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INTRODUCCION

Los sistemas vivos altamente organizados obedecen a compleios mecanis-
mos de regulacién que dan por resultado una expresién 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 regulacibn en organismos superiores.

El bacteri6fago lambda aislado por Lederberg (1951) presenta una serie
de caracteristicas que le permiten ser un modelo adecuado para estudios --
tales como: morfogénesis, regulacién genética, recombinacién sitio-especi-
fica y recombinacién generalizada. Recientemente ) ha sido utilizado con -
gran éxito como vehiculo para clonar genes procariéticos y eucaridticos --
(Enquist y Szybalsky 1978; Williams y Blattner 1980).

Las particulas maduras del bacteriéfago lambda estan compuestas de - -
iguales cantidades de proteina y DNA (Hershey y Dove 1971). Cada fago con-
tiene una molécula de DNA de doble cadena de 31 x 10° daltones (cerca de -
46,500 pares de bases), encapsulada en una cabeza icosahédrica de cerca de
50nm de didmetro y una cola tubular de 150nm de large (Kellenberg y Edgard
1971; Lewin B. 1977).

El desarrollo del bacteri6fago lambda comienza cuando una particula 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 proteinas (Figura 1). Como podemos observar, el

mapa de lambda comprende agrupamientos de genes que codifican para funcio-

rresponden a los genes de las proteinas estructurales de la cola; los pro-
ductos de los genes int xis reda red? y gam son necesarios para las funcio
nes de recombinacién; cIIl, N, cI, cro y cII estdn involucrades en diferen
tes mecanismos regulatorios; O y P en la replicacién del DNAy Sy R en 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 nimero determinado de controles transcrip--

cionales. Sin embargo durante el crecimiento de lambda, estos genes no se



Figura 1 - Mapa genético del bacteribfago lambda.

Se muestran los mis probables marcos de lectura para las
proteinas. Las flechas arriba de los genes muestran las
principales direcciones de transcripcién y traduccién. -
Los genes en los recuadros de abajo de la linea son tra-
ducidos de izquierda a derecha, aquellos que se traducen
de derecha a izquicrda se esquematizan arriba de la linea.
Las lineas punteadas indican los mas especulativos marcos
de lectura. Cuando ninglin gen o protefna se asigna a los
marcos de lectura abierta sc da un némero que corresponde
al nimero de residuos de aminodcidos de la posible pro- -
teina que conticnen (Sanger F., et. al., 1982).
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expresan continuarente, la infeccién por lambda resulta en la transcripcién
secuencial de estos genes determinada por la sintesis secuencial de protei-
nas regulatorius. Si bien, ciertos circuitos de control son obligatorios, -
lambda realiza una eleccién durante la infeccién para seguir la via 1{tica

o la via lisogénica.

Durante el crecimiento 1itico, comin a fagos temperados o virulentos, -
el cromosoma del virus es usualmente replicado varias veces, estos genomas
son empacados dentro de cipsides virales hechas a partir de las proteinas -
codificadas por el fago, conduciendo a la muerte celular y a la liberacién
de aproximadamente 100 fagos por bacteria infectada (Weisberg 1977). Unica-
mente los virus temperados son capaces de vivir en armonia con el huesped.
lambda es el mejor estudiado de los virus temperados, la respuesta lisogéni
ca ocurre a través de la sintesis de un represor codificado por el gen cI,
que inhibe la expresifn de los genes virales, y el producto del gene int --
que promueve la insercibén del cromosoma viral en el cromosoma bacteriano. -
La célula resultante se denomina lis6égena y al cromosoma del virus integra-
do se le 1lama profago (Echols H. 1972; Herskowitz 1980) (Figura 2). Este -
profago es replicado como parte del cromosoma del huésped y es heredadc por
las células hijas durante-la divisién celular. Un profago inicia el creci--
miento 1itico cuando la represién falla. Este proceso llamado induccién, --
consiste en que el profago es escindido del cromosoma del huesped por la --
reaccibn inversa a la integracién, requiriendo de los productos de los ge--
nes int y xis (Guarneros y Echols 1973), produciendo la lisis celular y la

produccién de progenie.

Cuando el DNA del fago entraen la célula se circulariza por los extemos
cohesivos (Yarmolinsky 1971) y se inicia la transcripcién inmediata a par--

tir de los promotores _Ii] v localizados justo a la izquierda y derecha --

P
del gen cI (Heinemann y Spiggelman 1970). Los RNA's mensajeros resultantes
terminan al final de los genes N y cro en los sitios tr» ~t-R1 y —t-R; (Roberts
1969). El transcrito izquierdo codifica para la protefna N cuya accidn es -
esencial para la siguiente fase de infeccién, ya que el producto del gen N
modifica la maquinaria transcripcional de tal modo que los terminadores 1,
ERl y 5R? ya no son efectivos para la terminacién y entonces la transcrip--

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



Figura 2 - Modelo de Campell para la integracién - escisidn

El genoma del bacteriéfago lambda circularizado por los
extremos cohesivos permite que el sitio PP' (attP) in-
teractue con el sitio BB' en ¢l cromosoma bacteriano, -
un simple entrecruzamiento reciproco ocurre entre estos
sitios, requiriendo exclusivamente del producto del gene
int. El fago inserto en el cromosoma bacteriano tiene
una secuencia lineal y estd flanqueado por los sitios --
BP' vy PB'. La reaccidn inversa, escisibn, involucra la
recombinacién entre los sitios hibridos y requiere del

producto del gene int  y del producto del gene Xxis.
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1971; Lozeron et al., 1976).

La protefna N reconoce sitios determinados en el DNA, 1lamados nut, -
(utilizacibén de N) (Salatrom y Szybalsky 1978) y nutpy (Rosenberg et al., -
1978; De Crombrugghe et al., 1979), en los cuales N interactia favorecien-
do el fenémeno anti-termiancién en estos tres terminadorcs rhe-dependien--
tes (Holmes 1983) permitiendo la elongacién del mensajero (Figura 3).

Afn no es claro el mecanismo de accibén de N para llegar a cabo la anti
terminacién, ni las posibles interacciones entre la protefna N y los sitios
de utilizacién de N, la RNA polimerasa, etc. Pero es conocido que existen
proteinas del huesped, tales como Nus A, Nus B, Nus C v Nus E que partici-
pan en los eventos de antiterminacibén (Friedman et al., 1973, 1976 y 1981);
la proteina Nus A, estd involucrada directamente en antiterminacién y se -
ha postulado que quizi permite la unién del pg N a la RNA polimerasa; el -
pg Nus E codifica para la proteina ribosomal S 10 y se ha sugerido la par-
ticipacién de los ribosomas en este fendmeno; se sabe que mutaciones de --
Mus D (rho) interfieren en la antiterminacién. Debido a todas estas carac-
terfsticas podemos darnos cuenta de que el fenémeno de antiterminacién es
muy complejo e involucra un gran nfmero de factores, cuyo papel aiin no ha
sido completamente dilucidado (Holmes 1983).

Una vez elongados los transcritos provenientes de PL v ER se cuenta --
con una cantidad importante de las proteinas clI, cITI y cro. Los productos
de los genes cII y clIII actdan en cy permitiendo la transcripcién de BRE _
(Reichard y Kaiser 1971) hacia el gen ¢l (represor), cn direccidn opuesta
a la transcripcién originada en ER’ este Gltimo promotor controla la cxpre
sibn de las funciones liticas; este es por lo tanto, un sistema de trans--
cripcibén convergente. Se ha pensado que este sistema juega un papel impor-
tante en la decisién lisis-lisogenia, observandose que la transcripcién a
partir de Ppg provoca una disminucién en la expresién de las funciones 11-
ticas, esto es, las funciones controladas por ER (Court et al., 1975; Mc--
Macken et al., 1970). Ward (1979), sugirié que si por alguna razén BRE es
mds fuerte que ER’ la transcripcién izquierda predomina con el consecuente

establecimiento de la represién (Figura 4).

Aunado a este mecanismo de transcripcién convergente existe un fino --



Figura 3 - Diagrama csquemitico de la regulacién genética del bac-

teriéfago lambda.

Los cuadros arriba del mapa indican la localizacidn de

genes o sitios en el DNA involucrados en lu rcgulacidn

genética.
e ) Sitios promotorcs.
(=33 Productos de transcripcién.

(Y YRy o) Las localizaciones de los terminadores
rho dependientes.

( N) E1 producto del gene N, cl cual previene

la terminacién.

( Q) 1 producto del gene Q, un regulador po-

sitivo de la transcripcién tardia.

{702 ) Transcritos que codifican productos gené
ticos involucrados en el establecimiento

y muntenimiento de la lisogenia.
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Figura 4 - Transcripcién convergente entre los promotores [‘R

En la figura so esquematiza la direccidn de la transcrip-
. P H

cion de los promotores My ERI , mostrando como el sis-
temu de transcripeidn convergente puede influir sobre la

decisién lisis - lisogenia.
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control para la decisién de lisis-lisogenia en la zona del operador QR al
cual se unen las proteinas cI y Cro, regulando la transcripcidn con conse
cuencias diferentes: cl bloquea el crecimiente litico, mientras Cro es --
esencial para dicho crecimiento, la razén de esta diferencia es por que -
el operador Op posee tres sitios de unién a los cuales Cro y cl se unen -
con diferente afinidad relativa, controlando asi la iniciacién de latrans
cripcidn de_BR Y Py (Patashne 1980) (Figura 5). Tanto cI como Cro pueden
reprimir la transcripcién de Ppy EL’ ¢l reprime la transcripcién de estos
promotores en estado lisogénico y Cro los reprime en cicrto momento del -
ciclo 1itico (Echols y Green 1971; Reichard 1975; Reichard y Kaiser 1971)
por medio de su unién a la zona operadora th’ QLz’ 9L3’ ¥ QRl’ QRZ, y -
S 2 80 YRy

Se sabe que Pry €s activado y ER es reprimido cuando cl se encuentra
unido a QR1 y 9R2, bloqueando el acceso de la RNA polimerasa al promotor
ER (Meyer y Patashne 1981), ERM es reprimido cuando cI se encuentra unido
a 9R1’ ng y 9R3 ocurriendo esto a solo altas concentraciones de cI (de 5
a 15 veces la concentracién presente en las lis6genas) (Maurer et al., --
1980). Aparentemente la unién de cI a ng y QRz facilita la unién de la -
RNA polimerasa a Pp, quizd de manera andloga a otras proteinas mds activa
doras (Meyer 1980; Meyer y Patashne 1978).

La proteina Cro posee una afinidad relativa opuesta a cI [9R3> 9R2> ~
ng) (Johnson 1978; Takeda 1979) consecuentemente cl efecto de Cro en la
transcripcién de ER v ERM es opuesto al de cl. La transcripcién de Py €8
reprimida a bajas concentraciones de Cro, correspondiente a la uni6n de -
Cro a QRS; a altas concentraciones de Cro, sc reprime la transcripcidn de
P,

R
la accién de Cro y cl son mutuamente exclusivas; cl reprime la sintesis -

por unién a OR A OR y OR . Entonces, en la ejecucidn lisis-lisogenia
TRMIT AR —hl

de Cro o Cro reprime la sintesis de cI.

