

Int 

Bet + bEa31 

>.sib+ 

7.50 

4.21 

1.84 

9.85 

Area ( %) 

>.sibl 

5.31 

2.85 

3.44 

12.02 

Los porcentajes del área bajo la curva se detenninaron por integraci6n de los 

densitogramas de la Figura 17, usando LU1 comp~tador integrado al espectrofot~ 

metro Beckman, modelo DU-8. 



proteína y este doblete no es discernido en la dcnsitomctría, pero -

curiosamente por la forma del pico pareciera que se encuentra incre­

mentada en la comlici6n s Llil. l'ar:1 la proteína bEa4 7 no es posible 

concluir sobre su porcentaje relativo y~1 que los valores obtenidos -

no fueron reproducibles en dos c~11erimcntos independientes. El con­

trol utilizado para este análisis fue la proteína Int, la cual sa­

bemos que se encuentra disminuída en la infccci6n ,\sib+; el cociente 

ue los porcentajes relativos para la proteína lnt es uc 0.53. 

La proteína bEa59 fue la única analiz:ufa y sus valores ue correen 

traci6n relativa la convierten en candidato par:i ser el inhibiuor de 

la producci6n de progenie; sin embargo, se mantiene la posibilidad -

de que bEa31 o bEa47 intervenga (n) en este efecto. 
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Ll!SCUSION 

Corno se mencionó en la Introducción, el efecto de "21:'. sobre la 

expresi6n de la integrasa ha siclo ampliamente estudiado (Belfort 1980; 

Guarneros et al., 1982; Schindler y Echols 1981); sin embargo el efec 

to fisio16gico de sib en el proceso general del desarrollo del bact~ 

riófago lambda o la posibilidad ele que afecte a otros genes, son as-­

pectas que aún no han sido completamente aclarados. Por ello en el -­

presente trabajo estudiamos la influencia del retro-regulador sobre -

el desarrollo lítico del bacteriófago lambda. 

En la Tabla 1 (ver resultados) se mostró que los bacteriófagos 

Asibl y AQ26 producen aproximadamente tres veces más progenie que el 

bacteriófago ASib+. Esta diferencia entre ASib+ y A~ibl resultó ser -

reproducible, en condiciones de inmunidad lambda (Tabla 2), durante -

infección o inducción del profago y condiciones ~II41 6, fenotípica-­

mente, ~II (Tabla 3); del mismo modo se demostró que esta diferencia 

no se encuentra asociada al tiempo de maduraci6n y liberación de par­

tículas fágicas (Tabla 4). 

Los resultados sugirieron que esta diferencia en la tasa de 

eclosión es inherente a un efecto inhibitorio de sib. Se consideró la 

posibilidad de que la región!!_ estuviera involucrada en esta inhibi-­

ci6n, dado que se ha observado que un bacteriófago A.\!_26 produce un ~ 

yor número de partículas fágicas que el fago silvestre (Kellenberg --

1961 y Tabla 1). Estos resultados habían sido explicados con anterio­

ridad, bajo la consideraci6n de que, al poseer un genoma de menor ta­

maño (la deleci6n !!_2 elimina aproximadamente el 12% del DNA), el fago 

podía replicarse más rápido y, con un mayor número de copias, provocar 



Wla eclosi6n mayor. Sin L'rnile1 rgo eJ hecho de que un hactl'ri ó Cago, que 

posee Wla rnutaci6n plll1tu~1l en la región sib (\sibl), provoque lll1 -­

efecto fenotípico \bZL en cuJnto a pro<lucción de progenie, nos llevó 

a postular que es errónea la idea que el genoma de menor tamaño en -

el fago A~26 conduzca a Wla mayor eclosión. Alternativamente, postu­

lamos que en la regi6n ~' existe lll1 inhibidor de la producción de -­

partículas fágicas y que a su vez es afectado por sib. 

