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RESUMEN 

Los eventos de terminaci6n de la transcripci6n son im-

nortantes en el control de la exnresi6n de los genes. Un 

caso concreto de ello es el terminador !r del bacteriófago 

lambda, el cual está involucrado en la regulaci6n del gene 

int. El .gene int codifica nara la enzima integrasa que c~ 

taliza la recombinaci6n entre el DNA del fago y la bacteria, 

durante la fase lisogénica de este virus temperado. 

La regulación de la expresión de Int es compleja; son 

dos los promotores que transcriben al gene, mas únicamente 

a partir de ~I se traduce efectivamente el mensajero de int. 

El RNAm proveniente del promotor ~L es degradado post-tran~ 

cripcionalmente, debido a oue más allá del gene se encuentra 

un elemento regulador (sib) cuya funci6n es prevenir la tra

ducci6n de la integrasa. Curiosamente, !r y sib comnarten 

una misma secuencia de nucleótidos, y de este modo se forma-

rá una estructura de terminaci6n nara el ooerón de ~l' pero 

de retroregulador nara el de ~L. 

Se han aislado mutaciones puntuales de sib (Guarneros et 

~-, 1982. PNAS 22_:238-242), pero resultados del laboratorio 

muestran que éstas mutaciones no afectan visiblemente al ter 

minador, por lo que resultaba interesante aislar mutantes!.¡ 
para obtener mayor información acerca de la región que com-

parten sib y!¡• y definir con precisión los elementos de la 

estructura necesarios para la terminación. 



El aislamiento de dichas mutantes se efectu6 mediante mu-

tagénesis dirigida, utilizando para ello el plásmido 

pKG1800 en el cual fuera insertado el terminador!¡· A 

partir de los plásmidos seleccionados como candidatos !¡ 

se intent6 transferir la mutaci6n a lambda por recombi

naci6n con el fago lactrp WZOS nutL imm434. Se obtuvie

ron cinco fagos con el fenotipo deseado. 

Se ensay6 cuantitativamente la producci6n de integrasa, 

encontrándose que uno de los fagos presentaba un compor

tamiento tipo sib y dos más daban valores intermedios 

(entre sib+ y sib-), sin embargo, se encontr6 también.,que, 

por crecimiento de los fagos en una cepa ~-, en algunos 

de dichos fagos la transcripci6n hacia la izquierda esta

ba afectada. Así mismo, el patrón de restricci6n con 

HinDIII y BamHl de uno de los fagos presentó alteracio-

nes. 

Al parecer algunas de las observaciones obtenidas de los 

fagos son resultado de artefactos generados durante la 

transferencia de la mutación mediante la formación de 

fásmidos con HinDIII y EcoRV no mostró modificaciones. 

Mediante un ensayo cuantitativo de la enzima galactocidasa 

se observó que los plásmidos seleccionados como t 1- daban 

valores 4 y 6 veces más altos que el plásmido control!¡+ 
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INTRODUCCION 

I.- Terminadores de la transcripci6n. 

Al proceso en el cual la RNA polimerasa sintetiza un RNA 

mensajero a partir de información genética presente en el 

DSA se le conoce como transcripción. Es a este nivel donde 

los organismos procariotes precisan de una regulación muy 

fina, puesto que la transcripción ocurre de modo simultáneo 

a la traducción; dicha regulación es compleja e involucra 

muchos elementos, entre los cuales se reconoce cada vez más 

la importancia de los terminadores de la transcripción. 

El operón, como unidad policistrónica funcional se defi

ne hoy en día por la ocurrencia de un sitio de terminación 

eficiente, sin embargo, la función de un terminador no se 

limita a sefialar un sitio donde finalice la transcripción, 

ocurren también como elementos de modulación (atenuación) 

que permiten un control diferencial de la expresión dentro 

de los operones (Bauer, 1983) y son responsables de lo que 

conocemos como polaridad (Adhya y Gottesman, 1978). 

Se espera que todos los sitios de terminación tengan ca

racterísticas estructurales comunes, requeridas para la res 

puesta de la R\A polimerasa a ese sitio. Las estructuras 

primarias de muchos terminadores han sido analizadas y se 

han encontrado algunas similitudes. (Rosenberg y Court, 

19 7 9). Una clasificación de terminadores divide a Estos 



en dos categorias en base a su comportamiento in vitro: 

terminadores simples y complejos. (Platt, 1983). 

Los terminadores simples son los que funcionan eficien 

temente in vitro y no requieren de más factores que la RNA 

polimerasa. Consisten de segmentos de DNA ricos en guanina 

y citosina que presentan simetria diaxial y están seguidos 

por una regi6n que contiene de 4 a 8 residuos de uridina 

cerca del t~rmino 3' del transcrito y que se encuentran c~ 

mo 20 nucle6tidos antes del sitio de terminaci6n; un ejem

plo de terminador simple se muestra en la Figura lA, y co

rresponde al terminador t 1 del bacteriofago lambda. 

Los modelos de terminaci6n basados en estas caracterís

ticas proponen que la simetría diaxial es responsable de 

la formaci6n de estructuras intramoleculares de orquilla 

en el transcrito de RNA (Adhya y Gottesman, 1978; Rosenberg 

y Court, 1979) y que las uridinas facilitan la disociaci6n 

del transcrito del templado (Farnham y Platt, 1980), ya que 

los híbridos RNA-DNA con apareamiento rU-dA son excepcio

nalmente inestables. 

Los terminadores complejos, por otra parte, carecen de 

simetría diaxial o segmentos con residuos de uridinas, y su 

principal característica es la dependencia de la ~~A poli

merasa de factores proteicos adicionales para poder llevar 

a cabo la terminaci6n. Dentro de estas proteínas las más 

estudiadas son los factores Rho y NusA de E. coli. 



FIGU!lA 1. Secuencia de nucle6tidos y estructura secunda 

ria del RNAm del terminador !¡ de lambda. (a) El termina 

dor !r de lambda. El palíndrome invertido, seguido de 

varias uridinas, permiten la formación de una estructura 

secundaria en el RNAm típica de un terminador de la trans 

cripción simple. (b) Estructura secundaria de sib. Se in 

dica la localización de las mutaciones puntuales sib 1, 2, 

3, y hefl3. La transcripción a través del terminador re

sulta en la formación de una estructura de doble tallo y 

doble asa denominada sib, aue sirve como elemento retrore 

gulador de int (Guarneros ~al., 1982). 
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II.- El Bacteriófago Lambda. 

El bacteri6fago lambda es un virus que infecta a la bac 

teria E. coli. Su genoma es una molécula de DNA de doble 

cadena de aproximadamente 49 Kpb, y que en la partícula vi 

ral se encuentra en forma lineal. Pertenece además a los 

virus llamados temperados, por su capacidad de elegir en 

su ciclo de vida entre una fase lítica y otra lisogénica. 

(Herskowitz ~al., 1980). 

El primer paso en la infección de lambda es su adsorci6n 

a su huésped, E. coli, mediante una interacción específica 

entre el extremo de la cola del fago (proteína J) y su re

ceptor, el producto del gene bacteriano lamB (Murialdo y 

Siminivitchi, 1972}. La proteína lamB forma parte del sis 

tema de transporte para maltosa, por lo que es posible in

ducir el receptor en presencia de este azacar. 

Habiendo penetrado la molécula de DNA a la célula (la 

cápsula viral no se introduce), ésta se circulariza, ya 

que tiene en sus extremos unos segmentos de cadena sencilla 

complementarios (sitios~) (Yarmolinsky, 1971). 

Tan pronto como ocurre la infecci6n, la RNA polimerasa 

de E. coli se asocia al DNA de lambda y comienza la trans 

cripción en dos promotores, ~L y~ Rº (Figura 2). La 

transcripción desde Et va hacia la izquierda y termina en 

los terminadores !tl y !t2 , resultando de este transcrito 

la proteína N. Al mismo tiempo, la transcripción que se 

7 



FIGURA 2. Mapa del genoma de lambda. Posee aproximad~ 

mente SO genes (Szybalsky y Szybalsky, 1979), de los 

cuales 27 están involucrados en la morfogénesis de la 

partícula infectiva (genes~ a I), cinco más en funcio

nes de recombinaci6n (int, xis, ~· bet y gam), dos en 

replicaci6n (~ v ~),dos en lisis (~y~) y seis en pro

cesos regulatorios (~I, ~ 11, ~III, E.!..2• ~y Q). 
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inici6 en ER en dirección opuesta, termina en un 50% en 

!Rl, mientras que el 50% restante termina en !Rz dentro 

de la región nin. Ambos transcritos dan lugar a la pro

teína ero, y el segundo a O y P. 

Una vez que se alcanza cierto nivel de proteína N, ~s 

ta comienza a actuar como antiterminador, de tal modo 

que los transcritos iniciados en EL y ER se alargan y 

dan lugar a otros productos, como las proteínas cIII y 

las involucradas en recombinaci6n e integración a partir 

de EL y~· cII, O, P, y Q a partir de ER· Si se prod~ 

ce sufieciente cantidad de ero, ~sta proteína actuará co 

mo represor sobre los operadores ~L y ~R' apagando la 

transcripción temprana de EL Y ER· 

Por otra parte, la proteína Q actúa como un regulador 

positivo, antiterminando tal vez en !R' a la derecha de 

ER' con lo cual comienza la fase tardía, con la producción 

de RNA mensajero de los genes ~. ~y todos los genes de la 

cabeza y la cola. 

Sin embargo, la acción de cII y cIII ouede conducir a 

un programa de expresi6n diferente, ya que son capaces de 

activar la transcripción de los promotores EI y ERE y éste 

es el evento crítico que determinará si el fago continuará 

hacia una fase vegetativa o bien lisogenlzará a su huesped. 

El transcrito iniciado en ERE hacia la izquierda transcribe 

el gene el en la cadena opuesta a s:.!.Q· Cuando el producto 

1 o 



el se acumula puede bloquear la replicación del DNA y la e~ 

presión de genes tardíos, previniendo la expresión de O, P 

y Q. El producto de el es el represor de lambda y, lo mis

mo que ero, tiene afinidad por ~L y ~R (Gussin, 1983). 

En este caso 6ltimo, la célula sobrevive a la infecci6n 

por lambda, y el genoma de ~ste puede insertarse como prof~ 

go en el cromosoma bacteriano por la acción de la integrasa, 

producto de int. (Fig. 3). En estas condiciones, el segui

rá produciéndose, pero ahora a partir de otro promotor, ~ 

y así la bacteria lis6gena será inmune a la infección de 

otros fagos sensibles al represor el. 

Lambda es capaz de formar híbridos estables por recombin~ 

ción con otros fagos temperados llamados lambdoides (como 

434, 21 y ~80), con los que comparte secuencias homólogas en 

su DNA (Kaiser y Jacob, 1957). Los híbridos comunmente uti

lizados son derivados de lambda con la región de inmunidad, 

en la cual se localizan las funciones reguladoras el y ~· 

y los operadores ~L y ~R de los fagos 434 y 21. 

111.- Regulación de la Expresión de int. 

El producto del gene int cataliza la recombinación sitio 

esuecífica por la cual el genoma de lambda se integra, dura~ 

te la vía lisogénica, al cromosoma bacteriano. El proceso 

inverso, la escisión, requiere nuevamente del producto del 

gene int, pero además del gene xis (Guarneros y Echols,1970). 

11 



la Figura 3 es un esquema de la integración de lambda según 

el modelo de Campbell y en ella se muestra el sitio ATT, 

asi como la participaci6n de factores del huesped (IHF) y 

del fago (Int y Xis) en el evento. 

Los genes int y xis se traslapan parcialmente, lo que pe!_ 

mite una sintesis diferencia de int sobre xis para llevar a 

cabo la integración. Esto sucede por la activación del pro

motor E¡ por la proteína cII, cuyo transcrito carece de la 

secuencia completa de xis. Este transcrito termina en el 

terminador!¡• dentro de la región Jt. 

Por otro lado, durante la respuesta lítica, no hay necesi 

dad de producir integrasa. En estas condiciones int es trans 

crito a partir del promotor EL bajo la regulación positiva 

de N. Sin embargo, una vez transcrito int, la transcripci6n 

continúa, pasando att, dentro de la región ~. en donde un e

lemento regulatorio, conocido como sib, inhibe postranscrip

cionalmente la expresión del gene int (Guarneros y Galindo, 

1979). 