Como podemos observar en la zona central del DNA de lambda se dan com
plejos circuitos de control que determinan la decisién lisis-lisogenia, -
sin embargo cxisten factores del huesped y factorcs ambientales como tem-
peratura, multiplicidad de infeccibn, etc. que influyen en esta decisién
(Kourilsky 1973).

_12_



Figura 5 - Estructura de la regibn Oy .

El genoma de Tambda entre los genes ¢l y cro se ilustra cs-
quemdticamente con las posiciones relativas de los sitios -
de unidn de ¢l y Cro ( QRl 7 9{(2 » Opz )} ¥ los promotores

Pr ¥ Py -

Las zonas indicadas con 1fnecas discontinuas representan los
sitios de reconocimicnto de la RNA polimerasa para estos --
promotores v las [lechas indican la diveccidn de la trans-

cripcidn de los mismos.
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Si el bacteribéfago lambda sigue la via 1itica Cro se unc a EL viPs, =
poreste tiempo suficientes cantidades de la proteina Q han sido sintetiza
das y provocan la transcripcién de los genes tardfos, ya que estimula la
transcripci6n a partir del promotor PR' Las proteinas O y P se requieren
para activar el origen de replicacién (ori) y las demis proteinas tardias
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 la via 1{tica, la célula hucsped puede convertirse
en una lisbgena; para el establecimiento de este estado se requiere la --
coordinacién entre la integracién del genoma del fago en el genoma del --
huesped por la integrasa y de la represifén de los promotores Ry FR por
el represor cI (Figura 6).

La proteina represora (cI) es transcrita primeramente del promotor --
BRE (Reichard y Kaiser 1971) y una vez establecida la lisogenia se trans-
cribe del promotor Ppm (Yen y Gussin 1973). El gene int, cuyo producto es
necesario para la integracidén del DNA de lambda en el genoma bacteriano,
puede ser transcrito a partir del promotor BL y a partir de E[ (Katzir --
1976; Singer 1970). Los dos promotores que controlan la lisogenia Ppp Y
EI son regulados positivamente por las protefnas c¢II y cIII (Katzir 1976;
Court et al., 1977) haciendo esto posible la sintesis coordinada del re--

presor y la integrasa.

La transcripcién de la integrasa estll sujeta entonces a la expresién
de los promotores EI y By, el primero produce un RNAm dependiente de las
proteinas cII y clII y termina en t {Oppenheim 1978); el RNAm provenien-
te de fi se extiende hacia la regibén b (Adhya et al., 1976), esto es, - -
trasciende a L, vy se ha observado que en este mensajero la regién corres-
pondiente a la porcién de DNA que codifica para int sc encuentra disminui
da en periodos tempranos dc infeccién con respecto a la regidn transcrita
a la derecha, lo cual sugiere que en esta regién la transcripcidn es in--
eficiente o que el mensajero sc degrada (Salstrom y Szybalsky 1978).

En este sentido, posteriormente se demostré que en la regién b del bac
teri6fago lambda existe un sitio inhibidor de la recombinacifn integrati-

va, PP' X BB'. Esto es, un fago cII  no puede promover la recombinacién -



Figura 6 - Control de las vias 1ftica y lisogénica.

1) Expresidn de los genes tempranos inmediatos: los genes

Ny ¢ro son transcritos y traducidos.

2) Expresién de los genes tempranos no inmediatos:

La proteina N actfia elongando los mensajeros de By
P, . Esto produce las proteinas cII, ¢lII ¢ Int, nece
sarias para la lisogenia y también se producen las pro-
tefnas 0, Py @, necesarias para el desarrollo litico.

Ll
f—

Establecimicnto del estado lisogénico (Izquierda) vs. -

desarrollo 1itico (Derecha}.

A la izquierda, Il y cIll estimulan la produccién de
la protefna cl.

En ¢l desarrollo 1itico Cro rveprime la transcripcidn -
de los promotores tempranos, mientras Q permancce pre-

sente.

4) A la izquierda se ilustra el mantenimiento del estado
lisogénico, donde sélo ¢l es transcrito y traducido.
A la derecha la protefna Q estimula la transcripcibn -
tardia v por lo tanto la produccibén de particulas fa-

gicas.
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catalizada por Int, mientras un fago bA, cIl” es capiz de climinar el efec
to fenotipico Int™ de la mutacién cIl (Guarneros y Galindo 1979). Andlisis
de complementacién demostraron que la regidén b debe encontrarse en cis con
respecto a int para observar ¢l efecto inhibitorio, este efecto inhibito--
rio se observa Unicamente sobre cl mensajero proveniente de EL (Epp et al.,
1981; Guarneros y Galindo 1979).

Esto sugirié entonces la presencia de un sitio inhibitorio en la re--
gién b el cual disminuye en cis la expresién de int, esto es, no es un -
producto difusible sino una regién a la cual se le denominé como sib (sitio
inhibitorio de la regién b). Por mapeo funcional sib se localiza dentro de

los -250 pb a la izquierda del sitioc de integracién.

Debido a la novedosa caracteristica de regulacién de sib, en la cual
el sitio regulatorio se localiza hacia el extremo 5' del gene que regula,-
a dicho fenbémeno se le conoce con el nombre de retro-regulacién (Gottesman
1982; Guarneros 1982; Shindler 1981).

Guarneros et al. (1982), reportd la exacta localizacidén de sib basa-
do en la secuencia de mutaciones puntuales, que provocan la desaparicibén -
del efecto inhibitorio, esto es, llevan a cabo eficientemente la recombina
cién integrativa. Las mutaciones sib se localizan a -158pb,-163pb y 194ph
para sibl, sibZ y sib3 respectivamente (Figura 7). Asimismo, se demostré -
que el RNAm de BL es menos estable en condiciones 5i§+ en comparacién al -
mensajero en condiciones sib , disminuyendo concomitantemente la cantidad
de integrasa cn la infeccidn ;jp+, esto implica que sib ejerce su efecto -
inhibitorio en un estado post-transciipcional (Guarneros et al., 1982; - -
Schindler y Echols 1981).

Se sabe que la RNAsalll juega un papel importante dentro del fenbmeno
de retro-regulacién, esto es, los niveles de integrasa son altos tanto en
infecciones Ei?f como en infecciones EEE_» si la cepa carece de actividad
RNAsalIl, estos niveles son comparables a los encontrados en una infeccién
Ei?f en una cepa de RNAsaIII+, esto hace pensar que es la actividad de - -
RNAsaIll la responsable, directa o indirectamente de la inestabilidad del

mensajero en condiciones gigf (Belfort 1980; Guarneros et al., 1982).

=18 -



Figura 7 - Cambios cn el DNA producidos por las mutacioncs
sibl, sib2 v sib3.

Se muestran las secucncias del DNA y RNA transcrito de esta
regién, con los cambios producidos por las mutaciones sib .
l.os nimeros debajo de la secuencia del DNA indican la Jis-

tancia a partir del centro del sitio de integracidn.
- + indican una regién con simetrfa invertida. L1 RNA estd

dibujado en forma de horquilla para representar la estruc-

tura potencial de esta regidn.
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5 TGATGACAAAAAATTAGCGCAAGAAGACAAAALTALCITGCGCTAATGC
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Por estos antecedentes el modelo mas aceptado para explicar el mecanis
mo de inhibicién por sib involucra que el RNAm en la regién del terminador
t
*1 -
el RNAm proveniente de EL al trascender esta senal de terminacién puede - -
adoptar una estructura secundaria de forma semejante a los sustratos para -

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

la RNAsalIl (Figura 8), el mensajero es procesado en esta regidén y queda --
sensibilizado al ataque de exonucleasas que provocan la rdpida inactivacién
del mensajero del int. En el caso de las mutantes sib se ha considerado que
por su localizacién es muy probable que se desestabilice dicha estructura -
secundaria y por lo tanto no son reconocidas por la RNAsalll, escapando asi

del fendmeno de retro-regulacién (Gottesman 1982; Guarneros et al., 1982).

El papel del sib en el ciclo de vida del bacteriéfago lambda aGn no es
claro y existen ciertas hipbtesis sobre el mismo, por ejemplo: Belfort plan
tea que a bajas multiplicidades de infeccién (bajos niveles de clI/cIII) la
regulacién de Int por sib provocarfa la reduccibén de los niveles Int:Xis, -
llevando a la desviacién de la integracién del DNA de lambda en el cromoso-
ma bacteriano, esto es, el desarrolle 1itico se veria favorecido. Schindler
y Echols del mismo modo sugieren que sib actfia previniendo la sintesis no -
deseada de Int durante la respuesta litica, por lo tanto la prediccidn es -

semejante a la propuesta por Belfort.

Sin embargo Guarneros ct al., postulan que el control por sib no es --
importante para el desarrollo 1{tico del bacteriéfago sino para el desarro-
llo lisogénico, esto es, la sintesis de Int retrasada por sib permitiria la
activacién coincidente por cII/cIII, de Int y cI, de tal modo que la repre-
sién y la integracién ocurran concertadamente, la prediccidn es que en - -
ausencia de sib la integracién ocurriria tempranamente y la replicacién del

profago provocaria la muerte celular.

Por lo anteriormente expuesto, este trabajo se planted como objetivo -
tratar de responder si el sitio inhibidor de la regién b tiene alguna influen
cia sobre el desarrollo 1litico del bacteriéfago lambda.

R =



Figura 8 - Estructuras secundarias del RNA mensajero on lu

regién sib.

A) La transcripeibn del gene int a partir del promotor E]
termina en el terminador i (regidn sib) y adopta es-
tructura secundaria de tullo y asa,

B) La transcripeidn a partir de Py no termina en la regidn
sih, por cllo Ia estructura secundaria del mensajero --
cambla v oes entonces reconocido como sustriato de la --
RNAsalll del huesped.
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MATERTIAL

Bacterias y Virus. -

Las cepas bacterianas de E. coli K-12 que se utilizaron en el presente traba
jo, se encuentran enlistadas en la Tabla 1. Las mutaciones fégicas empleadas

en combinaciones diferentes se localizan en la Tabla 2.

Medios de Cultivo.-

Medio LB (triptona 10gr., extracto de levadura 5gr., NaCl 10gr., las cantida
des descritas se aforaron a un litro de agua destilada; cuando se prepard co
mo medio s6lido se adicionaron 15gr., de agar).

Medio T¢ (bacto-triptona 10gr., NaCl 2.5gr., Zml. de NaOH al 2%, agar l0gr.,
por litro).

Medio T¢ Suave (triptona 10gr., NaCl 2.5gr., 2ml. de NaOH al 2% y agar 6gr.,
por litro).

Medio TB (Triptona 10gr., NaCl S5gr., NaOH al 2% 2.5ml. por litro de agua des
tiladaj.

Medio TB-D (Se preparé igual que el TB, y una vez esterilizado sc adiciond -
maltosa a una concentracibn de 2gr., por litro).

Medio Tet-C (triptona 10gr., NaCl 5gr., aguar llgr., cloruro de 2,3,5 tri-fe-
nil tetrazolium al 1% 2.5ml., se 1lev6 a un litro dc agua bidestilada, des--
pues de ser esterilizado 20 minutos cn autoclave, se anadicron 50ml. de - -
D-palactosa al 20% esterilizada por filtracién).