Esta hipótesi!" alternativa, fue apoyada por los resultados de 

los experimentos de tasa de eclosión con los bacteri6fagos mind I I I6 

sib+ y lliindIIIL'l sibl (esta deleci6n nos permite conservar el sitio 

retro-regulador y eliminar a partir de sib, el 8% del DNA sobre la -

región~; ver figura 13). Los resultados en la Tabla 4, demostraron 

que la diferencia en la tasa de eclosión desapareció al utilizar la 

deleción HindIII, siendo los valores de eclosión muy semejantes a 

los de t.ma infección \bZL'l ó \sibl. Esto nos perrniti6 decir que el 

inhibidor se localiza en la región ~. en el segmento comprendido por 

la deleci6n HindIII. Este inhibidor es afectado por sib. 

Tratando de caracterizar ;il inhibidor, se llevó a cabo una -­

prueba de complementación, la cual mostró que es lll1 proclucto difusi­

ble dado que, la eclosión de los bacteriófagos \HindIIIL, se afecta 

cuando son complementados con los fagos \sib+ y \sibl, de manera que 

presentan el patrón diferencial ya establecido para estos bacteri6fa 

gos (ver Tabla 5). Por esta razón sugerimos que el inhibidor es Wla 

proteína codificada en la región~· 

En base a los resultados anteriores, se consider6 que sib - -

afecta la expresión de algún gene localizado en la región b. Así po~ 



tulamos un papel dual para ci retro -rcg11 !;1do r, t1110, i11h ihic· ",J,. Lt ,_•xp r::?_ 

sión de la integrasa (Guomcros L't al.. l c18n y L' tro C; 1vorl'l.H'Illlo la - ­

expresión del inhibidor de L1 región b (l'Ste tr;1bajo) . 

Para apoyar el planteamiento anterior, se :muli:aron los porcen­

tajes relativos <le 1 as proteínas <le la región b en condiciones de infec 

ción As ib+ y ;\sibl (Tabla 8). Encontramos que e l porcentaje re lati vo de 

la proteína bEa59 :-;e ve incrementado en condiciones de i.nfección \s ib + 

1.4 veces. Así consideramos a esta proteína como lm cm1Jidato para ser 

e l inhibidor, cuya existencia fue mostrada por nuestros experimentos - ­

genéticos. 

La proteína bEa59 presenta una serie de características qvc la -

hacen lffi buen candida to para ser el produc to inhibitorio <le la producción 

de progenie, como son: 

l.- Es la primer a proteína codif icada ~ 1 l a i zquierda del retro-­

regulador, por lo tanto puede ser fácilmente r egul ada por sib. 

2.- Se ha descrito que es t a proteína, por Lm l ado inhibe el emp~ 

quetamiento del DNA <le lambda "in vi tro", en ausenci a del pg Fl ; por - -

otro lado presenta actividad de endonuclcasa sobre DNJ\ Je doble cadena, 

requiriendo como cofactores DNA de cadena sencill:1, ATP y Mg'+ . (No se 

ha demostrado si la inhibición del empaquetamiento es resulta<lo de rupt~ 

ras en el DNA de lambda por la actividad endonuclcotíd ica ) (Sllimncr-Smi th 

et al., 1982; Benchimol e t a l., 1982a; Bench:imol et al., 1982b). 

3.- Nuestros r esultados muestran que la conccntraci6n (medida como 

porcentaje relativo) de l a proteína bEa59 es mayor en condic iones de in-­

fección ASib+. 



Aunque no existen eviJencias de 1a actividad de la protcín:i bl 

"in vivo", dados nuestros resultados y la evidencia de su actividad " 

vitro", postulamos el siguiente modelo: 

En condiciones de infecci6n ,\sib + el corte por RNAsa TI I estabi. 

zaría al RNA rnensaj ero provocando la acwnulaci6n de la proteína bEaS9 

ésta inhibiendo el empaquetamiento, conduciría a una disminuci6n en l< 

producci6n de progenie. 

Finalmente, consideramos que sería prematuro decir que la prote 

bEa59 es la única responsable de este efecto, dado que nuestros result 

dos no son concluyentes para las otras dos proteínas de la región ~­

estudio de mutaciones en el gen bEa59, permitirá establecer si esta pri 

teína es el único factor responsable del efecto inhibitorio descrito e1 

el presente trabajo. 
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