El retroregulador sib (por ~itio !nhibidor en ~) se ha d~ 

limitado con precisi6n por el aislamiento de mutantes puntu~ 

les (Montafiez, 1982) como por deleciones (Court, 1982). Las 

mutaciones puntuales caen dentro de un segmento que muestra 

una doble simetría diaxial (Figura 1); tres de ellas están 

en lo que correspondería al tallo superior de la doble orqui

lla, y una más en el inferior (Guarneros et al, 1982). Se 

1 2 



FIGURA 3. Reacci6n de integraci6n y escisl6n del bacte

riófago.A· 

La inserción del profago ocurre por la recombinaci6n in

tegrativa entre el sitio att en el genoma circular de 

lambda (POP') y el sitio att en el cromosoma de ·É.:.. coli 

(BOB'), y es promovida por la proteína Int del fago y una 

serie de proteínas del huesped, llamadas colectivamente 

IHF. La recombinación escisiva ocurre mediante los sitios 

híbridos BOP' y POB' y requiere de la proteína Xis del 

fago, además de las proteínas Int e IHF. Los sitios att 

se indican como rectángulos, representando las áreas so~ 

breadas el sitio de homología en donde ocurre el entre

cruzamiento (O), y las regiones negra y blanca represen

tan secuencias rtnicas en la bacteria (B y B') y en el fa 

go (P y P') respectivamente (Weisberg y Landy, 1983). 
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puede ver que la orquilla superior está seguida por 6 resi 

duos de uridina hacia el extremo 3', lo que hace de esta 

estructura un típico terminador de transcripci6n (Rosenberg 

y Court, 1979). 

El modelo de retroregulaci6n (Figura 4) sugiere la forma 

ci6n de una estructura secundaria de doble orquilla en el 

RNA, al ser esta región transcrita por la RNA polimerasa m~ 

dificada por N, cuando la transcripci6n se ha iniciado en 

EL· Esta estructura serviría como sustrato para la RNasa 

III, que dejaría libre un extremo 3', a partir del cual, 

otra exonucleasa simplemente degradaría el RNA mensajero ha 

cia int (Guarneros et al. 1982). 

Como ya se mencionó, las mutantes sib se aislaron por 

su deficiencia en retroregulación. Estas fueron utilizadas 

posteriormente para analizar el efecto que tenían sobre la 

terminación, sin embargo, no pudo detectarse ninguna difere~ 

cia significativa entre las mutantes sib y el terminador !¡ 

silvestre (Bueno, J., 1985) no obstante estar las mutaciones 

en la estructura del terminador. 

A partir de estas observaciones, y con el fin de obtener 

mayor información acerca de la región que comparten !r y 

sib, y definir con mayor precisión los elementos del termina

dor que determinan su funcionalidad, surgió la idea de ais

lar mutantes deficientes en terminación. 
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FIGURA 4. Regulaci6n del gene int de lambda. 

La transcripci6n que se inicia en el promotor Er requi~ 

re del producto del gene ~II del fago, y termina en la 

regi6n sib en el terminado!¡· 

La transcripci6n iniciada en el promotor EL es modifi

cada por N y se extiende hacia la regi6n Q, lo cual re

sulta en el retroregulaci6n de int, ya que al ser tran~ 

crita la regi6n sib el RNAm forma una estructura secun

daria de doble tallo y asa, convirtiéndose en blanco 

para la acci6n de la RNasa III, la cual corta esta es

tructura y deja libre un extremo 3'0H a partir del cual 

el RNAm es degradado hasta int por otra nuclcasa (Court 

et al., 1983). 
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Para aislar mutantes !r- se utilizó el plásmido pKG1800 

que fuera construido para el análisis de terminadores (Me 

Kenney et al, 1981) y en el cual se tiene clonado un seg

mento de DNA de lambda con el terminador !i (Montafiez, 

1982). Este plásmido fue mutagenizado in vivo y permitió 

la selecci6n de 5 mutantes con fenotipo !_1-. Se intentó 

as! mismo, transferir las mutaciones al fago, y ver su 

efecto sobre el proceso de retroregulación. 

En esta tesis se discuten los procedimientos y resultados 

obtenidos en el aislamiento de mutantes !i-. 
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MATERIAL Y METODOS 

Bacterias y virus. 

Las cepas de É_.:_ coli K-lZ utilizadas en este trabajo se en-

listan en la tabla J Los bacteri6fagos se encuentran en 

la tabla z. 

Medios de Cultivo. 

Medio LB (triptona 10 gr, extracto de levadura 5 gr, NaCl 

10 gr, NaOH al Z% 4.8 ml, HzO 1000 ml); TQ (triptona 10 

gr, NaCl Z.5 gr, NaOH al Z% z ml, Hz O 1000 ml); TQ suave 

(igual al TQ excepto que lleva s6lo 10 gr de agar) ; Mac-C 

(medio Mac-Conkey 40 gr, Hz O 1000 ml, se esteriliza y se ~ 

grega D-galactosa al o. z % ) ; Tet-C (triptona 10 gr, NaCl 

5 gr, agar 11 gr, se esteriliza y se añade Z.5 ml D-galac-

tosa al ZO%); TQ-XG (al medio TQ se espatulan 100 1 de 

XG (5-bromo-4-cloro-3-indolil- -D-galact6sido) ZO mg/ml en 

N-N-<limetilformamida); SM (NaCl 5.8 gr, gelatina 0.5 gr, 

Hz O 480.5 ml, ajustar pH a 7. 4 con o. 2 ml de HCl 1 N, se 

esteriliza y se añaden 5 ml de tris pH 7.4 y 2. 5 ml de MgS0 4 
1 M); LB s61ido (LB más 15 gr de agar) ; TB (triptona 10 

~r, NaCl 5 gr, H20 1000 ml); TB-D (TB mas maltosa al O.?:); 

56 mínimo (KH 2Po4 13.6 gr, (NH4) 2so 4 2 gr, Mgso 4 . rn 2o) 

19 



0.02 gr, CaC1 2 0.01 gr, Feso4 .7H20 o.ooos gr, H20 1000 ml, 

llevar a pH 7,4 con KOH, esterilizar y añadir az6car al 

0.2%); cuando los medios requerieron antibi6ticos, éstos 

se adicionaron después de esterilizados los medios utili

zando para ello soluciones stock filtradas. Las concentra 

ciones fueron de 2S g/ml de Tetraciclina y SO g/ml de Ampi_ 

cilina, 2S g/ml de Cloranfenicol. 

Soluciones. 

MC (aC1 2 1 M O.OS ml., MgS04 1 M 1ml, HzO O ml); TE (Tris 

pH 8 10 mM, EDTA 1 mM); ATP 0.1 M (se disuelven 60 mg de 

ATP en .8 ml de agua, se ajusta el pH a 7 con NaOH y se 

ajusta el vol6men a 1 ml) Soluci6n I (glucosa SO mM, tris

HCl pH 8 25 mM y EDTA 10 mM) solución II (NaOH .2 N y SDS 

al 1%) Acetato de potasio pH 4.8 (a 60 ml de acetato de po 

tasio S M se añaden 11 .S ml de ácido acético galacial y 

28.S ml de agua. La soluci6n resultante es 3M con respec

to al potasio y S M con respecto al acetato) RNasa 10 mg/ 

ml (Se disuelve RNasa pancreática (RNasa A) a una concentr~ 

ci6n de 10 mg/ml en una solución de tris-HCl pH 7.S y NaC1 

1S mM. Se calienta por 1S mina 100 ºC. Se permite que 

alcance la temperatura ambiente y se guarda a -20°C.). 
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Método de propagaci6n y de titulaci6n de bacteri6fagos. 

A 5 ml de ~edio LB se adiciona CaC1 2 a una concentraci6n 

final de 0.01 M y 0.3 ml de un cultivo fresco de la cepa 

bacteriana adecuada, y a esta mezcla se añade una o dos 

placas líticas del fago a propagar. Se incuba en agita-

ci6n a 38°C hasta obtener lisis (3 a 6 horas) y se añaden 

entonces unas gotas de cloroformo, continuando~ la agita

ci6n 5 6 10 minutos mis. Este lisado se centrifuga a 10 

Krpm en un rotor SS34 por 10 min y se transfiere el sobre 

nadante a un tubo limpio manteniéndolo a 4ºC. Este lisa

do se titula plaqueando sobre una cepa adecuada crecida 

en medio TB-D de la siguiente manera: se preparan dilu

ciones 10- 6 y 10-? del lisado y se toman 0.1 ml de éstas 

que se mezclan con 0.1 ml de la bacteria y se permite la 

adsorci6n por 5 min. Se añade 2.5 ml de TQ suave, licua

do previamente a 4SºC, y se vacía esta mezcla de inmedia-

to a cajas con medio TQ. Las cajas se incuban a la temp~ 

ratura adecuada al tipo de fago por toda la noche. Al si

guiente día se cuentan las placas y se calcula el número 

de fagos por ml de lisado. 

Ensayo para distinguir entre bacterias con fenotipo gal+ y 

gal-. 

23 



Se estrían las cepas SA1943 y SA1943 recA portadoras de los 

plásmidos pKG1800 y los derivados de éste en cajas con me-

dio Mac-C Amp y se incubaron por 18 horas a 42°C. Las bac-
. + ter1as capaces de degradar galactosa (gal ) presentan colo-

nias rojas, mientras que las otras (gal-) permanecen blan-

cas. 

+ Ensayo para distinguir entre bacteri6fagos con fenotipo ti~-

A 0.1 ml de la diluci6n adecuada de los diferentes fagos 

trp-lac nutL i434 a probar se añadi6 0.1 ml de la cepa 5165 

hfl crecida en TB-D y se plaque6 con 2.5 ml de TQ suave y 

0.1 ml de XG sobre cajas de TQ. Las cajas se incubaron a 

34ºC por 20 horas. 

El XG es un indicador para B-galactocidasa, en el cual, a

quellos fagos que permiten la transcripci6n de lacZ prese~ 

tan placas muy azules mientras que aquellos en los que no 

se transcribe lac s6lo se colorean ligeramente. 

Método de transducci6n del marcador de recA de E. coli con 
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Se chec6 la cepa receptora SA1943 ~Kam para sensibilidad 

a tretaciclina en medio L-Tc. Se creci6 la cepa toda la 

noche en 5 ml de medio L y al siguiente día se centrifug6 

a 5 Krpm durante 10 min y se resuspendieron las células en 

5 ml de MC. Una alícuota de 1 ml se infect6 con .1 ml de 

diluciones lOO a 10- 2 de un lisado de Pl proveniente de la 

inducci6n de una bacteria recA lis6gena para Pl. Esto se 

hizo por duplicado y se prepararon así mismo tubos con la 

bacteria sola y con el fago solo como controles. Se perro.!_ 

ti6 la adsorci6n a 37°C por 20 min sin agitaci6n. Se agr~ 

g6 .2 ml de Citrato de Sodio y se vaciaron de inmediato a 

cajas de L-Tc. Las cajas se incubaron a 42ºC por 24 hr. 

Si la cepa es viable a esta emperatura, se puede asegurar 

que las colonias que crecen no son lis6genas para Pl, ya 

que éste es termoinducible. 

Método para checar el marcador recA 

En una caja de Petri con medio Luria se estriaron longitu

dinalmente las colonias Ter obtenidas por la transducción 

con Pl y bacterias conocidas recA+ y recA como controles. 

Esta caja se colocó a 40 cm de distancia de una lámpara de 
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luz UV. Se cubrieron 3/4 partes de cada estría y se expu

so por 15 seg a la irradiaci6n. Seguidamente se descubri6 

otra porci6n de modo que ahora la mitad de cada estría qu~ 

dara expuesta y se expuso nuevamente 15 seg. Se repiti6 

la operaci6n cubriendo esta vez s6lo la cuarta parte de la 

estría e irradiando 15 seg el resto. Así una regi6n qued6 

sin exponer y regiones expuestas 15, 30 y 45 seg. 