Medio BMB-O (triptona 10gr., extracto de levadura lgr., NaCl 5gr., azul de -
metileno 0,065gr., eosina 0.4gr., K,HPO, 2gr., agar légr., aforado a un 1li--
tro de agua bidestilada).

Medio SM (NaCl 5.85gr., gelatina 0,5gr., agua 480ml., el pH fue ajustado a -
7.4 y una vez esterilizado s~ agregaron 45ml. de Tris IM pH 7 v 2.5ml. de --
MgSO, 1M).

Medio Minimo RM (NH.Cl 1gr., KC1 1.5gr., MgSO, 7 H,O 0.5gr., Na;HPO, 12 H,0
14.4gr., KH:PO, 2.49gr., 0.3ml. de FeCly 0.0IM., glicerol 1.6ml., maltosa --
4gr., se aforé a un litro e arua bidestilada).

Medio Mac-ConKey (mezcla de Mac-Conkey base DIFCO 40gr., por litro, el azi--
car adecuado se adicionb al 1% de concentracién finall.



Soluciones.-

Solucibn de Stock de Acrilamida (acrilamida 300gr., bhis-acrilamida 8gr., se
1levé a un litro con agua bidestilada y se (iltrd mediante vacio a través -
de millipore HA 0.45m. Se conservé a 4°C en [rusco dmbar).

Buffer Tris pH 8.8 (Tris-base 1M., 12.11gr., se disolvieron en 50ml. de - -
agua destilada, ajustandose el pll con HC1, se aford a 100ml., y se conservd
a 4°C).

Solucién SDS al 10% (10gr., de SDS se aforaron all0ml. de agua bidestilada).
Buffer Tris pll 6.8 (a 6gr. de tris-basc se afadieron 20ml. de agua destila

da y se ajustd el pll con cl 1IC1, se 1levé a 50ml., conservandose a 4°(C).

54).



Cepas Bacterianas Empleadas.

Nombre

Q

5601

C-600

5165
N2668

M72

M72 (imm\)

M72 (imm4 34 )

M72 (imm21)

SA731 (immA)

SA731(imm434)

™(434)

159

TABLA 1.

supE, supresor de mutacio
nes &mbar.

recA”, supQ, carece de su

presor.

thry, leue, thiy, supE, -

supresor de mutaciones dm
bar, lacY;.

sup0, carece de supresor.

sup0, ligts, impide cl cre
cimiento de fagos con mu-
tacién en el gen red.

supF, supresora de muta--
ciones dmbar. lacamY.: ,
trpCams.

supF, supresora de mura--
ciones ambar, liségena pa
ra Acl857.

supl’, supresora de muta--
Clones dmbar, lisbgena pa
ra Aimmd34.

supl, supresora de muta--
ciones dmbar, liségena pa
ra AimmZl.

sup0, recA , lisbgena pa-
ra ¢l profago (lgal8int2
red114cI857c1141).

sup0, recA , lisbgena pa-
ra el profago (igal8int2
red114immd34c114T)

sup0,recA,Gal , lisGgena
para el profago (AintZred
114immd34)

sup0, recA, StrA,uvrA, ca-

rece de Supresor, sensi-
ble a la Juz ultravioleta

Origen
Singer y Weil
1968.

Smith

Appleyard,
1954.

S. Adhya.

Coleccién NIH

Beckwith.

Guarneros
Galindo.
1979.

-

Guarneros y
Galindo.
1979.

Guarneros y
Galindo.
1979.

Guarneros y
Galindo.
1979,

Guarneros y
Galindo.
1979.

Montanez

1982.

Patashne
1967.



Continuacién Tabla 1.

Nombre Caracteristicas genéticas Origen
N5932 Derivada de la cepa SAS00 Coleccién NIH

%*81&:2&’\21 (ABAM ¢1857
)



TABLA 2

Mutaciones fAgicas quc se empleuan.

Nombre

Ac1857

Ab2

Aimmd 34

Abioll

)sibl

Caracteristicas Cenéticas

Represor termosensible del fago lambda.
Delecidn del 12¢ del DNA en la regidn b.
Elimina la regidn sib.

Hibrido que posece la regibn de inmunidad
del fago lambdoide 434.

Hibrido que posee la regién de inmunidad
del fago lambdoide 21.

Mutacibén &mbar, suprimible por supE.
Mutacién en redB, alterando la recombinacidn
generalizada.

Sustitucién de la regién b del fago lambda
por el operdn gal de E. coli.

Sustitucién del operén bio, eliminando los
genes int, xis, red y gam de lambda.

Delecidén de los fragmentos E y F producidos
por la enzima de restriccién HindIII.

Mutacién puntual, que presenta un cambio de
Ga T en la posicién -158 pb desde att y
elimina ¢l mecanismo de retro-regulacién.

Origen
Sussman v
Jacob, 1962.

kellenberg,
1961.

Kaiser y Jacob,
1957.

Liedke y Kaiscr,
1967.

Belfort,
1975.

Shulman,
1970.

Feiss,
1972.

Manly,
1969.

Coleccidn NIL.

Guarneros ct al.,
1982.



METODOS .

Propagacién de bacteriéfagos por infeccién en el medio liquido.- Se colocaron en
un matraz 1Cml. de medio LB, 0.5ml. de la bacteria adecuada, crecida toda la no--

che en TB-D y 0.1ml. de CaCl, IM. A esta mezcla se le adiciond una placa litica

del bacteri6fago que se deseaba propagar incubandose a 39°C, por cspacio de 3 a §
horas, hasta obtemer lisis. Se afadieron entonces 10 gotas de cloroformo incuban
do, a temperatura ambiente, durante 15 min. Se centrifugb a 10,000 rpm por 10 --
min., y el sobrenadante obtenido se tituld con diluciones 10 ¢ y 1077.

Propagacién de bacteri6fagos por capa confluente.- Se selecciond una placa 1iti-

ca del bacteribfago deseado. Dicha placa fue extraida del agar mediante una pipe
ta Pasteur y resuspendida en 0.Z2ml. de un cultivo de la bacteria adecuada; al cual
se le afadié MgS0, a uma concentracién final de 0.0IM. Se permitié la adsorcién

del fago por 15 min. a 37°C y posteriomnente se adicionaron 3ml. de medio LB (pre
incubado a 37°C) y 2ml. de medio T¢ suave. De esta mezcla se tomaron 2.5ml. para
colocarlos en cajas de medio T¢ y se incubb a 40°C durante aproximadamente 4 hr.
Transcurrido este tiempo, se colect$ el lisado de cada caja y se adicionaron 3 go
tas de cloroformo. Se centrifugé a 10,000 rpm por 20 min. decantdndose el sobre-
nadante en un tubo estéril. Posteriormente se tituldé con diluciones 10°° y 107,

Obtencién de bacteriéfagos recombinantes.- Se crecid la cepa adecuada en medio -

TB-D hasta una D.O.ssopm™ 1 (4 x 10® bacterias por ml.). A este cultivo se le --
adicioné MgSO, a concentracién final de 0.0IM y la cantidad de fagos por recombi
nar a la multiplicidad de infeccién deseada. Sc pemitid la adsorcién de los bac
teridfagos durante 3 min. a temperatura ambiente y 17 min. en un bafo de hiclo- -
agua, posteriormente se adicionaron 5ml. de TB y se incubd en agitacién por 2hr.,
a 34°C. Finalmente se agregb cloroformo y se plaquearon las diluciones 10 *, - -
107", y 107° , el huesped adecuado para la selieccién.

Inactivacién de bacteribfagos por tratamiento con agentes quelantes para estimar

su contenido de DNA.- La suspensién de fagos se diluyd 100 veces en una solucién
de citrato de sodio 0.0IM pH 8.5 precialentada a 45°C., la cual se incubd durante
60 min. a 45°C. La reaccibén fue detenida mediante dilucién de las muestras (10 -
veces) con una solucifén de Tris-HC1 0.1M. pH, 7.4 y MgSO, 0.0IM y agitando inme--

- 29 -



diatamente (vortex). Los bacteribfagos sobrevivientes se tituluron en la cepa
bacteriana adecuada. El titulo inicial fue compurade con ¢l obtenido al termi

nar la inactivacién.

Obtencidén de cepas lisogénicas.- Las bacterias fueron crecidas en TB-D a 32°C,

hasta una concentracién de 4 x 10® células por ml. Se tom una alicuota del -
cultivo, se adiciond MgSO, a concentracidn final de 0.01M y los fagos deseados,
a multiplicidad de infeccién de 10 ufp/célula. Se permitié la adsorcibén duran-
te 15 min, a temperatura ambiente, adicionindose posteriormente Sml. de TB. La
mezcla se incubé en agitacién durante 3hr. a 32°C. Las diluciones 10°%, 107" y
10 ° fueron espatuladas en cajas con medio LB. Al dfa siguiente se probé la --
inmunidad de cada uno de los candidatos seleccionando en cajas con medio EMB-0
de acuerdo con Gottesman y Yarmolinsky (1968).

Determinacién del crecimiento de un bacteribéfago.- La estimulacién del crecimien

to de un bacteri6fago se realizb por alguna de las siguientes pruebas:

1) Crecimiento en un ciclo.- Se crecié la bacteria adecuada en TB-D a 32°C --
hasta una concentracién de 4 x 10° células por ml. A 0.Iml. del cultiveo se --
afiadié MgSO. a concentracién final 0.0IM y el fago deseado a la multiplicidad
necesaria. Sc permitié la adsorcién durante 3 min. a temperatura ambiente y -
17 min. en un bafio de hielo-agua, pasado este tiempo, se 1levé a volumen de -
Iml. con TB-D y se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min. La pastilla fue resus--
pendida en Iml. de TB-D diluyendo 1,000 veces en medio de cultivo. Con el fin
de determinar centros infectivos, se tomd una alfcuota en diluciones 10 'y 10 ?
y el resto del cultivo se incubd a 40°C mediante agitacién. Se tomaron alicug
tas de 0.1ml. para los tiempos 5,10,15,20,30,40 y 50 min., plaqueando en el -

huesped adecuado las diluciones 1071, 1072 y 1077,

2) Tasa de cclosién.- Sc crecié ia bacteria adecuada en TB-D a 32°C hasta una

concentracidén de 4 x 10® ¢élulas por ml. (D.O.ssonm=1). Se adiciond a 0.1ml.

del cultivo MgSO, a concentracién final 0.0IM y el fago deseado a la multipli
cidad necesaria. Se permitié la adsorcién durante 3 min. a temperatura ambien
te y 17 min. en un bafioc de hielo-agua, se 1levé a un volumen constante de 1ml.
y se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min. La pastilla fue resuspendida en 1ml.-
de TB-D, se procedié a diluir 1,000 veces en medio de cultivo, para evitar re

infeccién. la cuantificacién de centros infectivos se realizé plaqueando las



diluciones 10 *, 10 ?. El resto del cultivo se incubé cn agitacidn a 40°C Ju

rante 75 min., titulando con diluciones 107, 10 %y 10 3,

3) Induccién de una cepa lisogénica con represor termosensible.- Se crecié -

la lis6gena en TB-D a 32°C hasta una concentracién de 4 x 10® células por ml.
(D.0. s9o Mm=1), immediatamente se diluyb hasta 10 ° con medio de cultivoyse
tom6 una alicuota para determinar centros infectivos, estipulando en cajas -
con medio LB, las diluciones 10™*, 10°2 y 10 % el resto del cultivo se incub6
en agitacibén a 43°C por 10 min. y posteriormente se continud la incubacién a
40°C durante 60 min. Al finalizar la incubacién se titulé con las diluciones
0 Wy 1070,

En los tres casos anteriores, la tasa de eclosién se expresd con el nfme-
ro de bacteribfagos producidos, al finalizar el periodo de incubacién, por el
nfmero de células infectadas (centros infectivos).

