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RESUMEN

La proteina N (PN) del bacteriéfago lambda, juega un papel esencial
durante la antiterminacidn de la transcripcibn, esta proteina forma un
complejo con la RNA polimerasa de E. coli e impide que esta enzima reco-
nozca algunos sitios terminadores de la transcripci6n. Varios autores
han sugerido que la estabilidad de pN puede ser un factor importante

para que ocurra antiterminacién de la transcripcién.

En este trabajo se analizd la importancia de la estabilidad de pN
en el profeso de antiterminacion de la transcripcidn utilizando un sistema
"in vivo'". En los estudios realizados se modificaron tanto la estabilidad
de pN (por medio del uso de cepas bacterianas _l_clrf y lon ), como la efi-
ciencia de formacién del complejo RNA polimerasa-pN (empleando mutaciones
Nmar y ron).

Como primer punto se llevd a cabo la construccidén de las cepas iso-
génicas ron'lon", ron lon", ron'lon”, ron lon”, ron'lon'sup’, ronlon'sup’
y ron"lon'sup'. Estas cepas se utilizaron para analizar el desarrollo de

bacteri6fagos con una proteina N modificada (marl, mar3, mar4, N7 y N53).

Los resultados obtenidos muestran que la interaccidn deficiente
entre 1a RNA polimerasa ron y pNmarl & pNmar4 no es suprimida por un au-
mento en la estabilidad de pN. Sin embargo, los complejos formados por la
RNA polimerasa ron” y las proteinas N7 6 Nmar3 son funcionales en condicio-

nes donde la vida media de pN es mids larga.

Estos resultados sugieren que durante la antiterminacifn de la trans-
cripcifn es necesario tanto una interaccidn eficiente entre la RNA polime-
rasa y pN como cantidades suficientes de la proteina antiterminadora en el

sistema.
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INTRODUCCION

Los seres vivos funcionan de una manera ordenada, a pe-
sar de su alto grado de complejidad. Dentro de la célula mi-
les de reacciones quimicas estin controladas por diferentes
mecanismos regulatorios, como son: el control de la expresidn

genética, la proteblisis, el transporte extracelular, etc.

El estudio de la expresidn genética de los organismos
procaribticos ha sido abordado por un gran nimero de investi-
gadores, debido a la relativa simplificidad de su aparato ge-
nético. En estos organismos, uno de los niveles mis importan-
tes de regulacidn de la expresidn genética es la transcripciodn

(39).

La transcripcibn es un proceso central dentro del creci-
miento celular, mediante el cual, la informacibn genética codi-
ficada en el Acido desoxiribonucleico (DNA) es transferida
a otra molécula, el dcido ribonucleico (RNA). Este proceso
esti muy bien caracterizado en la bacteria E. coli en donde se
sabe que la enzima RNA polimerasa (RNApol) es la encargada de
llevar a cabo la transcripcibn, esta enzima es dependiente de
DNA para su funcionamiento, y esti constituida por § subunida-

des: alfa (2), beta 1), beta prima (1) y sigma (1) (39).

Las 2 subunidades alfa tienen un peso molecular de 36.512

kilodaltones (Kd) la subunidad beta pesa 150.619 Kd, 1a beta
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prima 155.162 Kd, y la subunidad sigma pesa 85.0 Kd. Cuando la
RNA polimerasu estd formada por las 5 subunidades se le conoce
como "Holeenzima" v cuando sigma se desprende de clla se la
llama "core'". La transcripcidn se ha dividido de wanera global
en 3 fases: iniciacién, elongacién v terminacidn.

La iniciacién ocurre cuando la "holoenzima' rcconoce una
reegidn especifica en el DNA denominada promotor. Para que
esto ocurra es esencial la participacidon de siema, sin ella
no se lleva a cabo la interaccidn especifica (31). En csta
fase, el control de la expresidn genética se did por medio dc
proteinas reguladoras, como son: los represores y proteinas
activadoras o inductoras. Las primeras se unen a una regidn
del promotor llamada operador, impidiendo 1a iniciacién de la
transcripcidn a través de la regulacién negativa del proceso.
Las proteinas activadoras regulan positivamente la iniciacidn

(31).

Durante la elongacidén la RNA polimerasa cataliza la
unién de ribonucle6tidos al extremo 3" OH de la cadena de RNA
nasciente, mediante la formacidn de enlaces fosfodiester. La
subunidad sigma se libera de la enzima cuando la cadena alcanzi
una longitud de aproximadamente 9 nucledtidos y el "core'" con-
tinGa deslizdndose a lo largo del molde de DNA hasta completar
la sintesis de la molécula de RNA. Al complejo que se forma

entre el DNA, el "core" y la cadena de RNA se le denomi-



na complejo ternario.

La terminacidén de la cadena de RNA en sintesis se presen
ta cuando la RNApol alcanza un sitio caracteristico en el
DNA, conocido como terminador; en este momento cesa la elonga-

cién y el complejo ternario se disocia.

Uno de los modelos bioldgicos mas favorecidos para el
estudio de la regulacidén en la expresién genética, es el forma
do por la bacteria E.coli y su huésped natural el bacteridfago

lambda.

Debido a su relativa simplicidad, asi como a la presencia
de diversos mecanismos de regulacidén que actGan en su desarro-
1lo, aunado a la gran variedad de cepas mutantes existentes;
el estudio genético del bacteridfago lambda, ha sido clave
para el entendimiento de fendémenos bioldgicos, como; la morfo-
génesis, los sitemas de recombinacidén, y el control transcrip-

cional, entre otros.

El bacteriéfago lambda estd estructuralmente compuesto
por una cabeza icosahédrica de 0.05 ymde didmetro, que contie-
ne a una molécula de DNA de doble cadena, y una cola de 0.5 um
de longitud por medio de la cual se adsorbe a su hospedero.

A nivel molecular su composicién corresponde a un 50% de DNA

y 50% de proteina.
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Lste bacteridfago pertenece al grupo de los virus tempe-
rados, Ias cuales, presentan 2 ciclos de vida, el lisopCnico
y el iitico. Durante el ciclo litico, el bacteribfago se ad-
sorbe a ia superficie de la bacteria, inyecta su DNA y comien-
za a utilizar la maquinaria metabblica del hospedero para diri-
gir tanto la replicacidn auténoma de su genoma como Su empaque-
tamiento dentro de nuevas particulas viricas; finalmente estas
particulas son liberadas al exterior mediante lisis celular
provocada por el mismo virus. Durante el ciclo lisogénico,
se lleva a cabo la sintesis de productos figicos, que dirigen
la insercidn del DNA viral dentro del cromosona bacteriano
y que controlan la represidén de la mayoria de las funciones
virales; de esta forma el genoma del bacteri6fago puede dupli-
carse bajo el control de la replicacidn bacteriana y persistir
en este estado por varias generaciones. Al DNA del bacterio-
fago que se encuentra formando parte del genoma bacteriano

se le denomina profago y a la bacteria que lo porta, lisdgena.

La transcripcidn del bacteridfago lambda se encuentra
regulada tanto en su iniciacidn, como a nivel de la termina-
cién, Durante la iniciacién de la transcripcidn, la RNA poli-
merasa bacteriana reconoce a los promotores virales y comienza
su accidn, sin embargo existen productos virales que influyen
en la actividad de la enzima y regulan tanto negativa como
positivamente el proceso. La terminacidn de la transcripcidn

se presenta cuando la RNA polimerasa reconoce los sitios
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terminadores presentes en el DNA viral. Estos sitios se
caracterizan por presentar una regi6n de simetria diaxial que
permite la formacién en el RNA mensajero de una estructura de

tallo y burbuja

Los terminadores del bacteriffago lambda se han clasi-
ficado como dependientes e independientes de Rho, en base a
la necesidad que presentan para su funcionamiento del factor

bacteriano de terminacibn Rho.

El mecanismo regulatorio mis importante durante la ter-
minacibn de la transcripcibn en el bacterib6fago lambda, es el
de antiterminacidn de la transcripcidn. Durante la transcrip-
cién temprana de bacteriéfago, la RNA polimerasa inicia su
accion en los promotores virales pL (promotor de la izquierda)
y pR (promotor de la derecha). Esta transcripcibn llega a su
fin eventualmente en los terminadores tL1 y tR1 (terminadores
de la izquierda y derecha, respectivamente). Si la RNA polime-
rasa se detuviera permanentemente en estos sitios, los genes
que estdn situados después de estos terminadores, y que
son esenciales para el desarrollo litico de bacteridfago no
se transcribirfan. Lo anterior se evita mediante la funcifn
de antiterminacién de la transcrincién. A partir de pL se
transcribe el gen N cuyo producto, la proteina N (nN), permite
a la RNA polimerasa ignorar los sitios de terminacién y conti-
nuar su lectura hasta los genes distales ya mencionados (Figura

1) 315 26, 4, 13, 9)s



FIGURA 1. Mapa genético del bacteriéfago A. En la Figura se

muestra la organizaci6n del genoma del bacteriffagco en uni-
dades funcionales. En la seccidén amplificada se observa la
organizacién de la regidén de inmunidad del bacteriéfago A,
mostrdndose las porciones no compartidas entre las regiones de
inmunidad de los bacteridfagos A, A21 y 1434, Se muestran
ademds los patrones de la transcripcién temprana, tanto en
ausencia como en presencia de pN. A partir de el promotor plL
se transcribe el gen N cuyo producto, la proteina N, interac-
ciona con una serie de factores que le permiten ejercer una
accién antiterminadora logrando que la RNA polimerasa trans-
criba genes mds alld de los terminadores. En ausencia de pN
la transcripcidn concluye en los terminadores de la trans-

cripcidn tL1 y tR1.
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En un principio se pensd quec pN antugonizaba el funcio-
namiento del factor Rho para impedir la terminacién de la
transcripcidn, actualmente se sabe que actda en terminuadores

dependientes como independicntes de Rho (31, 19, 51).

También se ha reportado la existencia de dos sitios
caracteristicos en el DNA del bacteridfago lambda, que son
necesarios para el funcionamiento de pN, a los cuales se les
ha denominado nut (regién de uso de N). FEstos sitios se
localizan después de los nromotores pL v pR, v se denominan
mds especificamente nutl y nutR, respectivamente. Ambos
sitios presentan una secuencia concenso que consiste de 16-17
pares de bases (pb) (26), nutL se localiza a 48 pb de pL v

por su parte nutR a 243 pb de pR (13).

Para que pN realice su funcidén no se necesita de la pre-
sencia de un promotor especifico, sin embargo es indispensa-
ble que se encuentre en el sistema el sitio nut (26, 6, 35),
mutaciones virales en nutL y nutR bloquean la antiterminacidn
de la transcripcidn (26, 13, 51). No obstante que estd claro
la importancia de los sitios nut para la actividad de pN, no

se sabe a ciencia cierta su funcién.

En cuanto al mecanismo por medio del cual pN permite que
la RNA polimerasa ignore a los terminadores de la transcripcidn
no se conoce con exactitu, sin embargo existen evidencias ge-

néticas y bioquimicas que postulan la interaccidén de pN con
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factores bacterianos y con la RNA polimerasa.

Los factores bacterianos que se han reportado como nece-
sarios para la antiterminacidén de la transcripcifn son las
proteinas Nus. Los genes que codifican para estas protefinas
se han mapeado en 5 loci; nusA (minuto 68 del cromosomi hic-
teriano(, nusB (minuto 11) nusC (minuto 88) nusD (minuto 74)

y nusE (minuto 72). Aunque estos genes sc¢ localizan en dife-
rentes sitios del cromosoma bacteriano, se les ha agrupado

bajo el calificativo de nus (proteinas necesarias para el uso
de N) por 1la relacidn que mantienen con pN (24, 31, 7, 14, 8,

4, 5, 7).

Las cepas mutantes nus fueron aisladas en base a la defi-
ciencia que presenta el bacteribfago A para desarrollarse en
estas bacterias (26, 24, 14). Cepas bacterianas con mis de
1 mutacidén nus presentan un mayor efecto inhibitorio sobre
el crecimiento del bacteridfago X, con respecto a las bacterias

que poseen una sola de estas mutaciones (4, 5, 24).

Las mutantes nus no alteran la sintesis de pN, lo que
sugiere que su accidn es sobre la actividad antiterminadora

de esta proteina (7, 56).

La proteina NusA es la que se encuentra mds caracteriza-
da en cuanto a su funcién antiterminadora. Esta proteina
presenta afinidad tanto por pN como por la RNA polimerasa

(26, 24).
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La proteina NusA se une a pN, en una columna de afinidad
que contiene a pN unida covalentemente a sefarosa (24, 26).
Asimismo existe un bacteriéfago A mutante en pN que es cuapaz
de crecer en una cepa nusA . Los resultados anteriores sugie-
ren una interaccidn directa entre pN y la proteina NusA, duran-

te la antiterminacién de la transcripcién.

Por otra parte NusA también muestra afinidad por la RNA
pol. En una columna de afinidad, que tiene a la proteina NusA
unida covalentemente a sefarosa, el '"core" de la RNA polimerasa
se une especificamente a la columna y cuando posteriormente se
agrega la subunidad sigma, la Holoenzima eluye de la columna
(24). Se ha observado también que en un sistema "in vitro"
NusA ocasiona que la RNA polimerasa lleve a cabo una pausa en
el terminado TRZ de A en ausencia de Rho, y que en el operdn
bacteriano para el triptofano cooperan con Rho para lograr la
terminacidon de la transcripcidn (24). En base a estos resulta-
dos Greenblatt postuld que NusA puede actuar como una subunidad
mids de la RNA polimerasa, con funcidén reguladora tanto de 1la
elongacidén como de la terminacién de la transcripcidn; susti-
tuyendo a sigma una vez que la transcripcidn se ha iniciado

(24).

Considerando lo que se conoce de NusA, en cuanto a su
accibén terminadora de la transcripcibn, es probable que pN
necesite interaccionar con NusA para anular el efecto termina-
dor de esta proteina, y al mismo tiempo poder ejercer su pro-

pia accibn antiterminadora de la transcripcidn (24, 8).
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En cuanto a4 la interaccidn entre pN y la RMNApol ha sido
evidente por varios experimentos. Georgopoulos (17) obtuvo
mutantes bacterianas en el gen que codifica para la subunidad
beta de la RNApol dentro del genoma de E. coli (regidén rif).
La polimerasa de estas cepas presenta cambios cn sus propieda-
des bioquimicas con respecto a la polimerasa de las cepas sil-
vestres. Estas mutantes inhiben el crecimiento del bacterid-
fago A. Por otra parte Pironio y Ghysen (18) aislaron mutantes
en esta misma subunidad, a las que nombraron ron, estas mutin-
tes tienen la caracteristica de inhibir el crecimiento de bac-

teribéfagos lambdoides que presentan una alteracidn en el gen N

(mutantes mar), (TABLA 1, Figura 2).

Nakamura (45) obtuvo mutantes bacterianas en la subunidad
sigma de la RNA polimerasa que impiden el crecimiento de bacte-
riofagos dependientes de N para un desarrollo, permitiendo en
cambio el crecimiento de fagos independientes de N. Asimismo,
la mutacidn bacteriana nusC, que también inhibe el desarrollo
del bacteriéfago X, se ha localizado en la RNApol encontrindo-
se que en ensayos "in vitro" la enzima es inactiva en algunas

pruebas (24).

La evidencia bioquimica que apoya la interaccidn RNApol-
pN fue aportada por Pearson y colaboradores (9). Los autores
coinmunoprecipitaron a la RNApol y a pN, cuando afiadieron anti-
cuerpos contra la polimerasa a un extracto de células infecta-

das con el bacteriffago lambda., Por Giltimo y de acuerdo con
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TABLA 1. Origen de las mutaciones mar. Pironio y Ghysen (18)

aislaron 5 diferentes bacteriéfagos lambdoides con una mutacién
en pN, a la que denominaron mar. Estos bacteri6fagos mutantes
son incapaces de desarrollarse en cepas bacterianas IEE~ (mu-
tacién en la subunidad B de la RNApol). En la Tabla se mues-
tran las lineas de los bacteridofagos a partir de las cuales

se aislaron las mutantes mar.



TABLA 1

Mutaciones mar bacteridfagos

mar 1 434, todos los Aimm434
excepto ximm434, N213
y derivados int y red

mar2 AP207
mar3 AN7
maré4 Abio256

mars AclII3031
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FIGURA 2. Localizacién genética de las mutantes mar. Ghysen

y Pironio (18) aislaron 5 diferentes mutaciones mar, que
mapean en el gen N del bacterid6fago) . En la Figura se
muestra la localizacidén genética de las mutaciones mar.
Asimismo, se sefiala la ubicacidon de las mutaciones ambar N7 y
N53. La flecha indica la direccién de la transcripcidn del

gen N del bacteriéfago lambda.
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lo anterior Goday y Greenblatt (25) encontraron que en un sis-
tema "in vitro" al que afadieron pN pura, la RNA polimerasa
aumentaba hasta 10 veces su actividad con respecto a un control,

sugiriendo que pN modifica estequométricamente a la polimerasa.

Considerando los resultados anteriores, es probable que
durante el proceso de antiterminacidén de la transcripcién, pN
modifique a la RNA polimerasa, mediante la interaccifén que man-

tiene con ella a nivel de las subunidades beta v sigma.

El fenfmeno de la antiterminacidn de la transcripcidn
es bastante complejo, son muchos los factores que estin invo-
lucrados para su funcionamiento. Greenblatt propuso un modelo
para la antiterminacidén de la transcripcibén mediada por pN
(24). En este modelo el autor considera a todas las proteinas
implicadas en el proceso dentro del calificativo de "reguloso-
ma". La aportacifn novedosa de este modelo consiste en consi-
derar que el sitio nut funciona a nivel de RNA, siendo su ac-
tividad la de estabilizar al complejo de antiterminacién forma-

do entre la RNA pol y el "regulosoma'" (Figura 3).

Aunque no existe una prueba directa de que el sitio nut
actfia a nivel de RNA, hay varias evidencias indirectas que 1lo
sugieren. Se ha observado que cuando la transcripcidn a partir
de pR es bloqueada por la presencia de ribosomas, se inhibe 1la

accién de pN (24).



FIGURA 3. Modelo para antiterminacién de la transcripcién

del bacteridfago ). La antiterminacidén de la transcripcidn es

un fendomeno regulatorio de gran importancia en el desarrollo del
bacteri6fago lambda. La proteina N del bacteriéfago ) juega un
papel esencial durante este proceso, aunque no se sabe con exac
titud como ejerce su actividad antiterminadora. Greenblatt (24)
propuso recientemente un modelo para la antiterminacidén de 1la
transcripcién que se muestra en la Figura. Este autor sugiere
que el sitio "nut" (necesario para la accién de N ) funcio-
nalmente se encuentra como RNA, siendo su papel el de esta-
bilizar el complejo de antiterminacidn, formado por la pro-
teina N, RNApol-NusA y todos los demas factores implicados en

el proceso a los que el denomina en conjunto como "regulosoma'.
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El control ejercido por la antiterminacidn de la
transcripcidn no es un mecanismo particular del bhacte-
ri6fago lambda. Se ha visto que los bacteridfagos 421 y P22,
a pesar de tener una secuencia de DNA diferente a la que pre-
senta el bacteri6fago lambda, mantienen una homologia con &és-
te, en cuanto a sitios del DNA relacionado con las funciones
de pN, como son las secuencias nut y boxA (secuencia necesi-
ria para el funcionamiento de NusA), lo que indica que estos
bacteridéfagos pueden llevar a cabo también la antiterminacidn
de la transcripcién. En la bacteria E.coli también se ha
reportado este tipo de control transcripcional. Li y colabo-
radores (40) encontraron un sistema de antiterminacidén impli-
cado en la sintesis del RNA ribosomal bacteriano. Estos
autores reportan un fragmento de restriccidén de 67 pb situa-
do en la regidén denominada rrnG como responsable de la dismi-
nucidén en la terminacifn de la transcripcidn del operon bacte-
riano para el RNA ribosomal., Por otra parte Holben y colabo-
radores (44) reportan que en este mismo operon bacteriano,
el promotor y la secuencia lider de la regidén llamada rrnC,
promueven independientemente la antiterminacidn de la trans-

cripcidn en sitios de terminacidn dependientes de Rho.

Considerando las evidencias anteriores, es probable que

el fenbmeno de antiterminacién de la transcripcidn se encuen-
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tre (contrariamente a lo que se pensaba) distribuido mids amplia
mente en los sistemas bioldgicos, lo que realza la importancia
de su estudio en el bacteridfago lambda, donde se encuentra

mids caracterizada.

Siendo pN el elemento central durante el proceso de la
antiterminacién de la transcripcidn, un andlisis mas directo
de esta proteina es importante para elucidar el mecanismo
exacto de su accidén. Sin embargo, su estudio directo se ha
dificultado debido entre otras cosas a 2 caracteristicas de

esta proteina; su pequefio peso molecular y su inestabilidad.

En un andlisis electrofdretico, esta proteina normalmen-
ve w»s enmascarada por otros péptidos del bacteridfago que
son de tamafio similar y que dependen de pN para su sintesis.
Pearson y -olaboradores (9) lograron superar esta dificultad
utilizando un sistema en donde pN estaba presente pero carecia
de funcionabilidad (utilizaron una cepa IEE-: infectada con
un bacteribéfago lambda mar). Utilizando este sistema los auto
res fueron capaces de evitar la sintesis de péptidos dependien
tes de pN; y lograron determinar el peso molecular de la pro-
teina N "13.5 Kd). Greenblatt (28) logrd purificar a la pro-
teina N mediante métodos cromafogréficos, la reportd como
un mondémero de aproximadamente 107 aminodcidos, rica en lisina,
arginina, prolina y con una sola metionina en el extremo NH,,
con un peso molecular de 12-12500 daltones. Este mismo autor

en un reporte posterior (24) reportd a pN con un peso molecular
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de 14 Kd, coincidiendo eon el reporte de Ishil y colaboradores

(34).

Estas diferencias en cuanto al peso molecular de pN pue-
den deberse a diferentes formas de la proteina producidas por
degradacidén o a variancidn en cuanto a el inicio o el final
de su transcripcién. A este respecto Lozaron (3) encontrd yue
existen 2 codones de iniciacidn en fase para pN, en las posi-
ciones 145 v 223 con respecto a pL; lo que podria explicar
los diferentes tamafios de pN. No obstante este mismo autor
menciona que el primer codon de iniciacibn para pN se pierde
debido a un procesamiento que sufre el RNAm por accién de la
RNAasa III bacteriana, que de esta forma se cree que regula

la sintesis de esta proteina,

Con la utilizacidén del 2° codon de iniciacién se produ-
ciria una proteina de aproximadamente 107 aminodcidos que co-
rresponden a un peso molecular de 11.800 Kd. Sin embargo se
sabe que proteinas bdsicas como pN cuando son analizadas eclec-
troforéticamente, migran mis lento que Su tamafio en un campo
eléctrico, lo que explicaria las formas de mayor peso molecu-

lar encontradas.

Como se menciond anteriormente, la inestabilidad de pN
dificulta su estudio, esta proteina tiene una vida media de

dos minutos a 35°C (22). No obstante su vida media aumenta en
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extracto crudo de células infectadas con i, i una temperatura

de 0°C (26).

Gottesman (20) encontr6 que cn cepas hacterianas lon~
infectadas con el bacteriéfago A, la vida media de p¥N, medida
come su desaparicibn en geles de poliacrilamida v por ensayos
de superinfeccifn aumentada de 3-5 veces con respecto a la
cepa lgg* (Fig. 4). EIl producto del gen lon es una proteasa
dependiente de ATP para su actividad, que degrada proteinas
tanto silvestres como formas mutantes, lo gque indica que la
inestabilidad que presenta pN es debida al ataque proteoliti-

co de pLon.

Varios autores han sugerido que la formacidén de comple-
jo pN-RNA polimerasa podria estar influyendo en la estabilidad
de pN y que esta estabilidad juega un papel muy importante
durante el proceso de la antiterminacidn de la transcripcidn

(20, 9, 53).

A este respecto, Vaca y Sosa (comunicacidén personal)
analizaron el desarrollo de bacterib6fagos mar en mutantes bac-
terianas ron que carecian de la actividad lon , encontrando
los resultados que se muestran en la TABLA 2. En una cepa
bacteriana ron lon, obtuvieron crecimiento del bacteridfago
N mar3, a diferencia de lo reportado por Pironio, de que esta
mutante mar no se desarrolla en una cepa ron . Basados en

estos datos, propusieron que la formacidn del complejo



FIGURA 4. Estabilidad de la proteina N del bacteribfago ) en

cepas bacterianas lon” y lon . Gottesman y colaboradores (20)

reportaron que la vida media de pN aumenta hasta 5 veces en
una cepa lgg', con respecto a la cepa silvestre. Estos auto-
res midieron la vida media de pN mediante un ensayo de super-
infeccidn, utilizando cepas lisbgenas que llevaban un profago
incompleto ( X BAM N, cI857 HI). A cultivos de estas bacterias
crecidas a 37°C les aplicaron un pulso de 10 minutos a 42°c,
para inactivar el represor termosensible cI857 e inducir la
produccién de pN durante este lampso de tiempo. Posteriormen-
te retornaron los cultivos a 32°C para que cesara la sfintesis
de pN. A los diferentes tiempos indicados en la grifica toma-
ron alicuotas de sus cultivos y los infectaron con el bacte-
riéfago heteroinmune Aimm434N~ que requiere a pN para desarro-
llarse. De esta forma la produccidén de u.f.p. de este bacte-
ri6fago les di6 un fndice de la actividad de pN. La vida
media de pN en la cepa lgg‘ fue de 1-2 minutos y de 10 minutos

en la cepa lon
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TABLA 2. Supresidn del fenotipo Mar por la mutacidén lon.

Vaca, S. y Sosa, L. (comunicacién personal) obtuvieron que
en una cepa doble mutante ron lon el fenotipo Mar del bacte-
ridfago AN7mar3 es suprimido. Infectaron a sus cepas bacte-
rianas con los diferentes bacteridfagos y plaquearon en cajas

de 7§ suave. La temperatura de incubacidén fue de 42°C.

(+) crecimiento de bacteridfagos

(-) ausencia de crecimiento



TABLA 2

Cepas bacterianas Bacteridfagos
+
A » N7mar3 , Ots
+
ron supE # + *
ron” supE + - -
ron*lon sup® + - +

ron lon’supE + + .




< e
RNA polimerasa-pN protegia a pN de la degradacién por parte
de nLon; por esta razén cuiando la polimerasa se encuentra
alterada (cepa EEH-) el complejo interacciona débilmente vy
el ataque proteolitico sobre pN es mis fuerte, afectiindose
asI el crecimiento del bacteridfago ) mar. De igual forma
en una cepa ron  lon el complejo a pesar de estar alterado
logra interaccionar permitiendo el desarrollo del bacteridfa-
go, sugiriendo que en condiciones lEE- el aumento en la vida
media de pN ayuda a mejorar la eficiencia en la antitermina-

cibén de la transcripcibén. Sin embargo, en estos resultados

no se utilizaron cepas bacterianas isogénicas.

Retomando la propuesta hecha por varios autores, en
cuanto a la importancia de la estabilidad de pN en el proceso
de antiterminacién de la transcripcidn y apoydndose en los
resultados de Sosa y Vaca el objetivo del presente trabajo fue
el estudio del papel que juega la estabilidad de pN en la
formacifn de un complejo RNApol-pN activo en antiterminacidn
de la transcripci6n. Para cumplir con este objetivo, se ana-
1iz6 el proceso de antiterminacibn de la transcripcibn, en un
sistema donde la vida media de pN es alta y, el complejo forma-
do por la RNApol y pN presenta alteraciones en uno o en ambos
de sus componentes. Este sistema se obtuvo mediante la cons-
truccién de cepas isogénicas; ron' lon, ron' lon , ron lon,
ron~ lon y el uso de bacteridfagos lambdoides con alteracio-

nes en la proteina N (Nmar, N7 y N53).
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MATERIAL Y METODOS

1) Cepas bacterianas. Las cepas bacterianas que se utilizarén

en el presente trabajo se enlistan en la Tabla 3.

2) Bacteridofagos. Los bacteridfagos utilizados en este traba-

jo, se enlistan en la Tabla 4.

3) Medios de cultivo y soluciones. Los medios de cultivo

que se utilizardén en este trabajo se describen a continuacidn
medio LB (10 g Triptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl,
aforado a un litro con agua destilada para la preparacidn

del medio liquido. Para la preparacidén de cajas se afadieron
15 g de agar. En la preparacidén de cajas de LB, con antibio-
tico, éste se afiadié al medio después de ser esterilizado,
utilizando; 12.5ug/ml de Tetraciclina (tc) y cloramfenicol
(cm) en 1 litro; S ug/ml, 8.3 ug/ml y 10 ug/ml de nitrofurantoi-
na en 1 litro); medio T¢ (10 g bactotriptona, 2.5 g NaCl,

2 ml de NaOH al 2%, 10 g de agar por litro), medio Tg suave
(10 g triptona, 2.5 g NaCl, 2 ml de NaOH al 2%, y 6 g de

agar por litro); medio R (10 g bactotriptona, 1 g bacto-extrac
to de levadura, 8 g NaCl, por litro, después de esterilizarse
se le agregd 2 ml de CaClz 1My 5 ml de glucosa al 20% ambos
esterilizados por filtracidén. Para la preparacién de cajas

se adicionaron 12 g de agar), medio R suave (al medio R se

le afiadié 8 g de agar Difco); medio Mac Conkey lactosa (40g

de agar base Mac Conkey en 1 litro de agua destilada, después

de esterilizarse el medio se adiciond lactosa al 1% previamen
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te esterilizada por filtracién), medio minimo (13.6 g K H P04,

2
2 g {NH4}2504, 0.2 g MgSO4, 0.5 mg Fe504, 2 g glicerol en
500 ml, ajustando el pH a 7. Para la preparacidén de cajas
se adicionaron 6 g de agar. Este medio se suplementd con
vitamina Bl al 1%, L-histidina al 2%, L-arginina al 2%, DL-me-
tionina al 1%, DL-isoleucina-valina al 1%, DL-fenilalanina

al 1%, L-leucina al 0.5%, DL-serina al 2%, L-treonina al

0.5%, L-glicina al 2%, L-asparagina al 0.5%, L-triptofano

al 0.25%; previamente esterilizados por filtracidmn); cajas

de agarosa (se disolvid por calentamiento agarosa al 1%,

en agua destilada, se permitid su enfriamiento a 45°C y se
afladido Bromuro de etidio a una concentracidén de 0.5 mg/ml,

la mezcla fue vaciada en cajas de Petri y éstas se guardaroén
en la oscuridad); solucidén SM (5.8 g NaCl, 0.5 g gelatina,
48.5 ml de agua, se ajusta el pH a 7.4, y después de esterili
zar se agregd 45 ml de Tris 1 M pH 7 y 2.5 ml de MgSO4 1M) ;

2 M de citrato de sodio

solucién de citrato de sodio (10~
pH 8.5, en agua destilada); regulador de fosfatos ( 61 ml

de NaZHPO4 y 39 ml de NaH2P04); solucidon MC (1 ml de MgSO4

1 M, 0.05 ml de CaCl, 1 My 8.95 de agua destilada); solucidn
I (Tris HC1 25 mM pH 7.5, glucosa 50 mM y EDTA 10 mM pH 8

en agua bidestilada estéril); solucidn II (NaOH 0.2 N, SDS

al 1%, en agua bidestilada estéril); solucidon III (acetato

de sodio 3 M en agua bidestilada estéril); solucidn Tris-EDTA

(Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM en agua bidestilada estéril).



- 31 =
4) Métodos.

Propagacion de bacteriéfagos por infeccién em medio liquido.

Se colocaron en un matrdz 10 ml de medio LB, 0.5 ml de un
cultivo fresco de la bacteria C600 y 100 ml de CaCl, 1 M;

se adiciond una placa litica del bacteridofago por propagar,
dicha placa fue extraida del agar utilizando una pipeta
Pasteur. La mezcla obtenida se incubd con agitacidén a 37°C,
durante un periodo de 3 a 5 horas hasta observar lisis bacte-
riana. Una vez ocurrida la lisis se afiadieron 6 gotas de
cloroformo agitando suavemente el matriz, y esto se dejd repo
sar 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 10Krpm decan-
tandose el sobrenadante que corresponde a la suspensidn de
bacteridfagos y desechandose la pastilla. Las preparaciones

de bacteridfagos fueron tituladas y almacenadas a 4°C.

Titulacidén de lisados fédgicos. Para llevar a cabo la titula-

cién de las particulas figicas, se diluyeron los lisados
(1:10, 1:100, 1:1000 veces). Se tomaron 100 wl de cada dilu-
cién y se infectaron 100 wl de un cultivo fresco de bacteria
C600; se permitid la adsorcidén durante 15 minutos a temperatu-
ra ambiente, se afiadieron 2.5 ml de T¢ suave a 45°C, previamen
te fundido, y las mezclas se virtieron en cajas de Tg. Las
cajas se incubaron durante toda la noche a 37°C, se cuantifica
ron las placas obtenidas y los titulos se expresaron como
unidades formadoras de placa por mililitro (u.f.p/ml). Los

lisados se almacenaron a 4°C.
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Crecimiento mucoide de las cepas lon . Las mutantes lon presen-

apariencia mucoide cuando son crecidas en medio minimo (32).
Para caracterizar a las cepas bacterianas utilizadas en este
trabajo, se crecieron las bacterias en medio LB durante

una noche a 37°C; a partir de estos cultivos se efectud la
siembra por estria en cajas dec medio minimo. Estas cajas

se incubaron por una noche a 37°C, y al dia siguicnte se

observd la morfologia colonial.

Sensibilidad bacteriana a antibibticos. Las bacterias por

analizar, se crecieron en medio LB durante una noche a 37°C,
de estos cultivos se tomd un indculo para sembrar por estrias
en cajas de medio; LB-tc, LB-cm y LB-nitrofurantoina. Las
cajas se incubaron por una noche a 37°C, excepto para las
cajas de L-cm que se incubaron a 32°C. Al dia siguiente

se evalud el crecimiento bacteriano.

Induccibn de la filamentacidén. Las cepas lon sufren filamen-

tacidén cuando son sometidas a irradiacibn con luz ultravioleta
(2). La técnica que se utilizé fue esencialmente la reportada
por estos autores; las bacterias fueron crecidas en medio

LB hasta una densidad 6ptica de 0.4 (D.0), a 560 nm, las
células se centrifugaron a 10Krpm y el paquete bacteriano

fue resuspendido en regulador de fosfatos y colocado en cajas
de Petri. Estas cé&lulas fueron irradiadas con luz ultraviole-
ta (UV), a una distancia de 50 cm en agitacidn constante

y durante diferentes tiempos. 500 pl de los cultivos irradia-
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dos se utilizaron para inocular 3 ml de LB, estos tubos se
incubaron con agitacién durante 3 horas a 37°C. Al finalizar
este tiempo se prepararon frotis de las bacterias para su
observacidn al microscopio &ptico (M.0.), utilizando centraste

de fases.

Transduccidn generalizada mediada por el bacteriéfago Pl

cm. La técnica utilizada es la reportada por Miller (43).

i) Obtencidn de lisdgenas. Las bacterias donadoras se crecie-

ron en medio LB, adicionado de CaCl2 a una concentraciodn

final de 5 mM. Se permitidé el crecimiento de estas células
hasta fase exponencial (D.0O = 0.4 a 560 nm), se centrifugaron
durante 10 minutos a 10KrpM y se resuspendieron en 1 ml del
mismo medio. Posteriormente se infectaron estas células

con el bacteridfago Pl cm a una multiplicidad de infeccidn
(moi) de 0.1. Se incubaron las muestras durante 20 minutos

a 32°C, y se espatularon diferentes diluciones de la mezcla

de infeccidén en cajas de medio LB y LB-cm. Las cajas fueron
incubadas a 32°C durante 1 noche y se seleccionaron las bacte-

rias resistentes a cloramfenicol.

ii) Obtencidn de los lisados. Las bacterias lisdgenas se

crecieron a 32°C en un matrdz que contenia 10 ml de medio

2 M, se permitid

LB y MgSO, a una concentracidén finc1l de 10~
el crecimiento hasta alcanzar la fase logaritmica. Posterior-

mente, se incubaron los cultivos a 40°C durante 35 minutos
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y a 37°C hasta que se observd la lisis celular. Se anadieron
6 gotas de cloroformo a cada uno de los matraces y éstos

se dejaron reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Se centrifugaron los cultivos durante 10 minutos a 10Krpm

y se guardo el sobrenadante desechandose la pastilla. Los
lisados se titularon en la bacteria C600 y se almacenaron

a 4°C.

iii) Transduccién. Las bacterias receptoras se crecieron

en medio LB a 37°C durante una noche, se centrifugaron por

10 minutos a 10Krpm resuspendiéndose la pastilla en regulador
M. C. Las células se incubaron durante 15 minutos a 37°C

y se tomaron 100 y1 de cada cultivo para ser infectado con

*1l. 107%) de

100 41 de las diferentes diluciones (100, 10
los lisados del bacteriofago Pl cm. Las mezclas de infeccidn
se incubaron a 37°C durante 20 minutos, y posteriormente

se les afiadieron 200 ul de una solucidn de citrato de sodio

1 M; finalmente se espatularon en cajas de medio selectivo,

a 37°C durante 24 horas, para aislar las bacterias transductan

tes.

Seleccién de cepas proe . Las bacterias por analizar se

crecieron a 37°C durante una noche, a partir de estos cultivos
se sembrd un indculo en cajas de medio minimo con y sin prolina.
Las cajas fueron incubadas durante 1 noche a 37°C, y posterior

mente se evalud el crecimiento bacteriano.
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Extraccidén de DNA de pldsmido. Se crecié la bacteria portadora

del plasmido pMY228, hasta alcanzar la fase exponencial a
37°C, el cultivo se centrifugd por 10 minutos a 10Krpm, resus-
pendiéndose las pastilla en 200 ul de la solucién I, se agrega
ron 200 pl de lisosima y la preparacidn se incubd durante

30 minutos a temperatura ambiente, a continuacidén se anadieron
400 ul de solucidén II y después de 5 minutos a temperatura
ambiente, se adicionaron 300 pl de la solucidn III. La mezcla
se colocdé durante 5 minutos en hielo seco-etanol, se centrifu-
gb en frio durante 10 minutos a 10Krpm, y al sobrenadante

se le afiadieron 2 volumenes de etanol. La preparacién se
colocd de 30 a 60 minutos en hielo seco-etanol y se centrifugd
en frio a 10Krpm. La pastilla se resuspendid en 500 .; de
Tris-EDTA, pH 7.5 y se afiadié RNAasa a una concentracién

final de 25 mM. Porteriormente la solucidén fue extraida

con un volumen de fenol saturado (con Tris 10 mM, pH 8),

se centrifugd en frio durante 3 minutos a 10Krpm, se afadid

1 volumen de cloroformo al sobrenadante, previa agitacién,

los tubos fueron centrifugados en frio durante 3 minutos

a 10Krpm. Se tomdé la fase acuosa y se precipitd con la soluciodn
III a una concentracidén final de 0.3 M en hielo seco-etanol.
Se centrifugd en frio durante 15 minutos a 10Krpm y se lavéd

la pastilla con etanol al 70%; finalmente la pastilla se

secd al vacio y se resuspendid en 100 pl de Tris-EDTA, pH

T+5.

Cuantificacidén de DNA. En cajas de agarosa al 1% con Bromuro
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de etidio al 0.5 ,g/ml (42), se colocaron alicuotas de 2 |

de diferentes diluciones de la suspensién de DNA por cuantifi
car. Después, de 30 minutos a 1 hora de incubacidén de las

cajas en la obscuridad; se observd la fluorescencia de las
muestras en un transiluminador de luz ultravioleta. La Fluorescencia
de las muestras por cuantificar se compard con la de un DNA

control (DNA de timo de ternera).

Transformacién de E. coli. Como primer paso se obtuvieron

las células competentes de las cepas que se deseaban transfor
mar; para esto se crecieron las bacterias a 37°C durante

una noche en medio LB, se tomaron 0.1 ml de estos cultivos
para inocular 10 ml de medio LB, que se incubaron a 37°C,
hasta llegar a una densidad 6ptica de 0.4 a 560 nm (aproximada
mente 5 x 107 cel./ml). Estos cultivos se centrifugaron

en frio durante 10 minutos a 10Krpm, la pastilla se resuspendid
en CaCl2 100 mM, en la mitad del volumen inicial, la mezcla

se dejo reposar en hielo durante 10 minutos y se centrifugé

en frio durante 10 minutos a 10Krpm. La pastilla se resuspen-
did en CaClz 100 mM en 1/10 del volumen inicial y se dejéd
reposar en hielo durante una noche (6 a 4°C). Posteriormente
se tomaron 100 ul de cada bacteria mezcl4dndose y homogenizan-
dose con 100 pl de Tris 50 mM pH 8 y 1 ul de DNA del plasmido
PMY228. Esta mezcla se dejd en hielo durante 30 minutos,

se sometid a un choque térmico por incubacidén a 37°C durante

2 minutos y posteriormente se afiadié 1 ml de medio LB calenta

do a una temperatura de 37°C incubdndose durante media hora
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a 37°C sin agitar. Finalmente, diferentes diluciones de
la preparacidn resultante se espatularon en cajas de LB y
LB-tc, incubandose éstas a 37°C durante 24 horas para observar

las transformantes.



TABLA 3
CEPAS BACTERIANAS

Nombre Genotipo Relevante Origen o Recurso
54 supF (Aimm434) g2 5.4,

26 supF () : C.I.E.A.

509 lacZ::tn10 proc’ C.I.E.A.

€600 ron'lon" supE Appleyard, 1954
358 322+122+n£3+l3£ am Pearson, M.

359 ron lon’pro’lac am Pearson, M.
G20 ron'lon ::tn10 Gottesman, S.
347 ron'lon gal® C.I.E.A.

377 ron'lon proC*lac gal” Gottesman, S.
100 supF;;tn10 6. L. Buks

CSH26 pro lac ara (pMY228) Raftery, 1984



TABLA 3,

(Continuacidn)

NOMBRE GENOTIPO RELEVANTE ORIGEN 0 RECURSO
N5340 ron lon+ uvrB Gottesman, 1981
§G13504 ron+1on_ uvrB Gottesman, 1981
BCV4 rontlon"::tnl0 lacam Este trabajo
BCV20 ron lon lacZ::tnl0 proC Este trabajo
BCV1 ron lon proC’ lacam Este trabajo
BCV18 ron lon grocf acam Este trabajo
BCV2l ron-lon-groc+ lacam Este trabajo

.+ :

- . BCVOl ron lon lacam supF::tnl0 Este trabajo

+ + . .
BCV1l ron lon " lacam __np :tnl0 Este trabajo
BCVO2 ron’lon* lacam su EF::tnlO Este trabajo
BCV22 ron lon’ 1a supU::tnl0 Este trabajo
BCVO3 ron-lon‘gtoc+ lac™ supF::tnl0 Este trabajo
BCV33 ron on-2£2§+ ac_ supU::tnl0 Este trabajo




TABLA 4

Bacteri6fagos y Plasmidos

Nombre Caracteristicas Origen o Recurso
AcI857 Represor termosensible de lambda Sussman y Jacob, 19062
Aimm4 34 Hibrido que contiene la regién de

inmunidad del fago lambdoide 434 Kaiser y Jacob, 1957
Aimm434cI” Hibrido que contiene la regib6n de

inmunidad del fago lambdoide 434,

presenta una mutacién en el represor €C.1.E.A,
Abio256 Sustitucidén del perdn bio que

elimina los genes comprendidos
entre P.P' y cIII, incluso un frag-

mento del gen N C.T.E.A.
AN7 Mutaci6én ambar en el gen N suprimible

por supE, F y U Campbell, 1961
AN53 Mutacidén ambar en el gen N suprimible

por supE, F y U Campbell, 1961
AN753 Mutaciones ambar en el gen N suprimible

por supE, F y U Campbell, 1961
2029 Mutacibén ambar en el gen 0, suprimible

por supE, F y U €l sBaAs
Aimm434r32 Hibrido que contiene la regidn de inmu-

nidad del fago 434 y una insercién IS2
que adiciona un terminador independiente

de Rho antes de los genes O y P Brachet, 1970
P1 cm Porta resistcncia a cloramfenicol Rosner, 1972
pMY228 Contiene al supV junto a la regidn

de resistencia a tetraciclina Raftery, 1984
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RESULTADOS

En este trabajo se llevd a cabo un estudio del papel que
juega la estabilidad de pN en la antiterminacidn de la trans-
cripcibn promovian por complejos RNA polimerasa-pN modificados
en uno 0 en ambos de sus componentes. La estabilidad de pN,
se vari6 mediante el uso de cepas bacterianas lon y lon , y
la formacidn del complejo de antiterminacifn RNA pol-pN se
modificé utilizando mutaciones en la polimerasa (cepa ron ) y
en pN (bacteriféfago N ambar y N mar). El primer paso que
seguimos en nuestra estrategia fue el de la identificacidn de

bacteriofagos mutantes mar.

I. Identificacidén de bacteridfagos con fenotipo Mar. Ghysen

y Pironio (18) reportaron la existencia de 5 bacteridfagos
lambdoides con una mutacidn en la proteina N, denominada mar.
Este tipo de bacteriffagos son incapaces de crecer en bacteria
que presentan una mutacidén en la subunidad beta de la RNA po-
limerasa denominada ron (18). Para que se observe la exclusitn
de estos bacteridfagos es necesario que se presenten ambas
mutaciones, un bacteridfago mutante mar si presenta crecimiento
en una bacteria ron’ asi como una bacteria ron  permite la
propagacién de bacteribfagos E§£+-

Debido a nuestro interés por identificar bacteriéfagos
mutantes mar, infectamos a cepas bacterianas 395+ y ron con
los bacteriéfagos que se deseaban probar y seleccionamos aque-
llos que presentaron crecimiento en la cepa zgg+ pero no en la

cepa ron  (fenotipo Mar) (Tabla 5). Se identificaron 2 bacte-



TABLA 5. Caracterizacidn de bacteridfags con fenotipo Mar.

Se probd el desarrollo de los bacteridfagos Aimmd34,
ximma434cl, xcl857 y Abio256 sobre las bacterias, suplF(imm}),
supF (imm434), EEE+EHEO' EEE-EEE? lgﬂ-gggo, con el objeto de
identificar a aquellos que tuvieran el fenotipo Mar. Se go-
tearon 10 upl de varias diluciones de los bacteridfagos

-4, 10-6) sobre cajas de TP que contenian un tapiz

(1072, 10
de cada una de las bacterias senaladas. Las cajas se incu-

baron durante una noche a 37° C.

+ crecimiento del bacteridfago.

- ausencia de crecimiento.



TABLA 5

CEPAS BACTERIANAS

BACTERIOFAGOS

PROBADOS supF(immA) supF(imm434) ron+supo ron-sugo
Aimm434 2 = # =
Aimm434cl + - W +
Abio256 - + + 2

ACI857 - + + +
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riéfagos con fenotipo Mur, el bacteridfago ‘hio250 y ¢l Vimmi31,
descritos anteriormente por Ghysen v Pironio. listos autores
reportun que todos los bacteridfagos Aimmd3d poseen ¢l fenotipo
Miar, sin embargo, nosotros encontramos que el fago Ajﬁm334£i_

es cuapaz de crecer en una cepa bacteriana Zgﬂ-.

Se contaba también con el bacteridéfago AN7 reportado por
Ghysen y Pironio como Egzﬁ; sin embargo para probar su fenotipo
Mar se requeria de una cepa ron con supresor de mutaciones
ambar. Posteriormente sc¢ detalla la construccidén de csta cepa,

asl como la caracterizacion del bacteridfago AN7.

II. Caracterizacidén de cepas bacterianas lon . Como se mencio-

né anteriormente, uno de los objetivos de este trabajo fue ani-
lizar el efecto de un aumento en la estabilidad de N sobre la
antiterminacibén de la transcripcibn, esto se llevd a cabo uti-
lizando cepas bacterianas lﬂ£+ y lon . La caracterizacidn de
las mutantes lon fue el siguiente paso en este trabajo, utili-
zando una serie de pruebas que permitieron identificar inequi-
vocadamente a una mutante lon. Estas pruebas fueron util: . las
para caracterizar a las cepas lon que se utilizaron como dona-
dores de este cardcter en la construccidn de las cepas 522+12£-
y gggllgg' y posteriormente se probd la presencia de esta mu-
tacién en las cepas bacterianas construidas., Las cepas bacte-
rianas lon que se caracterizaron inicialmente fueron: SG20
(ron'lon::tn10), SG13504 (ron'lon uvrB),377 (ron'lon proC’)

y la cepa 347 {EEE+lEE_EEl+)° En la caracterizacidn se

consideraron: la morfologia colonial,



= HS
su sensibilidad a nitrofurantoina y su fenotipo filamentoso,.

a) Morfologia colonial de las cepas lon . lLas mutantes

lon~ fueron aisladas por Howard y colaboradores (32) debido a
la apariencia mucoide que presentan las colonias bacterianas
cuando son crecidas en medio minimo. Esta morfologia mucoide
es el resultado de una sobreproduccién de polisdcaridos cap-
sulares por la carencia de un mecanismo de represidn para el
operdén gal vy otras enzimas de la via de sintesis de los po-
lisacaridos (33).

En la Tabla 6 se muestra la morfologia colonial de varias
cepas bacterianas 125+ y lon tanto en medio LB como en medio
minimo. Las cepas lgg+ presentan morfologia normal (no
mucoide) en ambos medios de cultivo, muestras que las cepas
lgg' 347 y SG20 presentan una apariencia mucoide en medio
minimo. Las cepas 377 y SG13504 no presentan morfologia mu-
coide en ninguno de los medios de cultivo a pesar de ser lon .
Este fenotipo se explica por la mutacidén gal que presentan
ambas cepas y que les impide sintetizar polisacidridos capsu-

lares.

b) Inhibicidén del crecimiento de cepas lon por nitro-

furantoina. Otra de las primeras caracteristicas que descri-
bieron en las mutantes lon fue su sensibilidad a la luz ul-
travioleta y a agentes radiomimeticos. Estas cepas son inca-
paces de crecer en un medio de cultivo que contenga nitrofu-
rantoina a diferencia de las cepas igﬂ+ que no se ven afectadas

por este antibidtico (29).



TABLA 6. Morfologia colonial de las cepas lon . Cepas bacte-

rianas que contienen la mutacidén lon forman colonias mucoides.
Este fenotipo se observa solamente en bacterias Eﬂl+' A par-
tir de cultivos bacterianos frescos se tomd un indculo y se
sembrd por estria en cajas de medio LB y medio minimo. Las

cajas se incubaron por una noche a 37°C.



FABLA 6

CEPAS BACTERIANAS MORFOLOGIA COLONIAL
Luria Minimo
(C600) £2£+125+ normal normal
(358) Egg+igg+l§£am normal normal
(359) ron lon"lacam normal normal
(377) Eﬂﬂ+lgﬂ-ﬁil- normal normal
(SG20) 393+£22_::£ﬂ10 normal mucoide
(347) 592+123-&31+ normal mucoide

(SG13504) ron+10n-uvrB_gal_ normal normal
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En la Tabla 7 se muestra el crecimiento de las cepas bac-
terianas analizadas en presencia del antibidtico nitrofuran-
toina. Las bacterias se crecieron por estria en medio LB y
medio LB-nitrofurantoina a varias concentraciones.

Las concentraciones de nitrofurantoina se seleccionaron de
acuerdo a pruebas previas que se efectuaron, utilizando concen-
traciones del antibidético cercanas a las reportadas por
Grossman (29).

Los resultados de la Tabla 7 muestran que a las concen-
traciones de nitrofurantoina de 5 y 8.3 pg/ml el crecimiento de
las cepas 123- es totalmente inhibido mientras que las cepas
12£+ crecen en presencia de nitrofurantoina tanto como en el
medio LB. A concentraciones altas de nitrofurantoina, como la
de 10 pg/ml tampoco las cepas 122+ son capaces de crecer. Cabe
mencionar que la cepa N5340 a pesar de ser 122+ no presentd
crecimiento a ninguna de las concentraciones del antibidtico
debido a 1a mutacidn uvrB que le impide reparar el dafio que

causa la nitrofurantoina en su DNA.

c¢) Induccibn de filamentacibn por radiacidn con luz ul-

travioleta, Como ya mencionamos anteriormente las cepas lﬂﬂ-
son sensibles a la luz ultravioleta. Cuando estas células son
irradiadas se activa la produccidén de la proteina SulA cuya
funcidén es inhibir la divisidn celular. En condiciones
normales el producto del gen lon degrada a esta proteina

permitiendo que ocurra una septacidn normal; sin embargo



TABLA 7. Inhibicibn del crecimiento de cepas lon por nitro-

furantoina., Las bacterias analizadas fueron crecidas en medio
LB y medio LB en presencia de tres concentraciones de nitro-
furantoina (5, 8.3 y 10 pg/ml). Este antibidtico inhibe el
crecimiento de cepas lon” y uvr . A partir de cultivos bacte-
rianos frescos se tom6 un indculo y se sembrd por estria en
cajas de medio LB y LB-NIT. Las cajas se incubaron por una
noche a 37°C. (+) crecimiento bacteriano (-) ausencia de

crecimiento



TABLA 7

Cepas bacterianas

LURTIA

LURIA NITROFURANTOINA

5ug/ml

8.3 ug/ml

10 v g/ml

+

(C600) ron® lon
(358) ron'lon lac am
(359) ron lon"lac am
(377) ron’longal’
(S620) ron*lon”::tnl0
(S613504) ron'lon uvrB
(NS5340 ron*lon’uvrB

(347) ron+lon_gal+
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en mutantes lon la actividad de la proteina SulA no estd regulada,

se presenta una inhibicidn de la divisidn celular causando lo que
se conoce como filamentacién, aumento en la longitud de los ba-
cilos de 50 a 100 veces (52). Esta propiedad de filamentacién
es la caracteristica mids importante asociada con la mutacién
lon, en base a ella se identifica inequivocadamente a estas
bacterias. En este trabajo se montd la metodologia que permitid
observar este fenotipo en cepas lon . Se tomaron cultivos bac-
terianos creciendo en fase exponencial y se resuspendieron en un
regulador de fosfatos para irradiarlos con luz ultravioleta.

Las bacterias irradiadas se cultivaron en medio rico por un
periodo de 3 a 5 horas a 37°C. Finalmente se prepararon frotis
para observarlos al microscopio dptico.

Los resultados obtenidos en la induccidn de filamentacidn
por radiacién con luz U.V. se resumen en la Tabla 8. La mor-
fologia de las células antes de ser irradiadas (0 segundos) co-
rresponde a la de bacilos tanto para las células £2£+ como
para las lﬂﬂ- (Figuras 5 y 6 respectivamente). Al irradiar
durante 10 segundos las bacterias lgg* continuaron creciendo
como bacilos (Figura 7) a diferencia de las égg' en las que
se empezd a presentar la filamentacién. En la mayoria de los
campos analizados se encontraron filamentos aproximadamente
50 veces mds grandes que los bacilos de bacterias normales
(fotos no mostradas). A un tiempo de 25 segundos de irra-
diacién las cepas lgg+ presentaron principios de filamentacidn
pero al cabo de un tiempo se observaron de tamafio nornal, (datos

no mostrados). En relacién a las mutantes lon , en 3 de las 4



TABLA 8. Induccién de filamentacidn por radiacidén con luz

ultravioleta. Bacterias lon fueron irradiadas con luz ul-

travioleta por inducir su filamentacién. 0 segundos significa
no irradiacién. Las bacterias se crecieron en medio LB liquido
con agitacidén hasta fase logaritmica. Posteriormente se resus-
pendieron en una solucion de fosfatos, y se irradiaron con

luz ultravioleta durante los tiempos indicados. Las bacterias
sobrevivientes se crecieron en medio LB liquido con agitacidn
durante un periodo de 3 a 5 horas a 37°C. Al finalizar este
tiempo se hicieron frotis para observarlosal microscopio optico.
Filamentacidén se refiere a un aumento de 50 a 100 veces en '
largo de los bacilos.

(-) ausencia de bacterias en los campos analizados.



TABLA 8

Cepas bacterianas

Radiacidn

0 seg. 10 seg. 25 seg.
(C600) IEE¥EEE‘ bacilos bacilos bacilos
(358) ron“lon” bacilos bacilos bacilos
(359) 122-192+ bacilos bacilos bacilos
(377) ronlon gal” bacilos filamentos  filamentos
(NS340) 192+122+XE£B bacilos bacilos e
(SF13504) ron’lon uvrB bacilos filamentos -
(8G20) 122+135'::tn10 bacilos filamentos filamentos
(347) I22+l92_£§l* bacilos filamentos filamentos




FIGURA 5. Morfologia de las cepas lon”. Morfologia de bac-

terias crecidas sin ser sometidas a irradiacidén. Las células
se crecieron en medio LB liquido hasta fase exponencial y pos-
teriormente se resuspendieron en un regulador de fosfatos.

Se tomdé una muestra para hacer las preparaciones que se obser-
varon al microscopio Optico por contraste de fases utilizando
el objetivo 100X. Esta fotografia corresponde a la cepa (359)

- +
ron lon .






FIGURA 6. Morofologia de las cepas lon . Morfologia de las

bacterias crecidas en ausencia de irradiacién. Las células

se crecieron en medio LB liquido hasta fase exponencial y
posteriormente se resuspendieron en un regulador de fosfatos.
Se tomdé una muestra para hacer las preparaciones que se obser-
varon al microscopio por contraste de fases utilizando el ob-

jetivo 100X. Esta fotogrfia corresponde a la cepa (377) lon .






FIGURA 7. Morfologia de las cepas lon' irradiadas con luz U.V.

Las cepas lEE+ irradiadas con luz ultravioleta no presentan
filamentacidén. Las células una vez resuspendidas en un re-
gulador de fosfatos se irradiaron con luz U.V. por 25 segundos;
posteriormente se transfirieron a medio LB liquido y se incu-
baron con agitacidn durante un periodo de 3 a 5 horas. Final-
mente, se tomd una muestra para observarse al microscopio
6ptico por contraste de fases, utilizando el objetivo 100X.

Esta fotografia corresponde a la cepa (359) ron lon".
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cepas probadas se observd f&laméhtacién’pasta alcanzar un ta-
mafio de alrededor de 100 veces el tamanio normal (Figura 8). En
el caso de la cepa lon SG13504 y la cepa lgg* NS340 no se de-
tectaron bacterias en los campos analizados, debido a que estas

bacterias poseen la mutacién vvrB siendo mds sensibles a la radiacidn.

ITI. Construccidn de cepas bacterianas . Como se men-

cioné con anterioridad dentro de los objetivos que nos plan-
teamos se encontraba la construccidén de una serie de cepas
isogénicas, ron'lon’, ron lon®, ron"lon” y ron"lon” con la fina-
lidad de analizar en ellas la antiterminacién de la transcrip-
cién de bacteridfagos lambdoides que presentan diferentes muta-
ciones en pN. £

Una vez que se identificaron y caracterizaron las cepas
isogénicas 525+ y ron , ademds de 4 cepas mutantes lon, pro-
cedimos a realizar las construcciones de las cepas isogénicas
necesarias para nuestro estudio.

La construccidén de las cepas bacterianas se realizd
mediante la técnica de transduccién generalizada mediada por el
bacterid6fago Pl cm (portador de resistencia a cloramfenicol)
que se describe en la seccidn de Material y Métodos. Las
cepas (358) IEE+lEE+ y (359) Iﬂﬂ-lﬂﬂ+ se utilizaron como re-
ceptoras y se eligiron 2 de las 4 cepas lEﬂL como donadoras;

de la mutacién lon ; la 377 [1on'proc+] y la $G20 (lon ::tnl0).
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FIGURA 8. Morfologia de las cepas lon irradiadas con Juz U.V.

Las cepas lon  irradiadas con luz ultravioleta presentan fi-
lamentacidén. Las célullas resuspendidas en un regulador de
fosfatos se irradiaron con luz U.V. durante 25 segundos, pos-
teriormente se cambiaron a medio LB liquido y se incubaron
con agitacidén por un periodo de 3 a 5 horas. Finalmente se
tomé una muestra para observarse al microscopio 6ptico por
contraste de fases, utilizando el objetivo 100X. Esta foto-

grafia corresponde a la cepa (SG20) ron lon ::tnl0.
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a) Construccidn de la cepa ron lon . Lua primera construccidn

que se realizd fue la de la doble mutante Igﬂ—lﬂﬂ-‘ La obtencidn
de estu doble mutante bacteriana nos permitidé contiar con un sis-
tema donde aumenta la vida media de nN (a causa de la mutacidn
lon), y se forma un complejo alterado entre la RNApel v pN
(debido a la mutacién ron).

Cuando se inicid esta construccidén no se contaba con li
cepa (SG20) lon ::tnl10 que hubiera facilitado la scleccidn de
transductantes lon utilizando la resistencia a tetraciclina
que confiere el transposon tnl0; por lo tanto decidimos utili-
zar como marcador genético al gen proC situado cercu del gen
lon en el cromosoma bacteriano (minutos 8 y 9 respectivamente).
La primera cepa que se construyd fue la ron proC™ para posterior-
mente construir la cepa ron lon .

La cepa (509) lacZ::tnl10proC” donadora del cardcter proC
fue infectada con el bacteridéfago Plcm y se seleccionaron las
bacterias lisdgenas para este bacteridfago por su resistencia a
cloramfenicol. Posterior a la induccién de una de las lisdgenas
se obtuvo el lisado del bacteridfago con el cual se transdujo 1la
mutacidén proC a la cepa receptora (359) Eﬂﬂ- E£3C+. Se seleccio-
naron las bacterias transductantes en base a su resistencia a
tetraciclina en cajas de LB-Tc. Debido a que en la cepa 509, el
transposon tnl10 se encuentra cerca del gene lacZ; (minuto 8 del
cromosona bacteriano) es posible obtener transductantes resis-
tentes a tetraciclina que 1lleven el carécter EIEC- (minuto 9
del cromosoma bacteriano). Se purificaron las transductantes y
se¢ seleccionaron aguellas que se comportaban como EZSC‘ por

replica en cajas de medio minimo con y sin prolina,
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n las Tahlas 9 y 10 se muestran los resultados de las pruc-
bias para auxotrofia de prolina y sensibilidad a tetraciclina
respectivamente, que se aplicé ua las cepas bacterianas utili-
zadas en esta construccidn, se incluvdé la cepa C600 como un
control Elﬂc+' sensible a tetraciclina. En la Tabla 11 se¢ ob-
servan los resultados al analizar la resistencia a c¢loramfenicol
que presentaron las cepas 509 y 377 antes y después de ser li-
sogenizadas por el bacteriéfago P1 cm.

Una ve:z otenida la cepa (BCV20) ron proC ::tnl10 se¢ pro-
cedid a transducirle la mutacidén lon. Esto se llevd u cabo
infectando con el bacteriéfago Pl cm a la cepa (377) 122'219C+
donadora del cardcter lon  y seleccionando a las bacterias 1li-
sbgenas para Pl cm por su resistencia a cloramfenicol. Poste-
riormente, después de llevar a cabo la induccidn del fago, sc
obtuvo el lisado de los bacteriGfagos y con la suspensidn féagi-
ca se infectd a la cepa (BCV20). Se seleccionaron las trans-
ductantes de interés como protdtrofas para prolina en cajas de
medio minimo sin prolina. De las colonias que presentaron api-
riencia mucoide se purificaron tres para su posterior carac..
rizacidn.

En la Figura 9 se describe de manera resumida la serie
de pasos que se siguieron en la construccidon de la cepa
ron lon . La frecuencia de transduccién obtenida en la trans-
ferencia de la mutacibn EIEC* asi como de la mutacién lon fue
de 5> células/ml. E1l porcentaje de cotransduccidn entre
proC™ y el transposon tn10 fue del 1% mientras que la cotrans-

duccidn entre lon y proC fue del 25%.



TABLA 9. Caracterizacidn de cepas bacterianas pro’ y proC .

Las bacterias que se eligieron para ser utilizadas en la
construccidén de la cepa (BCV20) ron proC -tnl0 fueron analiza-
das para su genotipo proC. A partir de cultivos frescos de
las bacterias sefialadas se tomaron indculos y se sembraron
por estria en cajas con los medios sefialados. Se incubaron

las cajas durante una noche a 37° C.

(+) crecimiento

(-) ausencia de crecimiento



TABLA 9

CRECIMIENTO
Medio minimo

CEPAS BACTERIANAS Luria

Prolina Sin prolina
(377) ron®lon gal” + " .
(358) £2£+123+l§£am + + +
(359) ron”lon’lacam + - +
(C600)ron”1on" + + .

(509) lacz::tn10 proC’ + + -




TABLA 10. Sensibilidad de las cepas bacterianas a tetraci-

clina. Se analizd la resistencia a tetraciclina de las bac-
terias que se eligieron para ser utilizadas en las construc-
ciones de las cepas (BCV1), (BCV18), (BCU21), (BCB20) y
(BCV04). A partir de cultivos frescos se tomaron inéculos y
se sembraron por estria en cajas de medio LB y LB-Tc. Las

cajas se incubaron por una noche a 37°C.

(+) crecimiento

(-) ausencia de crecimiento



TABLA 10

CRECIMIENTO
CEPAS BACTERIANAS Luria Luria tetraciclina
(509) lacZs:etwd? + &
(358) zgg+lgg+lggam + -
(359) zgg-lgg+lggam + -
(S620) ron“lon ::tn10 + .
(100) supF::tn10 + +
(BCV1) EEE-lEE-lEE- + -

(CSH26) supU::tn10

(C600)

+ +
ron lon supE

(BCV20) ron proC ::tn10




TABLA 11. Resistencia a cloramfenicol .de las cepas bacteria-

nas lisdgenas para Plcm. Las cepas 377, 100, 509 v SG20, se

lisogenizaron con el bacteridfago Plcm. Las lisdgenas fueron
identificadas como bacterias resistentes a cloramfenicol. Se
crecieron las bacterias en medio LB por una noche a 37°C;

a partir de estos cultivos se sembrd por estria en cajas de
LB y LB-cm, incubdndose posteriormente durante una noche a

FT G

(+) crecimiento

(-) ausencia de crecimiento



TABLA 11

Cepas bacterianas

Luria

Luria

cloramfenicol

(C600) ron'lon’supE

(377) ron"lon lacgal’

(100) supF::tnl0

(509) 1lacZ::tnl0

(S620) ron“lon ::tnl0

(377) ron'lon lac gal” (Plcm)
(100) supF::tnl0 (Plcm)
(509) lacZ::tnl0 (Plcm)

($620) ron'lon ::tnl0 (Plcm)




FIGURA 9. Construccidén de la cepa ron lon . Para la construc

cidén de las cepa zgg-lgg' fue necesario construir previamente
la cepa ron proC tnl0. Las cepas donadoras fueron las siguien
tes: para la mutacidn Eggc' la cepa (509) lgg:::tnlnﬂigﬁ' v
para la mutacién lon la cepa (377) Igﬂ+lgﬂ_ EIQC+- Las cepas
receptoras fueron la (359) ron~ lgg+ EIEC+ y la (BCV20) EEH-lEE+
proC™ respectivamente. Los lisados de Plcm se titularon en

la cepa C600. La seleccidén de cepas resistentes a tetraciclina
y a cloramfenicol se realizdé en cajas de LB-tc y LB-cm respec-
tivamente. La seleccién de cepas EIEC+ y proC™ se efectué en
cajas de medio minimo con y sin prolina. La seleccién de cepas
lon  se detalla posteriormente. Frecuencia de transduccidn:
nimero de colonias en el medio selectivo/nimerc de colonias

en medio LB. Frecuencia de cotransduccion: nimero de colonias
que presentaron el cardcter transducido/nGmero de colonias en

el medio selectivo.
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b) Construccidn de la cepa ron'lon . Para la obtencién de

esta cepa se utilizd como donadora de la mutacidén lon a la cepa
(SG20) lgﬂ'::tnlo. Esta cepa fue infectada con el bacteridfago
Pl cm y se seleccionaron a las lisdgenas para Pl cm en buase a
su resistencia a cloramfenicol, posteriormente, mediante induc-
cion se obtuvo el lisado del bacteridofago con el cual se rea-
1iz6 la transduccidén de el caricter lEE- a la cepa receptora
(358) ggg+lgﬂ+. Las bacterias transductantes se seleccionaron
como resistentes a tetraciclina en cajas de LB-tc. Debido a que
en la cepa SG20 el marcador tnl0 se encuentra cerca del gen lon
se esperaba una frecuencia de cotransduccidén alta, por este mo-
tivo se decidié purificar exclusivamente 5 transductantes. Los
candidatos obtenidos se resembraron en medio minimo y se selec-
cioné uno de ellos que presentaba apariencia mucoide, para su
posterior caracterizacidn.

Los resultados de sensibilidad a tetraciclina de las cepas
SG20 y 358 se muestran en la Tabla 10, mientras que los resulta-
dos para resistencia a cloramfenicol de la cepa SG20 antes y
después de ser lisogenizada por el bacteriéfago Pl cm se muc:
tran en la Tabla 1].

En la Figura 10 se describe de manera resumida los pasos
que se siguieron en la construccidén de la cepa Igﬂ+lgg'. La
frecuencia de transduccién de la mutacién lon fue de 10'El
cel/ml la frecuencia de cotransduccidn de esta mutacidén con el

transposon tnl0 fue del 20%.



FIGURA 10. Construccién de la cepa ron'lon . Para la cons-

truccién de la cepa Eﬂﬂ‘lﬂﬂ- se llevé a cabo la transduccidn
del caracter lEE- con el transposén tnl0. La cepa (SG20)
ron'lon"::tnl0 fue la donadora del marcador lon . La cepa
receptora fue la (358) E’lin*la_c am. La seleccidon de luas
cepas resistentes a cloramfenicol y a tetraciclina se cfectud
en cajas de LB-cm y LB-tc respectivamente. La seleccidn de
las cepas lgg- se detalla posteriormente. El lisado de P1 cm
se titulé en una cepa C600. Frecuencia de transduccidén. No.
de colonias en medio LB-tc/No. de colonias enmedio LB. Fre-
cuencia cotransduccién. No. de colonias que presentaron la

mutacidén lon/No. de clonias en LB-tc.
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IV. Caracterizacién de las cepas transductantes ron ./ lon .

Como se menciond con anterioridad, durante la construccion de
las cepas ron'lon” y ron lon  se seleccionaron aquellas trans-
ductantes que presentaron apariencia mucoide en medio minimo,
aunque este tipo de crecimiento es una propiedad de las mutan-
tes lon, se procedid a realizar una caracterizacidén mds completa
de estas bacterias. Se utilizé la metodologia montada para la
identificacién de cepas 125' que se describid previamente.

Se caracterizaron transductantes ron lon ; BCVI, BCVI1S,

BCV21 y a la transductante ron+lon', BCV4,

a) Inhibicién del crecimiento de las cepas ron lon y ron~

lon  por nitrofurantoina. Las cepas bacterianas por analizar

se crecieron por estria en cajas de medio LB y LB-nitrofuran-
toina, las cuales fueron incubadas por una noche a 37°C, al
dia sipuiente se evalud el crecimiento bacteriano. Los resul-
tados obtenidos se presentan en la Tabla 12; se observa que las
transductantes BCV1, BCV18, BCVZ1l y BCV4 presentaron un compor-
tamiento idéntico al de las cepas lon que se utilizaron como
control, es decir son incapaces de crecer en cualquiera de las
concentraciones de nitrofurantoina. Esto nos indicdé que porta-
ban la mutacién lon que les confiere una sensibilidad acentuada
al antibiético.

Como se habia notado anteriormente, a una concentracién
de 10 pg/ml de nitrofurantoina las cepas lgg+ también son in-
hibidas. E1 comportamiento de la cepa N5340 fue discutido pre-

viamente.



TABLA 12. 1Inhibicidn del crecimiento de las cepas ron lon”

y ron lon por nitrofurantoina. Se analizé la sensibilidad

@ nitrofurantoina de las cepas ron'lon” y ron lon construidas
por transduccidén. Las cepas construidas se comportan identi-
camente a las mutantes lon usadas como control, son inhibidas
a cualquiera de las concentraciones de nitrofurantoina. A
partir de cultivos frescos se sembraron por estria indculos

de las bacterias de interés en cajas de medio LB y LB-nitro-
furantoina, utilizando diferentes concentraciones del anti-

biético. Las cajas se incubaron por una noche a 37°C.

(+) crecimiento bacteriano

(-) ausencia de crecimiento



TABLA 12

_ CRECIMIENTO
CEPAS BACTERIANAS Luria Nitrofurantoina

5 ug/ml 8.3 ug/ml 10 ug/ml

(BCV1) ron lon lacam + . . -
(BCV18)  ron lon lacam + - ; -
(BCV21)  ron lon lacam + . . 5
(BCV4)  ron'lon lacam + - . .
(358) r_cm*'_lg_rfl_eﬁam + + + -
(359) _ro_n'l_ozf_la_cam + + + -
(377) mlfl_orfﬁam + - - -
(S620)  ron'lon ::tn10 + - . -
(SG13504) ron'lon uvrB - - - -
(N5340)  ron'lon’uvrB - . . :

(C600) ron"lon® * * * -




b) Filamentacién de 155?3e§as ron lon  y ron lon  induci-

das por luz U.V. Se tomaron cultivos bacterianos de las cepas

a probar crecidos en fase exponencial y se resuspendieron en un
regulador de fosfatos, se irradiaron con luz ultravioleta y pos-
teriormente se incubaron con agitacidn en medio LB liquido por
un periodo de 3 a 5 horas. AL cabo de este lapso se montaron
las preparaciones de las bacterias y se observaron al microsco-
pio dptico.

En los resultados presentados en la Tabla 13, se observa
que el comportamiento de las transductantes probadas: BCV1, BCV18,
BCV21 y BCV4 es semejante al de las mutantes lon empleadas como

control. Antes de ser irradiadas, todas las bacterias presenta-
ron la morfologia tipica de bacilo de las cepas silvestres; el
fenotipo de filamentacidén caracteristica de mutantes lon se pre-
sentd después de llevar a cabo la irradiacién.

Cuando el tiempo de exposicidén fue de 25 segundos, la fila-
mentcién fue mids marcada tanto en las cepas lgg'que se emplearon
como control, como en las transductantes £EE+EEE- (Figura 11)

y Ton lon  (Figura 12).

En base a las pruebas anteriores se concluydé que las trans-

ductantes obtenidas portaban la mutacidén lon. En este momento

. . P + + - +
se tuvo completo el juego de cepas isogénicas ron lon , ron lon ,

+ - - -
ron lon y ron lon .

V. Efecto de las mutaciones ron lon en el desarrollo de bac-

teridfagos con fenotipo mar. Como se menciond anteriormente

se ha reportado la deficiencia en el crecimiento de bacteridfagos

lambdoides en una cepa ron , que es debida a una interaccién



TABLA 13. Filamentacién de las cepas ron lon y ron lon in-

ducida por luz ultravioleta. Se analizé la formacién de

filamentos por las cepas ron'lon” y ron lon después de la

irradiacién con luz ultravioleta. Las cepas construidas

forman filamentos al igual que las mutantes lon utilizadas
+ - T
como control. Las cepas lon crecen como bacilos. *Tiempo

de irradiacidén con luz ultravioleta,



TABLA 13

CEPAS BACTERIANAS

0 seg de
irradiacidn

MORFOLOGIA

10 seg.

25 seg.

(BCV1)
(BCV21)
(BCV18)
(BCV41)
(358)
(359)
(377)
(N5340)

ron lon lacam

ron lon lacam

ron lon lacam
+ -

ron lon lacam
+ =

ron lon lacam

- +
ron lon lacam

ron lon gal

+ +
ron lon uvrB

(SG13504) ron lon uvrB

(5G20)
(C600)

ron  lon ::tnl10

+ +
ron lon

bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos

bacilos

filamentos
filamentos
filamentos

filamentos

cocobacilos:

cocobacilos
filamentos
cocobacilos
filamentos
filamentos

cocobhacilos

filamentos
filamentos
filamentos
filamentos
cocobacilos
cocobacilos
filamentos

filamentos

cocobacilos
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FIGURA 11. Filamentacidén en las cepas transductantes ron” lon.

Las bacterias lon forman filamentos después de ser irradia-
das con luz ultravioleta. La cepa IEE* lon  construida pre-
sentd el mismo comportamiento que las cepas lon usadas como
control. Las células se resuspendieron en un regualdor de fos
fatos, se irradiaron con luz U.V. durante 25 segundos se
cambiaron a medio LB liquido y se incubaron con agitacién

por un periodo de 3 a 5 horas. Finalmente, se tomd una muestra
para observarse al microgcopio optico por contraste de fases
utilizando el objetivo 100X. Esta fotografia corresponde a la

cepa BCV 4 ron'lon”.
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FIGURA 12. Filamentacién en la cepa transductante ron lon .

La cepa ron lon construida en este trabajo fue analizada para
la formacidén de filamentos después de irradiarla con luz ultra
violeta. Su comportamiento fue idéntico al de las cepas lon_
usadas como control. Las células resuspendidas en un regula-
dor de fosfatos, se irradiaron con luz U.V. por 25 segundos,
posteriormente se cambiaron a medio LB liquido en agitacidn
durante un periodo de 3a 5 horas. Finalmente se tomd una mues
tra para observarse al microscopio dptico por contraste de
fases utilizando el objetivo 100X. Esta fotografia corresponde

a”la cepa (BCV1) ron lon .
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deficiente entre la RNA polimerasa y pN (18). Varios autores

han sugerido que la estabilidad de pN puede ser un factor impor-
tante en la formacién del complejo RNApol pN y por ende en la
eficiencia de la antiterminacidén de la transcripcién; Vaca y
Sosa (comunicacién personal) siguiendo esta direccidn estudiaron
el efecto de la mutacién lon (aumenta la estabilidad de pN) en
el desarrollo de bacteridfago ) N7mar3 en una cepa Iggflgg-ggp+
Encontraron que este bacteridfago si presentd crecimiento, lo
que les indicd que en ausencia de Lon el complejo formado entre
la RNApol lgg' y pNmar es funcional para lograr la antitermina-
cién de la transcripcién. En base a estos resultados ellos
postularidn que la unidén entre la RNA polimerasa y pN protege

a esta contra la degradacién de plon, por esta razén cuando el
complejo se encuentra alterado y Lon estd presente la degrada-
cién de pN es tal que se inhibe completamente el desarrollo del
bacteriofago.

De estos resultados se deduce ademds que un aumento en
la vida media de pN mejora la eficiencia en la antiterminacidn
de la transcripcion, a tal grado que un complejo entre pN y la
polimerasa formado por proteinas alteradas puede ahora ser
funcional.

Decidimos reproducir estos resultados construyendo cepas
isogénicas y utilizando diferentes mutantes mar con la finalidad
de evaluar a fondo las observaciones anteriores. Se utilizaron
los bacteriéfagos ’cI857, jimm434marl y )bio256mard, y las cepas
isogénicas construidas: ron'lon’, ron lon’, ron‘lon”, ronlon”.

Como se observa en la Tabla 14, los bacteridéfagos mar pro-

bados ()\bio256mar4 y Aimm434marl) presentan crecimiento en las



TABLA 14, Efecto de las mutaciones ron lon en el desarrollo

de bactridéfagos con fenotipo Mar. Cepas bacterianas ron lon

no permiten el desarrollo de algunos bacteriéfagos Nmar
(Aio256mard y iimmd43d4marl) 100 yl de cultivos frescos de bac-
teria se infectaron con 100 yl de las diferentes diluciones

4, 107%) se permitié la absorcién por

de los bacteridéfagos (10~
15 minutos a temperatura ambiente, se anadieron 2.5 ml de T@
suave y se virtid la mezcla en cajas de TP que fueron incuba-
das una noche a 37° C.

Los nimeros presentados corresponden a u.f.p./ml

(-) ausencia de placas



TABLA 14

CEPAS BACTERIANAS

DESARROLLO DE BACTLERTOFAGOS

AcI857 Abi0256 mar Aimmd34 mar
(358)  ron'lon’lacam 2.1 x 100 1.8 x 10° 1.4 x 10°
(359)  ron"lon"lacam 3.2 x 1010 - .
(BCV4) ron®lon”lacam 3.3 x 100 1.6 x 10° 1.8 x 10°
(BCV1) ron lon lacam 1.0 x 10'° - 2
(BCV18) ron lon lacam 1.9 x 10'° - 2
(BCV21) ron lon lacam 1.7 x 1010 - ,
(100)  supF::tn10 1.1 x 10'0 2.0 x 10° 1.2 x 10°
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cepas zgg* (358 y BCV4), pero no en la cepa ron (359); sin
embargo a diferencia de lo encontrado por Sosa v Vaca, en las
cepas ron lon (BCVI, BCVI8 v BCV21) el fenotipo Mar no revier-
te, las mutantes marl y mard siguen sin poder desarrollarse.

De estos resultados se concluve que una mavor estabilidad
de pN no suple la interaccién deficiente que ocurre entre la
RNA polimerasa y pN (marl y mard).

Cabe mencionar que los resultados de Sosa y Vaca se utili-
z6 el bacteribfago AN7mar3, ei cual no fue probado en este ex-
perimento debido a que no se contaba con una cepa ron lon su-
presora de mutaciones ambar. Esta cepa es necesaria para su-

primir la mutacidén N7 y poder observar el fenotipo Mar de este

bacteridfago.

VI. Antiterminacidn de la transcripcién en cepas lon+/10n-.

En los experimentos anteriores no se encontrd evidencias de que
una mayor estabilidad en pN mejorarid la eficiencia de la anti-
terminacidén de la transcripcidén, sin embargo nosotros decidimos
analizar esta hipdtesis siguiendo otra estrategia. Se utilizd
un sistema donde el desarrollo del bacteridfago lambdoide fuera
mis dependiente de pN con la finalidad de detectar si cambios
en la estabilidad de esta proteina se reflejaban en la anti-
terminacién de la transcripcién. Se empled un bacteridfago
Aimm434 que lleva a la izquierda de los genes para replicaci6n
del DNA (O y P) 1la insercidn r32 (Figura 1). La insercidn r32
contiene un terminador de la transcripcidn dependiente de Rho,
este terminador responde a la accidn de pN provocando que el
desarrollo de este bacteridfago sea mis dependiente de esta

proteina.
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Se infectaron las cepas bacterianas con los bacteriéfagos

» imn434r32 y A cI857 como control, y se uanalizd el desarrollo de
estos bacteriéfagos. En la Tabla 15 se observa que el nimero de
unidades formadoras de placa en las infecciones con ¢l bacterié-
fago »imm434r32 es similar en todas las cepas bacterianas, sin
embargo el tamano de las placas liticas si presenta diferencias
entre las bacterias. En la cepa (359) ron lon’ se obtienen pla-
cas pequenas con respecto a las que se forman en las cepas £g£+.
Este resultado nos indica que la disminucién en la produccidn
de particulas fagicas, probablemente se deba a una interaccidn
deficiente entre la RNA polimerasa mutante (cepa ron ) y pN
durante la antiterminacidén de la transcripcién. Cabe mencionar
que la deficiencia en la polimerasa de la cepa IEE- solo se evi-
denciaba cuando se infectaba con un bacteridfago ggg', sin
embargo en este sistema donde el bacteridfago Aimm434r32 depende
altamente de pN fue posible detectar fallas menores en la in-
teraccion RNApol-pN.

Si un aumento en la vida media de pN causara un aumento
en la eficiencia de la antiterminacidén de la transcripcion
se esperaria que en la cepa ron lon el bacteriéfago Aimm434r32
aumentara la produccidén de particulas fiagicas, reflejindose en
un mayor tamafio de las placas liticas. Sin embargo en las
cepas BCV1, BCV18 y BCV21l el tamafio de las placas liticas fue
tan pequefio como el observado en la cepa (359) £g§'123+ en
donde la estabilidad de pN es menor.

Los resultados obtenidos en este experimento, permitieron
concluir que una vida media mayor de pN no aumenta la eficiencia
en la antiterminacién de la transcripcién en un complejo pN-po-

limerasa alterado.



TABLA 15, Efecto de la RNA polimerasa ron en la eficiencia de

plaqueo de los bacteridfagos lambdoides, *c¢I857 v Ainmd34r32.

Se analizd el efecto de las mutaciones ron lon, en un sistema

sobre-dependiente de la proteina N.

Se tomaron 100 ul de bacteria fresca, a los cuales se afadie-

ron 100 pl de diferentes diluciones de los bacteridfagos (10'4,
10'6] y se permitid la absorcidn durante 15 minutos a tempera-
tura ambiente. Posteriormente se anadieron 2.5 ml de Té suave
y se vacid la mezcla en cajas de Té suave, Las cajas se incu-

baron durante una noche a 37°C. Al dia siguiente se evalud el

nimero y tamafio de las placas liticas.



TABLA 15

Bacteri

6 fagos

. AcI587 Ainmd434r32
Cepas bacterianas u.f.p/ml tamafio de u.f.p/ml tamafio de
placa placa
(C600) ron’ lon® 3.3x1010 normal 4.1x1010 normal
(54) SupE (inm434) 2.2x1010 normal . .
(358) ron® lon* 2.8x101° normal  5.2x10%0 normal
(359) ron~ lon* 2.3x1010 normal 6.0x1010 pequefia
(BéU4) ron® lon” 2.4x1010 normal 4.3x1010 normal
(BCV1) ron lon~ 3.1x1010 normal 3.4x1010 pequeia
(BCV18) ron lon~ 1.8x1010 normal 2.8x1010 pequefia
(BCV21) ron” lon” 1.4x1010 normal  3.2x10%0 pequefia
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VII. Actividad de la proteina N7 en la antiterminacién de la

transcripcidn. Las mutuntes lon se han caracterizado también
por su habilidad para estabilizar proteinas incompletas o mo-
dificadas. Se ha probado que las cepas lEﬂ- permiten el cre-
cimiento de bacteri6fagos mutantes sensibles a la temperatura
en condiciones restrictivas, como es el caso de los fagos

10ts y el APts. Esto sugiere que la destruccidén de las pro-
teinas mutadas por parte de la proteasa Lon se suma al defecto
que presentan estos bacteridéfagos en su crecimiento (21).

Nosotros decidimos probar si el defecto que presentan en
su crecimiento diferentes bacteriéfagos lambda con mutaciones
ambar en pN se debe a su funcionalidad deficiente 6 a la degra=
dacién que sufren por parte de la proteasa Lon.

Se infectaron diferentes cepas bacterianas con los bacte-
riéfagos N7, ANS3 y AcI857 (como control), se permitié la ab-
sorcidén y se colocaron las muestras en cajas de TP, los resul-
tados se presentan en al Tabla 16.

El bacteriéfago »N7 que es incapaz de crecer en las cepas
que no presentan un supresor de mutaciones ambar, si presenta
crecimiento en las cepas ron lon , las u.f.p./ml que forma
son similares a las que forma en una cepa supresora. Sin
embargo la produccidon de particulas fédgicas es menor, esto se
refleja en el tamafio de las placas liticas, siendo diminutas
en comparacién con las que se forman al suprimirse la mutacién
ambar. Por el contrario el bacteridéfago AN53 solo presentd
crecimiento en la cepa supresora de mutaciones ambar.

Cabe mencionar que el bacteridéfago AN7 no presentd creci-

i 4+ -
miento en la cepa ron lon .
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TABLA 16. Actividad de la proteina N7 en la antiterminacion

de la transcripcion. Se analizé la actividad de los fragmen-

tos de pN, N7 y N53 en la antiterminacidn de la transcripcidn.

La proteina N7 es funcional para antiterminar en una cepa

o

ron  lon  sup®.

Se infectaron 100 ;1 de cada una de las bacterias, utilizando
cultivos frescos, con 100 pl de las diferentes diluciones

de los bacteridfagos {10'4, 10-6] se permitid la adsorcién
por 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
afiadieron 2.5 ml de T¢ suave. Las mezclas se virtieron en

cajas de Tg suave y se incubaron por una noche a 37°C.

(-) ausencia de placas



TABLA 16

B A CTERTI OF A G 0 S

AN
CEPAS BACTERIANAS LELAs? AR £53
u.f.p/ml tamano de u.f.p/ml tamano de u.f.p/ml tamano de
placa placa placa
10 9 9
(26) supF (1) 1.11x10 normal 1.7x10 normal 2:1x10 normal
+ + 10
(358) ron lon sup” 2.1x10 normal = - - -
= - 10
(359) ron lon sup 3.2x10 normal - - - -
* - o 10
(BCV4)ron lon sup 3.3%10 normal & - - -
- - o 10 9 -,
(BCV1)ron lon sup 1.0x10 normal 1.4x10 pequena - -
(BCVlS)ron_lon-igp° 1.9x1010 normal 1.8x109 pequena = =

(BCV21)ron lon sup® 1.7x1010 normal 1.0x10° pequena - -
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Estos resultados sugieren que el fragmento de pN que se

produce en la mutacidén N7 (aproximadamente 70% con respecto a
la proteina normal) es funcional para lograr la antitermina-
cién de la transcripcidén en ausencia de la proteasa Lon. Esto
puede ser debido a la mutacién ron, ya que en la cepa IEE+lEE-
no se observa el crecimiento del bacteridfago N7. De alguna
forma, la estructura tridimensional que toman ambas proteinas
alteradas favorece su interaccidn, mientras que, la estructura
tridimensional que adopta el fragmento de pN N53 (aproximada-
mente 25% con respecto a la proteina normal) no logra inte-
raccionar eficientemente con ninguna de las formas de la po-
limerasa (ron,ron’).

Asimismo en estos resultados se muestra que un aumento en
la estabilidad de pN si aumenta la eficiencia de la antitermi-
nacién de la transcripciédn.

Considerando la funcionalidad de la proteina N7 en una cepa
ron lon sup®, es posible que el efecto observado por Sosa y
Vaca en cuanto a la supresidén del fenotipo Mar en el bacterié-
fago AN7mar3 cuando es crecido en la cepa ron lon supE, sea
precisamente la actividad de esta proteina incompleta.

Evaluando lo anterior decidimos introducir en nuestras
cepas isogénicas un supresor de mutaciones ambar para poder
observar el fenotipo Mar de )AN7 y tratar de aclarar si el
crecimiento observado por Sosa y Vaca en la cepa ron lon supE
se debe a la supresidon del fenotipo Mar o a la funcionalidad

de la proteina N7.
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Como primer paso se probd que tipo de supresor bacteriano

suprime las mutaciones N7 y N53, con la finalidad de seleccionar
al supresor adecuado para las siguientes construcciones bacte-
rianas. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

Los 3 supresores probados: supE, supF y supU permiten el
crecimiento de los bacteridfagos con las mutaciones ambar, AN7,
AN53 y A2029. Por lo tanto, decidimos utilizar las 2 cepas si-
guientes como donadoras del supresor; la (100) SupFtnl0 y la
(CSH26)supUtnl0; esta cepa lleva el gen para el supresor dentro
del plasmido pMY228, lo que le permite tener a la bacteria que
lo porta un elevado nimero de genes para el RNAt supresor, a
diferencia de la cepa 100 que porta 1 sola copia del gen supresor,

debido a que lo lleva dentro del cromosoma bacteriano.

VIIL Construccién de cepas con supresor F de mutaciones ambar.

La cepa donadora (100) supF::tnl0 fue infectada con el bacterié-
fago Plam, se seleccionaron bacterias lisdgenas en cajas de
LB-cm, posteriormente mediante induccidén se obtuvo el lisado
del bacteri6ofago Plcm con el cual se realizd la transduccidn a
las cepas receptoras, 358, 359 y BCV1 (cabe mencionar que esta
iltima cepa. Por alguna razdén no determinada perdié el trans-
poson que confiere resistencia a tetraciclina que se le intro-
dujo junto con la mutacién proC) y se selecciond las transduc-
tantes por su resistencia a tetraciclina en cajas de LB-Tc,

Los resultados obtenidos al probar la resistencia a tetra-
ciclina de las cepas utilizadas en estas construcciones se mues
tran en la Tabla 10. Los resultados de resistencia a cloramfe-

nicol de la cepa (100) supF::tnl0, antes y después de lisogenizar
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TABLA 17. Supresidén de mutaciones ambar. Se probdé la activi-

dad de varios supresores bacterianos, para suprimir las muta-
ciones ambar que presentan los bacteridofagos; AN7, AN53 y

'029. Los 3 supresores bacterianos probados; supE, supF y
supU-permiten el desarrollo de todos los bacteridfagos mutuntes

ambar utilizados.

Se gotearon 10 ;1 de cada dilucién de los bacteridéfagos utili-

-4

zados (10-2, ;R 10-6) sobre cajas de T¢ que contenian un

tapiz de bacteria. Las cajas se incubaron durante una noche

g 37°C.
(+*) crecimiento del bacteridéfago

(-) ausencia de crecimiento
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con el bacteriéfago Plcm se muestran en la Tabla 11.

l.as frecuencias de transduccidn obtenidas en esta parte
fueron de 10 °. Mientras que la frecuencia de cotransduccién
entre supF y el transposdén tnl0 fue de 30%. Un resumen de los
pasos que se siguieron en estas construcciones se presentan en

la Figura 13.

IX. Construccidon de cepas con supresor U de mutaciones ambar,

Para estas construcciones se utilizdé el pladsmido pMY228 que
lleva el gen que codifica para el supresor U y una regién que
contiene resistencia a tetraciclina. Se realizd la extraccidn
del pldsmido a partir de la cepa CSH26 y con el DNA de éste se
transformé a las células competentes de las cepas receptoras;
358, 359 y BCV1l, selecciondndose las transformantes por su re-
sistencia a tetraciclina en cajas de LB-tc. Las frecuencias de
transformacién obtenidas fueron de 10'4. Un resumen de los pa-

sos que se siguieron para la construccién de estas cepas se presen

ta en la Figura 14.

X. Supresidn del fenotipo Mar en el bacteriéfago AN7. Para

que se exprese el fenotipo Mar del bacteridéfagolN7 es necesario
que la cepa bacteriana ademds de presentar la mutacién ron con-
tenga un supresor de mutaciones ambar. Este supresor consiste

de un RNA de transferencia que mediante el reconocimiento de

los dos codones de terminacién ambar que se presentan en el

fago AN7, introduce dos aminodcidos diferentes a los originales

en la cadena polipeptidica y logra que prosiga la sintesis
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FIGURA 13. Construccién de cepas con supresor F de mutaciones

ambar. La cepa donadora del supF fue la (100) supF:: tnlo0,
y las cepas receptoras fueron la (358) 522* lﬂﬂ+ lac am, la

(359) ron~ lon' lac am y la (BCV1) ron lon  lac am.

La seleccidn de las cepas resistentes a cloramfenicol y tetra
ciclina se efectud en cajas de luria -Cm y Luria -Tc respecti

vamente.
El lisado de Pl se tituld en una cepa C600.

Las cepas que portan el supresor se seleccionaron como colonias
que presentaron coloracidn roja en el medio Mac Conkey lactosa-
Tc, excepto para la cepa (BCV1) que no presentd colonias rojas,

y se selecciond mediante plaqueo de bacteri6éfago mutantes ambar.

Frec. Transduccidon.- No de colonias en medio mac B-Tc/No. de

colonias en medio Luria.

Frec. contransduccidon.- No de colonias con supresor/No. total

de colonias resistentes a tetraciclina.
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FIGURA 13

CLPA DONADORA
SuplF tnli
Plem
Cena supF  tnl0 (P1)
resistente o cloramfenicol
ind::ccién 37°C
l%sudu de P1
B.Hxiﬂgu.f.p./ml
infeccidn
CIEPAS RECEPTORAS

+ + - +
ron lon , ron. lon ron 1lon

i . T
Selecccidn de cepas Tc
Seleccibn de cepas con supresor

CEPAS CONSTRUIDAS

ron lon+ supF:: tnl0

+
ron lon supF:: tnl0

ron  lon supF:: tnl0



FIGURA 14. Construccidon de cepas con supresor U de mutaciones

ambar. Se decididé introducir un supresor de mutaciones ambar

a nuestro juego de cepas isogénicas para analizar el fenotipo
Mar del bacteriéfago N7. La cepa CSH26 pro lac ara se uti-
lizé como donadora del plasmido pMY228, que lleva el supresor U
de mutaciones ambar y una regidén de resistencia a tetraciclina;
las cepas receptoras fueron; (358) ron'lon‘lac am (359) ron
lon lac am y (BCV1) ron lon lac . La metodologia para la ex-
traccidén de plasmido y la transformacidén se detalla en la sec-
cién de Material y Métodos. La seleccidon de cepas resistentes
a tetraciclina se efectud en cajas de LB-tc. Frecuencia de
transformacién. Nimero de colonias en medio LB-tc/nimero de

colonias en medio LB.
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FIGURA 14

BACTERIA DONADORA
CSH26 (pMY228)
extraccién

plismida supU::tnl0

transformacion

+

+ + - - -
ron lon , ron lon y ron lon

Seleccibn de cepas et

|

CEPAS CONSTRUIDAS

ron+10n+suEU::tn10
ron'lon+suEU::tn10
ron lon supU::tnl0
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normal de esta proteina. Debido a que la presencia de estos

aminodcidos cambiados en pN son los que dan lugar a la mutacidn
mar, se requiere de la presencia del supresor para que esta se
produzca (18). )

Como se menciond previamente nosotros no obtuvimos supre-
sién de la mutacidén mar en los bacteriéfagoslfhigZSbEiga y
Aimm434marl en una cepa ron lon sup®, sin embargo demostramos
que en esta cepa bacteriana el fragmento N7 es capaz de llevar
a cabo la antiterminacidn de la transcripcién. Con la finalidad
de demostrar si lo observado por Sosa y Vaca es la supresién
del fenotipo Mar y no la actividad de N7 evidenciada por noso-
tros, decidimos construir la cepa IEE-lEE-EEE+ y analizar en b
ella el comportamiento del bacteriéfa%o MN7. Para esto se cre-
cieron los bacteridéfagos; M7, AcI857 y Aimm21029 en cajas de
TP sobre un tapiz de las diferentes cepas bacterianas, las cajas
se incubaron durante 1 noche a 37°C. Como un control de la ac-
tividad de los supresores bacterianos utilizados, se analizd 1la
supresién de la proteina mutante lac am, estrifdndose indculos
de los cultivos bacterianos frescos en cajas de medio MacConkey
lactosa. Los resultados de ambos experimentos se encuentran
en la Tabla 18. :

Se identificd el bacteriofago MN7 como una mutante mar;
no presenté crecimiento en las cepas ron supF y ron supU y si
en las cepas IEE+EHEF y £22+§EEU- De acuerdo con Sosa y Vaca,
en las cepas ron lon supF y ron lon supV el fenotipo Mar del
fago M7 fue suprimido, dando lugar a la aparicidén de placas
liticas diminutas; cabe mencionar que este crecimiento es muy

similar al obtenido en una cepa ron_lonhsupu, le que mantiene
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TABLA 18. Supresién del fenotipo Mar en el bacteridéfago \N7.

Se¢ analizd el comportamiento del bacteriofago VN7 en las cepas
Egﬂ'lgg'gggo y Igg—lgg'ggn‘. Se observdo que ambos tipos de
cepas el fago presenta un crecimiento similar. Para la supre-
sion de bacteridofago mutantes ambar; diferentes diluciones de
los fagos utilizados (10'2, 10'4, lﬂ-b] se gotearon en cajas
de TP sobre un tapiz bacteriano de las distintas cepas empleca-
das. Las cajas se incubaron durante 1 noche a 37°C.
(+) crecimiento del bacteridfago
(-) ausencia de crecimiento
Para la supresidn de lac am; a partir de cultivos bacte-
rianos frescos, se tomdé indculos para sembrar por estria en
cajas de medio McKonkey lactosa, incubdndose éstas durantc
1 noche a 37°C.
(+) supresidon de lac am, visto como colonias rojas en el medio
indicativo
(-) ausencia de supresidn de lac am, visto como colonias

blancas en el medio indicativo.



TABLA 18

Supresidén de Bacteridfagos

Cepas bacterianas Sug;gsign . Mutantef Ambar N
22 c1857 A N7 A imn21029
(358) 32£+lgg+lgg am su’ - + -
(BCV01) ron'lon’lac am supF + + +
(BCV11) ron'lon’lac am supF * + .
(359) ron lonlac am su® - S+ -
(BCV02)ron lon'lac” supF ’ + -
(BCV22) ron lon“lac supV . + -
(BCV21) ron lon lac ™ su°® - + +
(BCV03) ron lon lac”™ supF - + +

(BCV33) ron lon lac  supV - + +
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la duda en cuanto al verdadero motivo aue ocasiona el crecimientc

del fago AN7 en la cepa Egﬂ"lgﬂ'ggn*; la supresidn del fenotipo
Mar o la actividad de N7.

En las cepas ron lon sup’ el bacteriéfago mutante ambar
Aimm21029 si presentd crecimiento, lo que indica que los supre-
sores I y U estén activos. Considerando lo anterior, cuando
infectamos a las cepas ron lon supF y ron lon supU con el fago
AN7, se produce en el sistema una proteina N completa que porta
la mutaci6n mar y no con el fragmento incompleto N7, El creci-
miento del fago N7 en la cepa EEE-lEETEHEf probablemente se
deba a la estabilidad que le confiere la mutacidn lon a pNmar,
permitiéndole interaccionar con la RNA polimerasa ron y llevar
a cabo la antiterminacidén de la transcripcidn.

Es bueno notar due en las cepas IEE-lEEHEHR+ no se observd
supresifn de lacam, debido probablemente a que cuando construi-
mos la cepa BCV20 se introdujo junto con la mutacibn proC la
mutacién lacZ que no es suprimible. En las demds cepas bacte-
rianas con supresor si se observd la supresidn de lacam (colo-
nias rojas en el medio Mac Conkey lactosa).

En conclusién la estabilidad conferida por la mutacidén
lon a pN, logra que la interaccidn deficiente establecida tanto
entre pNmar-RNApol Iﬂﬂ- como entre N7-RNApol 125- sea funcional
para permitir la antiterminacifn de la transcripcidn. En estas
circunstancias un aumento en la vida media de pN es esencial

para lograr el desarrollo del bacteridfaco.



- 109 -
XI. Efecto de la mutacién lon en la

N7 y Nmar3, Como se sefiald previame
desarrollo que presenta el bacterib!
lonsup® y ron"lon"sup’. En ambos
fundamentalmente a la estabilidad c
lon a las formas alteradas de pN.

Se llevd a cabo un anilisis c
mutacibn lon sobre la actividad de
al fago AcI857 como control. Se !
tamafio de las placas liticas; los
la Tabla 19.

El niimero de u.f.p./ml que *
similar tanto en las cepas con s
ron lon sup’; sin embargo en cus
liticas hay una notable diferen
y Igﬂ'lgﬂ'éggo, las placas son
placas liticas que produce tani
cepas Iggflgﬂ+522: como el fag
indican que la actividad de 12
cepas ron”lon sup® y romlon’:

100% eficiente al compararlo
proteina N en una cepa 325+15

En cuanto al comportami
pN; N7 y Nmar3 en las cepas
tivamente, es indistinguible

tamafio de las placas 1itica
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TABLA 19. Efecto de la mutacidén lon en la actividad de las

proteinas N7 y Nmar3. Se analizd la actividad de las formas

alteradas de pN; N7 y Nmar3, observdndose que no hay diferen-
cia entre ambas en cuanto a su funcionabilidad para antitcerminar,

A partir de cultivos bacterianos frescos, se tomdé 100 . I que

fueron infectados con 100u 1 de los bacteridfagos ’ cl857 v
" N7; se dejé que la adsorcién de los fagos ocurricra por |-
minutos, enseguida se agregd 2.5 ml de T§¥ suave y la meczcla sc
virtid en cajas de TP. Las cajas se incubaron por una noche

a 37°C. (-) Auscncia de crecimiento de los buacteridfagos.



TABLA 19

Cepas Bacterianas RELga? A7
: ufp/ml Tamaifio ufp/ml tamano
de placa de placa
;
(358) ron’lon'sup® 1.4 x 10° NORMAL
(BCV21) ron” lon sup® 2.3 x 10° NORMAL x 10° PEQUERA
(BCV03) ron lon~ supF 1.8 x 10° NORMAL x 10° PEQUERA
(BCV33) ron lon” supU 2.0 x 10° NORMAL x 10° PEQUERA
(BCVO1) ron”lon”supF 3.2 x 10° NORMAL x 10° NORMAL
(BCV11) ron’lon”supU 1.6 x 10° NORMAL x 107 NORMAL
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DISCUSION

La proteina N (pN) del bacteriéfago lambda juega un papel
esencial durante la antiterminacidn de la transcripcidn, me-
diante su interaccibn con la RNA polimerasa (RNApol) impide que
la enzima reconozca los sitios terminadores de la transcripcidn.
Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo de accién de pN
existen evidencias experimentales que sugieren una interuaccidn
directa con la polimerasa para formar un complejo de antitermi-

nacidn.

El estudio de pN se ha dificultado debido a 1a inestabi-
lidad que presenta in vivo (vida media de 2-5 minutos a 35°C),
se sabe que el producto bacteriano del gen lon regula negativa-
mente su actividad, modificando su estabilidad (en mutantes
lon la vida media de pN aumenta de 3 a 5 veces). Varios auto-
res han sugerido que la estabilidad de la proteina N puede

estar regulando la eficiencia de la antiterminacién de 1la

transcripci6n.

En el presente trabajo se analizdé la influencia que
tiene la estabilidad de pN en el proceso de la antiterminacidn
de la transcripcién, utilizando un ensayo in vivo, en donde se
variaron las condiciones de formacidn del complejo RNApol-pN.
Para obtener las condiciones de mayor estabilidad para pN em-
pleamos las mutantes bacterianas lon y con el objeto de modi-
ficar la eficiencia de formacidn del complejo de antitermina-

cién se utilizé la mutante bacteriana rr-. (afectada en la su-
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bunidad beta de la RNA polimerasa), y bacteri6fagos mutuntes

en pN (marl, mar3, mard, N7, N53). A partir de 2 cepas isogé-
: + - 2 o :

nicas, ron v ron , construimos las siguientes bacterias:

+ + - + + - - - o
ron lon , ron lon , ron lon y ron lon y analizamos en ellas

el desarrollo de varios bacteribfagos lambdoides.

Debido a la importancia que presentaba para este estudio
la caracterizacibn de las cepas lon, se realizaron una serie
de pruebas que nos permitieron su identificacidn incquivoca.
Las cepas donadoras de la mutacidn lon asi como a las cepas
construidas para este trabajo se caracterizaron cn base a su
crecimiento mucoide en medio minimo (Tabla 6), sensibilidad a
nitrofurantoina (Tablas 7 y 12), filamentacibn en presencia de
luz ultravioileta (Tablas 8 y 13). Ghysen y Pironio (18) ais-
laron una mutante bacteriana llamada ron que impide el desarro-
11o de bacteribéfagos que presentan una alteracidn en py\, deno-
minada mar, estos autores reportan 5 difercntes bacteridfagos
lambdoides mutantes mar (Tabla 1). Por otro lado Vaca y Sosa
encontraron que en una cepa ron lon sup’ el bacteriéfago
AN7mar3 es capaz de desarrollarse (Tabla 2), en base a estos
resultados, postularon que la RNA polimerasa protege a pN
contra la degradacién de la proteasa Lon, por esta razdn cuan-
do el complejo de antiterminacidn se encuentra alterado
(RNapol-ron -pNmar) la interaccidén es mds débil y el ataque
proteolitico sobre pN es mayor al grado que se inhibe el

desarrollo del fago. Asimismo cuando se encuentra ausente
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la proteasa Lon, este complejo modificado es capaz de llevar a
cabo la antiterminacidn de la transcripcidén. Estos mismos re-
sultados les sugirieron que un aumento en la vida media de pN
permite que una interaccidn deficiente entre la polimerasa y

pN sea funcional.

Nosotros decidimos reproducir los resultados anteriores
pero debido a que las cepas ron lon  construidas en este tra-
bajo carecian de un supresor de mutaciones ambar, no fuc posi-
ble analizar en ellas el desarrollo del bacterif6fago AN7mar3,
por lo cual decidimos utilizar los bacteriéfagos Abio256mard y
Ainm434marl (que no presentan mutaciones dmbar) para analizar
la supresi6én del fenotipo Mar en las cepas ron lon . En este
trabajo se demostrd que los bacteridfagos Ainm434marl y
Abio256mard4 (Tabla 14) no se desarrollaron en las cepas
ron lon , estos resultados estdn en desacuerdo con la idea dc
que en una cepa ron lon el fenotipo Mar es suprimido. Sin
embargo, los experimentos de Sosa y Vaca en donde se observd
supresidén del fenotipo Mar, se realizaron en mutantes AN7mar3
cuyo comportamiento podria ser diferente al de las otras muta-

ciones mar.

Con los resultados anteriores fue posible concluir que
una vida media mayor de pN no logra suprimir una interaccién
deficiente entre la RNA polimerasa y la nroteina N de los
bacteri6fagos X»inm434 y )bio256mard., La mutacibn mar que por-

tan estos bacteriffagos en la proteina N pasa desapercibida en
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+
las cepas ron , en donde la formacibn del complejo nNmar-RNA

polimerasa es funcional (18).

Al analizar el desarrollo de bacteriéfavos con la muta-
cién dmbar N7 en la cepa ron lon sup’ (Tabla 16), sc observé
que este fago es capaz de crecer, resultade que sugierce que
el fragmento N7 (aproximadamente 70% de la proteina silvestre)
es capaz de antiterminar. Sorprendentemente este fendmeno so-
lamente se presentd en la cepa Iﬂﬂ-lﬂﬂ- mientras que cn la
cepa zgg+lgﬂ_no se encontrd crecimiento. De alguna manera la
configuracifn tridimensional que adopta la proteina N7 v la
polimerasa IEB- favorece su interaccidn; el complejo que se
forma en estas condiciones es incapaz de antiterminar en con-
diciones normales, no obstante en un sistema donde la estabi-
lidad de pN es mayor esta deficiencia es superada. Conside-
rando este resultado es posible que el efecto observado por
Vaca y Sosa en cuanto al crecimiento del fago AN7mar3 en una
cepa ron lon sup' podrfa reflejar la actividad de N7 y no la
supresidn del fenotipo Mar. Con la intencidon de comprender
este fenémeno se introdujo a las cepas ron lon supresores de
mutaciones 5mbar y se analizb en ellas el crecimiento del fago
AN7mar3 (Tabla 18) y se encontrd, de acuerdo con Vaca y Sosa
que el fenotipo Mar es suprimido y este fago es capaz de crecer
en la bacteria mencionada. Cuando comparamos la actividad an-
titerminadora de N7 y Nmar3 (Tabla 19) encontramos que por el

método utilizado no es posible detectar diferencias en el
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desarrollo de ambos fagos, tanto por el nidmero de ufp/ml, como
por el tamafio de la placa litica obtenida, en ambos casos son
pliacas pequenas. Sin embuargo nuestros datos sugieren que se¢
trata de 2 fendmenos distintos, en un caso la actividad de
antiterminacién se debe al fragmento N7 y en el otro a la
proteina completa Nmar. Una manera directa de comprobar lo
anterior, seria detectando las proteinas sintetizadas en gcles
de poliacrilamida en condiciones lon' y lon . Posterior a esto
se podria concluir sobre si una mayor estabilidad de oN logra
suprimir parcialmente la interaccidn deficiente entre la RNA

polimerasa y N7 & Nmar3.

Nuestros resultados sugieren que para que se lleve a cabo
la antiterminacidén de la transcripcidn, es necesario no solo
la eficiente interaccibn entre pN y la polimerasa sino ademis
la estabilidad de la proteina antiterminadora, en este trabajo
se evidencid la importancia de la proteasa lon en la formacién

del complejo de antiterminacidn.

En relacidn al modelo propuesto por Vaca y Sosa es nece-
sario evaluarlo mediante experimentos mas directos como seria
midiendo la vida media de pN mediante su desanaricidn en geles
de poliacrilamida, utilizando las cepas construidas en este
trabajo. De acuerdo al modelo se esperaria que en presencia
de pLon, en la cepa ron, pN tuviera una vida media menor en

> +
relacidén a la cepa ron .
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El porque la mutacidn lﬂﬂ- solamente suprime a la mutante
mar3 y no a marl y mard, se puede explicar considerando que _
estas dos Gltimas mutaciones sc¢ localizan en un lugar distintn
a mar3 dentro del gen N, quizd en una regidn csencial para la
interaccidn de pN con la polimerasa (Figura 2). Esto podria
ocasionar que a pesar de existir pN en el sistema no forma el

complejo antiterminador con la polimerasa.

Las mutantes marl y mar4 se han localizado en la misma
regidn (18) del gen N por experimentos de mapco, v considerande
su comportamiento similar en la cepa Egﬂllggh es posible que se
trate de la misma mutacidén, aunque para comprobarlo seria nece-
sario realizar la secuenciacidn de las mismas. Asimismo seria
interesante probar el comportamiento de la mutante mar2 y mar5

que no se utilizaron en este trabajo.

Alternativamente para evaluar la importancia de la esta-
bilidad de pN durante la antiterminacidén dec la transcripcidn,
utilizamos un sistema donde el desarrollo del fago fuera mis
dependiente de pN, para lo cual utilizamos un fago que lleva
la insercidn r32 que consiste de un terminador sensitivo a pN
(Tabla 15). En este sistema la presencia de la mutacién EEE-
provoca una baja en el desarrollo de particulas figicas eviden-
ciando por el tamafio pequefio de las placas liticas producidas
(en relacidn a la cepa Zﬂﬂf)' Sin embarso, contrario a lo es-
verado en la cepa Egg'lgg- el desarrollo del fago siguid sien-

do bajo a pesar de existir mayor cantidad de pN en el sistema.
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Al menos en este sistema un aumento en la estabilidad de
pN no se reflejd en una mavor eficiencia en la antiterminacidn

de la transcripcidn.



1)
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CONCLUSIONES

El fragmento de la proteina

N producido por la

mutacién N7 es capaz de llevar ua cabo la antitermi-

nacidn de la transcripcidn en ausencia de la pro-

teasa Lon.

La mutacidn lon suprime a la mutacidn mar3, pero no

las mutaciones marl y mard,

Los resultados sugieren que
cifén de la transcripcibn es
interaccibn eficiente entre
como cantidades suficientes

minadora en el sistema.

durante la antitermina-
necesario tanto una
la RNA polimerasa y pN

de la proteina antiter-
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