La caja se incub6 a 34ºC por 20 horas y se seleccionaron 

las bacterias que no crecieron, puesto que las mutaciones 

en recA previenen la reparaci6n de daños causados por irra 

diaci6n con UV. 

Las bacterias seleccionadas se crecieron en medio líquido 

y se checaron con fagos con sustituciones bio, que elimi

nan los genes red y gam de A , como el bio II y que no ere 

cen en bacterias con el marcador recA. 

Mutagénesis con EMS. 

Se crecieron 50 ml de la cepa SA1943 (pKG1800 !¡) en medio 

mínimo suplementado con glucosa, casaminoácidos y ampicili_ 

na hasta una D.o. 590 = 2. Se centrifugaron por 10 min a 

8 Krpm para colectas las células, lavando una vez con medio 
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mínimo-tris (tris-HCl pH ~.5, 0.2 M final) y resuspendie~ 

do en la mitad del vol6men original con este medio. 

La cepa se trat6 con EMS 0.1, 0.2 y 0.3 M, aftadiendo a C! 

da 10 ml de cultivo 0.1, 0.2 y 0.3 ml de EMS. Se incluy6 

un control al cual no se le adicion6 mut§geno. Los culti-

vos se agitaron en matraces de 125 ml a 37°C tornando pre--

\'iamente una alícuota del control que se utiliz6 para obt~ 

ner cuenta viable, y posteriormente a intervalos de 30 rnin 

hasta 2 hr se tomaron muestras de todos los cultivos trata 
' 

dos. Con el objeto de eliminar el EMS, cada alícuota toma 

da se lav6 dos veces con medio mínimo-tris, y se prepararon 

diluciones desde 10° hasta 10- 5 y se espatularon sobre ca-

jas de Mac-gal-Amp. Las cajas se incubaron a 42ºC por 18 

horas, a partir de las cuales se comenz6 a seleccionar co-

lonias rojas. Esta selecci6n se contínuo por 24 horas m§s, 

lo cual permiti6 obtener m§s candidatos rojos y rosas resul 

tantes de la segregación del pl,smido multicopia. Todos 

los candidatos se purificaron 1 vez, estriando sobre cajas 

'lac-ga 1-.-\mp. 

Obtenci6n de fagos que_llevan integrado el pl§smido (f&smi-

dos) . 

Se crecieron toda la noche las bacterias que contenían a 



los diferentes plásmidos mutagenizados, incluyendo pKgl800 

y pKG1800 sib+ como controles (todos los plásmidos se tran! 
+ 

formaron previamente a la cepa SA1943 recA para permitir 

recombinaci6n) en L-Ap. Al siguiente día se procedi6 a i~ 

fectar con el fago 464 nutL imm4 por el mismo procedimien

to de propagaci6n en medio líquido. El lisado resultante 

se utiliz6 para obtener lis6genas por el mEtodo tambiEn de! 

crito, a diferencia de que el centro turbio de la placa líti 

ca se estri6 en cajas de L-Ap, ya que un fago portador del 

plásmido es capaz de conferir resistencia a ampicilina a 

las lis6genas. 

Inducci6n de fásmidos. 

Se tomaron colonias aisladas de las lis6genas Apr y se ere-

cieron en medio L hasta una D.O. 590 ~ .2. Se adicion6 

CaC1 2 al .01 M y Mitomicina C (Laboratorios Sigma) .00~ 

mg/ml. Esto se agit6 a 39°C hasta obtener lisis, añadiendo 

entonces unas gotas de cloroformo y centrifugando para eli-

minar los restos celulares. El lisado resultante se utili-

z6 para seleccionar los fagos que hubieran rescatado la mu-

taci6n. 
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Método de inactivaci6n de bacteri6fagos por tratamiento con 

agentes quelantes para estimar su contenido de DNA. 

El lisado obtenido de la inducci6n del fásmido se diluy6 

100 veces en una soluci6n de Citrato de Sodio 10- 2 M pH 

8.5 precalentada a 4SºC. Esta mezcla se incub6 a 4SºC en 

agitaci6n y se tomaron alícuotas a los O, 5, 30 y 60 Min. 

La reacci6n se detuvo diluyendo cada alícuota 10 veces en 

una soluci6n de tris HCl 10-l M pH 7.4 y MgS0
4 

10- 2 
M y 

se agitando inmediatamente. Los fagos sobrevivientes se 

titularon en la bacteria 5165 hfl- y los datos obtenidos 

se graficaron para observar la cinética de inactivaci6n 

(Parkinson y Huskey, J. Mol. Biol. (1971) 56: 369). 

Método para cuantificar integrasa. Ensayo de superinfecci6n. 

Se creci6 la bacteria lis6gena SA731 toda la noche en TB-D 

a 3~°C. Se inicio un nuevo cultivo tomando .OS ml que se 

pusieron en 2 ml de TB-D agitando a 32°C hasta una D.o. 590 

= l. Las mezclas de adsorci6n se prepararon poniendo en 

tubos eppendorf los fagos a probar a una moi de 10, MgS0 4 

a una concentraci6n final de 0.01 M y TB para llevar a vo-

16menes iguales en todas ·1as mezclas. Se afiadi6 0.1 ml de 
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la lis6gena y se permiti6 la ad~orci6n durante 3 min a 

temperatura ambiente y 15 min en hielo-agua. Se suspen

di6 la mezcla en 1 ml de TB frío y se centrifug6 por 5 min 

en la centrifuga eppendorf. Se decant6 el sobrenadante y 

se resuspendi6 la pastilla en 5 ml de TB-D frío. Se tomó 

una alícuota (0.1 ml) y, en hielo-agua, se hicieron dilu-
-3 -4 ciones 10 y 10 en SM y el resto se incubó a 39°C en 

matraces de 125 ml. A la dilución 10- 3 se añadió cloro-

formo para inactivar las télulas infectadas, y después, 

ambas diluciones se plaquearon por duplicado en la cepa 

suIII (A) en cajas de TQ. Las placas resultantes se con-

taron para determinar los centros infectivos reales: cen-

tros infectivos (10-~menos fago residual (10- 3 ). 

Padados 85 min de incubación se añadió cloroformo y se pre

pararon diluciones desde 10° hasta 10- 5 . Esta última se 

plaqueó en la cepa suIII ( )) en medio TQ para calcular el 

fago superinfectante replicado. Las diluciones lOO a 10- 3 

se plaquearon en la cepa suIII (i 4) en medio tet-C para 

ver profago ~8 escindido. Las cajas se incubaron a 40ºC 

cerca de 48 horas. Finalmente se calculó la tasa de eclo--

sión dividiendo el número de placas del gafo superinfectan-

te entre los centros infectivos reales. El número de pla

cas rojas o blancas obtenidas sobre la cepa suIII (i 4) por 
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cada centro infectivo, entre la tasa de eclosi6n nos dá 

el n6mero de profagos escindidos por recombinaci6n sitio 

específica y recombinaci6n no específica. Este primero es 

el índice de la producci6n de integrasa. 

Aislamiento de DNA de plásmido. 

Se utilizaron dos métodos para extraer DNA de plásmido; 

el primero es el descrito por Maniatis (1982) cuando la 

cantidad de DNA deseado excedía los 100 g, y el segundo, 

fué tomado de Advanced Bacteria! Genetics (Berman, 1982), 

cuando el DNA se requería en cantidades mínimas, como en 

el caso de checar un patr6n de restricci6n o retransformar 

el plásmido a otra bacteria. 

Aislamiento de DNA de plásmido a partir de 500 ml de cultivo 

Se inocularon 25 ml de LB con ampicilina en matraces de 

100 ml con .1 ml de cultivos frescos de las cepas portado

ras de los plásmidos pKG1800 y pKG1800 sib+ y se agitaron 

a 37ºC hasta una 00 600 = .6. Estos cultivos se inocularon 

en 500 ml de LB-Amp precalentado a 37°C y se agitó en un 

matraz de 2 lt por 15-20 hr. Las células se colectaron 

centrifugando en un rotor GSA a 8 krpm por 20 min a 4ºC. 
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Esta pastilla se resuspendi6 en 10 ml de soluci6n I (ver 

Medios y Soluciones) a la cual se añadi6 lisozima (S mg/ 

ml) y se transfiri6 en partes iguales a dos tubos corex 

de 30ml. A cada tubo se añadi6 10 ml de solución II y 

se mezcló por inversi6n del tubo, previamente tapado con 

parafilm repetidas veces, incubando entonces en hielo 

por 10 min. Se añadieron 7.5 ml de acetato de potasio 

S M y nuevamente se mezcló por inversión y se incubó 10 

minen hielo. Se centrifugó a 12 Krpm por 35 mina 4°C 

y el sobrenadante se transfiri6 a tubos corex de 30ml 

añadiendo a cada uno .6 volúmenes de isopropanol. Se 

mezcló bien y se dej6 a tempera·tura ambiente por 1 S min 

y aparte el DNA se recuperó centrifugando a 12,000 Krpm 

por 30 min a temperatura ambiente. Se descartó el sobre

nadante y se lavó la pastilla con etanol al 70% y despu€s 

se colocaron los tubos en posición invertida sobre papel 

absorbente para quitar lo más posible de etanol. La pas

tilla se secó brevemente en un desecador a vacío y se re

suspendió en 4 ml de TE. 

Para purificar el plásmido se emplearon 2 métodos, el de 

centrifugación por equilibrio con cloruro de cesio, y el 

de columna de sefarosa. 
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~ Método de aislamiento rápido de DNA de plásmido. 

En 5 ml de L-amp se crecieron cada una de las bacterias 

que contenían a los diferentes plásmidos. Estos cultivos 

se centrifugaron 4 Krpm por diez min. Se resuspendi6 la 

pastilla en 0.2 ml de una soluci6n de glucosa O.OS M, EDTA 

0.01 M, tris-HCl 0.025 M pH 8 y 5 mg de lizozima. Esta 

mezcla fue transferida a tubos eppendorf estériles e incu

bada en hielo por 5 min. Se añadieron 0.4 ml de una solu

ci6n de NaOH 0.2 N y SDS 1%, se mezcl6 bien y se incub6 

por otros cinco minutos en hielo. Se añadieron 0.5 ml de 

~ÜAc. 5 M, mezclando nuevamente e incubando nuevamente en 

hielo seco-etanol de 1 a 2 mins. Una vez permitida su des 

congelaci6n a temperatura ambiente se centrifug6 durante 

15 minen una centrífuga eppendorf. 

Se transfirieron 0.75 ml del sobrenadante a tubos eppendorf 

y se añadieron 0.45 ml de isopropanol, invirtiendo los tu

bos varias veces para mezclaf, Se dejaron los tubos 5 min 

en hielo seco-etanol y después se centrifugaron cinco minu

tos. Se desech6 el sobrenadante y la pastilla de DNA se la 

v6 con etanol i0%~ frío, centrifugando y permitiendo drenar 

el sobrenadante mediante la inversi6n de los tubos abiertos 

sobre papel toalla. La pastilla se sec6 a vacío por 5 min 
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resuspendiendo finalmente el DNA en 0.1 ml de una soluci6n 

de tt.is HCl 0.01 M pH 8 y EDTA 1 mM. 

Método de transformaci6n de bacterias. 

Se utilizaron las cepas SA1943 y SA1943 recA y los plásmi

dos pKG1800, pKG1800 sib+ y pKgl800 candidatos !i-. 

A) Obtenci6n de células competentes. 

Se creci6 toda la noche un cultivo inicial en S ml de 

L. Se inocu16 un cultivo de SO ml en medio L con 2 ml 

de cultivo inicial y se mantuvo en agitaci6n a 37ºC 

hasta una D.O. = 0.4 - 0.8, se enfriaron las células 

en hielo por 10 min y se colectaron por centrifugaci6n 

a 10 Krpm durante 10 min a 4ºC. Las células se resus

pendieron en 25 ml de MgCI 2 0.1 M frío. Se incub6 en 

hielo 30 min, centrifugando otra vez y resuspendiendo 

en 2.S ml de CaC1 2 0.1 M frío. 