Cuantificacién de la produccién de integrasa por escisién de un profago. Ensa-
yo de superinfeccibn.- Esta técnica descrita por Cuarneros y Galindo (1979) --

consiste en cuantificar la eficiencia de escisién de un profago dependiendo de
la cantidad de integrasa proporcionada por el bacteribfago superinfectante. --
Esto nos permite saber si el bacteri6fago probado presenta o no el mecanismo -

de retro-regulacién.

La cepa SA731 (Aint2 redll4 cII41 gal8) o la cepa SA731 (Aint2 redl14 cI857
clII41 gal8) se creci toda la noche en TB-D a 32°C. Este cultivo fue diluido -
en el mismo medio y se continué la incubacién a 32°C hasta una concentracién -
de 4 x 10° células por ml. Se afadid el bacteridfago a analizar a la multipli-
cidad de infeccifén adecuada y se permitib que se 1levara a cabo la adsorcidn -
incubando durante 3 min. a temperatura ambientc v 17 min. en bano de hielo- --
agua, en presencia de MgS0, (0.01M). Las células infectadas fueron diluidas en
5ml. de TB frioy se tomd una alicuota para determinar centros infectivos. Estos
se calcularon restando el nimero de placas resistentes a cloroformo del nimero
total de unidades formadoras de placa. El resto del cultivo fue incubado - -
en agitacién a 39°C durante 2hr., afiadiendo posteriormente cloroformo - - -

para completar la 1isis celular. Las placas con inmunidad del pro- -  --
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fago se titularon en la cepa M72 (3] o M72 (inmmd34), dependiendo de la inmuni-
dad del bacteriéfago superinfectante. la titulacidn se realizd en medio Tet-(
a 34°C con ¢l objeto de distinguir a los bacteriéfagos transductores de galucto
sa (placas rojas) que son producidos por escisién del profago gal®, de los bac-
teriélagos no transductores (placa blanca).

Para calcular el nlmcro de profagos cscindidos por recombinacién sitio-es-
pecifica, se calculd ¢l nlmero de placas rojas entre el nimero de centros infec
tives. La tasa de eclosién se estimbé por la relacibn entrc el ndmero de placas
existentes en un huesped heteroinmune al bacteriéfago superinfectante y el nime

ro de centros infectivos.

Deteccibén de bucteriéfagos que carecen del mecanismo de retro-regulacidén. Tapiz

Mixto.- El ensayo del tapiz mixto se 1levé a cabo con dos bacterias liségenas,
la cepa SA731 (Aint2 redll4 cI857 cIl4l gal8) heteroinmune para el bacteribfa-
go probado y la cepa 152 (3int2 red114 inmd34).

Se mezclaron 50ul de la bacteria SA731, crecida toda la noche en TB-D, con
70u1 de la bacteria 152, despucs de haberse mezclado cuidadosamente las bacte--
rias, se procedié a vaciar esta mezcla con 2.5ml. de agar suave en cajas con me
dio T¢. Posteriormente sc picaron placas fdgicas sobre este tapiz. Las cajas

se incubaron finalmente a 34°C durante 24 horas.

Prueba de complementacifn cis-trans.- Se crecid la bacteria adecuada hasta una

concentracién de 4 x 10° células/ml. (D.O.ssomm=1). Se preparé la mezcla de ad
sorcién con 0.1ml. del cultivo, MgSOy 0.0IM y los bacteriéfagos por probar hete
roinmunes (ésto es, uno inmunidad lambda y el otro immunidad 434) con una multi
plicidad de 10 para cada uno de ellos. Se permitid la adsorcién durante 3 min.
a temperatura ambiente y 17 min. en un bano de hielo-agua, tiempo después del -
cual sc aford a Iml. y se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min. La pastilla fue

resuspendida en Iml. de TB-D haciendo una dilucién 107 ¢ de donde se partid para
caleular centros infectivos empleando las diluciones 107, 1072y 10°* en los --
huespedes M72 (imm)) v M72 (imm434). El resto del cultivo se incubd cn agita--
cién a 40°C durante 75 min. Al témmino de este tiempo, se plaquearon las dilu-
ciones 10°%, 1077y 10 ¥ en los mismos huespedes usados para determinar centros -

infectivos.



Se calculd la tasa de eclosién de cada uno de los bacteribfagos en los hues
pedes indicados.

Obtencién de suspensiones de bacteriéfagos con alto titulo.- La cepa C-600 se -
crecid toda la noche en 50ml. de LB. Al dfa siguiente 900ml. de medio LB fue in
oculado con el cultivo toda la noche y se le aiadié 10° ufp del bacteribfago de

seado suplementado con CaCl; a una concentracién final .de 10mM. Se procedib a -
incubar en agitacién a 39°C hasta lisis (aproximdamenﬁe 5 horas) tiempo después
del cual se anadié cloroformo, con el fin de completar la lisis celular, incuban
do durante 15 min. a temperatura ambiente. Los restos celulares se desecharon --
por centrifugacién durante 10 min. a 10,000 rpm. Al sobrenadante se le adicioné
PEG (10gr. por cada 100ml.) y NaCl (concentracibén final 0.5M) y se procedié a --
agitar durante 1 hr. a 4°C, para disolver el PEG y precipitar el bacteriéfago; -
pasado este tiempo se centrifugé a 7,000 rpm durante 10 min., resuspendiendo la
pastilla en 2ml. de SM y dos voldmenes de cloroformo, esta mezcla fue centrifuga
da a 5,000 rpm por 10 min., el sobrenadante conteniendo la suspensién de fagos
debe quedar exento de PEG y cloroformo para ser colocado entonces en una solucién
de CsCl (4.5gr. de CsCl por 5.5ml. de sobrenadante) la cual fue centrifugada a --
40,000 rpm durante un minimo de 24 hr. Se extrajo la banda opalecente de bacterid
fagos y se dializd contra una solucifn de Tris-Mg (0.01M) y NaCl (M) durante 2 hr.;
posteriormente contra Tris-Mg (0.0IM) y NaCl (0.25M) durante 2 hr. y finalmente --
contra Tris-Mg (C.0IM) desprovista de NaCl durante 2 hr. lLa suspensién dializada
se colecta en condiciones de esterilidad titulandose con diluciones 10 %, y 10 °
en el huesped adecuado.

Irradiacién cen luz ultravioleta.- la irradiacién con luz ultravieicta se utilizé

pars:

a) Determinar la semsibilidad de las diferentes cepas a 12 luz ultiavicliorn

diferencias en sensibilidad se deben a la existencia de alteracicneson ¢
nismo de reparacién de la bacteria, 10 que ocasiona que no Se pusd: corselir 108

dafies causados por ia irradiacidn.
Para identificar las cepas que carezcan de alguno de dichos mecanismos. se --
elaboran determinaciones de sobrevivencia a diferentes tiempos de irradiacicn.

Se crecid la cepa adecuada hasta una concentracidn de 4 x 107 ~dlulas =0, en

medio LB, 3ml. del cultivc se centrifugaron a io,000 rom porc 10 mipn, v 1o cugti-
g pm T



1la fue resuspendida en el mismo volumen del medio RM. El cultive se colocd en
una caja de Petri y se procedié a irradiar con una lampara germicida (GE G8TS)
a 50 cm. de distancia. A Jos diferentes tiempos de irradiacidén: 5seg., l0seg.,
20seg., 25seg., y 30seg. se tomaron alfcuotas de 0.Iml. que fueron espatuladas

en las diluciones adecuadas en cajas con medio LB, incubando toda la noche a -
34°C.

b) Obtencibn de células irradiadas para experimentos de incorporacién de amino-
dcidos radioactivos.- La cepa 159, sensible a la luz ultravioleta, fue crecida

en 20ml. de medio RM adicionando con MgSO, a una concentracién final de 1mM y

CaCl, (0.1mM). Cuando el cultivo llegd a una concentracién de 2 x 10° células

por ml. (D.0.ssgnm=0.5) fue centrifugado a 10,000 rpm durante 10 min. La pasti
1la fue resuspendida en 4ml. de medio RM, conteniendo MgSO. (1mM) y CaCl (0.1-
mM) v la suspensién fue colocada en una caja Petri, procediendo a irradiar en

agitacidn, con una limpara germicida GE G8T5 a 10cm. de distancia. Se tomaron

alicuotas de 0.2ml. a los diferentes tiempos de irradiacién (0, 0.5, 1 y 1.5 -
minutos). Estas células fueron utilizadas inmediatamente en los experimentos -
de incorporacién de aminodcidos radioactivos.

Incorporacién de precursores radioactivos a proteinas sintetizadas por el bac-
teriéfago lamhda en células irradiadas.- Una concentracién de 2 x 10® células/
ml. de la cepa 159 (recien irradiada) fue infectada con el bacteriéfago deseado
a una multiplicidad de 10 y aumentando la concentracién de MgSO, hasta 10mM. Se
permitié la adsorcién en un bano de hielo-agua durante 20 min. Después de este
tiempe las células se traspasaron a Iml. de medio RM adicionado con el MgCl; --

S v CaCl (0.1mM), en este momento se adicioné metionina -S®° (0.075 mCi por

mi.t o mezela de aminodcidos -C7° (10 mCi por ml.). La suspensién se incubf, con

azitaston a 40°C durante 10 min., deteniendo la reaccidn mediante NaN; a una -
contwi cracién final de 50mM v enfriamiento rdpido mediante un bafio de hielo-agua
dntorr o unos minutes. Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm por 10 min.
:zilla fue resuspendida en Iml. de butfer de lisis. Las muestras sc¢ con-
. a -20°C para =u andlisis posterior. Para cuantificar (medida por la --
ovroracidn del precursor radioactivo) se tomaron alicuotas de 0.01ml. las -

Cudiles 2@ colocaron sobre discos de papel Whatman 3mm. que una vez secos se --
ooloiron en una solucién fria de TCA al 10% durante 15 min., lavdndose poste--
¢iomnnte en TCA al 5% y posteriormente en etanol, se transfieren a una solucién

t--wl-éter, en properciones iguales y pasados 5Smin., se transfieren a éter -



puro por espacio de 5 min. Se permite que se sequen completamente y se colocan en
viales con 5ml. de liquido de centelleo y se determina la cantidad de radioacti--
vidad incorporada mediante un contador de centelleo liquido.

Anilisis de las proteinas sintetizadas por el bacteriéfago lambda en células --

irradiadas.- Las protefnas 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 10ml. se mezclaron 10ml. de la solucién stock de acrila
mida al 30%; 11.25ml. de Tris-HC1 pH B8.8; 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
permitié una buena mezcla de las soluciones (2min. aproximadamente) se procedid
a vaciar la misma en placas para gel permitiendo la polimerizacién a temperatura
ambiente durante 30 min. aproximadamente, con el fin de permitir una superficie
homogénea se colocd SDS al0.1% en la parte superior del gel. Una vez que el gel
polimerizé se retird el SDS y se procedié a colocar el gel concentrador al 4%,
el cual se prepar§ de la siguiente manera: 1.33ml. de solucién stock de acrila-
mida al 30%; 1.25ml. de solucién de Tris-HCl pH 6.8; 0.1ml. de SDS al 10%; 7.2Zml.
de agua bidestilada; 0.Iml. de persulfato de amonio al 10% y 0.005ml. de TEMED.
Con esta mezcla se llenaron completamente las placas y se colocd el peine desea
do. Se permitié la polimerizacién por espacio de 30min. aproximadamente.

El gel se pre-corrié a 100V durante 30 a 60min. El buffer de corrida emplea
do se describe en la seccién de soluciones. Pasado este tiempo las muestras fue
ron descongeladas y se colocaron en un bafio de agua a 90°C por espacio de 3min.,
finalmente fueron colocadas en el gel, el cual fue corrido a 100V durante Shr.--
6 hasta que el colorante salif del gel.

Posterior a la corrida, se procedif a tefiir el gel con azul de Coomasie --
R-250 durante 45min. aproximadamente y destifiendo toda la noche en una solucién
de metanol-4icido acético.

En caso de que el gel fuera sometido a fluorografia, se procedi6 a deshidra
tar con dos vol{menes de DMSO durante 45min., posteriormente se transfirié a una
solucibén de PPO al 22.5% en el DMSO por espacio de 3hr. y finalmente en una solu-
cién de gliceron al 1% cn agua, donde se mantuvo por un tiempo minimo de lhr. - -



Después de este tiempo los geles se secaron y se expusieron en cont:acto con
una placa de rayos *X-(Mat Kodak manteniendolo asf a -90°C por un perfodo de
5 a 7 dfas. La placa fue revelada y el patrén de proteinas obtenido fue ana
lizado por absorbancia a 600nm. en un espectofotémetro Beckman Modelo i-8.
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RESULTADOS

1. Construccién de bacteribfagos.

a) Obtencidén de los bacteriéfagos Ared114 cI857 cII4l y Asibl redll4 cI857
cIiql.

Estos bacteridfagos se obtuvieron por recombinacién entre los bacte
ribfagos Agal8 redl14 cI8S7 cIi4l, Abioll immd34 y Asibl bioll imm434 --
(Figura 9).

La recombinacién se 1levd a cabo en la cepa bacteriana S601 a 34°C.,
con una multiplicidad de infeccién de 10 para cada uno de los progenito-
res; la seleccién de los candidatos recombinantes se realizb en la cepa
bacteriana M72 en medio indicador Tet-C a 34°C. Los progenitores Asibl
bioll imm434 y Abioll imm434, no crecen en esta cepa porque su desarro-
1lo se encuentra restringido al carecer de los genes red y gam en la ce
pa huesped M72 (E_(_-:__CA__) (Zissler et al., 1971); por otro lado el progeni
tor Agal8 redll4 cI857 cll4l, por ser un bacteriéfago transductor de --

galactosa da placas rojas en medio Tet-C, en el huesped M72 (lachd).

Los bacteri6fagos recombinantes producen placas blancas y de aspec-
to turbio, los candidatos selecclonados fueron purificados y propagados
en la cepa C-600, de la manera que se describe cn Material y Métodos.

Los marcadores genéticos de los bacteriéfagos recombinantes se pro-

baron de la siguiente manera:
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Figura 9 - Obtencién de los bacteriéfagos Ared114 cI857 cII4l
y Asibl redl14 cI857 cll4l.

La forma de obtencién y seleccibn se describe en el texto.

La 1inea continua representa a los fagos progenitores y la
1inea discontinua indica Ia recombinante seleccionada.

Los marcadores genéticos se representan de la siguiente ma
nera:

Recuadro sb6lido (gal8 y bioll) son substituciones del DNA

del fago por regioncs del cromosoma bacteriano.

Recuadro sombreado ( irand34) substitucién Jel DNA de lambda
por DNA del fago lambdoide 434.

Los marcadorcs relevantes del bacterib6fago estén indicados.
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1) Ausencia de crecimiento en la cepa N2668. Esta cepa inhibe el creci-

miento de los bacteriéfagos red ;

2) Formacién de placas claras en la cepa S165 (sup0), a causa de la mu-
" tacién en el gen cII;

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

do a la mutacién termosensible en el represor;

4) Finalmente se verificd ¢l marcador sib, al cuantificar la eficiencia
de escisién de un profago flanqueado por los sitios PP' y BB', espe-
cificos de la recombinacién integrativa, promovida exclusivamente
por la accién de la integrasa (Guarneros y Galindo, 1979) o por la -

prueba del Tapiz Mixto (Montanez, 1982).

b) Obtencién de los bacteriéfagos Ared1l4 cI857 y Asibl redlld4 cl1857.

La obtencién de estos bacteribfagos se realizé por medio de ura cru-
za entre los progenitores Aredlld immd34 cII4l, Asibl redl14 immd34 clI4l
y Agal8 redl14 c1857 (Figura 10).

La recombinacién se llevd a cabo en la cepa bacteriana S601, a 34°C.,
con una multiplicidad de infeccifn de 10 para cada uno de los progenito-
res, la seleccién de los bacteriéfagos recombinantes sc efectud en la ce-

pa bacteriana S165 en medio Tet-C a 34°C.

Los progenitores Ared114 immd3d cLI41 v Asibl red114 immd34 c1I41 pro
vocan la aparicidén de placas de aspecto claro y el progenitor Agal§ redl1d
cI857 provoca la aparicién de placas rojas; los candidatos recombinantes -
promueven la aparicidén de placas turbias, ya que rescatan cl gen cIl fun-
cional, estos candidatos fueron purificados y propagados en la cepa C-600.

Los marcadores genéticos fueron probados para los candidatos recombi-
nantes, de la manera anteriormente descrita, excepto que el crecimiento -
en la cepa S165 debe provocar la aparicién de placas turbias a 32°C y --

claras a 42°C.
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Asibl redlld cI857.

La forma de obtencién y seleccién se describe cn el texto,

La linea contfnua representa a los fagos progenitores y la

1inea discontinua indica la recombinante seleccionada.

Los marcadores genéticos se representan de la siguiente ma

nera:

Recuadro sélido (gal8) es una substitucién del DNA del fago

por regiones del cromosoma bacteriano.

Recuadro sombreado (imm434) substitucidén del DNA de lambda
por cl DNA del fago lambdoide 434.

Los marcadores relevantes del bacteridéfago estén indicados.

= A
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c) Obtencién de los bacteribfagos AHindII1In red114 cI857 y AHindIIIA sibl
redl14 cI857.

Estos bacteri6fagos recombinantes se obtuvieron a partir de los pro-
genitores AHindIIIA redl14 imm434 cII41l, AHindIIIA sibl red114 immd34
cIT41 y Agal8 redl14 cI857 (Figura 11).

La recombinacién se llevé a cabo en la cepa bacteriana S601 a 34°C.
y a una multiplicidad de infeccién de 10 para cada uno de los progenito
res; la seleccién de los candidatos recombinantes se efectud en la cepa
$165, en medio Tet-C a 34°C,

Los progenitores AHindIIIA red1l4 immd34 c1I41 y AHindITIA sibl - -
redl14 immd34 clI41, provocan la aparicién de placas claras y el proge-
nitor Agal8 redl114 clI857 promueve la aparicién de placas rojas; los can
didatos recombinantes aparecen fenotipicamente como turbios, los candida

tos se purificaron y propagaron.

Los marcadores genéticos de los bacteribéfagos rccombinantes fucron
probados como se describié anteriormente, con la salvedad de que la mu-
tacién HindIII se verificd comparando con el bacteriéfago silvestre su
resistencia a los agentes quelantes tal como citrito de sodio, EDTA, etc.
[ste tratamiento inactiva al bacteribéfago lambda de forma directamente
proporcicnal al contcnido de DNA del fago (Parkinson y Huskey,1971).



Figura 11 - Obtencién de los bacterib6fagos AHindllIA redl14-
cI857 y MindIIIA sibl redl14 cIB57.

La forma de obtencién y seleccibén de describe en el texto.

La linca continua representa a los fagos progenitores y la

1inea discontfnua indica la recombinante seleccionada.

Recuadro sélido (gal8) es una substitucién del DNA del --

fago por regiones del cromosoma bacteriano.

Recuadro sombreado (immd34) substitucién del DNA de lambda
por el DNA del bacteridfago lambdoide 434.

Recuadro abiérto (HindI11) delccidn de aproximadamente el
8% del DNA del fago.

Los marcadores relevantes del bacteribéfago estdn indicados.
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I1. Estudio del desarrollo 1itico del bacteriéfago lambda en condiciones

de infeccién sib’ /sibl.

Como el objetivo del presente trabajo consistid en estudiar el
efecto de sib en el desarrollo 1itico de lambda, se eligié la tasa de
eclosién como una expresién de dicho desarrollo. En dicho ensayo po-
dgmos detectar el nfmero de particulas fégicas producidas por cada cé-
lula infectada.

a) Ensayos de tasa dc eclosién.

La cepa bacteriana Q1 fue sometida a infeccién con los bacteribfa-
gos ired114 imm434ts cII41, Asibl redlld immd34ts cIT41 y Ab2A redlld
imm434ts cIT41l a una multiplicidad de infeccién de 10 en cada caso, --
posteriormente la suspensibn se incubd en agitacién a 40°C., con el ob
jeto de inactivar el represor y que la poblacién de bacteribfagos si -

guiera el camino 1{tico.

Los resultados de este ensayo sc muestran en la Tabla 3, en donde
podemos observar que existe una diferencia en la tasa de eclosidn de
aproximadamente tres veces a favor de las infecciones Ab2Ay Asibl cn

5 ' : N . .
comparacién a la infeccién Asib . Esta diferencia aunque no fue de

gran magnitud, fuc reproducible en todos los ensayos 1lcvados a cabo

con estos bacteridfagos.

Con el objeto de observar si esta diferencia resultaba cxtensiva
a otras condiciones de inmunidad, se realizd el ensayo de tasa de --
eclosién con bacteriéfagos de inmunidad lambda (cI857) en las mismas

condiciones de infeccién e incubacién mencionadas anteriormente.

Los resultados enlistados en la Tabla 4 mostraron que nuevamente
la infeccién con el bacteribfago Asibl produce tres veces mis progenie
que la infeccién A;;gf. Esto demuestra que la diferencia en la tasa
de eclosién es independiente de la especificidad del represor del fago.
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TABLA 3

EFECTO DE sib EN LA INFECCION LITICA POR
EL BACTERIOFAGO Aredll4 immd34ts cII4l,
Asibl red114 imm434ts cII4l Y Xb24 red1ld
immd34ts clldl

Bacteriéfago

Tasa de eclosién

Ared1l4 immd34ts clIl4l
Asibl red114 imm434ts cII41

b2 redlld immd34ts cll4l

4.3 5
12.5 15
15 18

La cepa bacteriana Q1 fue infectada a mdi de 10, con los

bacteribfagos enlistados;

después de permitir la adsorcién se incubd a 40°C. durante 75 min. La tasa de --

eclosién representa el nfmero de ufp/ci. Las dos columas de valores muestran re-

sultados de ensayos independientes.