Estas células se utilizaron de inmediato, o bien después 

de un máximo de incubaci6n de 24 hr en refrigeraci6n 

(con el fin de aumentar la competencia; Dagert, 1979). 
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Para conservar estas células competentes se afiadi6 gli

cerol al 10% y se congel6 en alícuotas de 0.2 ml en N2 

líqudo. Estas células se almacenaron por tiempo indefi 

nido sin observarse pérdida en su eficiencia de trans

formaci6n. 

B) Transformaci6n 

Se mezcl6 el DNA de los plásmidos (O.l g por reacci6n 

aprox.) con 0.2 ml de células competentes, incluyendo 

un control al cual no se agreg6 DNA y se incub6 a 30ºC 

por 30 min. Se transfiri6 entonces a 42ºC por dos min 

y se diluy6 1:10 en medio L precalentado, dejando en i~ 

cubaci6n a 37ºC por 90 min. Se prepararon diluciones 

10 y 10-l y se espatularon 0.1 ml en cajas del medio a

decuado incubando éstas a 42°C de 16 a 20 hrs. 

Obtenci6n de suspensiones concentradas de bacteri6fago: 

Se mezclan 200 ml de bacteria indicadora credida durante 

toda la noche con 0.05 ml del lisado primario del bacteri6-

fago. Corresponde aproximadamente a 5 x 10 8 fagos por 2.5 

x 10
10 bacterias. Se incuba 10-15 rnin a 32ºC. La mezcla 
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de adsorci6n se coloca en un litro de LB con 10 mM CaC1 2 en 

un matraz de 4-6 litros. Se agita vigorosamente a 39°C has 

ta que la lisis bacteriana sea evidente (5-8 horas). Des

puGs que ocurre la lisis se afiade NaCl a concentraci6n fi-

nal de 0.5 M y se agrega 1 ml de CHC1 3 . Se incuba por 10-

15 min más. Se centrifuga para eliminar los restos c~ 

lulares (4000 r.p.m. por 15 min en el rotor GSA). Al sobre 

nadante se le agrega 10% (peso/volúmen) de Polietilenglicol 

6000 (PEG). Se disuelve el PEG a temperatura ambiente y 

luego se coloca en hielo-agua por ·1 hr. Se colecta la pas

tilla de PEG por centrifugaci6n (6000 r.p.m. por 10 min a 

4ºC en el rotor GSA). Se resuspende la pastilla en 5 ml de 

regulador TM (SO mM tris-HCl pH 8.0, 10 mM MgS04). Se ex

trae agitando con un volúmen igual de CHC1 3 por un minuto a 

temperatura ambiente. Se toma la fase acuosa (superior) a 

la interfase se le agregan 2 ml de regulador TM y se vuelve 

a extraer. Finalmente se juntan las dos fases acuosas 

7 ml) y se titula una alícuota. Obtuvimos generalmente 

títulos de 2 x 10 11 fagos/rol a 2 x 1012 fagos/ml. Se mide 

exactamente el volúmen de la su~pensi6n de fago y se le a

grega 0.75 g/ml de cloruro de cesio, se agita suavemente 

hasta disolver y se transfiere a un tuvo de ultracentrífuga 

(usamos tubos para el rotor SO Ti). Se centrifuga a 4000 
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r.p.m. durante 20-24 horas (rotor 50 Ti). Posteriormente se 

visualiza la banda blanca de bacteri6fagos y se recolecta. 

Se remueve el cloruro de cesio de la preparaci6n de fago m~ 

<liante diálisis contra el siguiente regulador: 10 mM NaCl, 

50 mM tris-HCl (pH 8.0) 10 mM MgC1 2 (Silhavy y col., 1984). 

Recombinaci6n entre bacteri6fagos: 

Se crece el huésped seleccionado para la cruza en medio TB-D 

hasta que el cultivo llegue a 25 unidades Klett (filtro ro

jo) ~ D.0.590 = 0.4. Se mezclan en tubos Eppendorf 0.1 ml 

de este cultivo (2 x 10 7 bacterias) con 2 x 108 de cada uno 

de los bacteri6fagos progenitores de la cruz en presencia 

de Mgso 4 a una concentraci6n final de 10 mM. Se agrega me

dio TB a las mezcla para tener un volumen final constante 

y se permite adsorci6n por 20 min a temperatura ambiente. 

Se añade 1 ml de medio TB y se centrifuga durante 5 min 

(centrífuga Eppendorf). Se descarta el sobrenadante, se re 

suspende la pastilla y se lleva a 10 ml de medio TB-D en un 

matraz de 125 ml. Se agita por 80 min a 37ºC. Se agregan 

5 gotas de CHC1 3 y se deja a temperaiura ambiente por 10 min. 

De esta suspensi6n se hacen diluciones que se plaquean bajo 
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las condiciones requeridas. 

Inactivaci6n de bacteri6fagos con citrato de sodio. 

Se diluye la suspensi6n de fago (título 10 10) en una solu

ci6n 10 mM de citrato de sodio precalentada a 45°C. La mez 

cla se incuba a 45°C y se toman alícuotas a diferentes tiem 

pos (hasta 60 min). Las diferentes reacciones se detienen 

diluyendo las alícuotas 10 veces en una soluci6n 100 mM de 

tris-HCl (pH 7, 4), 10 mM Mgso4 , agitando inmediatamente. 

Se hacen diluciones y se titula en una cepa indicadora. Se 

relaciona la sobrevivencia en cada tiempo con el título 

del fago a tiempo cero. 

Extracci6n de DNA del bacteri6fago lambda. 

Se parte de una soluci6n concentrada y purificada de bacte 

ri6fago obtenida a partir de un litro de lisado. Se trans 

fiere la suspensi6n a un tubo Eppendorf, se calcula que oc~ 

pe la tercera parte del tubo. Se le agrega EDTA, proteína

sa K, y SDS a concentraciones finales de 20 mM, SO g/ml y 

0.5% respectivamente. Esta mezcla se incuba por 1 hr a 6SºC. 
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Se añade un volumen de fenol saturado, se mezcla por inver 

ci6n durante varios minutos y se separan las fases por ce~ 

trifugaci6n (2-3 minen la centrífuga Eppendor). Se trans 

fiere la fase acuosa a otro tuvo y se le agrega un volumen 

de fenol y uno de cloroformo. Se vuelve a extraer y se t~ 

ma la fase acuosa. Se extrae con un volumen de cloroformo 

Finalmente la fase acuosa se precipita a 0.3 M final de a

cetato de sodio con dos volúmenes de eranol absoluto. 

Enzimas y condiciones utilizadas en restricci6n. 

Las enzimas de restricci6n fueron adquiridas a New England 

Biolabs y a Bethesda Research Laboratories. Las digestio

nes con enzimas de restricci6n se fectuaron bajo las condi 

ciones sugeridas por los proveedores, usando generalmente 

S veces más de enzima de reacci6n. 

Electroforésis de DNA en geles. 

El equipo y los reactivos utilizados se adquirieron a Bio

Rad Laboratories y a Bethesda Research Laboratories. Emple~ 

mos principalmente geles y mini-geles de agarosa al 0.7-1% 
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y de poliacrilamida al S y 10% (Maniatis, 1982). Usamos 

preferencialmente el regulador de corrida Tris-acetato 

(TAE,E) (por litro SO x: 242 g tris-base, 57.1 ml ácido

acético glacial, 100 ml EDTA 0.5 M (pH B.O). El regula

dor de muestra empleado lleva: 0.25% de azul de bromofe

nol, 0.25% de xileno de cianol, 30% de glicerol en agua, 

0.1% SDS, 20 mM EDTA y 50 mM tris-HCl (pH B.O). Después 

de la corrida los geles se tiñieronenuna soluci6n al 5-0.S 

g/ml de bromuro de etidio durante 10-20 min, posterior-

mente se lavaron por 10 min en agua 

observarlos en transiluminador. 

destilada anted de 

Para eluir el DNA de geles de agarosa se sigui6 un método 

proporcionado por D. Court del NCI-FCRF. Se corta la ban

da de DNA bajo un transiluminador de luz ultravioleta de 

longitud de onda larga y se macera a un tubo Eppendorf. Se 

añade 0.1 ml de fenal y se congela el tubo en hielo seco

acetona por 15 min. Se toma la fase acuosa y se procede a 

extracci6n fen6lica y precipitaci6n con etanol. 
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Ensayo de galactocinasa. 

Para este ensayo se siguió el métode de McKenney et al.(1981), 

con algunas modificaciones. 

Las cepas bacterianas a ensayar se crecieron toda la noche 

en Luria-An, y se tomó una alícuota-de- para iniciar un 

cultivo en medio mínimo suplementado con casaminoácidos y 

fructosa (ver Material y Métodos) el cual se agitp a 4Z 0 c 

hasta alcanzar una D.0. 6s0= .4-.6. Para preparar el extracto 

celular se transfirió un ml de estos cultivos a tubos de 

ensayo y se les adicionó 40ul de buffer de lisis (EDTA 100 

mM,DTT lOOmM, 'fris pH 8 SO mM) y lS ul de tolueno, se agita

ron con vórtex y se pusieron en un baño a 37°c en agitación 

por 20 min. 

Se añadieron 20 ul de extracto celular a 80 ul de una mezcla 

de reacción que consistía de: 20 ul de solución 1 (DTT 5 mM, 

NaF 16 mM), SO ul de solución 2 (MgC1 2 8 mM, Tris-HCl pH7.9 

200 mM, ATP 3.2 mM~ y 10 ul de galactosa 14C(20 mM). Se uti

lizá galactosa D-(1- 14c) de Amersham a 49.4 mCi/mMol diluida 

a una actividad específica de 4.5 X 106 dpm/mMol. La marca 

se filtró ~tYavésr dos veces a través de filtrod DE81. 

Las reacciones se incubaron a 32°C por 10 min, al cabo de los 

cuales se tomaron alícuotas de 50 ul que se gotearon sobre 

filtros DE81, previamente marcados con lápiz, sobre los cua-
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les se gote6 etanol absoluto con el objeto de detener la reac

ci6n. 

Para el ensayo de pKG1800 el extracto celular se diluy6 5 ve-

ces en medio mínimo con buffer de lisis y se utilizaron 20 ul 

para la reacci6n, ya que este ensayo es lineal s6lo hasta la 

conversip6n del 25% de galactosa a galactosa fosfato. En el 

ensayo se incluy6 un blanco al cual se añadi6 únicamente me-

dio mínimo. Para obtener cuentas totales (C.T.), al final del 

ensayo se tomaron alícuotas de 25 ul de dos tubos al azar. 

Una vez secos los filtros con las muestras
1

se lavaron juntos 

(a exepci6n de los filtros de C.T.)con agua bidestilada, aña

diendo 200 ml y dejando 5 min, y cambiando el agua dos veces 

más ,mediante el mismo procedimiento. Los filtros se seca-

ron bajo lámparas de calor y se contaron en 5 ml de Omnifluor

tolueno ( 4 gr de Omnifluor/lt de tolueno). 

El cálculo de las unídedes de galactocinasa se hizo mediante 

la siguiente f6rmula: 

Unidades de 
Galactocinasa 

(cpm - blanco) X 5200 

promedio de X 
cuentas totales 
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RESULTADOS 

l. Selecci6n de mutantes t 1 - en el plásmido. 

Siendo el objetivo de este trabajo el aislamiento de mutag 

tes en el terminador t 1 del bacteri6fago A, se eligi6 el 

sistema del plásmido pKG1800 de McKenney y colaboradores 

(McKenney ~al, 1981), el cual permite cuantificar y co~ 

parar la fuerza de diferentes señales de terminaci6n por 

la síntesis de galactocinasa dirigida por el plásmido de~ 

tro de una bacteria. En este plásmido se tiene clonado 

un fragmento de lambda de unos 250 pares de bases que com 

prende la secuencia de !i y al cual se designa como 

pKG1800 sib+ (Montañez, C., 1982). Este plásmido en la 

cepa de E. coli SA1943 (galK am) no produce galactosinasa, 

por lo que en medio de agar Mac Conkey-galactosa se obse! 

van colonias blancas. El fenotipo de las colonias por el 

contrario, será rojo (en el caso del plásmido pKG1800) por 

recombinaci6n entre el plásmido y el cromosoma bacteriano 

en la cual se regenere el gene galK en este último y, lo 

que aquí nos interesa, por una alteraci6n en la señal de 

terminaci6n (Fig. l~l. 
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- Transducci6n de la mutaci6n recA bacteriana a la cepa 

SA1943. 

Con el objeto de eliminar las colonias rojas que pudieran 

surgir de las bacterias ~K+ producidas por la recombina 

ci6n entre el plásmido y el cromosoma bacteriano, se tran~ 

dujo a la cepa SA1943 un gene recA mutante. Se utiliz6 

para ello un lisado del fago Pl obtenido de la inducci6n 

de la cepa lis6gena N5130 recA :: Tn 10 (este transpos6n 

confiere resistencia a tetraciclin~ con el cual se infec

t6 a la cepa SA1943, espatulando después a cajas de Luria

tetraciclina. Las cajas se incubaron toda la noche a 42°C 

para evitar la selecci6n de lis6genos de Pl (éstas son sen 

sibles a ésta temperatura). Se obtuvieron 7 colonias, las 

cuales se estriaron nuevamente en cajas L-tet y se checa

para sensibilidad a clora~fenicol (Pl confiere ésta resi~ 

tencia) y a luz UV, y para la inhibici6n del crecimiento 

del fago ~ 11. Cinco colonias presentaron el fenoti

po deseado CrAitA 3). 

- Frecuencia de aparici6n de colonias rojas por recombina

ci6n entre el plásmido y la bacteria. 
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TABLA 3. Transducci6n de la mutación recA a la cepa 

SA1943 por transducci6n con el fago P1 C1r100 cmr. 

(a) Se checó el fenotipo recA de los siete candidatos 

tetr obtenidos de la transducción, por su respuesta a 

la infección con fagos bio 11 (la sustitución bio eli

mina los genes red y gam de lambda por lo que éstos no 

se desarrollan en cepas recA-), nutL (al no haber anti 

terminaci6n en !L no se expresan los genes red y gam) 

y silvestre (se utiliz6 un fago ~I+ como control positi 

vo de crecimiento). La cepa 191 (PZ) se usa como con

trol positivo para fagos red-, gam (fenotipo Spi). 

Los candidatos 2 y 7 se descartaron por presentar feno

tipo recA. (b) Se verificó la resistencia a tetracicli

na (tet) conferida por el Tn10 con el cual se contrans

dujo recA, la sensibilidad a cloranfenicol (cm) como 

prueba de la ausencia de P1 y finalmente la sensibilidad 

a la luz ultra violeta (U.V.) característica de las cepas 

deficientes en reparación recombiriacional. El signo + 

significa formación de placas en una diluci6n de 10- 6 con 

una preparación de al menos 1 X 109 ufm/ml, y el signo -

ausencia de placas en diluciones 10- 4 y 10- 6 con la misma 

preparación .r se refiere a un crecimiento saludable de 

las cepas, mientras que s quiere decir completa inhibición 

del crecimiento en los casos de tet y cm, pero disminución 

del crecimiento proporcional a la exposición a la luz U.V. 

según se describe en material y métodos. 
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SA 1943 

198 (recA) 

191 (PZ) 

SA1943 

C600 
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(b) 
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4 
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7 

SA1943 recA (1) 

SA1943 recA (2) 

TABLA 3. 

Crecimiento de Fagos 

bio11 

+ 

+ 

+ 

+ 

tet 

s 

r 
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r 
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~a cepa SA1943 se transform6 por el método de cloruro de 

calcio con los plásmidos pKG1800 y pKG1800 sib+ selecci~ 

nando las transformantes sobre luria-Ap. 

Con el prop6sito de ver con que frecuencia aparecían co
+ 

lonias rojas en la cepa SA1943 lecA (pKG1800 sib ) resul 

tantes de la recombinaci6n entre el plásmido y el cromo-

soma bacteriano, se prepararon diluciones de un cultivo 

fresco de las cepas SA1943 y SA1943 recA, ambas portado

ras del plásmido, y se espatularon sobre cajas de medio 

Mac-gal-Ap. Las cajas se incubaron a 42°C por 18 hr y 

se contaron las colonias rojas, cuyo número, dividido 

entre el número de colonias totales nos da la frecuencia 

de recombinaci6n que aparece en la tabla 4, 

Fenotipo de las cepas SA1943 y SA1943 recA portadoras 

de los plásmidos sib+, sib 1, sih 2, y sib 3. 

En la Tabla 5 se muestra el fenotipo de las cepas SA1943 

y SA1943 recA con los plásmidos pKG1800 sib+, sib 1, sib 2, 

y sib 3, obtenido a las 18 hr de incubaci6n de las cajas 

Mac-gal-Ap en las cuales fueron estriadas. La cepa SA1943 

recA incubada a 42°C con todos los plásmidos present6 col~ 

nias blancas, por lo que se eligieron estas condiciones p~ 

ra la selecci6n de mutantes. 
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TABLA 4. Frecuencia de aparici6n de revertantes ~ K+ 

en las cepas SA1943 y SA1943 recA portadoras del plásmido 

pKGl 800 sib "'." 
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CEPA 

SA 1943 (pKG1800 sib+) 

SA1943 recA (pKG1800 sib+) 

TABLA 4 
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TABLA 5, Fenotipo de los plásrnidos pKG1800 sib+, sibZ y 

sib3 en las cepas SA1943 y SA1943 recA a diferentes tem

peraturas. 

so 



SA 1943 

PLASMIDO 30 37 42 

SIB+ ROJO BLANCO BLANCO 

SIB 2 ROJO ROJO ROSA 

SIB 3 ROJO ROSA ROSA 

TABLA 5 
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SA1943 recA 
30 37 42 

ROJO BLANCO BLANCO 

ROJO ROSA BLANCO 

ROJO BLANCO BLANCO 



MUTAGENESIS CON ETIL METANO SULFONATO (EMS). 

El EMS es un agente alquilante que causa mutaciones pun

tuales en el DNA. La mutagénesis de la cepa SA1943 (pKG1800 

sib+) se llev6 a cabo en medio mínimo glucosa con el obje

to de que cada colonia que más tarde se obtuviera pudiera 

tomarse como el resultado de un evento mutacional indepen

diente, puesto que en estas condiciones no hay división 

bacteriana. Se hizo el tratamiento, a las concentraciones 

O, 0.1, 0.2, y 0.3 M de EMS y tiempos O, 30, 60, 90, y 120 

min. El resultado se muestra en la figura 6, en la cual 

se graficó la frecuencia de sobrevivencia contra el tiempo 

para cada concentraci6n de EMS. 

La frecuencia de mutación, tomada como el número de colo

nias cuyo fenotipo iba desde el color rosa hasta el rojo, 

entre el número de colonias total, se muestra en la Figura S. 

Se seleccionaron en total 46 colonias con los fenotipos 

mencionados y se estriaron nuevamente en MacKonkey-gal con 

el objeto de permitir la segregación de este plásmido multi 

copia. 

SELECCION DE MUTANTES EN EL PLASMIDO. 

Para seleccionar las mutaciones que hubieran ocurrido en 

el plásmido de aquellas sufridas por la cepa, se procedió 

a aislar el DNA de plásmido de cada una de las 46 colonias 

obtenidas de la mutagénesis, incluyéndose un control posi-
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FIGURA S. Frecuencia de aparición de mutantes en la 

+ cepa SA1943 recA (pKG1800 sib ) tratada con E.M.S. 

La cepa SA1943 recA portadora del plásmido pKG1800 

sib+ se trató con E.M.S. por tiempos de 30, 60, 90 y 

120 min y utilizando diferentes concentraciones del 

mutágeno, como se explica en Material y Métodos. 

Las concentraciones de E.M.S. empleadas fueron .lM 

(x), .2 M (•) y .3 M (o). La frecuencia de mutaci6n 

se graficó en escala logarítmica, y se consideraron 

mutantes todas las colonias cuyo fenotipom en Macgal 

iba desde el rosa hasta el rojo a las 24 horas de in

cubación a 42°C. 
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FIGURA 6, Frecuencia de sobrevivencia de la cepa SA1943 

recA (pKG1800 sib+) tratada con E.M.S. 

La cepa SA1943 recA (pKG1800 sib+) se trató con diferen

tes concentraciones de E.M.S. y por tiempos de 30, 60, 

90 y 120 min como se describi6 en Material y Métodos. 

Se grafic6 la frecuencia de sobrevivencia, para cada co~ 

centraci6n de mutágeno empleada, contra el tiempo. Los 

símbolos son (x) .1 M, (•) .2 M, y (o) ,3 M de E.M.S. 
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tivo. El siguiente paso fue la transformaci6n de bacterias 

competentes nuevamente SA1943 recA-- las cuales se espatu

laron en cajas de medio MacKonkey-gal-amp. Un 30% de los 

candidatos transformados presentaron el fenotipo deseado. 

El resto de los candidatos se descartaron y con estos 14 

se continu6 a la segunda parte del trabajo. (Tabla 6). 

2.- TRANSFERENCIA DE LA MUTACION DEL PLASMIDO AL FAGO. 

El transferir la mutaci6n del plásmido al fago tenía va

rios objetivos, el primero de ellos era que al rescatar la 

mutaci6n mediante un proceso de recombinaci6n por homologia, 

si la mutaci6n· en el plásmido estaba fuera del terminador o 

bien se trataba de una deleci6n, no podría transferirse y 

quedaría descartada; por otra parte, el tener la mutaci6n 

en el fago permitía ver su efecto in situ y más tarde ensa 

yarse el efecto de dicha mutaci6n sobre el proceso de retro 

regulaci6n. 

TRANSFORMACION DE LOS PLASMIDOS CANDIDATOS !¡ A LA CEPA 
SA1943. 

Como se pretendía efectuar el rescate de las mutaciones 

mediante una recombinaci6n por homología mediada por el sis-

tema recA bacteriano, se aisl6 el DNA de plásmido de los can 

didatos !¡ y se transform6 a la cepa SA1943. Una vez obte

nidas las colonias transformantes ,segGn se describe en Mate 

rial y Métodos, se procedió al rescate. 
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ENSAYO PAR.A DI:STINGUIR ENTRE FAGOS!.¡+ y FAGOS !.r 

Se utilizaron los fagos 464 nutL i 4 y 465 nutL i 4 , los 

cuales llevan una fusi6n trpAlacZ que remueve el promotor de 

lac (Reznikoff et al, 1974) y que fuera fusionado al sitio 

HindIII en lambda (Gottesman et al, 1980) de modo tal que 

queda lac a la izquierda del terminador !.r y bajo el con

trol de promotores de lambda, como se muestra en la figura S. 

En el caso de 464 se tiene un terminador silvestre, mien-

tras que 465 representa una deleci6n que elimina del todo a 

!¡· ~ L representa una mutaci6n del sitio de utilizaci6n 

de la proteína N de lambda (ver introducci6n), con lo cual 

no se lleva a cabo la antiterminaci6n del transcrito comen 

zado en P1 ; de este modo es posible observar la transcrip

ci6n que iniciada en P1 se detendrá el !r en el caso del 

fago 464, pero que transcribirá dentro de lac en el caso 

del fago 465, en un medio indicador adecuado. El medio 

indicador X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-~-D-galact6sido) 

el cual es un compuesto incoloro muy sensible a la presencia 

de la~-galactocidsa y que al ser hídrolizado forma un color 
!.>... 

azul. 

Se plaquearon los fagos 464 y 465 en medio T0-X-GAL en la 

cepa S165 lac Hfl (los fagos nutL son turbios en una cepa 

Hfl-) en donde el primero presentaba placas blancas y el se-

gundo placas azules. 
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FIGURA 7 . Sistema de transferencia de la mutación del 

plásmido a lambda. 

La 6nica región de homología entre los plásmidos pKG1800 

t 1 y el fago A464 es la región del terminador, por lo 

que al infectar la cepa SA1943 (pKG1800 ~1 ), con el fa

go, con cierta frecuencia recombinarán plásmido y fago, 

dando lugar a la formaci6n de fásmidos; como el plásmi

do contiene el gene de Ampicilina, esta resistencia se 

utiliza como marcador para aislar cepas que lleven al 

fásmido. Al resolverse la estructura del fásmido y dar 

lugar a fagos, se obtendrán dos poblaciones, una que 11~ 

ve un terminador silvestre, y otra que haya rescatado la 

mutación del plásmido. 
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FIGURA 8 • Ensayo para distinguir fagos .!¡ + y !.¡ . 