TABLA 4

EFECTO DE sib EN LA INFECCION LITICA POR
EL BACTERIOFAGO ircdl14 cI857 cII4l Y
Asibl red114 cI857 cIT41

Bacteribfago Tasa de eclosibn

Ared114 c1857 clI4l 5

»sibl red114 clgs7 clI4l 15 16.4




b) Induccién de liségenas.

Para definir si la tasa de variacién est4 asociada al proceso de
infeccifn o se presenta también en la induccién del profago, se rea-
1iz6 un ensayo de induccién de una cepa liségena con represor termo-
sensible y se determiné la produccién de particulas figicas por cada
liségena.

Para este ensayo se utilizaron bacteri6fagos de inmunidad lambda,
los cuales difieren de los anteriormente utilizados por la presencia

del gen cII funcional, lo cual favorece el aislamiento de liségenas.

Las cepas lislgenas se obtuvieron por infeccién de la ccpa bacte-
riana Q1 y posterior incubacién a 32°C., durante 2 hrs., las colonias
aisladas fueron probadas de tal manera que se obtuvieron liségenas --
sencillas y estables de acuerdo con Gottesman y Yarmolinsky (1968).
Con las cepas aisladas se realizé el ensayo de induccién, en el cual,
un nfmero determinado de células fueron sometidas a un pulso térmico
de 43°C., durante 60 min., determinando el nfmero de partfculas pro-
ducidas.

Cabe aclarar, que estos mismos bacteriéfagos (Ared114 cI857 y --
Asibl red114 cl857) fueron utilizados en los ensayos de tasa de eclo-
523; tal y como se ha descrito, excepto, que la multiplicidad de in-
feccién fue de 0.1.

Los resultados de ambos ensayos sc¢ detallan en la Tabla 5, en --
donde nuevamente podemos observar, que el bacteriéfage Asibl produce
tres veces mis progenie que el fago léigf; estos resultados son com-
parables a los presentados con los bacteriéfagos EII-, ya que en este
caso se consiguid el efecto fenotipico cII™ utilizando una sola copia

del genoma por célula.
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TABLA 3

EFECTO DE sib EN LA INFECCION LITICA E INDUCCION
DEL. PROFAGO POR L BACTERIOFAGO Ared114 cI857 Y
rsibl red114 cI857

Tasa de eclosién

Bacteriéfago
Induccidn Infeccién

Aredl14 cI857 6 7

Asibl red1l4 cI857 15 15




¢) Crecimiento en un ciclo.

Una probable explicacién para la diferencia en la tasa de eclo -
sién entre los bacteriéfagos Agihf y Asibl era que existiese un des-
fase en los tiempos de maduracibén y liberacién de progenie, de modo
que al tiempo de registrar las particulas fégicas producidas, este -
nfmero fuera mayor en la infeccién Asibl y que la infeccidn Agigf -
alcanzara este valor cn un tiempo diferente. Con el fin de descar-
tar esta posibilidad se 1levé a cabo la determinacién de las particu
las tédgicas producidas en [uncién del tiempo de infeccidn por medio-

5 . ;1 ; ; S
del crecimiento en un ciclo, en condiciones de infeccién sib /sibl.

Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 12, donde
podemos observar que la produccién diferencial de progenie no es de-
bida a un desfase en el tiempo de maduracién entre ambas infecciones,
ya que en los dos casos se alcanza un miximo de ufp a los 40 min. y

se mantiene constante a los 50 min.

I111. Estudio del desarrolle litico del bacteriéfago lambda en condiciones
de infeccidn AindITIA sib'/MHindIIIA sibl.

Con la evidencia obtenida hasta aqui v con la premisa de que un
bacteribéfago Ab2A produce wna cclosién mavor que el bacteridfugo sil-
vestre (ver Tabla 3), sc¢ considerd la posibilidad de que cn ia regidn
b existiesc alglin inhibidor para la produccién de progenic sobre cl --

cual sib tuviese alguna influencia.

A partir de 1a consideracién anterior se realizaren ensivos con --
los bacteriéfagos ‘HindII124, los cuales poseen unu delecién Je aproxi-
madamente el 8% del DNA sobre la regibn b a partir de los -250 pb del

sitio de integracidn, esto es, conservan cl sitio retro-regulador (¥Fi-

gura 13).



Figura 12 -

Crecimiento en un ciclo.

La cepa bacteriana QI fue sometida a infeccién con los
bacteridfagos Aredl14 cI857 cII4l y Asibl redl14 cI857
cIT4l a una mltiplicidad de infeccibén de 10 para cada
caso; después de permitir la adsorcién, se incubb a --
40°C. y se determind el némero de ufp a los tiempos de

infeccién indicados.
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Figura 13 - Extensién de la delecién HindITI.

En la figura se esquematiza con franja punteada el DNA
de lambda comprendido desde la regibn b al gene int.

Las franjas abiertas representan las deleciones b2 y

HindI1I. La primera principia en el sitio de integru-
cién (PP'), eliminando el 125 del DNA sobre la regidn
b. La segunda principia después del sitio retro-regu-
lador; esto es, a -250pb a partir de PP' eliminando cl

8% del DNA sobre la regién b.
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Se realizd el ensayo de tasa de eclosién con los bacteriéfagos
AHind1IIA §39f y AHindIIIA sibl, como podemos observar en la Tabla 6
la eclosién de ambos fagos es igual, siendo estos valores semejantes
a los de la eclosién de un fago Ab2a, o bien, A92+ sibl. Esta evi -
dencia apoya la hip6tesis de que en la regién b existe un inhibidor
de la produccién de progenie y que a su vez es afectado por sib.

Prueba de Compl ementacién.

Con el objeto de saber si este inhibidor afecta c¢n cis o en trans
la produccién de progenie, se 1levé a cabo una prueba de compiementa-
cién, en la cual los bacteribéfagos que carecen de inhibidor (AHindI11A)
son complementados con los bacteriéfagos Agigf y Asibl, de manera que
si el inhibidor es un producto difusible, la tasa de cclosién de los -
bacteribéfagos que carecen del inhibidor se veri afectada al complemen-
tar con el bacteribfago que si lo posee.

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la complementacién y
podemos darnos cuenta que la tasa de cclosién de Jos bacteridéfagos AHind-
IIIA se afect§ de tal mancra que presentan cl patrén diferencial de los
bacteriéfagos A§121>A§i§+, indicandonos que el inhibider acta en trans
y por lo tanto es un producto difusible, probablemente una protefna co-

dificada en la regién b.

Anflisis electroforético de las protefnas del bacteriéfago lambda.

En base a la evidencia obtenida hasta aqui, sc pensd que probable-

‘mente este inhibidor era una protefna de la regién b regulada por sib

y una posibilidad era que la regulacidén fuese a nivel de sintesis de -

la misma.
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TABLA 6

EFECTO DE sib EN LA INFECCION LITICA POR
EL BACTERIOFAGO AHindITIA redll4 cI8S7 Y
AHindITIA sibl red1l4 cI857

Bacteridfago Tasa de eclosién

AHindIT1A red11d cI857 9.15 12

AHindITIA sibl red114 cI857 9.5 12.3




TABLA 7

PRUEBA DE COMPLEMENTACION

Bacteriéfage Tasa de eclosién
AHindIIIA redlld immd34ts clI4l 20
)sibl red114 cI857 - 15.6
AHindITIA sibl redlld immd34ts cII41 2.8
Ared114 cI857 cII4l 3.7

La cepa bacteriana M72 fue coinfectada con las parejas de bacteriéfagos en-
listados (mdi de 10) después de permitir la adsorcién se incubd a 40°C. du-
rante 75 min, La determinacién de ufp y ci se realizé en las cepas M72 ---
(immd34) y M72 (immr).



a)

Para abordar este punto, =c¢ analizd el patrén clectroforético de
las protefnas de la regibn b, sintetizadas en condiciones de infeccién

Lo+ ; . . A
Asib’ y Asibl, con cl sistema de células irradiadas.

Esta metodologia (Ptashne 1967), consiste en utilizar una cepa -
bacteriana incapaz de reparar los dafos del DNA causados por la radia-
cién ultravioleta,.por lo tanto después de un tiempo de exposicién a -
dicho agente, se produce una disminucién en la sobrevivencia. En la -
Figura 14 observamos como la cepa 159 (uvrA’), deficiente en un siste-
ma de reparacién del DNA, presenta una sobrevivencia muy baja; la cepa
silvestre posee wna alta fraccibn de sobrevivientes como conseccuencia
de un sistema de reparacién normal; finalmente la cepa S601 (recA’) es
intermedia en la fraccién de sobrevivientes, debido a uma mutacién en
el sistema de reparacidén SOS (Witkin, 1976; Little y Mount,1982).

Cuando la cepa 159 (uvrA’) se sometid a irradiacién con luz ultra-
violeta y posterior incubacibn en presencia de aminoicidos radioactivos
se observ6, mediante el patrdn electroforético, que la sintesis de pro-
teinas fue abatida conforme aumenté el tiempo de irradiacibén (Figura 15,
panel A}; sin embargo, cuando las células irradiadas son infectadas, se
observé que las proteinas del bacteriéfage infectante son sintetizadas
y por lo tanto pueden ser analizadas electroforéticamente, ya que queda
eliminado el fondo de las protefnas celulares (Figura 15, panel B).

Identificacién de las protefnas codificadas cn la regién !

(k=2
.

Para la deteccién de las protefnas codificadas en lu regién b, se -
utilizé la cepa 159 y los bacteriéfagos Ared114 immd34ts cl141 y ib24
red114 imm434ts cIl4l. El patrén electroforético de los cxtractos celu

lares se muestra en la Figura 16. Como puede observarse fue cvidente -



Figura 14 - Curva de sobrevivencia a la luz ultravioleta.

Las cepas S165 (silvestre), S601 (RecA’) y 159 (uvrA’)
fueron irradiadas con luz ultravioleta. Se determind
la cuenta viable a diferentes tiempos de irradiacién
y se calculé la fraccién de sobrevivientes para cada

cepa bacteriana.
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Figura 15 - Sintesis de proteinas en la cepa 159.

En el panel A se observa el autorradiograma de un gel de
acrilamida - SDS de extractos celulares de la cepa 159

irradiada durante 0, 0.5 y 1 minuto y posteriormente in-
cubada en presencia de 10 uC de mezcla de zuninoécidos~C14

durante 10 minutos.

En el panel B se muestra el autorradiograma de un gel de
acrilamida - SDS de extructos celulares de la cepa 159

irradiada a los tiempos mencionados ¢ infectada con el -
bacteriéfago Asibl red114 imm434ts cII41 y posteriormente
incubada en presenciu de 10 uC de mezcla de an'lirmécidos—Cjl4

durante 10 minutos.
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Figura 16 - Identificaciér de las proteinas codificadas cn la

regibn b del bacteriéfago lambda.