Los fagos 464 (lactrpW205 nutL imm 434) y 465 (lactr~ 

W205 V 53 nutL imm 434) se plaquean en la cepa Sl 65 Hfl 

lac sobre medio T0-X-G. En estas condiciones A465 pre

senta placas azules mientras que las placas de ~464 per

manecen blancas. 
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OBTENCION DE FASMIDOS. 

Para pasar la mutaci6n del plásmido al fago el primer paso 

es la formación de recombinantes entre ~stos, a los cuales 

se les llama fásmidos. La recombinaci6n se dá por la homol~ 

gia entre los terminadores, y lo esperado era que al "resol

verse" esta estructura pudiera rescatarse un fago con el ter 

minador mutado del plásmido (ver figura7 ). 

Se procedió a infectar con los fagos 464 nutL i 4 y 465 nutL 

i 4 (este último como control negativo) a las cepas SA1943 

(pKG1800 sib+), SA1943 (candidatos!¡-) y SA1943 (pKG1800) 

como control negativo) y a obtener un lisado tal como se des 

cribe en Material y Métodos, y ~ste se goteó sobre la cepa 

S165 Hfl para el siguiente dia proceder a estriar el centro 

turbio a cajas de L-amp, ya que es.de esperar que aquellos 

fásmidos presentes en el lisado y ahora en la bacteria, con-

fieran resistencia a ampicilina, Los controles funcionaron 

correctamente, y en todos los casos de los candidatos pudie

ron obtenerse colonias ampr{TABLA 6). 

INDUCCION DE LOS FASMIDOS CON MITOMICINA. 

Las colonias ampr se indujeron con mitomicina según se de! 

cribe en Material y Métodos para obtener los recombinantes 

fágicos deseados; este lisado contendria tanto fago silvestre 

como aquel que rescató la mutación, asi como fásmidos que no 

hubieran sido inducidos. 
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Se plaqueó este lisado sobre la cepa S165 Hfl y se esp~ 

raba que en el caso del control 464 que hubiera recombina

do con el plásmido pKG1860 sib+ se encontraran únicamente 

placas blancas, y placas azules para el caso de los recom

binantes con los plásmidos que llevaran la mutaci6n. El 

resultado, sin embargo, present6 de un 30 a un 50% de pla

cas claras azules incluyendo al control positivo. Este re 

sultado podría explicarse si dichas placas claras azules 

representaran la poblaci6n de fásmido. 

INACTIVACION DEL FASMIDO CON CITRATO DE SODIO. 

Lambda es capaz de encapsidar moléculas de DNA si éstas 

no sobrepasan un tamaño de SO Kpb; el DNA está fuertemente 

comnactado y puede desactivarse fácilmente con agentes qu~ 

lantes (Parkinson and Huskey, 1971). Así, es posible ele-

gir mediante condiciones controladas de agentes quelantes 

un cierto tamaño de moléculas de DNA. Si las placas cla-

ras azules representaban fásmidos, estos deben tener un ta-

maño mayor que el del fago 464 nutL i 4 (el plásmido pKG1800 

sib+ es de 5 Kpb) y debía ser posible eliminarlos con Citra 

to de Sodio. 

Se trataron los lisados, que contenían los fásmidos así 

como fagos silvestres y recombinantes, según está en Mate-

rial y Métodos, incluyendo como control un fago ~1 857 
(4.9 Kpb). En la figura9se muestra la gráfica que repre-

senta el número de fagos sobrevivientes como porciento, con 



FIGURA 9 . Frecuencia de sobrevivencia de fagos y fás

midos a tratamiento con citrato de sodio. 

Los fagos cI857, ~464 (lactrpW20S) nutL imm434 y los 

lisados obtenidos de la inducción de fásmidos, se tra

taron con citrato de sodio 10 mM pH 8.5 por tiempos de 

S, 30, y 60 min como se indica en Material y Métodos. 

Los fagos se plaquearon en la cepa S165 lac-hfl para 

obtener la frecuencia de inactivaci6n. 
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tra el tiempo de tratamiento. Como era de esperar el fago 

i\..C.I 857 quedó inactivado a los cinco minutos de tratamien

to; el control del fago 464 nutL i 4 presenta poca inactiv~ 

ción (los fagos i 4 son más pequeños, y además la fusión de 

lac involucra también una deleción), y los lisados conte

niendo al fásmido presentan una inactivación importante 

los primeros cinco minutos, pero las pendientes se igualan 

después a aquella del control 464 nutL i 4 . Para el conteo 

de placas sobrevivientes al citrato de sodio se utilizó la 

cepa 5165 Hfl- y el medio T0 - X-GAL, por lo que pudo ob

servarse que a los cinco minutos de tratamiento el control 

464 nutL i 4 presentaba plscas blancas, y lo más importante, 

el lisado control que llevaba olásmido y fago silvestre no 

presentaba ya placas claras azules, sino que se mostraba c~ 

mo el control. En el caso de los lisados recombinantes de 

los plásmidos presuntos !r también se eliminó casi total

mente el número de placas azule;.(TABLA 6). 

SELECCION DE FAGOS 464 !r nutL i4. 

Se utilizaron los lisados de inducción de las colonias 

ampr que fueron tratados con citrato de sodio por 5 mins. 

para la selección de los candidatos!¡-· Estos se plaquea

ron en la cepa 5165 Hfl en cajas T0 -X-GAL. Como ya se 

mencionó, el lisado control silvestre no nresentaba placas 

azules, nero en cambio en seis de los lisados deseados pu

dieron aislarse placas a:ules turbias. En los otros S li

sados no pudieron detectarse placas turhias a:ules.[TABLA 6). 



TABLA6. Selecci6n de fagos candidatos ! 1 - . 

En esta tabla se resumen los pasos seguidos y los resulta 

dos obtenidos desde la selecci6n de los 14 plásmidos has

ta finalizar con 5 -agos con fenotipo ! 1-. (a) fenotipo 

de los plásmidos seleccionados co~o !i en la cepa SA1943 

recA, sobre Mac-C a las 18 hr de incubaci6n a 42°C; (b) + 

significa que se obtuvieron colonias Apr a partir del li

sado resultante de infect ar con A 464 las cepas SA1943 

con los diferentes plásmidos. - indica ausencia de creci 

miento; (c) los lisados presentaron nlacas azules después 

del tratamiento con citrato se muestran con un signo + y 

con signo - aquellos en los que no se encontraton placas 

azules; (d) se verificaron los marcadores lacZ, ~L e 

imm434 de los fagos elegidos candidatos !l-. + significa 

que no se obs ervaron cambios en los marcadores. Se encon

tr6 que uno de los fagos era nutL+ y este se indica con 

un s igno -
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Las placas azules aisladas se resuspendieron en medio SM 

con el fin de plaquearlas nuevamente y purificarlas antes 

de proceder a hacer un stock con esos fagos. 

Al checar los marcadores de los fagos aislados, se encon 

tr6 que uno de ellos no era nutL (un fago nutL es red fe

notípicamente, y por tanto no crece en cepas recA-) y eso 

explicaba que fuera azul, por lo cual fue descartado. 

CONSTRUCCION DE LOS FAGOS lac i 4 EII 41 POR RECOMBINACION. 

Los fagos 464 i 4 EII 41 , 465 i 4 EII 41 y los cinco candida

tos lac !r i 4 E_II 41 utilizados en el experimento de super

infección que a continuación se describe, se construyeron 

por recombinación entre los fagos 464-, 465-, !¡- ~L i 4 y 

el fago~ 8 i 4 EII 41 (Figura 10), en la cep~ S601 a una 

multiplicidad de infección de 10. Los fagos recombinantes 
+ - -se seleccionaron sobre la cepa 198 (SU ; ~ , recA ) como 

placas blancas turbias en medio Tet-GAL. Estos fagos se 

purificaron y se probaron para la formaci6n de placas claras 

azules en la cepa 5165 así como ausencia de crecimiento ~n 

la cepa SUIII (i 4). 

ENSAYO DE SUPERINFECCION CON LOS FAGOS lac !¡ i 4 E_II 41 . 

Se llevó u cabo el ensayo de superinfecci6n con los fagos 

lac !r i 4 E_II 41 con el objeto de observar de un modo indi

recto si la selección de placas azules en el rescate de la 
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FIGURA 10. Construcci6n de los bacteri6fagos lactrr WZOS 

.rgQ_114 ,&.Ilarn41. La recombinaciones se realizaron en la 

cepa S601 recA SUº a 34°. Se seleccionaron los bacteri6-

fagos recornbinantes lactrpWZOS redl 14 cllarn41 corno aque

llos aue forman placas blancas en la cepa 198 recA su 

gal- en medio indicador Tet-gal. Su fenotipo fue verifi

cado (Ver Tabla Inferior): placas claras azules en Sl 65 

su+ lac- sobre medio X-G (lac), ausencia de crecimiento 

en la cepa ~uIII Ci434), formaci6n de placas turbias en 

la cepa 198 recA su (es ~Ilam41). T y C se refieren a si 

las placas son turbias o claras, respectivamente. - sig 

nifica ausencia de crecimiento, y + crecimiento normal; 

a, b y r se refiere al color azul, blanco y rojo de las 

placas en los diferentes medios. 
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mutaci6n del plásmido reportaba resultados reales y no era 

algo artefactual, bajo la suposici6n de que un cambio en 

el terminador podria modificar así mismo al retroregulador-

nada podía concluirse, pero de ser positivo el resultado, 

estaría indicando que el sistema de rescate había funciona-

do, y tendríamos datos cuantitativos sobre el efecto de di

chas mutaciones sobre el proceso de retroregulaci6n. 

El experimento de superinfecci6n fue descrito por Guarne-

ros y Galindo (1979) y el protocolo se explica en Material 

y Métodos. Se utilizó la cepa SA731 (int 2 red 114 ~r 857 
~rr 41 gal 8) la cual lleva un profago flanqueado por los si 

tíos P.P' y B.B' (específicos para recombinaci6n integrati

va), que se escinde exclusivamente por acción de la integr~ 

sa de lambda, y que puede seguirse por que forma placas ro-

jas en una cepa gal en medio Tet-GAL. 

Los resultados de este ensayo se encuentran en la Tabla ? . 

Los resultados indican que el control 465 ~11 41 i es más 
-4 

eficiente en promover recombinación integrativa que el fago 

464 ~II41 i..t por dos órdenes de magnitud. Un resultado si-

mi lar se obtiene con el fago lac !_18 ~II41 i4, mientras que 

para los fagos !.19 y !.r 10 los resultados obtenidos son los. 

de un fago silvestre como 464. Por otra parte, los fagos 

!¡ 3 y !r 4 presentan valores intermedios. 
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TABLA 7. Cuantificación de integrasa en los fagos candida

tos !r por el ensayo de superinfección. 