En la {igura se muestran los autorradiogramas de geles
de acrilamida - SDS de extractos de la cepa 159 irradia
da durante 1 minuto e infectada con los bacteridfagos -
Ared114 ivmd34ts cII4l (A) y Ab2A redl14 imm434ts cIIdl
(B) ¢ incubada a 40°C. en presencia de 10 uC de mezcla
de mnino:’acidos~tl14, para cada caso durante 10 minutos.
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b)

la desaparicién de tres bandus en lus células infectadas con ¢l bacte-
riéfago Ab24, correspondientes @ los pesos moleculares de 58Kd, 40Kd v
30Kd; por este criterio coincidentes con las protefnas bla59, bEad7 y

bEa31l, reportadas previamente para dicha regién (Epp C. y Pearson M.,

1981).

Anilisis de las protefnas de la regién b sintetizadas en condiciones

de infeccién §i§f/sihl.

Con el fin de determinar si alguna de las proteinas de la regibn
b resultaba afectada por la presencia de sib, lo cual explicaria la -
diferencia observada en la tasa de eclosifn; se procedié a realizar -
el experimento con la cepa 159 y los bacteribéfagos Agégf y Asibl. Los
extractos celulares radioactivos fueron analizados electroforéticamen-
te.

El experimento, con su respectivo andlisis densitométrico, se mues
tra en la Figura 17. Por los resultados obtenidos es diffcil concluir
si la cantidad de alguna de las proteinas de la regibn b varfa de una-
infeccién a otra, por esta razén se analizaron los densitogramas por -
medio de la integracién del drea bajo la curva, utilizando el porcen -
taje relativo para cada uno de los picos (Tabla 8).

A partir de los porcentajes obtenidos para las proteinas de la re
gibn b, podemos decir que cn el casc de bEa5S diches valores son muy -
semejantes para ambas condiciones de infeccidn; sin embargo, sc mantic
ne ligeramente clevado en la condicién Ei?f- con un cociente de los --
porcentajes rclativos de 1.4, siendo esto reproduciblce. Para la pro--
teina bEa3l, el anilisis no es practicable ya que comigra con otra --
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Figura 17 - Anilisis de protefnas en células infectadas con los
bacteriéfagos Asib’ y Asibl.

La figura muestra las autorradiografias y el andlisis
densitométrico correspondiente, obtenidos por electro-

foresis en geles de acrilamida - SDS de:

A) Extractos de la cepa 159 infectada con el bacterid-
fago Ared114 immd34ts clI4l.

B) Extractos de la cepa 159 infectada con cl bacterid-
fago Asibl redll4 imm434ts cIT41.
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TABLA 8

CUANTIFICACION DL LAS PROTEINAS SINTETIZADAS
DURANTE INFECCION LITICA POR EL BACTERIOFAGO
Ared114 immd3dts cII41 Y Asibl red114 imma34

cl1d1
Area (%)
Proteina —

sib sibl
bEa59 7.50 5.31
bEa47 4.21 2.85
Int 1.84 3.44
Bet + bEa3l 9.85 12.02

Los porcentajes del 4rea bajo la curva se determinaron por integracién de los
densitogramas de la Figura 17, usande un computador integrado al espectrofotd
metro Beckman, modelo DU-8.



protefna v este doblete no es discernido en la densitometria, pero -
curiosamente por la forma del pico parccicra que se encuentra incre-
mentada en la condicidn sibl. Para la proteina bEad7 no es posible

concluir sobre su porcentaje relativo ya que los valores obtenidos -
no fueron reproducibles cn dos cxperimentos independientes. E1 con-
trol utilizado para estc andlisis fue la proteina Int, la cual sa-

bemos que se encuentra disminufda cn 1a infeccidn hé}bf; el cociente

de los porcentajes relativos para la proteina Int es de 0.53.

La protefna bEa59 fue la {mica analizada y sus valores de concen
tracién relativa la convierten en candidato para ser el inhibidor de
la produccién de progenie; sin embargo, se manticne la posibilidad -
de que bEa3l o bEa47 intervenga (n) en este efccto.



DISCUSION

Como se menciond en la Introduccién, cl efecto de sib sobre la
expresi6n de la integrasa ha sido ampliamente estudiado (Belfort 1980;
Guarneros et al., 1982; Schindler y Echols 1981); sin embargo el efec
to fisiolégico de sib en el proceso general del desarrollo del bacte
riéfago lambda o la posibilidad de que afecte a otros genes, son as--
pectos que ain no han sido completamente aclarados. Por ello en el --
presente trabajo estuciamos la influencia del retro-regulador sobre -

el desarrollo 1itico del bacteribéfago lambda.

En la Tabla 1 (ver resultados) se mostrd que los bacteribfagos
Asibl y AbZA producen aproximadamente tres veces mis progenie que el
bacteribfago *EEE+- Esta diferencia entre l§i§+ y Asibl resulté ser -
reproducible, en condiciones de inmunidad lambda (Tabla 2), durante -
infeccibn o induccién del profago y condiciones cII41 6, fenotipica--
mente, EII- (Tabla 3); del mismo modo se demostré que esta diferencia
no se encuentra asociada al tiempo de maduracién y liberacién de par-

ticulas figicas (Tabla 4).

Los resultados sugirieron que esta difercncia en la tasa de --
eclosibn es inherente a un efecto inhibitorio de sib. Sc consideré la
posibilidad de que la regién b estuviera involucrada en esta inhibi--
cién, dado que se ha observado que un bacteriéfago Ab2A produce un ma
yor nimero de particulas figicas que el fago silvestre (Kellenberg --
1961 y Tabla 1). Estos resultados habfan sido explicados con anterio-
ridad, bajo la consideracién de que, al poseer un genoma de menor ta-
mafio (la delecibn bZ elimina aproximadamente el 12% del DNA), el fago

podia replicarse mis rdpido y, con un mayor nimerc de copias, provocar



una eclosidén mayor. Sin uvmbirge el hecho de gue un hacteriélago, que
posee una mutacién puntual cn lu rcgién_gih (isibl}, provogue un --
efecto fenotipico b2/ en cuanto a produccién de progenie, nos llevd
a postular que es erréneca la idea que el genoma de menor tamafio en -
el fago Ab2A conduzca a una mayor eclosi6n. Alternativamente, postu-
lamos que en la regidén b, existe un inhibidor de la produccién de --

particulas figicas y que a su vez es afectado por sib.

Esta hipbtesis alternativa, fue apoyada por los resultados de
los experimentos de tasa de eclosién con los bacteriéfagos *HindITIA
Eihf y AHindITTA sibl (esta delecién nos permite conservar el sitio
retro-regulador y eliminar a partir de sib, el 8% del DNA sobre la -
regién b; ver figura 13). Los resultados en la Tabla 4, demostraron
que la diferencia en la tasa de eclosibén desaparecié al utilizar 1a
delecién HindIIT, siendo los valores de eclosién muy semejantes a --
los de una infeccién Ab24 & Asibl. Esto nos permitid decir que el --
inhibidor se localiza en la regién b, en el segmento comprendido por

la delecién HindIII. Este inhibidor es afectado por sib.

Tratando de caracterizar al inhibidoer, se llevd a cabo una --
prueba de complementacién, la cual mostrd que es un producto difusi-
ble dado que, la eclosibén de los bacteriéfagos MMindIITA, se afecta
cuando son complementados con los fagos A§19+ y Asibl, de manera que
presentan el patrén diferencial ya establecido para estos bacteriéfa
gos (ver Tabla 5). Por esta razén sugerimos que el inhibidor es una

proteina codificada en la regién b.

En base a los resultados anteriores, sc¢ considerd que sib - -

afecta la expresién de algin gene localizado en la regién b. Asi pos



tulamos un papel dual para ¢l retro-regulador, uno, inhibiciwd: Ta expre
si6n de la integrasa (Cuarncros ot al., 1982) v otrvo {avoreciendo la --

expresibn del inhibidor de la regién b (este trabajo).

Para apoyar el planteamiento anterior, se analizaron los porcen-
tajes relativos de las proteinas de la regién b en condiciones de infec
cién XEiEf y Asibl (Tabla 8). Encontramos que el porcentaje relativo de
la proteina bEaS9 se ve incrementado en condiciones de infeccidn l§1p+
1.4 veces. Asi consideramos a esta protefna como un candidato para ser
el inhibidor, cuya existencia fue mostrada por nuestros cxperimentos --

genéticos.

La proteina bEaS59 presenta una serie de caracteristicas que la -
hacen un buen candidato para ser el producto inhibitorio de 1la produccién

de progenie, como son:

1.- Es la primera proteina codificada a la izquierda del retro--

regulador, por lo tanto puede ser ficilmente regulada por sib.

2.- Se ha descrito que esta protefna, por un lado inhibe el cmpa
quetamiento del DNA de lambda "in vitro", en ausencia del pg F1; por --
otro lado presenta actividad de endonucleasa sobre DNA de doble cadena,
requiriendo como cofactores DNA de cadena sencilla, ATP v Me?*. (No se
ha demostrado si la inhibicién del empaquetamiento es resultado de ruptu
ras en el DNA de lambda por la actividad endonucleotidica) (Swmmer-Smith

et al., 1982; Benchimol et al., 1982a; Benchimol et al., 1982h).

3.- Nuestros resultados muestran que la concentracién (medida como
porcentaje relativo) de la protefna bEa59 es mayor en condiciones de in--

feccibn Asib’.



Aunque no existen evidencias de la actividad de la proteina bt
"in vivo', dados nuestros resultados y la evidencia de su actividad "

vitro", postulamos el siguiente modelo:

En condiciones de infeccién Agip+ el corte por RNAsalll estabi
zaria al RNA mensajero provocando la acumulacién de la proteina bEaS9
ésta inhibiendo el empaquetamiento, conducirfa a una disminucién en 1:

produccién de progenie.

Finalmente, consideramos que seria prematuro decir que la prote
bEa59 es la finica responsable de este efecto, dado que nuestros result
dos no son concluyentes para las otras dos proteinas de la regién b.
estudio de mutaciones en el gen bEa59, permitird establecer si esta pr
teina es el (mico factor responsable del cflecto inhibitorio descrito e

el presente trabajo.



BIBLIOGRAFTIA

Adhya, S., Gottesman, M., De Crombrugghe, B. y Court, D. (1976).
Transcription temmination regulates gene expression, in RNA polymerasa. (R.
Losick and M. Chamberlin eds.) 719. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring --
Harbor, New York.

Appeleyard, R.L. (1954).
Segregarion of new lysogenic types during growth of a doubly lysogenic strain
derived from E. coli K-12. Genetics 39: 440.

Belfort, M., Wulff, D. y Oppenheim, A.B. (1975).
Isolation, characterization and deletion mapping of amber mutations in the
cII gene of phage lambda. Virology 63: 147.

Belfort, M. (1980).
The cII-independent expression of the phage lambda int gene in RNAsa IIlI-defective
E. coli. Gene 11: 149.

Benchimol, S., Lucko, H. y Becker, A. (1982).
Bacteriophage X DNA packaging in vitro. J. Biol. Chem. 257: 5201.

Benchimol, S., Lucko, H. y Becker, A. (1982).
A novel endonucleasa specified by bacteriophage A. J. Biol. Chem. 257: 5211.