El ensayo de superinfección se utiliza para cuantificar la 

integrasa (Guarneros y Galindo, 1980). Se utilizó la cepa 

SA731 (int 2 red 114 <::_I 857 <::_II 41 ,g_~8), la cual lleva un profago 

flanqueado por los sitios P.P' y B.B', específicos para re

combinación integrativa. Este profago es int por lo que 

puede escindirse únicamente si otro fago lo complementa pa

ra la función de la integrasa. El fago escindido se cuanti 

fica fácilmente por la formación de placas rojas en cajas 

tet-gal, pues lleva el marcador ~8. Los fagos utilizados 

son cII (son fenotípicamente g 1 -), y en estas condiciones 

sólo se observa la transcripción de gL. 
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BACTERIOFAGO 

PROBADO 

BACTERIOFAGO ESCINDIDO POR RECOMBINACION 

INTEGRATIVA NO ESPECIFICA 

lactrEW205 imm434 cII41 2.0 X 10- 4 2,0 X 1 o -1 

lactrEW205 53 imm434 cll41 2. 1 X 10- 2 4.3 X 1 0- 1 

lactrEW205 !r3 imm434 cll41 3.0 X 10- 3 3. 1 X 1 o -1 

lactrEW205 !r4 imm434 cll 41 2.8 X 10- 3 1. 9 X 10- 1 

lactrEW205 !.I 8 imm434 cll41 3.5 X 10- 2 6.6 X 1o- 1 

lactrEW205 !I10 imm434 e II 41 9.3 X 10- 5 2.4 X 1 o -1 

lactq~W205 !r9 imm434 cII41 2. 1 X 1 o- 4 1 . 8 X 1 o -1 

TABLA 7 
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- Crecimiento de los fagos !r en la cena C600 ran 

Se nrenararon diluciones 10- 2 , 10- 4 , v 10- 6 de los fagos 

a probar, y se nlaouearon nor gota en las cepas C600 y C600 

~ , como se explica en Material y Métodos, sobre cajas -

con medio T0 que se incubaron a 42° toda la noche. El ere-

cimiento de los fagos se indica mediante un signo + para la 
2 - 4 formación de placas en la dilución 10- , ++ para 10 , y +++ 

para 10- 6 .(TABLA 8). - denota ausencia de crecimiento. LOs 

fagos ~8 in~C imm21 y W205 red114 imm434 se usaron como 

controles negativos de crecimiento, y los fagos ~8 barI 

intC imm434 v 111205 bar! red114 imm21 como cont:-oles nositi-

vo~. harl es una mutante de lambda canaz de crecer en la ce. 

na ran - , en la cual los fagos silvestres son excluidos. 

Se encontró rue el fago W205 !_13 nutL es totalmente ex

cluido, lo cual no ocurre con los otros fagos. Se vió tam-

bién aue el fago !r8 ~1141 crecia menos que los otros fagos 

isogénicos. Este resultado sugiere una alteración en la ex

presión para estos fagos. 

- Patrón de restricción con HinDIII y BamH1 de los fagos lac 

.!!.E_\'1205 !r c II41. 

Se extraía el DNA de los fagos nartiendo de un stock con-

centrado, tcomo se exnlica en ~faterial y Métodes. Este DNA 

se trató con HinDIII v BarnH1 v se corrió en un gel de agaro-

sa al 1% nor 2 hr a 1no v. En la figura 11 se muestra una 

fotografía de este gel, iunto con un esauema aue indica los 
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TABLA 8. Crecimiento de los fagos candidatos !r en la ce

pa C600 ~.E-. 

Se plaquearon por gota diluciones de los fagos candidatos 

!r en las cepas 0600 y 0600 rap-. + significa crecimiento 
-2 -4 de los fagos: una cruz para la diluci6n 10 , dos para 10 , 

y tres para 10-~; - significa ausencia de placas, y N.P. no 

probado. 
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TABLA 8 . Comportamiento de los fagos candidatos !r en 

la cepa C600 ~-. 

C600 C600 ~ 

~8 intC imm21 +++ + 

~8 barI intC imm21 +++ +++ 

W205 nutL imm434 +++ +++ 

W205 1753 nutL imm434 +++ +++ 

W20S !13 nutL imm434 +++ 

W205 114 nutL imm434 +++ +++ 

W20S !.18 nutL imm434 +++ +++ 

W20S !19 nutL imm434 +++ +++ 

W205 !_11 O nutL imm434 +++ +++ 

W205 imm434 cll41 +++ +++ 

W205 \753 imm434 cll41 +++ +++ 

W205 !. l 3 imm434 clI41 NP NP 

wzos !14 imm434 c 1!41 +++ +++ 

W205 !. l 8 imm434 cII41 +++ + 

W205 !.rg imm434 cll41 +++ +++ 

wzos !. I 1 O imm434 cII41 +++ +++ 

wzos redl 14 imm434 +++ ++ 

11'205 barl red114 iMM434 +++ +++ 
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FIGURA 11. Patr6n de restricci6n del DNA de los fagos 

lactrpW205 !r imm 434 cII41 con HinDIII y BamH1. 

Esquema del mapa de los fagos lactrpW205 imm434. Las 

flechas indican el sitio de corte de las enzimas. Los nú 

meros que se encuentran en la parte superior del mapa se 

refieren al tamaño de cada fragmento (en pares de bases) 

que se obtiene del corte con HinDIII, y los de la parte 

inferior los de una restricción doble con HinDIII y BamH1. 

El DNA de los fagos lactrpW205 imm434 restringidos con 

HinDIII y BamH1 se corrieron en un gel de agarosa al 1% 

por 2 hr a 100 v; 3, 4, 8, y 9 se refieron a los diferen

tes cadldatos !¡-,'A es una DNA comercial que se restrin

gi6 como control, y M es~ HinDIII comercial usado como 

marcador de peso molecular. 
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sitios de corte de HinDIII v BamH1 nara los fagos con sus

titución lactrpW205 y de inmunidad 434. 

Se utilizó también un DNA comercial de lambda que fué i

gualmente restringido y cuyo patrón se muestra en el penúl

timo carril (~); se incluyó un DNA de~ cortado con HinDIII 

comercial, como marcador de peso molecular (M): el tamaño 

de cada fragmento en pares de bases se indica a la derecha 

de la fotografía. 

Para el DNA del fago !
1

8 se encontró que el natrón de res 

tricci6n no corresnondía al esperado, ya aue anarece una banda 

de mas, aue en la fotografía se señala con una flecha. Nin

gún cambio se encontró en el DNA de los otros fagos. 

-.Patrón de restricción con HinDIII v EcoRV de los plásmidos 

candidatos !r-. 

El DNA de los plásmidos pKG1800, pKG1800 sib•, y pKG1800 

!r , se trató con las enzimas de restricción HinDIII y EcoRV 

y se corrió een un minigel de acrilamida al 5% a 250 v por 

35 min. Como marcadores de peso molecular se utilizaron DNA 

de lambda comercial cortado con HinDIII y EcoRl , y de 0X174 

cortado con HaeIII. El nlásmido pKG1800 cortado con HinDIII 

y EcoRV dá un fragmento de 168 pb , y otro de 4. 1Kpb. De to 

dos los otros nlasmidos se esneraba un fragmento de 413 pb 

corresnondiente al fragmento conteniendo al terminador !I. 
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FIGURA 12. Patr6n de restricci6n con HinDIII y EcoRV de 

los plásmidos pKG1800 sib+ con fenotipo !r-. En el esque

ma del plásmido se señalan los sitios de corte de las enzi-

mas empleadas; los plásmidos restringidos se corrieron en 

un ninigel de acrilamida al 5% a 250 y por 35 min. Los ca-

rriles, de izquierda a derecha, son: (~) cortado con Hin 

DIII y EcoR1. (estandar comercial de Boeringer M.); 

Los siguientes fueron todos cortados con HinDIII y EcoRV: 

(+) pKG1800 sib+ (v) vector pKG1800, (3) µKG1800 ! 1
3 , (4) 

pKG1800 !.¡ 4, (8) pKG1800 !¡8, (9) pKG1800 ! 19, (10); (0X) 

0X174 cortado con HinCII (Biolabs). 
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El rango efectivo de separaci6n de un gel de acrilamida 

al 5% es de 80 a 500 pb (Maniatis, 1982), por lo cual, al 

menos dentro de este rango, se pued~ tener la seguridad de 

que estos plásmidos no tienen alteraciones importantes en 

su DNA (FIGURA 12). 

- Ensayo de galactocinasa de los plásmidos candidatos !l . 

La tabla 9 nresenta los resultados obtenidos para el en

savo de galactocinasa de los nlásmidos nKG1800, pKG1800 sib+ 

y nKG1800 !l en la cena SA1943, crecida a 42° en medio ml

nimo, y cuyo extracto se utiliz6 para medir la actividad de 
14 la galactocinasa.nor la conversi6n de galactosa C a ga-

lactosa(14c)-fosfato, la cual se une especlficamente a fil

tros DE81 (intercambio ani6nico). Los detalles de este expe-

rimento se .encuentran en Material y Métodos. 
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TABLA9. Unidades de galactocinasa de los pl6smidos candi

datos !r en la cepa SA1943 recA. 

La reacci6n para el ensayo de la galactocinasa se efectuó 

a 32°C por 10 min segdn se describe en Material y Mfitodos. 

Una unidad de ~K se expresa como nanomoles de galactosa 

fosforilada por minuto por ml de células a una D.0.650 de 

1. o. 

Todos los pl6smidos se ensayaron en la cepa SA1943 recA. 
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UNIDADES 
PLASMIDO DE ~K 

pKG1800 433 

pKG1800 sib+ 3.5 

pKG1800 !_¡3 19.4 

pKG1800 !14 17. 1 

pKG1800 !rª 13.9 

pKG1800 !r9 1 2. 7 

pKG1800 !_¡10 19. 18 

TABLA 9 



DISCUSION Y CONCLUSIONES 

El terminador !r de lambda bloquea el transcrito que, in.!_ 

ciado en Er• da lugar a la síntesis de la integrasa (Schmei

ssner et al., 1984). Esta proteína cataliza la integración 

del fago al cromosoma bacteriano durante la lisogenia. !r 

se localiza en la región~. unos 190 pb a la izquierda de 

att, en el mismo sitio que otro elemento, sib, que tiene que 

ver también con la transcripción de int. sib (s.!_tio .!_nhibidor 

de .!_nt) es una estructura con una función sui generis: regula 

la expresión del gene int, cuando éste ya ha sido transcrito 

por la polimerasa que inició la transcripción en EL' es decir,. 

lo "retroregula" (Figura 4). 

La ubicación de Sib estl bien ~elimitada, tanto por dele

ciones (Court, 1983) como por mutaciones puntuales (Montañez, 

1982). Analizando su secuencia de bases (Figura 1) podemos 

distinguir dos segmentos palindrómicos que podrían, en el RNA, 

aparearse y formar una estructura secundaria de doble orqui

lla. Pues bien, la orquilla superior, que se ve es seguida 

por seis uridinas hacia el extremo 3', corresponde al termina 

dor .!_1 , el cual pertenece al tipo de los terminadores simples 

(Platt, 1983). 

En otros terminadores simples se ha observado que mutacio

nes puntuales en la región palindr6mica generalmente afectan 
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la terminaci6n, mientras que las que fortalecen la potencial 

orquilla en el RNA la incrementan (Rosenberg y Court, 1979; 

Zurawsky y Yanofsky, 1980). Mutaciones que reducen el número 

de uridinas debilitan también la terminaci6n (Bertrand et al., 

19 77 ); Zurawsky y Yanofsky, 1980). Las mutaciones sib 1, sib 

2, y hef 13 (Figura 1) se localizan dentro del tallo de la or

quilla (Montañez, 1982) de!¡• lo cual no obsta para que el 

terminador sea, hasta donde pudo detectarse, tan eficiente co-

mo el silvestre (Bueno, 1985). 

De estas observaciones surge el interés por determinar cuales 

son los elementos que determinan la funcionalidad de!¡• y si 

tiene alguna particularidad con respecto a otros terminadores 

por su condición bifuncional (como terminador y parte del re-

troregulador). 

Para abordar este problema se recurri6 al cl~sico procedí-

miento genético: el aislamiento de mutantes . 

El plásmido pKG1800, en el cual está inserto el terminador !¡ 

se desarrolló especialmente para examinar in vivo la eficien-

c ia de una señal de terminaci6n clonada en él (McKenney et al., 

1981). Este vector utiliza dos componentes del oper6n de gala~ 

tosa, el promotor (E.gal) y el gene estructural de la galactoci

nasa (~K). Cuando un fragmento de DNA que lleva una señal de 

terminaci6n, se inserta en el plásmido pKG1800, entre E.gal y 

~K, el nivel de galactocinasa disminuye, y esta reducción de 

~K refleja la efic iencia de terminación de l a transcripción. 

(Figura~~). 
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FIGURA Plásmido pKG1800. 

El plásmido pKG1800 fue construido por McKenney y cola

boradores (McKenney et al., 1981) como un sistema de es 

tudio de terminadores de la transcripci6n. Este plásmi 

do lleva el promotor de galactosa y el gene galK de E. 

coli, y dentro de una bacteria .!@.!K , Este plásmido mul 

ticopia se transcribe, expresándose la galactosidasa y 

resultando un fenotipo gal+ que puede observarse fácil

mente por la formaci6n de colonias rojas en medio Maco~ 

key-gal. Este plásmido lleva además el gene bla que cog 

fiere resistencia a ampicilina (Ap). Al insertarse un 

terminador de la transcripci6n entre Egal y ~K, se in

terrumpe la transcripci6n de éste último, y el fenotipo 

de las colonias será blanco en maconkey-gal. En este 

plásmido se clon6 el terminador !¡ de lambda (Montañez, 

1982). Este plásmido se utiliz6 como sistema para el 

aislamiento de mutantes !r - . 
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CEPA FENOTIPO DE L~S COLONIAS 
EN MAC-C A 42 C 

SA1943 BLANCAS 

SA1943 (pKG1800) ROJAS 

SA1943 (pKG1800 .!_I) BLANCAS 

SA1943 (pKG1800 .!_I -) ROJAS Y/O ROSAS 
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En el plásmido pKG1800 sib+, !r está entre Egal y .&!!..!.K, 

y su eficiencia de terminación en la cepa SA1943 es del 98% 

(Schmeisner et al., 1984). 

Además de estas características, el usar este sistema tie-

ne otras ventajas, primero, que el método de selección resu!_ 

ta sencillo, ya que se trata de elegir colonias rojas (~1 -) 
entre blancas (plásmido silvestre);' y segundo, se trata de 

dirigir la mutaci6n a un fragmento de solo 250 pb (jcontra 

49Kpb de lambda!), con lo que al obtener mutantes, quedan lo 

calizadas en este segmento. 

El único incoveniente que presentaba el sistema, era la a! 

ta frecuencia de aparición de colonias rojas debido a la re

combinaci6n entre el cromosoma bacteriano y el plásmido, por 

la cual se regeneraba el genotipo .&!!..!.K+ de la bacteria. Sin 

embargo, dicha frecuencia disminuyó desde 10- 3 hasta 10- 7 en 

la cepa SA1943 recA-, construida por transducci6n con el fago 

Pl. Además, al transformar la cepa con los plásmidos sib+ 

sib 2, y sib 3 y checar el fenotipo de las colonias a diferen 

tes temperaturas, se observó que a 42° las colonias eran blan 

cas en todos los casos, lo cual RO ocurría a otras temperatu

ras-aparentemente la terminación es más eficiente a 42°- y se 

decidió utili1ar estas condiciones para la selección de mutan 

tes deficientes en terminación. 

Para llevar a cabo la mutagénesis se eligió el E.M.S. Es é~ 

te un agente alquilante que ha sido ampliamente utilizado en 
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sistemas bacterianos y cuyo mecanismo de acci6n se conoce; 

se sabe que causa mutaciones puntuales del tipo G:C -~ 

A:T (Drake, 1970). El tratamiento con E.M.S. se realiz6 

en medio mfnimo, por lo que puede asumirse que cada colonia 

mutante aislada se produjo por un evento mutacional indepe~ 

diente. La Figura presenta la frecuencia de sobreviven

cia al tratamiento con tres concentraciones de E.M.S. a 4 

tiempos. Se observa que la letalidad es alta, lo cual se 

explica por el hecho de ser la cepa utilizada, deficiente 

en reparación recombinacional (recA-) (Kondo, 1970). 

Al transformar el DNA de las 46 colonias seleccionadas a 

otra cepa que no hubiera recibido tratamiento, con el fin 

de descartar las mutantes bacterianas y elegir las mutacio

nes ocurridas en el plásmido, 35 resultaron ser mutaciones 

bacterianas, y por tanto, al retransformar el plásmido s6lo 

se observaron colonias blancas, mientras que las once restan 

tes presentaban una mezcla de colonias rojas y blancas. Es

te fenómeno resulta de la segregación de plasmidos, ya que el 

plásmido es multicopia y en la colonia seleccionada en un 

principio, la población de éstos es heterogénea. Las colonias 

rojas se purificaron y se utilizaron en la siguiente parte 

del trabajo. 

El método para la transferencia de la mutación del plásmido 

al fago se explica en la Figura 7 Uno de los objetivos de 

llevar a cabo la transferencia era el descartar aquellas muta

ciones que hubieran ocurrido fuera del terminador (un ejemplo 
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sería un promotor mis fuerte) lo mismo que deleciones, ya 

que el método requiere de recombinación por homología, y la 

dnica región que el plásmido comparte con el fago es la del 

terminador (no se encontraron colonias Apr al infectar la 

cepa con el plásmido pKG1800). Además el tener la mutación 

en el fago permitiría ver su efecto in situ, así como probar 

si afectaba al retroregulador. 

Al efectuar el rescate de la mutación se esperaba que el 

control presentara 6nicamente placas blancas, pero en cambio 

se encontraron además de éstas, gran cantidad de placas cla

ras azules y algunas claras blancas (recuérdese que en la c~ 

pa Sl 65 Hfl los fagos nutL son turbios). Esto representaba 

un problema para la selección de fagos recombinantes, por lo 

que había que analizar su origen y cómo eliminarlos para po

der realizar el rescate. 

Lambda es cavaz de encapsidar moléculas de DNA si éstas no 

sobrepasan un tamaño de SO Kpb; el DNA está fuertemente com

pactado y puede desactivarse fácilmente con agentes quelan

tes (Parkinson and Huskey, 1971). Así, es posible elegir m~ 

<liante condiciones controladas de agentes quelantes un cier

to tamaño de moléculas de DNA. Si las placas claras azules 

representaban fásmidos, éstos deben tener un tamaño mayor que 

el del fago 464 nutL i 4 (el plásmido pKG1800 sib+ es de 5 Kpb) 

y debía ser posible eliminarlos con Citrato de Sodio. 
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Siguiendo la inactivación por citrato (Figura 9) a la 

par que el fenotipo de los fagos sobrevivientes en medio 

X-GAL, se prob6 que las placas eran efectivamente fásmidos 

y que con 5 minutos de tratamiento podian eliminarse. Aun 

no se comprende el porqué los f5smidos daban ese fenotipo, 

pero otras personas con resultados similares coinciden en 

aue en este tipo de recombinantes la transcripción se ve 

aumentada (Berman, comunicación nersonal). 

Así nues, la selecci6n de las olacas se hizo a partir de 

lisados a_ue fueran tratados previamente con Citrato de So 

dio por S minutos. Este procedimiento no resulta muy ade

cuado, ya que se sabe que el uso de agentes quelantes selec 

ciona deleciones (Parkinson y Huskey, 1971). En seis de 

los lisados probados no se pudo detectar ningfin fago que 

presentara placas azules. Estos cinco fagos se purificaron 

~ se utili:aron en lo que siguió del trabajo. 

Como el procedimiento de rescate no resultara muy claro, 

y se deseaba probar que los fagos obtenidos no eran artefac 

tuales, se decidió determinar si había algdn cambio en el 

terminador, bajo la suposición de que una mutación en !.r p~ 

día afectar la retroregulaci6n. De no encontrarse nada a

fectado en la regulación de int, habría que buscar otro me

dio de hacerlo, nero de ser el resultado positivo, seria €s 

to una prueba del rescate. 



Para medir la efici enc ia de sib de los supuestos fagos 

! 1 , se utilizó el en sayo de superinfecci6n, que se expl! 

ca en 1 a Figura-:¡ . Se observó que el fago lac !.r 8 i
4 

~I I 
41 

se comport aba como un f ag o sib-, los ·fagos lac !r 3 y 4, 

presen taban valores inte rmedios, y los fagos lac .!.r 9 y 10 

presentaban valore s iguales a los del control sib+. Estos 

valores nos condujer on a pensar que se trataba de al menos 

tres tipos de mut ant es !r-· 

Con el prop6sito de determinar si estos presuntos fagos 

!¡ tenian realmente afectado el terminador, o si se trat a

ba de un fenómeno de aumento en la transcripc i ón, se prob6 

el comportamiento de estos fagos en la cepa C600 rap-(TABLA 

8). 

La cepa C600 !_~- es una mutante de E. coli que inhibe 

el crecimiento del bacteriófa go lambda. Aquellos fagos mutan 

tes canaces dé c~ecer en esta cepa, se denominan bar-. Este 

fenómeno de exclusión s e debe a la activación transcripcio-

nal de sitios bar en el genoma de lambda (gu zmá n, P., 1984). 

Se conocen 4 regiones b ar en lambda, dos de las cuales, barl 

y bar II, se locali zan a la izc¡uierda ~· derecha de att res

pec thame nte. Bacteri óf ag os que llevan la mut ación intC226 , 

que ha ce constitutiva la tr a nscr ipción a partir de~!' son 

exc luid os más severamente en la cepa !!:12. (TAB LA 8), sin e~ 

b~rgo, la mutac ión bar J permite que el fago se1d~sarrolle 



normalmente. Estos dos fagos se utilizaron como controles 

negativo y positivo, , y se encontró que el fago lacl:!_Q_W205 

!.¡3 nutL, a diferencia del fago lactrW205 nutL silvestre, 

la exclusión era total. Este resultado era inesperado, ya 

que en los fagos nutL, el transcrito que se inicia en ~L 

termina en !tl (v~r FIGURA 2), con lo que al no transcri

birse las regiones bar el fago crece normalmente. Esto~se 

d6 también con el fago lactrn\\'205 !r8 ~!!41. Estos result~ 

dos sugieren un aumento en la expresi6n, oue podria explica~ 

el fenotipo azul de las placas de estos fagos en medio X-G. 

Utilizando una construcci6n semejante a la deJ pllsmido 

pKG1800, P. Guzmán mostr6 la actividad in vivo de un promo

tor en la regi6n de barI, lo cual coincide con su observaci61, 

de dos promotores in vitro (P.Guzmán, 1984). Estos promoto

res podrían ser los responsables del aumento transcripcional 

que se observa en los fagos ~on fenotipo !.¡ 

Por otra parte, el patrón de restricción del DNA de estos 

fagos con las enzimas HinDIII y BamHl, reveló una alteraci6n 

en el D~A del fago ! 18, resultado tal vez del tratamiento del 

fásmido con Citrato de Sodio, ya que el natrón de restricción 

realizado con el DNA del ~lásmido, con HinDIII y EcoR.V, no 

mostr6 ninguna anormalidad. 

Los resultados del ensayo de la enzima galactocinasa re~ 

sultaron ser de 4 a 6 veces mayores que los observados para 
+ . 

!r , sin embargo, si se comnaran con las 200 veces de aume~ 

to en la gal~ctocinasa en el pKG1800, más parecería que se 

deben a modificaciones de expresión en el plásmido -como 
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por ejemplo, un aumento en el ndmero de copias del plásmi

do-que a un terminador no funcional, en cuyo caso, se espe

rarían valores de l@l:K muy suneriores. 

Adn en el caso de oue las mutaciones en el nlásmido se 

debieran al terminador, mutaciones tan débiles ouizá no pu

dieran distinguirse en el ensavo de fagos emnleado nara el 

rescate, ya que la deleci6n 53 abarca al terminador entera

mente, y se requerirían mutaciones que emularan en fenotipo 

a esta deleción. 

Convendría delimitarse la región del terminador hacia att 

con el fin de analizar exclusivamente la actividad del ter

minador en ausencia de otros factores, como los promotores 

mencionados, que pudieran causar interferencia . Para ello, 

podría utilizarse la deleci6n 56 que, siendo mayor que la 53, 

deja el terminador intacto nero remueve ambos nromotore~ • 

Hav que tornar .en cuenta además, <'Ue en esa región de sib, in

mediatamente a la ~erecha hacia att, existen otras secuenc-

cias nalindrómicas en el D~A las cuales sirven nara el reco-

nocimiento de Int, Xis V !P." (Weisher«, et ~-, 1983). 

La del ÍJT1i tac i6n funcienal dl' !1 hacia att ?''-'Saltaría de 

gran interés, ya oue pudiera ser oue los dorni n ios del termi-

nador sean más amplios que la estructura secundaria que co

nocernos, e involucren regiones adyacentes a la secuencia re

petida e invertida que, contenida en sib, forma una estruc

tura de terminación. 
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