Chowdhury, M.R., Dunbar, S. y Becker, A. (1972).
Induction of an endonuclease by some substitution and deletion variants of phage
lambda. Virology 49: 314.

Court, D., Green, L. y Echols, H. (1975).
Positive and negative regulation by the cII and cIII gene products of bacteriophage
lambda. Virology 63: 484.

Court, D., Adhya, S., Nash, H. y Enquist, L. (1977).

The phage lambda integration protein int is subject to control by the cII and cIlI
gene products, in DNA Insertion Elements, Plasmids and Episomes. (Bukhari, A.T.,
Shapiro, J.A. and Adhya, S.L. eds.). Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor,
New York. 389.

De Crombrugghe, B., Mudryj, M., Di Lauro, R. y Gottesman, M.E. (1979).
Specificity of the bacteriophage N gene product (pN) Nut sequences are necessary
and sufficient for determination. Cell 18: 1145.

Dove, W.F., Hargrove, E., Ohashi, M., Haugli, F. y Guha A. (1969).
Replicator activation in lambda. Japan J. Genet. 44: suppl. 1: 11.

Echols, H. (1972).
Developmental pathways for the temperate phage: Lisis vs. Lysogeny. Ann. Rev.
Genet. 6: 157.

Echols, H. y Green, L. (1971).
Establishment and maintenance of repression by bacteriophage lambda: the role of
the cI, cII and cII proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. 68: 190.

- 74 -



Emr, S.D., Schwartz, M. y Silhavy, T.J. (1978).
Mutations altering the cellular localization of the phage lambda rcceptor,
an E. coli outer membrane protein. Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 5802.

Enquist, L.W. y Szybalsky, W. (1978).

Coliphage lambda as a safe vector for recombinant DNA experiments, in
Viruses and Environmente. (Kurstak, E. and Maramorosch, K. eds.) Acad.
Press, New York. 625.

Epp, C., Pearson, M. y Enquist, L.W. (1981}.
Int protein in bacteriophage lambda: cis-dominant inhibition of synthesis
by the b- region. Gene 13: 327.

Feiss, M., Adhya, S. y Court, D. (1972).
Isolation of a plaque forming, galactose transducing strain of phage lambda.
Genetics 71: 189.

Friedman, D.I., Jolly, C.T. y Mural, R.J. (1973).
Interference with the expression of the N gene function of phage lambda in
a mutant of E. coli. Virology 51: 216.

Friedman, E.I., Baumann, M.F. y Baron, L.S. (1976).
Cooperative effects of bacterial mutations affecting lambda N gene expression
I. Isolation and characterization of a nus B mutant. Virology 73: 119.

Friedman, D.I., Schauer, A.T., Baumann, M.R., Baron, S.L. y Adhya, S§. (1981).
Evidence that ribosomal protein S 10 participates in control of transcription
termination. Proc. Natl. Acad. Sci. 78: 1115.

Furth, M.E., Blattner, F.R., Mc Leester, C. y Dove, W.F. (1977).
Genetic structure of the replication origin of bacteriophage lambda. Sci. 198: 1046.

Guarneros, C. y Echols, H. (1973).
Thermal asymmetry of site specific recombination by bacteriophage lambda.
Virology 52: 30.

Guarneros, G. y Galindo, J.M. (1979).
The regulation of integrative recombination by the bZ region and the cIl gene
of bacteriophage lambda. Virology 95: 119.

Guarneros, G., Montafez, C., Hernéndez, T. y Court, D. (1982).
Postranscriptional control of bacteriophage lambda int gene expression from a
site distal to the gene. Proc. Natl. Acad. Sci. 79: 238.

Gottesman, M., Oppenheim, A. y Court, D. (1982).
Retroregulation: control of gene expression from sites distal to the gene.
Cell 29: 727.

Gottesman, M. y Yarmolinsky, M. (1968).
Integration-negative mutants of bacteriophage lambda. J. Mol. Biol. 140: 57.

Heinemann, S.F. y Spiegelman, W.G. (1970).

Control of transcription of the represor gene in bacteriophage lambda. Proc.
Natl. Acad. Sci. 67: 1122.

-~ 75 =



o A, “ove, W.F. (1971).
cencLzlen v lmoedas In: Hershey, 200 {wdl}, The Dacteriophape Lambda,
ing i v lab., Cold Spring hia:bor, New York. 3.

i Hagen, D, (1980).
(P bvsis-lyscoony decision of phage lwebdi: expiicit programing mud
re snonsiveness. Amn. Rev. Genet. 14: 54,

LA DT

, W.M., Piatt, T. y Rosenberg, M. (1883).
Tominoation of transcription in E. colt. Ceil. 32: 1025.

Jeimson, A.D., Meyer, B.J. y Ptashne, M. (1978).
Mcchanism of action of the cro protein of bacteriophage lambda. Proc. Natl.
Acad. Sci. 75: 1783,

Ratzir, N. Opperheim, A., Belfort, M. v Oppenheim, A.B. (1970).
tivation of the lambda int gene by the cIT amd clll gene products.
Virology 74: 324.

wkellenberg, G., Zichichi, M.L. y Weigle, J. (1961).
A mutation affecting the DNA content of bucteriophage lambda and its lvsogenizing
propertics. J. Mol. Biol. 3: 399.

Kellenberg, E. y Edgar, R.S. (1971).
Structurc and assembly of phage particles. In Hershey., A.D. (ed.). The Bacteriophage
tambda. Cold Spring Harbor, New York. 271.

Rourilsky, P. (1973).
Twesgenizotion by bacteriophage lumhls madtiple infzer ton @ ud the Ivzogenic

< Ten. Genet. 122: 1383,

2 B8 (g,
vage of structural proteins during the assembly of the head of hacteriophage

arure 227: 530.

lecomherg, E.M. (1951).
iystgsnecity in E. coli K-12. Genetics 56. 560

Lewin, 3. (1977).
Phage iambda: incfective patways in Gene Ixpression. vol. 5. (John Wiley and
sons cds. )

Liedke-Kulke, M. y Kaiser, A.A. (1967).
Genetic control of phage insertion specificity in bacteriophage lamhda and 21,
Virology 32: 465.

Lozaron, H.A., Dahlberg, J.E. y Szybalsky, W. (1976).
Processing of the major leftward mRNA of coliphage lumbda. Virology 71: 262.

|

Manly, K.F., Sanger, E.R. y Radding, C.M. {1969},
Nonessential functions of bacteriophage lambda. "ir-logs ©

Maurer, M., Mever, B..J. y Ptashne, M. [i48(:.
Genc reguiation at the right operator Oy o7 b ¢ et i r)oautogenons
negat:ve control by repressor. J. Mol i VI )



McMacken, R., Mantei, N., Butler, B., Joyner; A. y Echols, H. (1970).
Effect of mutations in the ¢II and cIII gencg of bacteriophage lambda on
macromolecular synthesis in infected cells. J. Mol. Biol. 49: 638.

Mever, B.J., Maurer, R., Ptashne, M. (1980).

Gene regulation at the right operator (Op) of phage lambda II. ORl Opz and
Or3: their roles in mediating the effect of repressor and Cro. J. Mol. Biol
139: 163.

Meyer, B.J. and Ptashne, M. (1980).
Gene regulation at the right operator (Op) of phage lambda ITI. Lambda repressor
directly activates gene transcription. J. Mol. Biol. 139: 195.

Montanez, C. (1982).
Aislamicnto y caracterizacidén de mutantes del bacteriéfago lambhda que carecen
del retro-inhibidor sib. Tesis Doctoral [.P.N. México.

Oppenheim, A, y Oppenheim, A.B. (1978).

Regulation of the int gene of bacteriophage lambda: activation by the <IT and
clIIT genc products and the role of the Py and P promoters, Molec. Gen.
Genet. 168: 39.

Parkinson, .J.S. y Huskev, R.J. (1971).
Deletion mutants of bacteriophage lambda I. Isolation and characterization.
J. Mol. Biel. 56: 369.

Ptashne, M. (1967).
Isolation of the lambda phage repressor. Proc. Natl. Acad. Sci. 57: 506.

Reichard, L.F. (1975).
Control of bacteriophage lambda repressor synthesis: regulution of the
maintenance pathway by the cro and cI products. J. Mol. Biol. 93: 289.

Reichard, L.F. y Kaiser, A.D. (1971).
Control of lambda repressor synthesis. Proc. Natl. Acad. Sci. 68: 2185.

Roberts, J.W. (1969).
Termination factor for RNA synthesis. Nature 224: 1168.

Rosenberg, M. , Court, D., Wulff, D.L., Shimatake, II. y Brady, C. (1978).
The relationship between function and DNA sequence in an inteircistronic
regulatory region in phage lambda. Nature 272: 414.

Salstrom, J.S. y Szybalsky, W. (1978).
Coliphage nuty~: a unique class of mutants defective in the site of N utilization
for antitermination of leftward transcription. J. Mol. Biol. 195: 2I1.

Sanger, F., Coulson, A.R., Hong, F.G., Hill, D.F. y Petersen, G.B. (1982).
Nucleotide sequence of bacteriophage lambda DNA. J. Mol. Biol. 162: 729.

Schindler, M.J., Hallick, L.M., Echols, H. y Singer, E.R. (1970).

Properties of recombination deficient mutants of bacteriophage lambda. J. Mol.
Biol. 52: 501.

- 77 -



Singer, E.R. y Weil, J. (1968).

Recombination in bacteriophage lambda mutants deficient in gencral deficient
in general recombination.

J. Mol. Biol. 34: 261.

Singer, E.R. (1970).
On the control of lysogeny in the phage lambda. Virology 90: 624.

Sussman, R. y Jacob, F. (1962).
Sur un systéme de repression thermosensible chez le bacteriophage Iambda
d' E. coli. Compt. Rend. Acad, Sci., 254: 1517.

Summer-Smith, M., Benchimol, S., Murialdo, H. y Becker, A. (1982).
The gene ben of bacteriophage lambda. J. Mol. Biol. 160: 23.

Takeda, Y. (1979).
Specific repression of in vitro transcription by the cro repressor of bacteriophage
lambda. J. Mol. Biol. 160: 23.

Ward, D.F. y Murray, E.N. (1979).
Convergent transcription in bacteriophage lambda: Interference with gene expression.
J. Mol. Biol. 133: 249.

Williams, B.G. y Blattmer, F.R. (1979).
Construction and characterization of the hybrid bacteriophage lambda charon
vectors for DNA cloning. J. Virol. 29: 555.

Weisberg, R.A., Gottesman, S. y Gottesman, M.E. (1977).
Bacteriophage lambda: The lysogenic pathway. In: '"Comprehensive Virology"
(Frankel, H. Conrat and Wagner, E.R. eds.) Vol. 8,197. Plenum Press, New York.

Yarmolonsky, M.B. (1971).
Making and joining DNA ends. In Bacteriophage Lambda. (Hersheyv, A.D. ed.)
Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.

Yen, K.M. y Gussin, G.N. (1973). _
Genetic characterization of a Ppy mutant of bacteriophage lambda. Virology
56: 300.

= Thie



	Portada
	Índice
	Introducción
	Material
	Método
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía



