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RESUMEN 

La proteína N (PN) del bacteri6fago léUllbda, juega un p:lpcl escncial 

durante la antitetnti.naci6n de la transcripci6n, esta protcina foma un 

~lejo con la RNA. polimerasa de ~. coli e u.pide que esta enzi.ma. reco

nozca algunos sitios tcnninadores de la transcripci6n. Varios autores 

han sugerido que la estabi Hdad de pN puede ser un fact.or importante 

para que ocurra antiterminaci6n de la transcripci6n. 

En este trabajo se analiz6 la importancia de la estabilidad de pN 

en el profeso de antitenninación de la tT8nScripci6n utilizando un s istana 

"in vivo". En l os estudios realizados se .ooificaron tanto la estabilidad 

de pN (por medio del uso de cepas bacterianas lon+ y lon-). CQ'IIO la efi

ciencia de fonn;¡ci6n del cmplejo RNA. polimerasa-pN (eIIIf'l eando IIl.Itaciones 

Nnar y ron) . 

Caoo primer punto se llev6 a cabo la construcción de l as cepas iso

geni ca5 1'00+100+, ron-Ion·, 1'OO+1on-, ron-Ion-. ron+lon+~+. ron-lon+~+ 

- - . y ~ Ion ~ . Estas cepas se utilizaron para analizar el desarrollo de 

bacteri6fagos con una proteina N modificada (IIIilrl, aar3, mar4, !!7 y ,!!S3) . 

Los resultados obtenidos muestran que la interacci6n deficiente 

entre la RNA. polimcrasa ron· y ptbarl 6 ~r4 no es suprimida por Wl au· 

mento en 13 estabilidad de pN. Sin enbargo, los ~lejos fonoados por la 

RNA polimerasa ron· y las proteínas ,!!7 6 ~r3 son funcionales en condicio

nes donde la vida media de pN es más larga. 

Estos resultados sugieren que durante la antiterminaci6n de la trans

cripción es necesario tanto una interacción eficiente entre la RNA polime

rasa y pN como cantidadc<: <;ufi cientcs de la proteina antiterminadora en el 

sistema. 
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I~T~O DUCCIO:-; 

Lo s se res vivos funcion3n de una mane Ta ordenada, ;1 pe

sa r de s u alto g r ado de complejidad. nent r o de la célula mi

les de reacc i ones quimi c:ts estln con tr o lad ;l :> po r d iferente s 

mec:lnismos regu latorios, como son: el cont r ol de 13 exp re sión 

~enética . la protc61 i sis , el tra nsporte ex tracc l ular, ctc. 

El estudi o de la cxpresi6n genét i ca de l os organismos 

procari6ticos ha sido abordado por un RT3n número de investi

gadores, de bido a l a relativa simplificidad de s u aparato Re 

nEtico. En estos organismos, uno de los niveles ml s impo rta n

tes de regulaci6n de l a expresi6n g c n~tica es l a transc r ipción 

(39) • 

La transcripc i ón es un proceso central dentro del creci

miento cel ular, mediante e l cual , la info r ma c i6n Renética codi

ficada en e l ~ci~o des ox iribonuc l eico (ONA) es transferida 

a ot r a molEcula, el ~cido ribonuc leico (RNA) . Este proceso 

está muy bien caracterizado en la bacteria E. col i en donde ,. 
sabe que la enzima RNA poli.erasa (RNApo l ) .. la e ncargada de 

llevar a cabo lo t r anscripd6n. esta e nzima es depend i e nte de 

DNA para 'u funcionamiento , y estA constituida po, S subun ida-

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

Las 2 subunidades a lfa tienen un peso molecula r de 36 .5 12 

kilodal toncs (Kd) la subunidad beta pesa 150.619 Kd , la be ta 
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¡lr i ma 155 .1 62 Kd , Y la s ubuniJ,.J sigma pes.! 85.0 KJ . Cuando la 

RN,\ . \lol i rn<"fasa está formad,l po r !3S S subunid:hlcs se l e cOlllll' ~' 

como "ll o l ocn: im;¡" y c u ando s igma s e desp r ende <.le e l la se la 

¡[;lnI;. " eD re". 1.;1 trans l" ripción se h, l J i v i did,' lit, In: l lll'ra I! lo h :11 

~n 3 fasps: ini ci ación, clonpación y tc rmin 'lelóll . 

La in ic iaci ón ocurre cua nd o };I "holocn~i m;l " r CCOIll)C C un;1 

rC I~ ión cspccífic;1 en l'l ])~M denominad :. pro mot o r. Pa r a (l(1 e 

c~to ocu rra es esenc ial la par t icipación de s¡~ma , s i n el ! ;, 

no se lleva :1 e, lbo 1 ... interacción específ i ca (3 1 ) . En es ta 

fase, el con tro l de la expresión genét i ca se df¡ por medio de 

pro teínas r cguladoTa.s , como son: los re preso re s y r r ote ína s 

3ct ivadora s o indu ctOra s . Las primerils se un en a un a r eg ió n 

del promotor ¡l3mada operador, im pidiendo \ a iniciac i ón uc la 

tr;lnsc ri pción a través de la r egulación neg;l t iva del proceso. 

Las proternas act ivadora s re gulan pos it i vamente la ini c ia ción 

(3 1) . 

Durantc la elongación la RNA polimc rasa cataliza la 

uni Ón de ri bonuc l eót i dos a l ext r emo 3" 011 de la caden::! de IUI ..... 

nasciente , mediante la fo rmaciÓ n de enla ces fosfodiester. Ln 

subunidad s igma se libera de la e nzima cuando la cadena 31can za 

una longitud de ap r oximadamentc 9 nu c leÓtidos y el "core" con

tinúa des li zá ndose a l o l argo del molde de DNA hast a comp l etar 

la síntesis de la mo lécula de R~A. Al compl ejo que se f orma 

entre el DNA, el " COTe" y la cadena de RNA s e l e denomi · 
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na complejo ternario. 

La terminac i6n de la cadena de RNA en s ínt esis s e pre s e~ 

ta cuando la RNApol ~l c an l a un s itio carac terísti co en el 

ONA, conocido como terminador; en este moment o cesa la elonga 

c ión y el complejo ternario se disoc ia. 

Uno de l os modelos biol ógi cos más favo r ec idos pa ra el 

estudio de la regulación en la expre s ión geneti ca, es el forma 

do por la bacteria E.eoIi y su huésped natural el bacteriófago 

lambda. 

Debido a su relativa simplic idad, a s í como a la pres en c i a 

de diversos mecanismos de regulac ión que ac túan en s u de sa rro 

llo, aunado a la gran variedad de cepa s mutantes existentes; 

el estudio genético del bacteriófago lambda , ha sido c lave 

para el entendimiento de fenómenos biológicos, como; la morfo 

génesis, los s i temas de r ecombinación , )' el cont rol transcrip

c i onal , entre otro s . 

El bac teri6fago lambda está estructuralmente compues to 

por una cabeza icosahédrica de 0 . 05 pmde diámetro, que contie

ne a una molécula de DNA de doble cadena, y una co la de o.s ~m 

de longitud por medio de la cual se adsorbe a su hos pedero. 

A nivel molecular su composi ci6n corre sponde a un 50\ de DNA 

y 50\ de proteina. 
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Es te bactcr i6fago pertene ce al g rupo de l os virus tempe

r ,ldos, Jo,:; c uale s , presentan .2 ci c los de vid:_, e l 1i 50g(- l1i .:o 

y el lít ico. Durante el ciclo l1tico, el bactcri6fago se ad 

sorbe & l a superficie de la bacteria, inyec ta s u DNA y comien

za a uti lizar 1:1 maquinaria metabólica del hospedero para diri 

g ir tanto la re!llicaci6n aut6noma de su genoma como su empaque

tamie nto dentro de nuev as par t !cu l as viri cas ; finalme nt e estas 

particulas SOn li beradas al exterior mediante li sis celu l ar 

provocada por el mismo virus . Durante el ciclo li sog~n i co , 

se lleva a cabo la s fnt esis de productos fágicos, que diri gen 

la in se r ción del ONA vira l dentro del c romosona bacteriano 

y que controlan 13 repre s ión de l a ma yoría de la s funcion~ s 

virales; de esta forma el ge noma del ba ctcriófago puede dupli

carse bajo el control de la repli cación bacteriana y pers istir 

en es te estado po r varias generaciones . Al DNA del bacterió

fa go que se encuentra for.mando parte del genoma bacteriano 

s e le denomina profago y a la bacteria que lo porta, lisógena. 

La transcripción del bacteriófago l am bda se encuentra 

regul ada tanto en su iniciación, como a nivel de la termina 

ci6n . Durante l a iniciaci6n de la transcripci6n, l a R~A pOli

merasa bac t eriana r econoc e a los promotores virales y comienza 

su acc ión, sin embargo existen productos virales que influyen 

en la act ividad de la en zima y regulan tanto ne ga tiva como 

pos itivamente e l proceso. La terminaci6n de la transcripci6n 

se presenta c uando la RNA polirncrasa reconoce los sitios 
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terminadores presentes en e l ONA viral. Estos sitios se 

ca racterizan por presentar una región de s imetrIa diaxia l que 

permite la forma c i6n en e l RNA mensajero de una estructura de 

t a ll o y burbuja 

Los terminadores del bac teri6fago lambda se han c la si

ficado como dependien tes e independientes de Rho, en base a 

l a neces idad que presentan para s u funcionamiento del fac t or 

bacteriano de terminación Rho. 

El mecanismo regula torio ~ls importante durante la ter

minaciÓn de la transcripciÓn en e l bacteri6fago lambda, es el 

de antiterminaci6n de la tran scripción. Durante la transcrip

ción temprana de bacteri6fago, la RNA polime r asa in icia su 

ac ción en los promotores viral~s pL (promotor de la izquierda) 

y pR (promotor de la derecha). Esta transcripc i6n llega a su 

fin evcntua lmente en los terminadores tL, y tR , (terminadores 

de la izquierda y derecha, respectivamente). Si la R~A polime

ra sa se detuviera pe rma nentemente en cstos si tios , los genes 

que están s ituados despu!s de estos terminadores , y que 

son esencia l es para el desarrollo lítico de bacteri6fago no 

se trans cribir lan. Lo anterior se evita mediante l a funci6n 

de anti terminaci6n de la transcrioci6n. A partir de pL se 

transcribe el gen N cuyo producto, la protetna N (nN), permite 

a la RNA polimerasa ignorar los si dos, a", terminaci6n y conti

nua r su lectur a has ta l os gen-es distal es ya fI'I encionados (F igura 

1) (3 1, 26, 4, 13, 9). 
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FIGURA 1. Map a genéti co del bacteriófago ~ . En la Figura s e 

muestra l a organizaci6n del genamn de l ba ctcr i 6fa~o en uni -

dades funcionales. En la sección amplificada se obscrv ;J la 

organización de la regi6n de inmunidad del bac t e r i6fago A, 

mostrándose las porciones no compar tidas entre l as regi ones de 

inmunidad de los bacteri6fagos A, A2! Y A434. Se muestran 

además los patrones de la transcr i pci6n temprana , tanto en 

ausencia como en presencia de pN . A partir de el promo tor pI. 

se t ranscribe el gen N cuyo producto, la prote ína ~ , inte ra c 

c i ona con una serie de facto r es que le permiten ejerce r una 

acci6n antitc r minadora logra nd o que la R~A polimerasa trans

cri ba genes más allá de los terminadores. En ausencia de pN 

la transcripción concluye en l os terminador es de l a trans

c ripción tL l y tRl. 
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En un principio se pensó que pN ;¡lIt ;I ~Ol1 i :;lb a C'L funci o 

namient o del factor Rh o r a ra impedir la tC'rminaci óll de 1;1 

tr.:lnscripci6n , actualmente se sabe que actúa en terminadore s 

dependientes como independientes de Rho (31 , 19, 5 1) . 

Tamb ién se ha reportado la ex i s t enc i a dI" do s si ti os 

ca racteríst i cos en el D~A del bacteriófago la mhda , que loo n 

necesa ri os para el func i onami ento de pN, a los l' U;¡! cs Se' lC's 

ha denominado nut ( re g i 6n de uso de ~' ) . Estos sitios se 

localizan después de los ~romotores pL y pR , Y se denominan 

más espec ífi camen te nutL y nutR , respectivamente. Amb os 

sitios presentan una secuencia concenso que consiste de 16- 17 

pares de hases (pb) (26) , nut L se loca l ;:::! a 48 !lb de rL y 

por su parte nutR a 243 pb de pR ("1 3) . 

Para que pN r ealice su fu nc i ón no s e necesit a de la pre· 

senc ia de un pr omotor espec ífico , sin emba r go es indispensa 

ble que se enc uentre en el sistema el sit i o nut (26, 6 , 3S) , 

muta c iones virales en nutL y nutR b JO(lue;-¡n i;I antitermina ción 

de la t ra nsc ripci6n (26 , 13, SI ) . No obs tante que cst:i c l :1 r o 

l a importancia de los si t ios nut pa r a la ac tividad de pN, no 

se s abe a c ienci a c ierta su funci6n. 

En cuanto al mecanismo por medi o del cual pN permite que 

la RNA polimerasa ignore a l os terminadores de l a tr anscripc ión 

no se conoce con exa c t i tu , sin embargo existen evidencias ge ~ 

nét icas y bioquími cas que postulan l a interac c ión de pN con 
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factore s ba c teri 3nos y con 1;1 RNA l10 1irner;¡ s a. 

Los fa c tores b:.l c tC'r i anos que s e han r<,p o rtaJ u C01ll0 II CÚ" 

s ari os para la antiterminac i ón de la transcripción s on [a s 

pro teina s Nus. Los ge ne s que codifi can p:'lra estas pro t<,rn;l s 

s e han rn3peado en 5 l oc i; nu s A (minuto 68 del cromosoma hac 

t e riano(, nusB (minuto 1 J) nus e (minuto 88) nu s D ( minut o 74) 

y nus E (minut o 72) . Aunque e s t os genes s e lo cali zan e ll d i fe

ren t es si ti os del c romos oma bac teriano , s e les h3 ;¡ ,g ru paJ o 

bajo el c alificativo de nus (proteínas neces aria s para e l u s o 

de N) por la relaci6n que mantienen con pN (24,31,7,14, 8 , 

", 5. 7). 

Las c ep3 s mutant es nu s fueron aislada s en ba s e a J:J Je f i

c ienc i a qu e pres ent a e l ba c teri6fago X para de s arrollar se en 

e s ta s ba c terias ( 26 , 24, 14 ) . Ce pa s ba c ter i ana s co n m5 s de 

1 muta c ión nus p r esentan un mayor efec to inhibitorio s obre 

el c re c imiento de l ba c teri ó f ago X, con re s pe c t o a la s bac t erias 

qu e posee n una s o la de e s ta s muta c i one s ( 4, 5 , 24 ) . 

Las mutantes nus no alteran la s~ntesis de pN, lo que 

sugiere que su acción e s sobre la actividad antiterminadora 

de esta proteína (1, 56 ) . 

La proteina Nu s A es la que se encuentra más caracteriza

da en cuanto a su fun c ión antiterminadora. Es ta prot e ína 

pres enta afinidad t a nto p or pN como po r la RNA polime ra sa 

(26, 24). 



- 1 1 -

La protern a NusA se une a pN, en una colum na de ;,¡finirJaJ 

que contiene a pN unida covalen temente a sefarosa (Z.l , :!6 ) . 

Asimismo ex i ste un bacteri6fago ), mutante en p:-¡ que es c;Lpa: 

de crecer e n una cepa nusA - . Los resultados anter i ores sug i e-

ren una interacc i 6n directa entre pN y la prote ína ~usA, duran

te la antiterminaci6n de la transcripci6n. 

Por otra parte NusA tambié n muestra afin id3d por la R!M 

poI. En una columna de afinidarJ , que tiene a 13 protc ina ~u sA 

unid a cova lentemente a sefarosa , el " core" de la RNA polimerasa 

se un e especificamente a l a co lumna y cuando pos teriormente se 

ag r ega l a subunidad sigma , l a Holoenzima eluye de l a columna 

(24). Se ha observ3do también que en un sistema "in vitro" 

NusA ocasiona que l a RNA polimerasa lleve a cabo una pausa en 

el terminado TR 2 de ), en ausencia de Rho, y que en el oper6n 

bacte r iano para el triptofano coope ran con Rho para l ograr la 

terminac i ón de la transcripción (24). En base a es t os resulta

dos Greenbl att postu l 6 que NusA puede act uar como una sub uni dad 

más de la RNA pol i merasa , con fun c i 6n regulado r a tanto de la 

elongación como de l a terminaci6n de l a transc r ipci6n¡ susti

tuyendo a sigma una vez que la transcripción se ha iniciado 

(24) • 

Considerando lo que se conoce de NusA, e n cuanto a s u 

acci6n t erminadora de l a t ranscripción , es probable que pN 

necesite interaccionar con NusA para anu lar el e f ecto te rmina

dor de esta proteina, y al mismo t i empo poder ejercer su pro

pia acci6n antite r mi nado r a de l a transcripción (24, 8). 
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En cuant o ;1 } ;I intr-rao.:ciÓn entre p~ y la RrlApol ha :;iJo 

evidente por v3rios experiment os. Ceor~opolllos (1 7) ohtm'u 

mutante s bacterLlnas en el ~en que codifica para 1;1 subulliJ;H.I 

beta de la R~Apol dentro del genoma de E. coli (Tl'!~ión rif)o 

l.a polimerasa de estas cepas presenta ca.bios en sus propi eda. 

de s bioquímicas con respecto a la polilllerasa dr- las ce p;ls si 1 -

vestres. Estas mutantes inhiben el crecilliento del hactr-ri ó

fOlg o L Por otra parte Pironio y Ghysen (18) aisl¡¡ron mut ;il1t cs 

en e s ta misma subunidad, 3 la s que nombraron ~. e:;tas lnut:in 

tes tienen la característica de inhibir e l crecimiento J e hal'

teri6f3~os 13mbdoides que presentan una alteración en el ~r-n ~ 

(mut3ntes ~), (TABl.A 1 , Fip,ura 2). 

~ak<lmu ra (45) obtuvo mut,lntes bacte riana s en la s ubuni dad 

s i gma de la RNA polimerasa que impiden el c r eci miento de ba cte 

rió fagos dependiente s de N par3 un desarrollo, permitiendo en 

camb io e l crecimiento de fa Ros independientes de N. Asimi !Smo, 

J¡I muta c i 6n hact. e riana nu sC , que también inhi be el desa r rol l o 

de l bacteri6far.o ~ , se ha l ocali Zado en la RNApol encontrán do

se que e n ensayos "in vitro" la enzima es inactiva en algunas 

pruebas (24). 

La evidencia bioquímica qu e apoya la interacci6n RNApo l

pN fue aportada por Pearson y colaboradores (9). Los autores 

coinmunoprecipitaron a la RNApo l y a pN, cuando aftadieron anti

cuerpos contra la polimerasa a un extracto de células infecta

das con el bacteri 6 fago l ambda. Por últ.imo y de acuerd o co n 
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TABLA l. Origen de las mutaciones .ar. Pironio y Ghysen ( 18) 

aislaron S diferentes bact&iófagos lambdoides con una mutación 

en pN, a la que denominaron mar. Es tos bacteri6fagos mutantes 

son incapaces de desarrollarse en cepas bacterianas ron (.u

tación en la subunidad B de la RNApol). En la Tabla se .ucs

tran las líneas de l os bacteri6fagos a part ir de las cuale s 

se aislaron las mutantes mar . 

• 



TABLA 1 

Mutaciones mar 

mar 1 

mar2 

mar3 

mar4 

marS 

bacteril'ifagos 

434, todos los Aimm434 

excepto Aimm434, ~213 
y derivados int y red 

A P207 

A N7 

A bio256 

A cll3031 
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FIGURA 2. Localizaci6n genética de las mutantes ~ar. Ghysen 

y Pironio (18) aislaron S dife rentes Mutaciones mar, que 

mapean en el gen N del bacteriófago~ En la Figurs se 

muestra la localización genética de la s mutaciones mar . 

ASimismo, se sena la la ubi cac ión de las autaciones ambar N7 y 

NS3. La fle cha indica la direcc i6n de la t r anscripci6n del 

gen N del bacteri6fago lambda. 
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lo anterior Goday y r.reenb l att (25) en contr ;l ron que en un s i s 

tema "in vitre " al que añadieron 1'1; pu r a , la R~ . .\ polimeT:lsa 

aumentaba hasta 10 veces su 3ctivid:ld co n r es pecto a un control , 

sugiriendo que pN modifica e s tequomét r ic3mt'nt c a l a po limerasa . 

Considerando l os resultados anteriores, es p r obable qu e 

durante el proceso de antitcrminaci6n de la t r anscripci ón, p~ 

modifique a l a RNA polimcrasa . mediante la interacc i 6n que man 

tiene con ella a ni ve l de la s suhun id3des bet a y sigma. 

El fenómeno de la antiterminac i 6n de l a transcripci6n 

es bastant e comp l ejo , son muchos l os fa cto res que cst~n invo

l ucrados para su funcionamiento. Gr eenhlatt propuso un modelo 

para l a antiterminac i6n de la transcripc i6n mediada por pN 

(24). En este modelo el autor conside r a a todas la s proteínas 

implicadas en el proceso dentro del califi~ativo de "regul oso-

ma" . La aportaci6n novedosa de es t e mode lo co nsis t e en consí· 

derar que el sitio nut fun c iona a nivel de RNA, siendo su ac

tividad la de e s tabili zar a l complejo de antit e rmina c i6n for ma 

do entre la RNA po I y el "regu losoma" (Figura 3). 

Aunque no existe una prueba directa de que el sitio nut 

actGa a nivel de RNA, hay varias evidencias indirectas que l o 

sugieren. Se ha observado que cuando l a transcripci6n a partir 

de pR es bloqueada por la presencia de ribosomas , se inhibe la 

acci6n de pN (24). 
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FIGURA 3. Modelo para antiterminación de la transcripción 

del bacteriófago · ~. La antiterminación de la tra nscripc ión es 

un fen6~eno regulatorio de gran i . portanci a en el d~sa rro l l0 del 

bacte ri6 f ago lambda. La proteina N del bac teri ófago ~ juega un 

papel esencial durante es t e proceso, aunque no se s abe con exac 

titud como ejerce s u actividad antite rainadora . Greenblatt (24) 

propuso recientemente un modelo para la antiterminación de la 

transc ripc i ón que se mues tra en la Figura. Este autor s ugiere 

que el sit i o "nut" (necesario para la acción de N funcio -

nal me nte se encuentra como RNA, siendo s u papel el de e s t a

bilizar el co mplej o de an t itermi nación, formado por la pro 

te ína N, RNApol-NusA y t odos los demás fa c t ores implicados en 

el proceso a l os que el denomina en conjun to como "regul osoma". 
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1: 1 .:ontrol e j e rcido po, 1, ~nti t C'rm i lla \·ió lI ,1<- la 

tr;mscripci6n no " un mec~nismo part icul;¡r ,le I h;l .. l e-

ri6fago lambda . So h, v ¡St o quo lo , bac tC'rióf;l ~os 1111 ,. 1" ' - - , 

a pes;¡r de tener un a s ecuenci a de DNA di ferent e ;1 1;1 'lile IHC' 

sen t a el hacteri6fago lambda, mantienen una homolog LJ con é~

te, en cuanto a sitios del O;..¡A relacionado co n 1:1:> fun c i ones 

de pN , como son las secuenc i as nut y boxA (secuen ci a ne ceS;I-

ria para el funcionamiento de NusA). lo que indi .:;] qu e e s to s 

bacteri6ragos pueden l levar ;¡ cabo tambiin la ant itC'rminil¡; ióll 

de la transcripci6n. En l a bacte r ia E.coli también se h;¡ 

reportado este tipo de control transcripcional. Li y colabo

radores (40) encont raron un s istema de antiterminaci 6n impli-

cado en la s íntesis del RNA ribosomal bacteri:lno. Es tos 

autores reportan un fragmento de re s tricción de 67 pb situa

do en la regi6n denominada rrnG como respons able de l a dismi

nución en l a terminaci6n de la trans cripci6n del operan bacte-

riano para el RNA ribosomal. Po r ot ra par te Holben y colaba-

radores (44) reportan que en este mismo operan bacteriano, 

el promotor y l a secue ncia lider de la regi6n ll amada rrnC, 

promueven independientemente la antiterminaci6n de la trans

cripci6n en si tios de terminaci6n dependientes de Rho. 

Considerando las evidencias anteriores. es probable que 

el fen6meno de antite rminac i6n de la transcripciÓn se encuen-



tre (cont r a riamente a 10 que se pensaba) distribuido más ampli,! 

mente en l os sistemas bioló gicos, l o que real za la importallcia 

de su estudio en el bacteri6fago lambda, donde se encuentra 

mAs ca r ac t erizada. 

Siendo pN el elemento centra l durante e l proce so de la 

ant ite rm inación de la transc ripción, un análi sis má s direc to 

de esta prot eína es importante para eluci dar el mecanismo 

exacto de su acción. Sin embargo , su estudio direc to se ha 

dificultado debido entre otras cosas a 2 característi cas de 

esta proteína; su pequeno peso molecular y su inestabilidad. 

En un análisis electrof6reti co , esta proteína normalmen

H' <.)$ enmasca rada por otros péptidos del bac t e r i6fago que 

son de tamado simi lar y que dependen de pN para su síntesis. 

Pearson y ~ o l a boradores (9) lograron superar esta dificultad 

utilizando un " istema en donde pN estaba presente pero ca r ecía 

de fun c i ona bilidad (util i za r on un a cepa ~ , infectada con 

un bactc ri 6fago lambda mar). Utilizando este sistema l os aut o 

res fueron capaces de evitar la síntesis de péptidos d e pendie~ 

te s üc pN; y l ograron determinar el pe so mole cular de la pro

te ína ~ : 13 . 5 Kd ) . Greenblatt (28) logró purificar a la pro· 

teína ~ mediante métodos c roma togrAficos, la r epor tó como 

un monómero de aproximadamente 10 7 aminoácidos, ri ca en 1isina, 

arginina, pro l i na y con una sola metionina en e l extremo NH 2 , 

con un pe so mo lecu l a r de 12 - 12500 da1tones. Este mismo autor 

en un r eporte posterior ( 24) reportó a pN con un peso molecu l ar 



de 1.l KJ, co indJú' nJo con el r("porte de Ishil y l·I) la bor;lJo r ("s 

(3-1) . 

estas diferencias en cuanto ;11 po.:'so rnolccu l:lr dl' p~ puo.:'

den debers(' ;1 diferente-s f ormas de la r>roteína producidas por 

degradac i ón o ;1 v3ri :lción en cuanto a el inicio o el fin:l1 

de su t r anscr i pción. A este respe c t o Lozaron ( 3 ) encontró \jUl' 

existen 2 codones de iniclación en fase pan pN, en l as pLls i

ciones 145 y 223 con respecto a pLj 10 que podría expli ,::lr 

los diferentes tamaños de pN. No obs tant e este mismo a ut o r 

menciona que el primer codon de ini ciación para pN se pie r de 

debido a un procesamiento que sufre el RNAm por acción de ] ;1 

RNAasa lfI bacteriana, que de esta forma se cree que regula 

la síntesis de esta proteina . 

Co n la utilización del 2° codo n de i niciac i 6n se produ

ciría una proteína de aproximadamente 107 aminoácidos que co 

rr esponde n a un peso molecu l ar de 11.800 Kd. Sin embargo ~e 

sabe que protefnas básicas como pN cuando son anali¡adas clcc 

trofor{iticamente , mi p, ran más lento que su tamaño en un campo 

eléct rico, l o que explicaría l as formas de mayor peso molecu

lar encontradas. 

Como se mencionó anteriormente, l a inestabilidad de pN 

dificulta su estudio, esta proteína ti ene una vida media de 

dos minutos a 35°C ( 22) . No obstante su vida media aumen t a en 
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extracto crudo de células infec tadas con ). . ;1 Ul1:1 tempcratur ;1 

de O°C (26) . 

Cottesman (20) encontr6 que en ccp:J~ bac teri:lna s Ion 

infec tadas con el b.3cteriófago ). , la vida media de p~ . med i da 

como s u desaparici6n en geles de poliacri l amida y por ensayos 

de superi nfecc i ón aumentada de 3-5 veces co n re specto a la 

cepa 10n + (Fig . 4). El producto de l gen 1011 es una proteasa 

de[lendiente de ATP para su actividad, que dcgrad ;1 protefn;ls 

tanto s ilvestres como fo rmas mutantes, lo que indica que l a 

inestabilidad que presenta pN es debida a l ataque pr oteolit i · 

co de pLon. 

Varios autores han suge r ido que la formac i ón de comple· 

jo pN·RNA polimerasa podría estar influyendo en la es tabi l idad 

de pN y que esta estabilidad juega un papel muy importante 

durante el p r oceso de l a antiterminac i6n de l a transcripc i ón 

(20 , 9, 53). 

A este respecto , Vaca y Sosa (comuni cac ión per sonal ) 

ana l izaron el desarrollo de bac teri ófagos mar en mutan t es bac 

teria nas !En que carecian de l a actividad Ion • encontrando 

los resultados que se muestran en la TABLA 2. En un a cepa 

bacteriana ron Ion, obtuvieron crecimiento de l bacter iófago 

~ Mar3, a diferen cia de lo reportado por Pironio, de que es t a 

mutante mar no se desarrol l a en una cepa ron. Basados en 

estos datos, propusieron que la forma ción del complejo 
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rIr.URA 4. Estabilidad de la proteína N del bacteri6fago ~ en 

b · • cepas acter13nas Ion y Ion Gottesman y colaborado res (20) 

n'portaron que la vida media de pN a ument a hasta S veces en 

una cepa I on con rE.'specto a la cepa silvest re . Estos auto-

res midieron la vida media de pN mediante un ensayo de super-

infecei6n, utilizando cepas lis6genas que llevaban un profago 

incompleto ( ). BAM N, d8S1 HI). A cultivos de estas bacterias 

crecidas a 37°C les aplicaron un pulso de 10 minut os a 42°C, 

para inactivar el represor termosensible ~I8S1 e inducir la 

producci6n de pN du r ante este lampso de ti empo . PosteriormE.'n-

te retornaron los cultivos a 3ZoC para que cesara la s inte sis 

de pN. A los diferentes tiempos indi cados en la gráfica toma-

ron alícuotas de sus cultivos' y los infectaron con el bacte 

r i6fago heteroinmune >.imm434N- que requiere a pN para desa rro 

llarse. De esta forma la producci6n de u .f.p . de este ba cte

ri6fago les di6 un indice de la actividad de pN. La vida 

media de pN en la cepa 10n+ fue de 1- 2 minutos y de 10 minutos 

en la eepa 10n-
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TABLA Z. Supresión del fenotipo Mar por la mutación Ion. 

Vaca, S. y Sosa, L. (comunicaCi6n personal) ob tuvieron que 

en una cepa doble mutante ron I on el fenotipo Mar del bacte

ri6fago >'N7!!l!!3 es s uprim ido. Infec taron a sus cepa s ba c te 

rianas con los dife rentes bacte riófagos y plaquea ron en cajas 

de 70 s uave. La temperatura de incubación fue de 4ZoC. 

(+) c re c imiento de bacteri6fagos 

(- ) ausencia de c r ec imiento 



TABLA 2 

Cepas bacterianas Bacteriófagos 

+ 
). N7~3 ). Ots ). 

+ 
~~E + + + 

~-~E + 

+ - o 
~ lon~ + - + 

~-lon-~E + + + 
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R:\.\ rol i me ra ~ ; I -p~ prute~ía ;\ pN Je la J e.):: rnd ;lI: i6n po r p:lrtC' 

de !"lLo n; po r C'st:l ra r6 n .... uando l a po limeT:lS;¡ s <' encu C'ntr:l 

:I lte r ad:¡ {cepa ~- ) el comple jo intera.;: c i ona débilment e r 

el ;lt:¡que proteolfti co sobre pS es lIlá s fuerte, :Ifect[¡ndose 

;ls I el crec imiento de l bacteriófago ), mar. De i gual f o rm:l 

en una ~epa!2n Ion el complejo a pesar de estar alterado 

l o~ra interaccionar permitiendo el desarrollo del ha c teri 6 fa-

go, sugi rl e nd o que en condiCIones Ion el aument o en la v id ;l 

media de pN ayud:l :l mej ora r la eficiencia en la antitermina-

ci6n de la transcripción. Sin embargo , en estos r esul tados 

no se uti li zaron cepas ba c t e rianas isogéni cas . 

Retoma ndo la propuesta hec ha por varios autores, en 

cuanto a la impor tanc ia de la estabi lidad de pN e n el proceso 

de antiterminaci6n de la transc ripciÓn y apoyándose en los 

resultados de Sosa y Vaca el objetivo del pre sente trabaj o fue 

el estudio del papel que j uega la estabilidad de pN en la 

formación de un comp l ejo RNApol-pN activo en antiterminación 

de la transcripción. Para cumplir con es te objet ivo , se ana-

li zó e l proceso de antiterminaci6n de la transcripci6n, en un 

sistema donde la vida media de pN es alta y, el complejo fOrma

do por la RNApOl y pN presenta alterac iones en uno o en ambos 

de sus componentes . Este s i stema se obtuvo mediante l a cons-
+ + + - + 

trucc i 6n de cepas isogénicasi r on Ion, ~ Ion. ron I on , 

ron Ion y e l uso de bacteri6fagos lambdoides con altera c i o-

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

1) Cepas bacterianas. Las cepas bacterianas que se utilizarón 

en el present e trabajo se enlistan en la Tabla 3. 

Z) Bacteriófagos . los bacte r iófagos utilizados en este traba

jo, se enlistan en la Tabla 4. 

3) Medios de c ultivo y soluc iones. Los medios de cultivo 

que se utilizarón en este trabajo se describen a continuación 

medio LB (10 g Triptona, S g extracto de levadura, 10 g Nael, 

aforado a un litro con agua destilada para la preparación 

del medio líquido . Para la preparación de ca jas se anadieron 

15 g de agar. En la preparación de cajas de LB, con antibi ó

tico, éste se aAadió al medio después de ser esterilizado , 

utilizando; lZ.Sug/ml de Tetraciclina (te) y c l oramfenicol 

(cm) en 1 litro; 5 \Jg/ml , 8.3 \lg/ml y 10 \lg/m l de nitrofuTant oi· 

na en 1 litro); medio T~ (10 g bactotriptona, 2.5 g NaCl, 

2 mI de NaOH al 2\. 10 g de agar por litro). medio T~ suave 

(10 g triptona. 2.5 g NaCl. 2 mI 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 ag r egó 2 mI de CaCI 2 1 M Y 5 mI de glucosa al 20\ ambos 

esterilizados por filtración. Para la preparación de cajas 

" adicionaron 12 g de agar), medio R suave (a l medio R ,e 

le anadió 8 g de agar Difco) ; medio Mac Conkey lac t osa ( 40g 

de agar base Ma e Conkey en 1 litro de agua des til ada , después 

de esterilizarse el medio ,e adicionó lactosa al 1 \ previame,!!. 
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te esteri li zada por filtración ), .edio lIínillo (13.6 g K Il l PO .1 , 

1 g (NH.)2S0., 0. 2 & MgSO" , O.S 111& f eSo. ;, 2 g glicerol en 

SOO ral, ajustando el pH .. 7 . Para la preparación de ca ja s 

se adi c i onaron 6 g de aga r . Este .edio se s uple.entó co n 

vit amina Bl al U, L-histidina al 2\, L-arginina al 1\ , UJ.-mc -

tionina al 1\ . DI.-isoleuc ina-valina al n. DI. - f enilalanilla 

al 1\, L-Ieuc ina a l 0.5\ , DI.- ser ina al 2\, I.-treonina al 

O.S I . L-gli ci na al 1\, L- aspa ragina al , O.S\. L-triptofano 

al 0.2S\; previamente esterilizados por filtración); caj as 

de agaro s a (se disolvi ó por calenta.iento agarosa a l 1\ . 

en agua destilada, se permitió s u enfria.iento a 4SoC y se 

anadió Bromuro de etidio a una concentración de O.S mg/ml, 

la mezcla fue vaciada en ca ja s de Pet ri y és ta s se guardarán 

en la oscuridad); solución SM (S.8 g NaCl , 0.5 g gelatina, 

48. S 1'111 de agua, se ajusta el pH a 7.4, y después de esterili 

za r se agregó .S mI de Tris 1 M pH 7 Y 2.5 .1 de MgS04 1M) ; 

soluc ión de c itrato de sod i o (10- 2 M de ci trato de sod io 

pH 8. S, en agua dest ilada) ; r egu lador de fosfatos ( 61 m1 

de Na 2HPO. y 39 ml de NaH 2PO.) ; solución MC (1 ., de MgS04 
1 M, O. OS mI de CaC1 2 1 M Y 8.9S de agua destilada) ; solución 

1 (Tris HCl 2S mM pH 7 . S, glucosa SO 11M Y EDTA 10 ... pH 8 

en agu a bidestilada estér il); solución 11 (NaOH 0. 2 N, SDS 

al 1\ . en agua bidestilada estéril); so luc ión IJI (acetato 

de sodio 3 M en agua bidestilada estéril); soluc ión Tri s-E DTA 

(Tris 10 mM, EDTA 0. 1 mM en agua bidesti l ada estéril ). 
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4} Métodos. 

Propagación de bacteriófagos po r infección e~ aedio líquido. 

Se co locaron en un matráz lO mI de medio LR, O.S mI de un 

culti vo fresco de la bacteria C600 y 100 mI de CaCIZ I ~I; 

se adicionó una placa liti ca del bacteriófago po r propagar, 

di c ha placa fue ext raida del agar utili:ando una pipeta 

Pasteur. La Mezcla obtenida se incubó co n agitación a 37°C, 

durante un periodo de 3 a S horas hasta obse rvar li s i s bacte

ri ana . Una vez ocurrida la lisis se a~adieron 6 gotas de 

c loroforao agitando suavemente el aatráz, y esto se dejó rep~ 

sar 10 minutos. Posteriormente se centrifugó a 10Krpm de can° 

tandose el sobrenadante que corresponde a la suspensión de 

bac teri6fagos y desechandose la pas tilla. Las preparaciones 

de bac teri6fagos fueron tituladas y alaacenadas a 4°C. 

Titulación de lisados UBicas. Para Uevar a cabo la titula

c i ón de las particulas fágicas, se diluyeron los lisados 

(1:10, 1:100, 1:1000 veces). Se tomaron 100 ~l de cada dilu

ción y se infectaron 100 ~ l de un culti vo fresco de bac t eria 

C600; se permitió la adsorción durante 15 minutos a teaperatu

ra ambiente, se anadieron 2.5 .1 de T; suave a 45°C, previame~ 

te fundido, y las mezclas se virtieron en cajas de T;. Las 

cajas se incubaron durante toda la noche a 37°C, se cuantific~ 

ron las placas obtenidas y los titulos se expresaron coao 

unidades formadoras de placa por mililitro (u.f . p/ml) . Los 

li sados se almacenaron a 4°C. 
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Crecimient o mu co idc de las cepas 10n-. 1.;1$ mut;lut l':; .!2!! prcs cll

:lp;lricn..:i;.¡ mucoide cuando son crecidas en medio mínimo l 3':1 . 

Para car ;lc tcri:ar a la 5 cepas bacterianas utili zadas ('n e$te 

trab ;ljo, se crecieron las bacterias en medio I.R dllr ;lnfe 

una noche a 37°C; a partir de estos cultivos sc "rectuó la 

$ icmbra por est ria en cajas de medio mÍnilllo. Esta s c;lja s 

se incubaron por una noche ;1 37°C, y al día $iguicnte se 

ob$crvó la morfOlogía colonial. 

Sensibilidad ha c teri:lna a antibióticos. La~ bacteria s ¡lor 

analizar, se c recieron en medio LB durante una noc he a 37°C , 

de estos cultivos s e tomó un in6culo para semhr;l r por cstri :ls 

ell caj:ls de medio; LB -te , LB-cm y LB - nitrofur:lntoína . I.ar; 

ca jas se incubaron por una no che a 37°C, excepto para las 

cajas de L-cm que se incubaron a 3ZoC. Al día siguiente 

se evalu6 el crecimiento bacteriano . 

I nducción de la filamcnt aci ón. Las cepa s I on sufren fi l a:'lc n

t aci6n cuando son some tidas a ir rad iación con luz ultravi o l e t a 

(2). La técni ca que se utilizó fue esencialmente la reportada 

por estos autores; las bacterias fueron c recidas en medio 

LB hasta un a densidad óptica de 0.4 (0 .0), a 560 nm, las 

células se cen trifugaron a 10Krpm y el paquete bacteriano 

fue re suspendido en regulador de fosfatos y co locado en cajas 

de Petri. Estas cé lul as fu e ron irradiada s con luz ultraviole · 

ta CUV), a una distancia de 50 cm en agita ci6n constante 

y dura nte di fere ntes tiempos. 500 ~l de los cultivos i rradi a -
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dos se utilizaron para inocular 3 mi de LB, est os t ubos se 

incubaron con agitac i6n duran ~ e 3 ho ras a 3i "C. Al ri na l i: :tr 

este tiempo se prepararon froti s de la s bac ter i as pa ra su 

observaci6n al microscopio 6ptico (~!. O .), util i zando ccntr ;ls t e 

de fases. 

Transducción generalizada mediada por el bacteriófago PI 

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

i) Obtención de lisógenas. Las bacterias donadoras se crecie

ron en medio LB, adicionado de CaC1 2 a una concentración 

final de 5 mM. Se per~itió el crec imiento de estas células 

hasta fase exponencial (D.O 0.4 a 560 nm), se centrifugaron 

durante la minutos a 10KrpM y se resuspendieron en 1 mi del 

mismo medio . Posteriormente se infectaron estas células 

con el bacteri6fago PI cm a una multiplicidad de infección 

(moi) de 0.1. Se incubaron las muestras durante 20 minutos 

a 3Z "C. y se espa tularon diferentes diluc iones de la mez c la 

de infección en caj as de medio LB y LB- cm. La s caja s fueron 

incubadas a 3Z"C durante I noche y se selecc ionaron las bacte

rias resistentes a clorarnfenicol. 

ii) Obtención de los lisados . Las bacterias lisógenas se 

crecieron a 3Z"C en un ma tráz que contenia 10 _1 de medio 

LB y MgS04 a una concentración find de 10-Z M. se permitió 

el crecimiento hasta alcanzar l a fase logaritmica . Posterior

mente, se incubaron los cultivos a 40"C duran t e 3S mi nutos 
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ya 3 7°C hasta que se observó l a li s i s ce lul a r . Se a~adieron 

6 gotas de clo r ofo rmo a cada uno de los matraces y ~stos 

se dejaron reposa r durante 10 minutos a telllperatura ambient e. 

Se centr ifugaron los cultivos dura nt e 10 minuto s a IOKrpm 

y se guardo el sobrenadante de sechandose la pas tilla. Los 

li sados se t it ularon en la bacteria C600 y s e a l macenaron 

a 4°C . 

¡ii) Transducci6n. La s bac teria s r e cept oras se crecieron 

e n medio LB a 37°C durante una no c he, se centr ifugaron por 

10 minutos a lOKrpm r esuspendiéndose la pastilla en regUlador 

M. C. Las cé lul as se incubaron durante 15 minutos a 37°C 

y s e to maro n 100 \.11 de c ada cultivo pa ra se r infe c tado con 

1001.11 de las diferentes diluciones ( 100. 10. 1 , 10. 2) de 

l os li sadas del bacteriófago PI cm. Las mezc la s de infección 

se incubaron a 37°C durante 20 minutos , y posteriormente 

se l es anadieron 200 ~ l de una soluc ión de cit rato de sodi o 

1 M; fin a l men t e se espatularon en c a j as de me dio select iv o , 

a 37°C dur ant e 24 horas , para a i s l ar las bac terias tr a nsd u(' tu n 

te s. 

Selecc ión de cepas pro~. Las bacterias por anali zar se 

crecieron a 37° C durante una noche, a parti r de estos c ultivos 

se semb r ó un inócu l o en cajas de medio mínimo con y sin prolina. 

Las caja s fueron incubadas durante 1 noche a 37°C, y posteri oE 

mente se evaluó e l crecimiento bac te ri ano. 
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Extracción de ONA de pl ásrnido. Se ~ rec ió la bac teria por t ado r a 

del plás mido pMY228 , hasta alcanzar la fase exponencial a 

37°C, el culti vo se centrifugó por 10 minutos a 10Krpm, resus

pendiéndose l as pastilla en 200 ~l de la solu~ión J , se agreg! 

ron 200 ~ l de lisosi ma y la preparación se i ncubó durante 

30 minutos a temperatura ambient e, a continua~ión se aftadieron 

400 ~ l de so luc i ón JI y después de S minuto s a temperatu ra 

ambiente, s e adi c ionaron 300 ~1 de la solución 111. l a mezcla 

se co locó durante S minutos en hielo seco-etanol, se cent rifu ' 

g6 en frío du r ante 10 minutos a 10Krpm, y al sobrenadante 

se le aftadi e ron 2 vol umenes de etano l. la preparación se 

co l oc6 de 30 a 60 minutos en hielo seco - e tanol y se centrifugó 

en frio a 10Krpm. la pastilla se re s uspendió en 500 ~; de 

Tris-EDTA , pH 7.5 Y se aft adió RNAasa a una concentración 

final de 25 mM . Porteriormente l a so l ución fue ext raída 

con un volumen de fe nol saturado (con Tr i s 10 mM, pH 8), 

se centrifugó en frío durante 3 minutos a 10Krpm, se aftadió 

1 volumen de c l oro formo al sob r enadante , prev j a agitación, 

l os tubos fueron cent ri fugados en frío du rante 3 minut os 

a 10Krpm. Se tomó la fase acuosa y se precipitó con la so lución 

JI J a una concent ración final de 0.3 M en hielo seco-etanol . 

Se centrifugó en f río durant e 15 minutos a 10Krpm y s e l avó 

la pa st i lla con e tanol a l 10\; final me nte la pastil la se 

secó al yacio y se resuspendi6 en 10 0 ~l de Tri s-EDTA, pH 

7. S. 
.,. 
L 

Cuant ifi ca c i ón de DNA. En cajas de agarosa al 1\ con Bromu r o 
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de etidio al 0.5 u g/ ml ( 4Z) , s e co l ocaron alicuotas de Z 1' 1 

de di fe rente s diluc i ones de la suspensión de DNA por cuantifl 

caro De spués, de 30 minutos a 1 hora de incubac ión de las 

cajas e n la obscuridad; se observó la fluorescen c ia de l as 

mue s tra s en un trans iluminador de luz ultra vio leta . La Fluorescencia 

de las muestras por cuant i fi ca r se comparó co n la de un DNA 

control (DNA de timo de ternera). 

Transformación de E. coli. Como primer pa so se obtuvieron 

las cél ulas competentes de las cepas que se deseaban transfor 

mar; para esto se c re c ieron las bac terias a 37°C durante 

una noche en medio LB, se tomaron 0 .1 mI de e s tos culti vos 

para inocular 10 mI de medio LB, que s e incubaron a 37° C, 

ha s ta ll egar a una densidad 6ptica de 0.4 a 560 nm (aproximad~ 

mente S x 10 7 ce l . / ml). Estos cultivos se centrifugaron 

en frio durante 10 minutos a 10Krpm, la pas tilla se resuspendió 

en CaCIZ 100 mM, en la mitad del volumen inicial , la mez c l a 

se dejó r eposar en h ielo durante 10 minutos y se centr ifu!'.ó 

en frí o durante 10 minutos a 10Krpm. La pas tilla se re sus pc n -

di6 en CaCI Z 100 mM en l / ID del volume n inicial y se dejó 

reposar en hielo durante una no c he (6 a 4°C). Posteriormente 

se tomaron 100 ul de cada bacteria mezc l ándose y homogenizan-

dose con 100 ul de Tris SO mM pH 8 Y 1 u l de DNA de l p16smido 

PMY ZZ8. Esta mez c la se de j6 en hielo durante 30 min utos, 

se someti6 a un choque térmico por in~ubac i ón a 37 D C durante 

Z minutos y posterio rmente se anadió 1 mI de medi o L8 ca l en t ! 

do a una temperatura de 37°C incubándose durante medi a hora 
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a 37°C sin agitar. Finalmente, diferentes diluciones de 

la preparación resultante se espatularon en caja s de LB y 

LB-te, incubandose éstas a 37 º C durante 24 horas para observar 

las transformantes. 



Nombre 

54 

26 

509 

C600 

358 

359 

SGZO 

347 

377 

100 

CSH26 

TABLA 3 
CEPAS BACTERIANAS 

Genotipo Relevante 

~F (> .. imm434) 

~F (>,) 

lacZ: :tn10 proc 
+ + 

~ lon ~E 
+ + + 

~ lon E!2. lac am 
- + + 

~ lon pro lac am 

ron•lon-::tn10 

+ - + 
~ lon~ 

+ - . + - -
~ lon proC lac ~ 

~F; ;tn 10 

~ lac ~ (pMY228) 

Origen o Recurso 

C.I.E.A. 

C.I.E.A. 

C.I.E.A. 

Appley:ird, 1954 

Pearson, M. 

Pearson, M. 

Gottesman, S. 

C.I.E.A. 

Gottcsman, S. 

C. 1 .E.A. 

Raftery, 1984 



TABLA 3, (Continuaci5n) 

NOMBRE 

N5340 

SG13504 

BCV4 

BCV20 

BCVl 

BCV18 

BCV21 

, BCVOl 

BCVll 

BCV02 

BCV22 

BCV03 

BCV33 

GENOTIPO RELEVANTE 

+ + 
~~ uvrB 

+ -!.2.!l lon ~B 

+ -~~ ::tnlO ~am 

- + -!2..!l ~ ~z:: tnl o .E.!..2,C 

- - + ~ m ~e laca11 

- - + !.5?.!!. ~ proC · lacam 

- - + !.5?.!!. ~ J?:!2.C la e am 

+ + 
~ ~ ~am ~F::tnlO 

ron +lon +, l~cam' ~~~U:: tnl O 

- + !.2.!!.. ·~ · hca~ ~F 1 l tnl O 

- + !.5?.!!. ~ ~am !2..f_U:: tnlO 

- - + -~ ~ J?:!2..C l!._s ~F:: tnlO 

- - + -!.2.!l ~ J?:!2..C fil ~u:: tnl O 

ORIGEN O RECURSO 

Gottesman, 1981 

Gotteaman, 1981 

Es te trabajo 

Es te trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 



Nombre 

A. cI857 

Aimm434 

A.imm4 34cI 

Abio256 

A.N7 

AN S3 

A.N753 

A.029 

A.imm434r32 

Pl cm 

pMY228 

TABLA 4 

Bacteriófagos y Pl§ smidos 

Car acte rística s 

Represor t ermosensible de l ambda 

Hibrido qu e contiene l a región de 
inmunidad del fago lambdoide 434 

Híbrido que contiene la región de 
inmunida d del fago l ambdoide 434, 
presenta una mutación en el represor 

Sustitución del perón bio que 
elimina los p,e nes comprendidos 
entre P.P' y cIII, incluso un frag
mento del ge n N 

Mut ación ambar en el gen N suprimible 
por ~E, F y U 

Mutación amb a r en el gen N suprimible 
por ~E, F y U 

Mutaciones ambar en el gen N suprimible 
por ~upE, F y U 

Mutación ambar en el gen O, suprimible 
por supE, F y U 

Hibrido qu e contiene l a regi6r. de inmu
nidad del fago 434 y un a inserci ón ISZ 
que adi ciona un termin ador independiente 
de Rho ant es de los genes O y P 

Port a r esi s t rn c ia a cloramfen ico l 

Contiene ;il supV jun t o a la re c;i ón 
de resistencia a tetr acic lina 

Origen o Recurso 

Sussman y Jacob, 19 02 

Kaiser y Jacob, 1957 

C.I.E.A. 

C. I . E.A. 

Campbell, 1961 

Campbell, 1961 

Campbell, 1961 

C.I.E.A. 

Brachet, 1970 

Rosn er , 1972 

Ra ftery, 19 84 
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RESULTADOS 

En este trabajo se llevó a caho un estudio <lel papel que 

juega la estabilidad de pN en la antiterminación de la trans-

cripci6n promovían por complejos RNA polimerasa-pN modificados 

en uno o en ambos de sus componentes. La estabilidad de pN, 
+ -

se vari6 mediante el uso de cepas bacterianas lon y lon , y 

la formación del complejo de antiterminaci6n RNA pol-pN se 

modificó utilizando mutaciones en la polimerasa (cepa ron-) y 

en pN (bacteriófago N ambar y N ~). El primer paso que 

seguimos en nuestra estrategia fue el de la identificación de 

bacteriófagos mutantes mar. 

l. Identificación de bacteriófagos con fenotipo Mar. Ghys c n 

y Pironio (18) reportaron la existencia de S bacteriófagos 

lambdoides con una mutación en la proteína N, denominada mar. 

Este tipo de bacteriófagos son incapaces de crecer en bacteria 

que presentan una mutación en la subunidad beta de la RNA po

limerasa denominad a ron (18). Pa r a qu e s e obs e rv e la ex c lusi ón 

de estos bacteriófagos es necesario que se pr esenten amba s 

mutaciones, un bacteriófago mutante mar si presenta crecimient o 

en una bacteria ron+ así como una bacteria ron permite la 
• + 

propagación de bacteriófagos ~ . 

Debido a nuestro interés por identificar bacteriófagos 
• + 

mutantes mar, infectamos a cepas bacterianas ~ y ~ con 

los bacteriófagos que se deseaban probar y sele ccionamos aqu e-
+ 

ll os qu e pres ent a ron cr ecimiento en l a cepa ~ pe ro no en l a 

cepa ron (feno tipo Ma r) (Tabl a 5). Se identifica ron 2 bact e-
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TABLA S. Carac terización de ba c teriófags con fenotipo ~t¡lr. 

Se probó el desa r r o l lo de los bacter i ófa gos Ximm434, 

).i mm434~ I, },~ I BS7 y },bio2S6 sobre las bacteria s , ~F ( imm },) , 

~F (imm4 34) , ron+~o , ron-~? lon -~o, con el ob je t o de 

identifi car a aquell os que tuvieran el fenotipo Ma r. Se go

t ea ro n 10 \JI de varia s di luc ione s de l os ba c t c riófa gos 

( 10- 2 , 10 - 4 , 10- 6) sobre cajas de T0 qu e cont e nian un t api z 

de cada ulla de las ba c teria s seña l ada s . 

baron durante una noc he a 31" C. 

+ c r e c imie nt o de l bac t e r ió f ago . 

ausen c ia de crec imiento. 

¡,a s cajas s e incu-



BACTERIOFAGOS 
PROBADOS 

Aimm434 

Aimm434cl 

\bi o256 

\ cl857 

TABLA 5 

CEPAS BACTERIANAS 

~F(imm\ ) ~F(imm434) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ o 
ron sup 

+ 

+ 

+ 

+ 

- o 
~~ 

+ 

+ 
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ri ófa .'!os co n f eno ti po ~1:!r , e l b~.:teri6 r; I!.:o ' ~~St) y ~'I \ illl1l1 1.\ 1 , 

Jes~ rit os ~ ntcri ormcnrc por Ghysen y l'irOllio. 

rcp o rLJn que toJos l os bacte rió[;lgos ).,imm·13·1 po s l'cn l'l 1"('1\ I> ( il'0 

~1;lr , sin cmb:lrgo, nosotr0 5 encontramos (lIJ e el [a.l( o )., in\l11 ·13 ·I."1 

e s c;lp a : de crecer en una ce pa b ;Jc teri ;ln a r o n - . 

Se con taba también c on el b;lcteriófa~ o ).,N7 re]lOI"t;H..Io por 

r.hysen y Pironio como ~ ; s in embargo pa r a p robar s u rl.'llo tip n 

~l;Jr se requeri a de una cep¡¡ ron co n s upresor de mU {;Jc iollc s 

amba r . Pos t e riorm en te se de t~lla la construcción de es t a cep;J , 

así como la cara c teri zaci6n del b ;lcter i ó[a~o )., N7 . 

11. Ca r ac te r iz ac i6n de cen a s bacterianas lon - . Como se menci o-

nó anteriormente, uno de l os objetivos de este tr,1ba jo fue an:l

li zar el efecto d e un aume nto en la e s t :Jbil i da d Je N sob r e I:J 

¡¡ntitcrm in:l ci6n de la trans c ripci6n, esto se ll evó :l cabo uti -

li za ndo cep a s bacterian as )o n + y lon- . La caracterización de 

la s mutantes I on fue el siguient e paso en este trab:ljo, utili 

zando un a serie d e pruebas que permitieron identif i car inequ i-

vocadamente a una mutante 1011 . Est a s pruebas fu eron ut i 1 i .' I;¡s 

para caracte rizar a l as cepas I on que s e uti liza ron como dOIl ;\ -

• dores de este carácter en la construcc ión de las cepas ~ 1011 

Y ~-lon y posteriormente se prob6 l a pre s en cia d e e s t a mu-

taci6n en las ce pas bacterianas constTuid~s. Las c epas bacte-

ri anas lon - que se ca r ac t e rizaron ini cialmen t e fuer o n: SG20 

+ - + - +-+ 
(~ Ion : : tn l0 ) , SG 13S04 (~ Ion ~B),37 7 (~ Ion proC ) . - . 
y la cep¡1 347 (ron Ion ~ ) . En la caracteri zac i6n se 

consideraron : la morfología colonial , 
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su sensibilidad a nitrofur~ntoin~ f su fe notipo fil~ment oso . 

a) Mor f o logía colonia l de las ce pa s lon- . l.a s mutante s 

Ion fueron a i slada s po r Howard y ~0 1 3boradores ( 32) debid o a 

la aparienc ia mu coi de que prese nta n la s coloni as bacteri anas 

cuando so n c recidas en medi o minimo. Esta mo rfologla mucoide 

es el re s ultado de una sobreproducción de pOl isáca ridos cap-

s ul a re s por l a ca r encia de un me c;¡n ismo de repre sión para el 

operón &!! y otras en zimas de la vía de sin te sis de l os po -

lisacáridos (3 3). 

En la Tabla 6 se muestra la morfología colonial de va ria s 
. . 

cepas bacterlanas Ion y I on tanto en medio LB como en medio 

mínimo . Las cepas lon+ presentan morfología normal (no 

mucoide) en ambos me dio s de cultivo , muestras que las cepas 

Ion 347 Y SG20 pre sen tan una aparienc ia mu co ide en medio 

mínimo. Las cepas 37 7 y SG13S04 no presentan morfo logía mu-

coide en ninguno de los medios de cultivo a pesar de ser Ion 

Este fenotipo s e explica por la muta c ión &!l que presentan 

ambas cepa s y qu e les impide s in teti zar po l isacáridos ca ps u-

lare s . 

b) Inhibic ión del crecimiento de cepa s Ion po r nitro

furantoina . Ot r a de las primeras ca racte rísticas que descri-

bie r on en las mutan tes I on fue su sensibilidad a la lu z uI-

travioleta y a agentes radiomimeti cos. Estas ce pa s son inca 

paces de c r ecer en un medio de cultivo que contenga nitrofu-

• rallto i na a diferencia de la s ce pa s I on que no se ven afectadas 

por este antibiótico (29) . 
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TABLA b . Morfología colonia l de las cepas I on· . Cepas hactc· 

rianas que contienen la mutación Ion forman c olonia s mu co lu cS . 

• Es te fenotipo se observa sol a mente en ba c terias.&!!..!. ti p¡lr -

tir de cultivos bacterianos frescos se tomó un inóc u]o r se 

sembró por cstria en cajas de medi o LB y medjo mínimo. Las 

caj as se incu ba ron po r una noche a 37°C. 



fABLA 6 

CEPAS BACTERIANAS MORFOLOGIA COLONIAL 

Luria Mínimo 

(C600) 
+ + ron lon normal normal ----

( 3 5 8) + + ron lon l acam norma1 normal -- -- --
(359) - + ron lon l acam normal norm:il -- -- --
(377) + r on lon-&:l_ normal normal 

(SGZO) + -
: : t n 1 O normal muco ide ron lon - - --

(34 7) 
+ - + 

ron lon ~ normal mucoide 

(SG13504) + 
ron lon uvr B ~ normal normal 
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En la Tabla 7 se muestra el crecimiento de las cepas bac

terianas analizadas en presencia del antibiótico nitrofuran-

toina. Las bacterias se crecieron por estría 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 antibiótico 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 µg/ml el crecimiento de 

las cepas lon es totalmente inhibido mientras que las cepas 

lon+ crecen en presencia de nitrofurantoina tanto como en ~l 

medio LB. A concentraciones altas de nitrofurantoina, como la 
+ 

de 10 µg/ml tampoco las cepas lon son capaces de crecer . Cabe 
+ , 

mencionar que la cepa N5340 a pesar de ser lon no presento 

crecimiento a ninguna de las concentraciones del antibióti co 

debido a la mutación ~B que le impide reparar el daño que 

causa la nitrofurantoi na en su DNA. 

e) Inducción de filamen-taci6n por radiación con TUz ul

travioleta. Como ya mencioñámos anteriormente las cepas lon

son sensibles a la ~~z ultravioleta. Cuando estas células son 

irradiadas se activa la producción de la proteína SulA cuya 

función es inhibir la división celular. En condiciones 

normales el producto del gen: lon degrada a esta proteína 

pe rmitiendo que ocurra una septación no r ma l; sin embargo 
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TABLA 7 . Inh ibición del crecimien to de ce pas Ion por nit ro

furantoin3. Las bacteria s analizadas fueron crecidas en medi o 

LB y medio LB en pre senc ia de tres concentraciones de nitro

furantoina (S, 8 . 3 Y 10 ~g/ml). Este ant ibiótico inhibe el 

crecimiento de cepas Ion y uvr. A partir de cul tivos bac te

rianos fres cos se t omó un inóculo y se semb r 6 por es tria e n 

caj as de medio LB y L~NIJ. Las cajas se incubaron por una 

noche a 37°C. ( +) cr ecim iento ba c teriano ( - ) a us en c ia de 

c r ec imi ento 



TABLA 7 

LURIA NITROFURANTOI NA 
Cepas bacte rianas LURIA 5 \.l g/m l 8. 3 \.l g / ml 10 \.l g/ml 

(C600) ron+ lon + 
+ + + -- -

( 358) ron+lon +lac am + + + -- -- --

(359) - + ron lon lac am + + + - - -- --
+ - -

(377 ) ron lon ~ + 

+ -(SGZO) ron lon : : tnlO + 

+ -(SG13504 ) ron lon uvrB + 

+ + (NS5340 ron lon uvrB + 

+ - + 
( 347) ron l on ~ + 



SI 
en mutante s Ion la a c tidda d d e l a pro teí na Sul.·\ no es t á r eg ulada, 

s e pre senta un a inh i b ici ón de la d ivisión celula r c au san do 10 t1ue 

se co noc e c omo filame nta c ión I aum ent o en la l ong i t ud de l os b:l -

e ilos de SO a 100 ve c e s (52) . Es ta pro p iedad de f ilamen ta c i ón 

es la característica más impo r tante a soc iada co n la mutación 

Ion, en base a ella se identifica ¡nequivocadamente a e s tas 

ba c terias. En este trabajo se montó la metodol ogía qu e permit ió 

ob servar este fenotipo en cepas I on " , Se tomaron c u lt ivos ba c

terianos creciendo en fase exponen c i al y se re s uspendieron en un 

regulador de fosfatos para irradiarlos c on luz u l t r aviolet a . 

Las bacterias irradiadas se cultivaron en medio r ico por un 

período de 3 a S horas a 37°C. Finalmente se prepararon froti s 

para observarlos al microscopi o óptico. 

Los resultado s obtenido s en la inducc ión de filamenta c i ón 

por radiación con luz U.V. se resumen en la Tabla 8. La mor -

fol ogía de l as células antes de ser irradiada s ( O segundos) co-

• rresponde a la de bacilos tanto para las células Io n como 

para la s Ion (Figuras 5 y 6 re s pecti vamente). Al ir r adiar 

dur ante 10 s egundos l as ba c terias lon + continua r on c r ec iendo 

c omo ba cil os ( Figura 7) a diferenc ia de la s I on en la s qu e 

se empezó a presentar la filamentación. En la mayoría de los 

campo s analizados se encontraron filamento s aproximadamente 

50 veces más grandes qu e l os bac ilos de bac terias norma l e s 

( fot os no mos tradas ) . A un ti e mpo de 2 5 s egundos de irra -

diac i 6n la s cepa s 10n+ presentaron princ ipi os de filamenta c ión 

pe r o a l ca bo de un ti empo se obse rva r on de t ama no nornal, ( datos 

no most r ados) . En r e la c i ón a l as mut ant e s I on . en 3 de l a s 4 



- 51 -

T¡\RL¡\ 8 . Inducci ón de filamentación por radiación con lu z 

ultra vio leta. Bacterias Ion fueron irradiada s con lu z uJ -

travioleta por inducir su filamentación. o segundos significa 

no irradiación. Las bacte r ias se c recieron en medio LB liquido 

con agitación ha sta fase logaritmi ca . Posteriormente se r csus-

pendieron en un a solución de fosfa t os , y se ir r adiaron con 

luz. ult ravi oleta durant e los ti empos indi cados . Las bacterias 

sobrevivientes se c re c ieron en medio LB líquido con agi t ación 

du rante un período de 3 a S ho ra s a 37°C. Al final i z. ar este 

tiempo se hicieron frotis para obse r va r los al mi c r osco p io óptico . 

Fil ame nta ci6n se r ef iere a un aumento de SO a 100 veces e n 

l a r go de l os baci l os . 

(-) ausen c ia de ba c terias en los campos anali zad os . 



Cepas bac terianas 

+ .. 
(C60.0 ) ~ lon 

(358) 

( 3 551) 

+ + ron ·lon 

- + ron lon 
+ -

(377) ron lon ~ 
+ + 

(NS340) ron lon vurB 
+ -(SF13504) ron lon uv r B 

+ (SGZO) ron lon : : tn lO 
+ - ... 

(347) ron lon ~ 

TABLA 8 

R a d 

o seg. 

bacilos 

bacilos 

bacilos 

ba ci los 

ba ci los 

bacilos 

bac ilos 

baci lo s 

i a c i ó n 

10 seg . 25 seg. 

bacilos bac ilo s 

bacilos bacilo s 

bacilos ba c ilo s 

filamentos filamentos 

bacilos 

filamentos 

filamentos filamentos 

filamentos fi lament os 
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• Morfología de l as ce pa s I on . Morfología de ba c-

t er ias crec ida s sin ser sometidas a irradiación. Las cé lul as 

se c recieron e n medi o LB líqu i do hasta fase exponencial y pos-

teriormente se re s uspendieron en un regulador de fosfatos. 

Se tomó una muestra para hacer las prepa ra c ione s que se obser

va ron al microscopio óptico por contraste de fases utilizando 

el ob je tivo lOOX. Esta fotografía co rresponde a la ce pa (359) 
- . ron Ion . 



r --· . 
í 
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FIGURA 6 . Morofología de la s ce pas lon-. Morfología de las 

bacterias crecidas en ausencia de irradiaci6n. La s célu las 

se c recieron en medio LB liquido hasta fase exponencial y 

posteriormente se re sus pendieron en un regulador de fosfatos. 

Se tomó una muestra para hace r las preparaciones que se obser

varon al microscopio por contraste de fases utilizando el ob

jetivo IOOX. Esta fotogrfia corresponde a la cepa (377) Ion 
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FIGURA 7 . • Morfología de las cepas Ion irradiada s con lu z U.V. 

La s cepas lon+ irradiadas con lu z ultraviolet a no pres entan 

fi lament aciÓn. Las célu la s una vez re suspendidas en un re -

gu Iador de fosfatos se irradiaron con luz U.V. por 2S se gundos ; 

posteriormente se transfirieron a medi o LB liquido y se incu-

baron con agitación durante un pe ríodo de 3 a S ho ras . Fina 1 -

men te, se t omó una muestra para observarse al mi c roscopi o 

óptico por cont raste de fase s , uti l izando e l obj e t ivo I OOX . 

Es ta fotografía corres ponde a la ce pa (359) r on I on' 
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ce pa s probada s se obse rv ó filamenta c i611 hasta al canz3r un t a

~ 

mañ o de alrededor de 100 veces e l t ¡lmail o no rmal {F i gura 8) . En 

el caso de la ce pa I on SG13S04)' la cepa Ion ' NS340 no s e de-

tec taron bacterias en l os camp os anali zados , debido a que esta s 

bacterias pos een la mutación vvrB siendo má s sensib l es a l a radiación. 

¡II. Const ru cc ión de ce pas bacteriana s Como se men-

c ionó co n anterioridad dentro de l os objetivos qu e nos pl an-

teamos se ~n c ontraba l a co ns trucc i ón de una serie de ce pa s 
+~ - + +---

i sogéni ca s , r on Ion, ron Ion , ~ Ion y ~ Ion co n la fina-

lidad de analizar en ellas la antiterminac ión de la trans cr ip

c i ón de bacterió fagos lambdoides que presentan dife r e nt es muta -

cione s en pN. 

Una vez que se i dentif ica ron y ca racteriza r on la s ce pa s 
. •. + 
l sogcnl cas r on y r on . ademá s de 4 ce pas mu t ante s I on , pro -

cedimos a realiza r las cons trucciones de la s cepas i sogéni cas 

necesa ri as para nuestro estudi o. 

La const ru cc i ón de la s cepas bac ter i a nas se real izó 

mediante la técnica de tran sd ucc ión gene rali za da mediada po r e l 

bacte riófago PI cm (portador de resi stencia a c lo r amfen i co l ) 

que s e desc ribe e n la s ección de Material y Métodos . La s 

ce pas (358) r on+lon+ y (359 ) r on- I on+ se utilizaron como r e · 

cep tora s y se e l igi r on 2 de las 4 ce pas I on como donadoras ; 

de la muta c ión I on - '. ; la 377 {Ion P..!E.C ) y la SG2 0 (l01l : :t nl O) . 
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FIGURA 8. Morfología de las cepas Jan i rradiadas CO II l u:: U.V . 

[.a s cepas l oo irradiadas 0 00 lu ' ultravio leta pre sen l ll ll f i -

lamentación. L" célullas resuspen d idas .0 uo r e gu¡;¡d o r de 

fosfatos ,. i r radiaron 0 00 lu ' U.V. duran t e 25 segundos , po :;. -

terio r mente ,. cambiaron , medio LB liquido y ,. i nc ubaron 

con agi ta ción por un pe r íodo de 3 a S horas. Finalment e s e 

t omó una muestra para observarse al mi c r oscop i o ópti co por 

cont ra ste de fase s , utili za nd o el ob je tivo 100X. Esta fot o-

• grafía co r r es pond e a la cepa (SG20) ~ Ion:: tnlO . 
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(1) Con s tr ucc i ón de la ce pa ron -I on- . 

que se r ea li zó f ue 1:1 de la dob l e !nu t an t c ro n 10n- . 1..1 ob tl'n": l ón 

de es t :1 do ble mut an t e bac t e ri ana n o~ pe r mitió cont;tr ..:on Ull ~l~-

tema donde aumenta la vida med ia de p ~ ( a c a U ~; 1 de 1:1 ~ut a~ i 6n 

Ion) , y s e f o r m:l un comp lejo al t endo ent r e I ;L R.'\.-\ pol.l' 11,'\ 

( deb id o a l a mut ac i 6n ron) , 

Cuand o s e i nic ió e s t :! co ns trucción no se cont:lb:1 ~Oll 1;1 

cepa (SGZO) lon - ::tnl 0 ouc hub i c r :¡ faci l i t .ldo l a s('!ccción Je 

trans du c tantes I on uti liza nd o la re s i s t enc i a a t e tra ci~ lin a 

qu e confiere el tr a nsposon t nlO ; po r lo tanto decid i mos util i

za r como m3 r cado r genéti co a l ge n ~C g ituaclo ce r ca del xc n 

Ion e n el cromosoma ba c teria no (minut os 8 y 9 re spect i vamen t e) . 

La pr ime ra cepa que se co ns tru yó f ue la ron-pr oC para pos teri or

mente cons tr u ir l a ce pa ron-lon- . 

La cepa (5 09) J a cZ ::tnIO~C: donado r a del C:l d c ter ~C 

f ue infec tada con el bacteri 6 fa go P l cm y s e se lecc i ona r on l as 

bac t e ria s l i sógenas para e s te bac t eriófa go por su res i s t e nc ia a 

clo r amfenico l. Post e r i o r a l a i nducción de u na de l as li s ógc n35 

se ob t uvo el lisad o del bacte r i6 f ago con el c ual se t r ansd uj o la 

mut ac i 6n .2,!2C a la cepa re cepto ra (3 59) r on p roC ~, Se s eleccio 

na r on l as bac t erias transdu c t a ntes en b<l s e a su re s i s ten c ia a 

tetrac i c lina e n caj as de LB-T c . De bid o ;¡ que en 1¡1 cepa 509, el 

tra ns poson tnl O s e e ncuent ra cerc a de l gene lacZ; (minu t o 8 de l 

c r omosona ba c t e ria no) e s pos ible obt ene r tr 3nsduc tant es r es is 

t entes a t et r ac i c lina qu e l le ve n e l ca rác t er proC (mi nut o 9 

del c r omosoma bacte r iano) , Se pu rificaron l ns transduc t nnte s )' 

se selecc i ona r on aquellas que s e compor tab.'1n como l!.!E.C po r 

r eplica en caja~ de med i o mínimo con y s in protina . 
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e n la s r:)b la!' 9 y I D $(' mues tr;ln lo s I' c:-uJt :¡dus .1" l.¡ :; PI"U l' -

bas par :) ;Jtlxotr o fi ;¡ de prolina y se n s i hilidad a ¡(' ¡rae' ie' Jiu :1 

rc s pectiv~mel)te , que se a plicó a 1:ls celIas b a~t('r i a n a s uti li -

: adas en es t a ~on::;trucción , se incl uy6 ]a cep a C60 0 c omo un 

• contra] p r o C , s en s iblt' a tet ra ciclina . En la T:II,I:1 11 St' o h · 

se rvan los result :¡do!' al anali zar la re s i stenci a ;¡ c l or~mfeni co l 

que pre s (>n t ar o n la s c ep a s 509 y 377 ant es y despué s de s er li 

sogen i:nd.1s por el b;¡Cle r i 6 f :Lgo JlI cm. 

Una ve : o t c nida la ce pa (BCVZ O) .!2.!!.-.Q..!:E.C ; ; tnl0 s e p r o -

cedió a tra nsduc ir le l a mutaci6n I on. Esto se llevó :1 cab o 

infectando con e l bacte r i6fago P I c m a la cepa (3 77 1 l on-~C · 

donadora del cará c ter lon- y se lecciona ndo a la s bacte r ia s 1 i -

s6Re na s pa r a P I cm por s u resistencia a c l o r amfeni co l. Pos t e-

riormente, después de ll eva r a c ab o l a inducción del fag o , !'e 

obtuvo e l 1 isado d e los bacter i 6fa gos y c on l a s u s pensión fági -

ca se infec t 6 a 1;1 cepa (BCV20) . Se seleccionaron 1.1 S tran s

dllctantes d e int e r és como prot6trofas p a r a prolin;1 en caj as de 

medio mínimo sin prolina. De l as col onias que p r e se nl :Jro ll :'pa -

riencia muc o ide s e puri f icaron tre s para Su po s teri o J ca r .", ~'-

Tizaci6n. 

En la Figur a 9 se desc ri be de manera re s umi da la serie 

de pasos qu e se siguieron en la construc ción de la ce pa 

La fr ecu e n c ia de transducción obten ida en la trans-

ferencia de la mut ac i6n Q!2C- así como de la mutac i 6n 10n- fue 

de 10- 6 células/mI. El porc e n taje de cotrans d ucci6n entre 

~C y el tran sposon tnl 0 f u e del 1\ mi entra s qu e l a co tran s-

d ucc i 6 n e n t re Ion y.E..!E,C fue d e l 2S\ . 
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TABLA 9. Caracterización de cepas bacterianas pro· y proC 

Las bacterias que se eligieron para ser utilizadas en la 

cons trucción de la cepa (BCV20) ron-~C--tnlO fueron analI za

das para su genotipo E!2C. A partir de cul t ivos fr escos de 

las bacte t ias senala das se tomaron inócu l os y se sembraron 

por estria en cajas con los mcdjos sena lados. Se inc ubaron 

la s cajas durante un a noche a 37° C. 

( + ) creci miento 

(-l ausencia de crecimiento 



TABLA 9 

CREC IMIE NTO 
Medio míni mo 

CEPAS BACT ERIANAS Luri a 

Prolin a Si n prol i nu 

+ - -
(3 77) ~ l on ~ + + + 

( 3 5 8 ) ron•lon•l acam + + + 

- + (359 ) .!:22:. l on l acam + + + 

+ + 
(C60 0) .!:2E_ l on + + + 

(50 9) lacz: : tn 1 O E2:2_C + + 
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TABLA 10. Sensibilidad de las cepas ba c terianas a tet r ac i

c lina. Se analizó la resistencia a tetrac icl i na de las bac

terias que se eligieron para se r utili zadas en la s construc

ciones de la s cepas ( BCV l ) , (BCVI8) , (BCU21) , (BCB20) y 

(BCV04) . A partir de cultivos frescos se t omaron in6culos y 

se sembraron por estria en caj a s de medio LB y LB-Te. La s 

cajas se incubaron por una noche a 37°C. 

(+) c recimient o 

(-) ausencia de crec imiento 



CEPAS BACTERIANAS 

(509) 

(358) 

(359) 

lacZ: :"t , ,1 " 

+ + 
ron lon l a c am 

-· + ron lon l acam 

(SGZO) ron+lon-::tnlO 

( 1 00) 

( BCV 1) 

~F ::tn10 

~-l on-lac 

(CSH26) ~U: :tnl O 

(C600) 
+ + 

~ lon ~E 

( B CV 2 O) ~ -~ C - : : t n 1 O 

TABLA 10 

CREC IM IENTO 

Luria Luria tetracicl ina 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ + 

+ 

+ + 
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TABLA 11. Res i stencia a c l o r amfc nicol .de las cepas ba c teria

na s l isógenas para Plc m. I.as cepas 377 , 100 , 509 Y SG20, se 

lisogen iz aron con el bacte r iófago Plcm. Las li sógenas fueron 

identificadas como bacterias re sisten t es a c l oram f cnicol . S~ 

c re cie ron las bacte ria s en medio LB po r una no c he a 37°C ; 

a partir de estos culti vos se sembr ó po r estria en caj as de 

LB y LB - cm , incubándose posterio r me nt e du r ante una noc he a 

37°C . 

( +) c r ec imiento 

( - ) ausencia de c recimiento 



TABLA 11 

Cepas bacter ianas Luria Luria 

cloramfenicol 

+ + 
(C600) ron l on ~E + 

(3 77) + - -
ron l on lac ~ + 

(100) ~F::tn lO + 

(50 9) lacZ::tnl O + 

+ -
(SGZO) ron lon : :tnlO + ----

+ - - -
(377) ron lon lac ~ (Plcm) + + 

(100) ~F :: tn l O (Plcm) + + 

(50 9) lacZ:: tnlO (Plcm) + + 

(SGZO) 
+ - ( Pl cm) ron lon : :tnlO + + ----
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FIGURA 9. Construcción de la ce pa ron- l on- . Par" la const ru e 

c ión de las cepa ron-I on fue ne cesario construir prev iamcn t c 

la cepa ron-~C-tnIO. La s ce pas donadora s fueron la s sigll ic !,! 

tes: para la mutación I2..!EC la ce pa (509) la eZ : :tn l O~C y 

para la muta ción Ion la cepa (377) ron +10n Las ccpas 

r ecepto r as fueron la (359) r on lon+ Q!EC + r la ( BC\l20) ron-Ion 

~C respectivamente_ Los lisados de Plcm se titularon en 

] :1. ce pa C600. La selecc i ón de cepa s r esistentes a tetra cic lina 

y a c l o ramfen icol se reali zó en cajas dc LB-t e)' LB -cm rc s pe c -

tivamente. • La selecc ión de cepa s E..!:E.C y E.!E.C se c f ectuó en 

cajas de medio minimo co n y s in prolina . La selecc ión de cepa s 

I on se detalla pos t eriormc llte _ F r e~uencia de transducc i ón : 

númer o dc co l onias en el medio se l ectb'o/número de co l onias 

en medio LB. Frecuencia de cotransdu cción: "número de co l onias 

que pres enta r on el cará cte r transduci do/número de coloni a s en 

el mcdio se l ec tivo . 



CEPA DO~ADORA 

proC-::tn l O 

. , 

t PI cm 

E.!2C-::tnl0 ( Pl) 

resis tente 3 c l oTamfe ni col 

1 I nducción a 37°C 

li sado de PI (1. 4 x 10 9 ufp / ml ) 

ll nfe Cci6n 

CE PA RECEPTORA 
. , , 

r on Ion praC 
I 

Se lecci6n de cepas ter 

~ 
Se l ección de ce pas ~C 

l 
CE PA CONSTRUI DA 

, 
~C I on 

1 P I cm 

pro ·l o n -(P l ) 
r esis t ente a-c toramfcni co l 

11 ndu c ción ;1 

37°C 

. , . 
~ I on proC : :tn l 0 .--- infccción 

¡isado d(' PI 

(l.3 x 109 u fp/ml) 

¡ 
Se l ecc ión de 

I 
Se l eed 6n de 

I 

, 
cepas pr o 

cepas Ion 

CEPA CONSTRU I DA 
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b) Cons tru cción de la c epa ron Ion. 

- 1J 
Para la obtenc ión .j(-

esta ccpa se ut ilizó como donadora de la mut;ldón Ion a 13 cC'p:l 

(SGlO) Ion ::tnl0. Esta cepa fue infectada con e l bactcriófago 

PI cm y se seleccionaron a las 1 is6genas pa ra PI cm en b;lse a 

su resist ~nc ia a cloramfenicol, posteriormente, mediante induc-

ción se obtuvo el li sado del bacteriófago con el c ual se rea -

lizó la transducción de el carácter Ion a la cepa receptora 

• • (358) !EE Ion. Las bacterias transductantes se seleccionaron 

como resi s tentes a tetraci c l ina en cajas de LB-te. Debido ,1 que' 

en la ce pa SG ZO el marcador tnlO se enc uent r a cerca del gen Ion 

se esperaba una f r ec uencia de co transducción alta, po r e s te mo -

tivo se decidió purificar exclusivamente S transductan t cs . los 

candidatos obtenidos se resembraron en medio mínimo y se selce-

cionó uno de ellos que presentaba aparien cia mu coide , para su 

posterior caracte rización. 

Lo s resultados de sensibilidad a tetrac iclina de las cepas 

SG20 y lS8 se muestran en la Tabla l O, mientras que los r esulta-

dos para resistencia a c1oramfenicol de la ce pa 5G20 ant.es )' 

después de ser lisogen izada por el ba c teriófago PI cm se mue , 

tran en la Tabla 1-1. 

En la Figura 10 se describe de manera r es umida los pa sos 

que se s iguieron en la construcc ión de la c epa ron +l on' . ---- L, 

frecuencia de t.ransducción de la mutación Ion fue de 10 -6 

ce l/mI la f recuencia de cotransducción de est a mu tación con el 

trans poson tnlO fue del 20\. 



_ 7 4 _ 

FI GURA 10. Con s t rucción de la cepa r o n~ l o n-. Par ;. 1;. co n!'>-

• trucc ión dc la cep¡. r on I on s c l l evó a cabo la tra nsd ucl:ión 

del ca r ác ter Ion con p. I tra ns posór. tnlO . La ccpa (SGZO) 

r on+lo n-::tnl0 fue l a. donadora del marcado r lon - . I. a l: c pa 

• • re ceptora fue la ( 358) r on Ion lac amo La s e l ección de I •• s 

ce pa s r e s i s tentes a c loramf en i col y a t e trac i c lina se e f ec tuó 

en caja s de LB -c m y LB-t e re s pe ctivamente. La sel ccc ión dc 

la s cepas I on s c dcta l la po s teriormente . El 1 ¡ sado de PI cm 

se titul ó en un a cepa C600. Frec uen c ia de tran s ducc i ón . No . 

de coloni ¡ls en medio LB-t e /No . de col onia s cnmcdi o LIL Frc -

c uencia co tran sdu cc i ón. No. de co l on ias que prcsentaro n l a 

mutación 10n/No . de c l onia s en LB- t e . 
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CJ: PA DOl'\AlJORA 

Ion ::tnl0 

1 PI cm 

l on-: :t nl0 (1'1) 

rcsiStcllte 3 ~lo raHlrcnlcol 

1 ind llcc lón :1 37°C 

lisado de PI 

9 l.7 x 10 u.f.p. /ml 

! infcec i 6n 

CEPA RECE PTORA 

• • r on Ion ¡- -
Sclcec i 6n de cepas t e r 

! 
Selec c i6n de cepas Ion 

¡ 
CEPA COKSTIHJ[f)¡\ 

• Ton Ion :: tnl 0 
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1\' . C;l r : l , t ~' ri :;I ..:: ión de la s ce pas tran sdu{'tan t es ron'/ -Ion -. 

(' amo se mcrKionó ,on anter io r.idad, duranh' la ~'o n :' trul' \' iülI dI' 

1;1 s cepa s r on + I on y r on - 1 on 

duc tantes qu <, presentaron aparienc i a muco ide e n medio mínimo, 

aunque este tipo de creciDlien t o es una propiedad de l¡rs mu t an-

t es Ion, se procedió a reali zar una ca ra c t e ri zac i ón más compl{'ta 

de e s t ¡lS ba c ter ias , Se ut i l i zó l a metodologia montada par¡l 1;1 

ident i fi c ación de cepas Ion que se de sc ribió prev iament e . 

Se cara c teri zaron transduc t.antes ron - Ion ; BCV I , ReVIS, . -BC\' 21 y a la tra ns du c tante ron Ion, BCV4. 

• al Inh ib i ción del c r eci mi e nto de la s cepas r on Ion y r on 

I on por nitrofurantoina, Las cepas bacter iana s por anali zar 

se c re c ieron po r estría en caja s de med io LB y LB- nit r ofu ra n

to i na , la s cuale s fueron incubadas por una no c he a 37°C , al 

dí a siguient e se evaluó el crecimiento bacteriano. Los re s ul -

tados obtenidos se presentan en l a Tabla 12 ; se observa que la s 

tran sduc tante s BCVI, BCVIS, BCV21 y BCV4 pre sentaron un com por 

tamiento idéntico al de l a s ce pa s I on que se utilizaron como 

control , es de c ir son i ncapaces de c re cer en c ualqu ie r a de la s 

concentraciones de nitrofurantoina. Esto nos indicó que porta-

ban la muta c i ón Ion que les confiere una sensibilidad acentuada 

al anti b ió ti co . 

Como se ha bía notado ante riormente, a una concentración 

• de 10 u&!rnl de n i trofurantoina la s cepas I on también son in-

hihidas . El com portamie nto de la cepa N5340 fu e di scutido pre -

viamcnte. 
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TABLA 12. • Inhibición del crecimiento de las ce pa s ron Ion 

y ron-Ion por nitrofurantoina . Se anali:ó la sensibilidad 

a nitrofurantoina de las cepas ron·lon y ron-Ion con s truidas 

por transducciÓn. Las cepas const ru idas se comporta n identi-

camente a las mutantes Ion usadas como control, ~ o n i l1 hibid~ s 

a cualquiera de las concentraciones de nitrofu rantoina . A 

par tir de cu ltivos fresco s se sembra r on por estria inóculos 

de las bacterias de interés en cajas de medio LB y LB - nit r o-

furantoina, uti l i zando diferentes concen traci ones de l ant1-

bi6tico. Las caj as se incubaron por una noche a 37°C. 

( +) crecimi ento bacteriano 

(-) ausencia de c recimiento 



TABLA 12 

CRECIMIENTO 

CEPAS BACTERIANAS Luria Nitrofurantoina 

5 µg/ml 8.3 µg/ml 10 µg/ml 

(BCVl) ron-lon-lacam + -- -- --
(BCVl 8) ron-lon-lacam + -- -- --
(BCVZ 1) ron-lon-lacam + -- -- --
(BCV4) + -ron lon lacam + -- -- --
( 35 8) ron+lon+lacam -- -- -- + + + 

(359) - + ron lon l a cam + + + -- -- --
(3 7 7) + -ron lon lacam + -- -- --
(SG20) ron+lon-;_:tnlO ---- + 

+ -
(SG13504) ~ lon uvrB + 

(N5340) ron+lon+uvrB + -- -- --
(C600) 

+ + 
ron lon + + + ----



b) Filamentación de las 7~epas ron +lon y ron l on induci 

das por lu z U.V. Se tomaron cultiv os ba c t e rianos de la s cepas 

a probar c recidos en fase exponencial y s e resuspen d ieron en un 

regulador de fosfatos, se irradiaron con luz ultravioleta y pos-

teriormente se incubaron con agitación en medio LB líquido por 

un periodo de 3 a 5 horas. AL cabo de e s te lapso s e montaron 

las preparaciones de las bacterias y se observaron al microsco-

pio óptico. 

En los resultados presentados en la Tabla 13, se observa 

que el comportamiento de las transductantes probada s : BCVl, 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 filamenta c ión caracteristica de mutant e s lon se pr e -

sentó después de llevar a cabo la irradi ac ión. 

Cuando el tiempo de exposición fue de 25 segundos, la fila-

mentción fue más marcada tanto en las cepa s lon-que se emplearon 

+ como control, como en las transductante s ron lon (Figura 11) 

y r on-lon (Figura 12). 

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

ductantes obtenidas portaban la mutación lon. En este momento 
+ + - + 

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

ron lon 

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

teriófagos con fenotipo mar. Como se mencionó anteriormente 

s e ha r eportado l a defic iencia en el crecim i ento de bac t e r i ófagos 

lambd oides en una cepa ron , que es debida a una inter acc ión 
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TABLA 13. Filamentación de las ce pas r on+l on - y ron-Ion in

duc ida por luz ultravioleta. Se ana l izó l a fo rma ción de 

,- -
fi lamentos por las cepas ron Ion r ron Ion de spucs de la 

irradiación con luz ultravioleta. Las cepas construidas 

forman filamentos al i gual que las mut a nt es Ion utilizada s 

como control. 
, 

Las cepas I on crecen como bacilos. ~Ti ('mpo 

de irradia c i 6n con l uz ultravio l e tn. 



TABLA 13 

MORFOLOGIA 

CEPAS BACTERIANAS O seg de 
irradi ación 10 seg . 25 scg. 

(BCV1) ron-lon-lacam bacilos filamentos filamentos 

(B CVZ1) ron-l on-lacam bac ilos filamentos filam ent os 

(BCV18) ~-lon - la cam bacilos filamentos filamelltos 

(BCV41) ron+lon-l acam bacilos filament os filam en to s 

(358) ~+lon- la cam bacilos cocob:lci lo s · cocobaci l os 

(359) ~- lon+ lacam bacilos cocobacilos coc obacil lls 

(3 77 ) ~-lon-f,al ba c i los filamento s filamento s 

(N5340) ~+lon+uvrB bacilos cocobacilos 

(S G13504) ron+l on -uvr B bacilos fila~ent os 

(SCoZ O) ron+l on -::tnl0 bacilos filamentos f i lamentos 

(C 600) ~+lon+ bacilos co coba c ilo s coco h:lcil tls 
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FIGURA 11. 
. . 

Filamentación en l as cepas trans du c tante s r on Ion. 

Las bacterias Ion f o rman filamentos de s pués de se r irradia-

das con luz ultra vi oleta. 
. . 

La cepa ~ Ion const ruid a pre-

sentó el mismo comporta.iento que las cepas I on " usada s c omo 

control . Las células se resuspendieron en un regualdor de fos 

fatos , se irradiaron con luz U.V . durante 25 segundos se 

cambiaron a medi o LB liquido y se incubaron con agitación 

por un períódo de 3 a S hor as . Finalmente, se tomó una muestra 

para observarse a l microscopio óptico por contra s te de fases 

ut ili zando el objetivo IOOX. . . 
ce pa BCV 4 r on Ion . 

Esta fotografía co rre sponde a la 
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FIGURA 12. Filamentac ión en la cepa t r ansductante ron-lon-. 

La ce pa ron-Ion construida en este trabajo fue analizada para 

l a formación de filamentos después de irradiarla con luz ultra 

vio l eta. Su comportamiento fue idén t ico al de las cepas Ion 

usadas como control. Las cé l ul as resuspendidas en un regu la

dor de fosfatos , se irradiaron con luz U.V. por 25 s egundos , 

poster i ormente se cambiaron a medio LB líquido en agitación 

durante un periodo de 3a 5 horas. Finalmen te se tomó una mues 

tra para observarse al microsco pio óptico por cont ra s te de 

fases utilizando el objetivo IOOX. Esta fotografía corresponde 

a ' la cepa (BeVl) r on Io n 
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defi ciente entre la RNA pOlimerasa )' pN 08). Vario s ;l ut OfC'S 

han sugC'rido que la estabilidad de pN puede ser un Lll.:to r impor

tante en la formación del co mple jo RN,\pol pN y por ende ('11 la 

efici(·ncia de l a antitermj¡¡¡¡ci6n de la t r ans...: ri pI.: ión ; V:lca y 

Sosa (comunicación pe r sonal) siguiendo e s ta direc ción est ud iaron 

el efecto de la muta ción Ion (aumPllta la es t abi lidad de pN) e n 
- - . 

el desarrollo de bacteri óf.1 go >, ~7mar3 en una ce pa !E.!!.. Ion sup 

Encontraron que este bacteriófago si presen tó c recimiento, lo 

que les indicó que en auscncia de Lon el co mplejo f o r mado entrc 

l a RNApol ron )' pNmar es (unc i onnl para lograr l a ant itc rmina-

ción de la transcripc ión . F.n base a estos resultados ellos 

postuladn que la unión entre la RNA poI ¡merasa y pN protege 

a esta contra la deg r ada ción de pl on , por es ta ra zón c uando c l 

com plejo se encuentra al t e ra do y Lon está prcse nt c l a dcgrada-

ción de pN es t al que se inh i be comp letamentc el desarrollo de l 

bactc r jófago. 

Dc estos r esul t ados se deduce además que un aumento en 

la vida mcdia de pN mej o r a l a efi ciencia e n la an titerminación 

de la transcri pción , a tal grado que un complejo elltre pN y la 

po l imerasa formado por proteínas alteradas puede ahora ser 

func ional. 

Decidimos r eproduc ir estos resultados construyendo cepas 

isogénicas y utilizando d iferentes mutan tes .ar con la finalidad 

de evaluar a fond o la s obse r vac iones anteriores. Se ut i li za ro n 

los ba c teri6fagos~I8 S7 , J.,imm43 4!!!!,!.1 y >.bi0 25 6mar4. y la s ce pa s 
++ . + +.- . 

isogénicas construida s: ~ I on. ron Ion. ron I on, r on I on. 

Como se observa en l a Tabla 14, los ba c ter iófagos ~ pro· 

bados (~io2S6ma r 4 y >, i mm434marl) presentan c recimi ento en l as 
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TABLA 14. Efecto de las mutaciones ron 'lon e n el de s;JrroJ lo 

de bactriófagos con feno tipo ~Iar. Cepas bac t e ri ,Jna s ~ Ion 

no permiten el desarrollo de algunos ba c t c riófagos Nmar 

('\¡)i0256~4 y )'imm434~1) 10 0 )JI de cultivos fr('s eo s de bac

teria se infectaron con 100 )JI de la s diferentes diluciones 

de los bacteriófagos ( 10 - 4 , 10- 6 ) s e permitió la absorción por 

15 minutos a temperatura ambiente, se a ñadieron 2.5 mI de T0 

suave y se vi rtió la me: c la en caj as de T0 que fueron incuba

das una noc he a 370 C. 

Los números presentados co rre ~ pondcn a u.f.p./mI 

C-) ausencia de placas 



TA BLA 14 

DESARROLLO DE BACTER I OFAGOS 
CE PAS BACTERIANAS 

f. cI8 57 ~ bi o2S6 mar >. imm434 mar 

+ + 10 9 9 ( 358) ~ lon lacam 2.1 x 10 1. 8 x 10 1. 4 x 10 
- + 1 o (359) ~ lon lacam 3.2 x 10 
+ - 10 9 9 (BCV4) ron lon lacam 3 .3 x 10 1 ,6 x 10 1 . 8 x 10 

- - 1 o (BCV 1) ~ lon lacam 1 .O x 10 
- - 1 o (BCV1 8) ~ l on lacam 1 .9 x 10 
- - 1 o (BCV2 1) ~ lon lacam 1 , 7 x 10 

1 o 9 9 (10 0) ~F::tn10 1.1 X 10 2.0 X 10 1 .2 X 10 
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• ceras ron (353 y BCV4), pe r o no en l~ C~[)~ r on (359 1 ¡ s i n 

e mba rg o a dif e rencia de l o cn ..:on trado po r SOS:I ~. \" :¡ C;I , l'l! 1:1:' 

cepas !2.!!-lon (BeV l, B CV 18 ~' RC\'~11 C'l feno ti po ~l: Lr no r('\' i('r -

te, las mu tantes marl y~.l s i e. u<'n sin pOOCf t.!{'s:lrrol1ars('. 

De estos r esultad os s e ("on clu~'{' q ue un;] m:l~'or cs t a hiJid:ld 

de pN no suple la int eracc i ón de fi cien t e qu e ocurre entre la 

RNA polimcrasa y p\' (m;)r l y mar.) ) . 

Cabe mencionar <lue l os resultad os de 5 0 5;'1 )' V:IC;I se utili 

zó el bacteri6fago '\ N7~3 , el cua l no fu C' proh:ldo en este ex

perimento debido a que no se contaba con un;1 ccp,] ron -Ion s u-

p r esora de mut.aciones ambar. Esta cepa es necesaria par a su-

primir la muta c ión N7 y poder obse rv a r e l fenotipo ~' ar de este 

bac teri6fago . 

VI. 
. -

Antiterminaci6n de l a trans cripci6n en cepas Ion I l on 

En l os expe rimentos an t e r io res no s e encontró eviJencias de que 

una mayo r es tabil idad en pN mej or ar5 la eficiencia de la antj-

terminación de l a transc r i pc ión, s in emha r go nosot r os deciJimos 

ana lizar esta hi pó tesis s i r.ui~ndo otra estrat egi a . Se uti lizó 

un sistema donde el desa rrollo dc l bac t e r ióf;'go lambdo i dc fuera 

más dependiente de pN con la finalidad de detectar si cambios 

en la estabil idad de esta pr oteína se refle jaban en la ant i 

t er~inac ión de la transc ripción . Se empleó un bacte ri ófago 

Aimm4 34 que lleva a la izquierda de l os genes p¡tr3 rerl tcad6n 

de l ONA (O Y P) l a inserción r32 (Figura 1). La i nse rc i6 n r32 

contiene un term inador de la transc r irc ión depe ndiente de Hho , 

este te rminador r esponde a la acci6n de pN provocando que el 

desarrol l o de este bacteriófa!'.o sea m,'is dcp en di ente de e s t a 

proteína. 
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Se infectaron las ce pas bacterianas con lo s bactc r iófagos 

ilnm-l34r3Z y A o,;ISS i c omo contro l , )' s e ;¡,nali :: ó el ue s:l rr o ll o Ul' 

estos bacteriófagos. En la Tabla 15 se observa que e l número Jo..' 

unid:ldes formadoras de plac a en la s infecciollC's co n el bal·t ... · rió -

fago .lJmm434!3Z e s sim ilar en todas las cepas bacteria nas , s in 

embargo el tama~o de las pla c as litieas si presenta diferencias 

entre las bacteria s . 
- . 

En la cepa (359) ron Ion se obti enen pla-

• cas pcqueftas con respe c to a las que se forman en la s cepa s ron. 

Es te re su ltado nos indica que la d isminución en la producc ión 

de partí cula s f¡igicas, probablemente se dcba a una interacción 

deficiente entre la RNA pol imerasa mutante (cepa ron ' ) y pN 

durante la antitermina c ión de. la transcripc ión. Cabe men c ionar 

que l a deficienc ia en la polimerasa de la cepa ron so l o se evi 

denciaba cuando se in f ectaba con un ba c teri ó rago ~- , sin 

embargo en este sistema donde el bac tcrió fago " imm43i1rH depende 

al tament e de pN fue posible detectar falla s meno r es en la in -

tera cc ión RNApol -pN . 

Si un aumento en la vida media de pN causara un aumen t o 

en la eficienci a de la ant iterminac i ón de la transc r ipción 

s e esperaría que en la cepa r on Ion el ba c teriófago >.imm434r 32 

aumentara la producción de partículas fágicas, r eflejándo se en 

un mayor tamano de l as pla cas líticas. Sin embargo en la s 

ce pas BCV1, BCVl8 y BCV21 el tamafi o de la s placas líticas fue 

tan pequeno como e l obse r vado en la cepa ( 359) roñ 10n+ en 

donde la estabilidad de pN es menor. 

Los resultados ob tenidos en este experimento, perr.liticron 

conc luir que una vida media mayor de pN no aume nt a la eficienc ia 

en la antiterminaci ón de la transc ripc ión en un comp le jo pN -po-

limerasa alterado . 
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TABLA 15 . Efec t o de In R.'; .. ' polimcr:l s:l r on ('11 1:1 ef i c i C'!h· i ;¡ de 

plaqueo de l os bacteri ó fngos 13mbdoide s , I c l S57 v Ai llrnJ3Jr3Z. 

Se analizó e l efec t o de J:¡s mlltacione~ ron I on , e n un sis tema 

sobre-dependien te de 1.1 p r ote ína ~. 

Se tomaron 100 u l de b:lc t e ri:l fr esc.:l , a l os cU:lles se añadie

r on 100 u l de diferentes d ilu ciones de l os bacteri ófagos ( 10 -
4

, 

10- 6 ) Y se permiti ó la absorci6n durante 15 minut os a te mpe ra

tura ambiente . Posteriormen t e se :ti'i:l dieron 2 . 5 mI de 1111 ~ua \·e 

y se vac ió la mezcla e11 caj a s de 1~ suave. Las cajas se incu· 

baron du rant e una noche a 37°C. Al dí:! siguiente se evaluó e l 

número y tamano de las placa s liti c a s . 



TABLA 15 

B a c t e r i ó f a g o s 
).cl587 Ainm434r32 

Cepas bacterianas - -
ü.f.p/ml tamaf\o de u.f.p/ml tamaf\o de 

placa placa 

+ + 
(C600) ~ lon 3.3xlo10 normal 4 . lxlo 10 normal 

(54) SupF (inm434) 2. 2x1010 normal 

(358) ~+ lon + 2. Sx1010 normal 5.ZxlOlO normal 

( 3 59) - lon 
+ 2.3xlo 10 6.0x10 10 

ron normal pequef\a 

+ -(.BCU4) ~ lon 2.4x10 10 normal 4.3xlo 10 normal 

(BCVl ) ~ - lon - 3.lxlOlO normal 3.4xlo 10 pequeña 

(BCV18) ~-lon - l. 8xlo10 normal 2.8xlo 10 pequeí'\a 

(BCV21) ron - lon - l.4x10 10 normal 3. 2x10 10 pequeí'\a 
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VII . Ac tiv i dad de la proteína N7 e n la antiterminac ión de 1,1 

t ran scr ipción. La s mut~n te s Ion se han carac t e ri zad o t amb ién 

por su hab i lidad para es tabilizar proteínas in co~pleta s o mo· 

di f i cada s . Se ha probado que l as cepas Ion permit en el c rc

c imiento de bac teri ófagos mutan te s sensibles a la tempera tura 

en condi ciones re s tr ic ti vas , como e s el ca s o de los fa gos 

AQts y e l APtS. Es to sugiere que la destrucc i ón de la s pr o-

teína s mutadas por part e de la proteasa Lon s e suma al defecto 

que presentan es t os bac teriófagos en su c rec imi ento ( 21). 

Nos otros decidimos probar si el defecto que pre sent an en 

s u crecimiento diferentes bac teri6fagos lambda con muta cione s 

arobar e n pN s e debe a su fun c ionalidad defi c iente ó a l a degr a

da c i ón que sufren por parte de la proteasa ~. 

Se infec taron dife rente s cepas bac terian as con los ba c t e
, 

rióiagos ),!:!7 , A!:!53 Y ),~ 1 85 7 ( como control) , s e permi t i ó la ab-

so r c i ón y se co l ocaron la s mu es tras en ca j a s de T0, l os r esul-

tados se pre senta n en al Tabla 16 . 

El bac teriófago ), N7 qu e e s incapaz de c r ecer e n l as ceras 

que no pr e sentan un s upreso r de mutacione s a mb ar , s í present a 

c re c imient o en la s ce pas ron - Ion, las u. f. p. / ml que f o rma 

son similare s a las que f o rma en una cepa supre sora. Si n 

embargo la producc i ón de partículas fági ca s e s menor , es t o s e 

refl eja en el t amafto de l as placa s lí t i cas , s iendo dim i nut as 

en compar ació n co n l a s que s e f o rman al s uprimirse la mut ación 

amba r . Po r e l con t ra r io e l bac teriófago ), N53 solo pres entó 

c r ecimi ento en l a cepa sup resora de mut ac i ones ambar . 

Cabe mencionar que el bacte r ió fa go ),N7 no presentó creci -

. . -mlento en la cepa ~ Ion . 
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TABLA ló. Ac tividad de l a p r o teina N7 en l a antiterminac ion 

de la tran s..: r ip c ion. Se anali ~ ó l a actividad de lo s fr ,q¡ nlcn 

to s dc pN, N7 Y NS3 en la antiterminación d c la tr an ~~· rip (· i ón . 

La pro teína N7 e s fu nci onal para anti tcrlllin a r en un a c epa 

ron Ion ~o . 

Se infec taro n 10 0 LJ l d e c ada una de l as bacterias, util i!and o 

cul t ivos fres c o s , c on 100 LJ l de l as diferentes diluc ione s 

de los ba c te ri ó f agos (IO '4, 10- 6 ) se permiti ó la a d s orci ón 

por lS minutos a temperatura ambiente y posteriormen te s e 

añadi eron 2.5 mI de T~ su a ve. Las me zc la s s e virt i ero n en 

caja s de T~ suave y se i ncuba ro n po r un a noc he a 37°C. 

( - ) aus e ncia de pl acas 



TABLA 16 

B A e T E R I o F A G o s 
CEPAS BACTERIANAS >- (~_85 7 >- N7 >- .\ 53 

u.f.p/ml tamaño de u.f.p/ml tamafio de _u.f.p / ml tamaño de 
placa placa placa 

(26) ~F (.A) 1.llxlo10 normal l. 7x 10 9 normal 2.lxl0 9 norma l 

+ + 
(358) ron lon ~ 2.lxlOlO normal 

- + (359) ron lon ~p º 3.2xlo10 normal 

+ -(BCV4)ron lon supº 3.3xlo 10 normal 

(BCVl)ron-lon-supº l.Ox10 10 normal l.4xl0 9 pequeiia 

(BCV18)ron-lon-supº l. 9xlo 10 normal 1 . 8xl0 9 pequeña 

(BCVZ l)ron- lon-supº 1.7xlo 10 normal l.Oxl0 9 pequeña 
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Estos re s ultados sugieren que el fragment o de pN que sr 

produce en la mutaci6n N7 (aproximadamente 701 con re spcno ;1 

la proteína nor llal) es funcional para logra r la alltitermina-

c i6n de la transcripci6n en ausencia de l a proteasa Lon. Esto 

• puede ser debido a l a mutaci6n ~, ya que en la ce pa ron Ion 

no se observa e l CTeci~iento del bac teri6fago N7. De alguna 

for.a, l a estruc tura tridimensional que toman ambas prot eínas 

a l te r adas favore ce su intera cci6n, mientras que, la estru~tura 

tridime nsional que adop t a e l fragmento de pN N53 ( aproximada-

mente 25\ con respecto a l a proteína normal) no l ogra inte

raccionar eficientemente con ninguna de la s formas de la po-. -
limerasa (~.~ ). 

Asimismo en estos resul tados se mue s tra que un aumento en 

la estabilidad de pN si aumenta la efic iencia de la antitermi 

nación de la transcripción. 

Considerando la funcionalidad de la proteína N7 en una cepa 
- - o 

~ I on ~ • es posible que e l efecto observado por Sosa y 

Vaca en cuanto a la supresión del fenotipo Mar en el bacterió

fag o ~~ímar3 cuando es crecido en la cepa r on - Ion-~E. sea 

precisa.ente la actividad de esta proteína incompleta. 

Evaluando lo anterio r decidimos introduc ir en nuestras 

cepas isogéni cas un supresor de mutaciones ambar para poder 

observar el fenotipo Mar de ~~7 y tratar de ac l arar si el 

crecimiento observado por Sosa y Va ca en la cepa !2rr-Ion-~E 

se debe a la supresión del fenotipo Mar o a la funciona lidad 

de la proteína N7. 
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Como pri.er pa so se probó que t ipo de s upreso r bacter ia no 

suprime l as mutaciones N7 y ~53, con la finalidad de se l eccionar 

al supreso r adecuado para l as siguientes construcciones bacte

rianas. Los resultados se mues tran e n la Tabla 17. 

Los 3 supresores probados: ~E, ~F Y ~U per.iten ~l 

c r ec imiento de los bac terió f agos con las mut~ci ones a.bar, \~7, 

~~53 Y ~QZ9. Por lo tanto, decidimos uti lizar las Z cepas si· 

gui entes COIIIO donadora s de l s upreso r; la (lOO) ~FtnlO y la 

{CSHZ6)~UtnI0; esta cepa lleva el gen para el supresor dentro 

del plAsmido pMYZZ8, lo que le per~it e tener a l a bac t e ria que 

l o porta un elevado número de genes para e l RNAt supresor, a 

diferencia de la cepa 100 que porta 1 sola copia del gen supresor, 

debido a que lo lleva dentro de l c romosoma bac teriano. 

VII I. Cons trucc i6n de cepas con supresor F de Ilutacioncs ambar. 

~a cepa donadora (100) ~F::tnlO fuc infectada con el bacte ri 6-

fago Plem, se se lecc ionaron bac terias li s6gena s en cajas de 

LB -c m, posteriormente mediante inducc ión se ob tuvo el l isado 

del bacteriófago Pl cm con el cual se realizó la transducción a 

las ce pa s receptoras, 358, 359 Y BCV1 (ca be menci ona r que esta 

última cepa. Por alguna ra zón no determinada perdió el trans · 

poson que confie r e resistenc ia a tetraciclina que se le intro-

dujo junto co n l a muta c ión ~C) y s e se leccionó l as transduc

tantes por su resistencia a t e trac i c lina en cajas de LB-Te. 

Lo s r esul t ados obt enidos al probar la resistencia a tetra-

cic lina de las ce pa s utilizadas en estas construcciones se mue s 

tran en la Tabla 10. Los r esu ltados de re s i stencia a cloramfc -

ni co l de la cepa (100) ~F : :tnl0, antes y despué s de J isogenizar 
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TABL ,\ 17 . Su pre s ió n de muta¡:iolles ambar. Se probó la a c ti ri-

dad de \' ari os s upres o re 5 h;¡ c ter ia nos , para sup r imi r !:l S Inllt a -

cione s ambar que presentan l os ba c terióragos ; ~ ~ 7 . ~ ~S 3 y 

) 0 29_ Los 3 su presores ba c terianos probados; s up E, ~pr )' 

supU-pc rm i tcn e l de sarro ll o d e todos l o s ba .:tc ri óf:lgos mut :1I1 tl' S 

ambar u ti l i~ados , 

Se gotearo n 10 )J 1 de c ada d il u c ión de lo s bacteriófagos utili

zados (10- 2 , 10- 4 • 10- 6 ) sobre cajas de T,I que cont e nian un 

tapiz de ba c ter ia , Las cajas se incuha r o n du rant e una noc he 

(+) c r ec imiento del bacteriófago 

( - ) au s encia de crecimiento 
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co n e l ba..: ter iófago PI ..: m s e muestran en la Tabla 11. 

l. a s fre cuenci as de transducción obtenidas en e sta part e 
-b fueron de 10 . Mientras que la frecuencia de co transtlun: ión 

entre s upF y e l tran s pos6n tnl O fue de 30\. Un r esu mt!n de los 

pa sos que se sigu i eron en estas construcc iones se pre sentan e n 

la Figura 13. 

IX. Co ns trucc i ón de cepas con supre s or U de mut ac i ones am har. 

Para e s ta s cons trucc ione s se utili z6 el pl <'is mid o pM YZ28 que 

lleva e l gen qu e codifica para el supresor U y una regió n que 

contiene r esi s tencia a tetrac i c lina . Se reali zó l a ex tracci ón 

del plásmido a partir de la cepa CSH Z6 y con e l DNA de é s te s e 

tran s form ó a l as célula s competente s de la s cepas recep to r as; 

351:1 , 359 Y BC'v' I , se l ecc i onándo s e la s tr a nsforman t es por s u r e-

s i s t e nci a a te t r acic lina en ca jas de LB -te. Las f r ecuenci as de 

tr ans f o rma c i ón obte nid as fu e r on de 10. 4 . Un resume n de los pa-

sos que se s igui e ron pa ra la cons trucc i ón de e s t as cepas se prese~ 

t a en l a Figura 14. 

X. Supres i ón de l f enotipo Mar en el bac t e r ió fag o ~N7 . Pa ra 

que se exprese el fen oti po Mar de l ba c ter i ófago~~7 es ne ce sari o 

que la cepa bac t e r iana además de pre sent¡tr l a mut aci6n ron co n-

tenga un supresor de mutaciones amba r. Est e su presor cons i ste 

de un RNA de transferencia que mediante e l r eco nocimiento de 

l os dos codones de terminación ambar que se presentan en el 

f ago ~ !i 7 , introduce dos aminoá c idos diferent e s a l os o r iginales 

en la cadena polipeptidi ca y l og r a qu e pros iga la sint esis 
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FIGURA 13. Construcción de ceEas con suEresor F de mutaciones 

ambar. La cepa donadora del supF fue la (100) supF:: tnlO, 

las fueron la (358) 
+ lon + lac la y cepas receptoras ron am, -- --

- + 
( 359) ron lon lac am y la (BCVl) ron lon lac am. 

La selección de las cepas resistentes a cloramfenicol y tetr~ 

ciclina se efectuó en cajas de luria -Cm y Luria -Te respectl 

vamente. 

El lisado de Pl se tituló en una cepa C600. 

Las cepas que portan el supresor se seleccionaron como colonias 

que presentaron coloración roja en el medio Mac Conkey lactosa-

Te, excepto para la cepa (BCVl) que no presentó colonias rojas, 

y se seleccionó mediante plaqueo de bacteriófago mutantes ambar. 

Free. Transducción.- No de colonias en medio mac B-Tc/No. de 

colonias en medio Luria. 

Free. contransducción.- No de colonias con supresor/No. total 

de colonias resistentes a tetraciclina. 
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FIGURA 14. Co nstrucción de cepas con supre sor U de muta ~ iones 

ambar. Se de c idió introdu~ir un Sllpresor de muta c ione~ ambar 

a nuest ro j uego de cepas isogénicas para anali zar el f e notipo 

Mar del bacteriófago N7. l.a cepa CSliZ6 ~- h c ara se ut i -

li zó como donadora del plasmido pMYZ28 . que lle\' a el supre s or U 

de lIIuta c iones a .. bar y una región de re s istencia a tetracic lina; . . -
la s c epas re ceptoras fueron; ( 3 S8) ron Ion lac am (3 59) ron 

.. - - -Ion lac am y ( BCVl) r on Ion la c . La metod o logía para la ex-

tracc i ón de pl ásmido y l a tran s forma c ión se detalla en la sec-

c ión de Material y Métodos . La selección de c epas resisten tes 

a t etraciclina se efectuó en c aja s de LB - t c . Frecuenc ia de 

tran s formación. Núme ro de co l onias en medi o LB-l e /núme r o de 

colonias en medio LB. 
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norma l de esta proteína. Debido a que la prc s e ncia de es t os 

aminoácidos cambiados en pN son los que dan lugar a la mutación 

!!r, se requiere de la presencia del sup resor para que e sta s e 

pr odu zca (18) . 

Coao Se men c ionó previa~en t e nosotros no obtuviaos supre
• sión de la mutación mar en l os hacteriofagos). bioZS6mar4 )' 

- - o 
).imm434~arl en una ce pa ~ Ion ~ , s in emba rg o deMostramos 

quc e n es t a ce pa bacte riana e l f ragmento ~7 es capaz de llevar 

a cabo la antiterminación de la transcripción. Con la finalidad 

de demostrar si lo obse rvad o por Sosa y Va ca es la supresión 

del fenotipo Mar y no la actividad de ~7 evidenciada por naso· 

- - . tras, decidimos const ruir la cepa ~ Ion ~ y ana l iza r en 

e lla e l compor tamiento del bac teri ó fa~o m7. Para esto se cre-

c ieron los bac t eriófagos; >.t!1 , ).,9857 Y Hlllm21Q29 en caj as de 

T0 sob r e un t apiz de las di fe r ent es ce pa s bacte ri anas , las cajas 

se incubaron durant e 1 noch e a 37°C. Como un control de la ac-

tividad de los sup resores bacte rianos utili zados , se analizó l a 

supresión de la proteína mut ante lac am , estri~ndose inóculo s 

de los cultivos bacter ianos frescos en cajas de medio MacConkey 

l actosa . Los re su ltados de ambos experimentos se encuentran 

en l a Tabla 18 . 

Se identifi có el bacteriófago ~7 como una mutante mar; 

no presentó c r ecimiento en las cepas ron-~F y ron·supU y sí 

• • en l as cepas ~ ~F Y ~ ~U . De acue r do con Sosa y Vaca, 

en l as cepas ~-lon -~F y ron- l on-~V e l f enotipo Mar del 

fago ~7 fue suprimido , dando lugar a la apa r ic i ón de pl acas 

líticas di mi nutas ; cabe menc i ona r que es t e c reci miento e s muy 

- - o s imilar al obtenido e n una ce pa r on I on ~ , l o que m<l:1 t icne 
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TAB LA 18. Supresión del f e noti po Polar en e l b,u' te r iófago \ N7. 

St' an;¡ 1 i zó el com portalllicnto de l ba c t e rióLI ~" t. N7 en las \:('P;I S 

~ • o • - • 
ron Ion ~ y r o n I on ~. Se obse r vó que ambos tipos d(' 

ce pa s el folgO p resenta un c r ccillliento si. ilar. Pa r .. l a suprc' 

sión de bac teriófago mutan tes a.bar; diferente!' diluc i ones de 

- 2 - 4 - b 
l os fagos u t iliz ado s (10 ,10 ,10 ) se gotearon en cajas 

de T0 sobre un t a pi z ba c teriano de las di s tinta s cepas emp l ca -

d¡Js , I.;¡S c a j as se in c unaron durante 

(.) crecimiento de l bactcriófago 

(-) ausen c ia de c rec i mien t o 

Para l a s upres ión de lac am; a partir de cult ivos bolete -

r lanos f r escos, se t omó inócu l os para sembrar por est r ia en 

cajas de medio ~Ic K o nk ey lactosa , j nc ub5.ndosc éstas durant (' 

1 noche a 3 7°C. 

(.) supresión de lac am, visto como colonias ro jas e n e l medio 

indi cat i vo 

(-) ausencia de supresión de la c am, visto como co l onias 

blancas en el med io i ndicativo . 



Cepas bacterianas 

+ + 
(358) ~ lon lac am suº 

+ + 
(BCVOl) ron lon lac am ~F 

+ + (BCVl l} ron lon lac am ~F 
- + (359) ron lon lac am suº 

- + -
(BCV02)~ lon lac ~F 

- .. -(BCV22 } ~ lon lac ~V 

(BCV21) ~-lon-lac" suº 

(BCV 03) ron -lon" 1ac 

(BCV33) ~-lon-lac 

~F 

~V 

Supresión 
lac am 

+ 

+ 

+ 

+ 

TABLA 18 

Supresión de Bacteriófagos 
¡,:utr.ntes Ambar 

" cl857 \ N7 1- imm21029 

+ 

+ + + 

+ + + 

+ 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + 

~~~~--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-·-~--~~~-
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la duda en cuanto al ve r dadero motivo que ocasiona e l crecimi{'nt c 

- . de l f;¡go .l.N7 en la cepa !E!! Ion ~ ; la surre~i6n JC'l f{'not ipo 

r,lar o l a activ i dad de N7, 

- - + . ~ En 1;ls cepas ron 10n!.!!..I!. el bacterlofago mutante amh;l r 

Airnm~ 1 029 si present6 crecimiento , 10 que indica que los sup re

sores r y U es t án activos, Considerando 10 anterior , cuando 

infectamos a las cepas ~- Ion-~F y ~-lon - !!!.!!U con el faRO 

.l. N7 , se produce en e l sistema una proteína N completa que P 0 rt ;1 

l a mut:1ci6n mar y no con el fragmento incomple to N7 , n cl' eci-

mi ento del far.o - - . 
N7 en la cepa ~ Ion ~ proba b lement e s e 

deba a la e s tabilidad que le confiere la mutaci 6n Ion a pN~, 

permitiéndole intera ccionar con la RNA polimerasa r on y llevar 

a cabo la antiterminación de la transcripción. 

Es bueno notar que en las cepas ron - l on-~+ no se observó 

supresión de lacam , debido probablemente a que cuand o co nst ru i 

mos l a cepa BCV20 se introdu j o j unto con l a mut a c ión ~C - la 

mu t ación lacZ que no es suprimible . En la s dem ás cepas ba c t e

rianas con supres or si s e obse rvó la s up r es i ón de l acam (, nln 

nias ro j as e n e l medio Ma c Conkey lactosa ) , 

En conclusi 6n 13 estabilidad confe rida po r la muta c i 6n 

Ion a pN, logra que la inte racc i ón defi cient e establecida tant o 

ent r e p!:!milr-RNApol ~ como entre ~7-RNApol .!2.!! sea fun c i ona l 

pa ra permitir l a anti t ermina ci6n de l a tra nsc r i pc i 6n . En e s t as 

circun s tanci as un aumento en l a vida medi a de pN es esen cial 

para l ogr ar e l desarro l l o del ba , terjó f a go . 
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XI. Efecto de la mutaci6n Ion en la 

N7 Y Nma r 3. Como se sefta1 6 previame 

desarrollo que presenta el ba c te r i 6~ 

• o • + 
I on ~ y ron Ion sup . En amb os 

fundamental.ente a la estabilidad e 

Ion a la s formas alterada s de p~. 

Se llev6 a cabo un an51isi s e 

mutac ión Ion sobre la actividad de 

al fago J..f1857 como con trol. Se , 

tamafto de las placas lí ticas; l os 

la Tabla 19. 

El número de u.f.p./lnl que ' 

s imila r tanto e n las cepas con s 

- - o 
~ I on ~ ; s in emba rgo en CUé 

liticas hay una notable diferen 

- - o y ~ I on ~ , las placas son 

p l acas l íticas que pr oduce ta n' 

• • • cepas ~ I on ~. como el fag 

indican que la ac tividad de l a 
- - o . -cepas ~ I on sup y ~ Ion ! 

100\ efi ciente a l comparar l o 

• proteína N en un~ cepa ~ !S 

En cuanto al compo r tam i , 

pN; N7 Y Nmar3 en las cepas 

tivamente, es indis ti nguiblf 

tamano de las placas líti ca 
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TABLA 19. Efecto de la mutación Ion en l a un i vidad de las 

proteinas N7 Y Nmar3. Se ana li zó la acti vidad de los formas 

alterada s de pN; ~7 Y !!mar3, observándose qUl' no ha y difer l'n-

c ia entre ambas en cuanto a su funcionabilid ad p:lra ;¡nritl' l"Inin :¡ r. 

A partir de cultivos bacterianos fres c os, se t omó 1110 ~ 1 que 

fueron infectados con 100 .. 1 de l os bacte ri.ófago s >. ~ 1 1i57 y 

\ !!7 ; se dejó que la adsorción de 10$ fago s ocurril:r a po r J :; 

minutos , enseguida se agregó Z.S ml de T0 suave y la mezcla s e 

virti6 en cajas de TtII. Las cajas se incub:u'on por una no dlt' 

a 3 7" C. (-) Ausencia de crecimiento de l os bac t criúrago .. . 



TABLA 19 

Ce pas Bacterianas >.cl857 >.N7 
! ufp/ml Tamaño uf p/ml tamaño 

de placa <le placa 

+ + 
(3 58 ) ron Ion ~º 1.4 X 109 NORMAL 

(BCVZl) ron-Ion-~º 2.3 X 109 NORMAL 1.6 X 10 9 PEQUHJA 

(BCV03 ) ron-Ion - ~F 1. 8 X 10 9 NORMAL 1.3 X 10 9 PEQUHIA ----

(BCV33 ) ron-lon-~U 2.0 X 10 9 NORMAL 1.6 X 10 9 PEQUEÑA 

+ + (BCVOl) ron lon ~F 3. 2 X 10 9 NORMAL 2.0 X 10 9 NORMAL 

+ + 
(BCVl l) ron lon ~U 1.6 X 10 9 NORMAL 1.7xl09 NORMAL 
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IHSCUS T O~ 

La ;Jrotdna N (pN) del bacteriófa~o lambda juc¡:;1 un pape 1 

e s encial dur;Jntc la antitcrminac ión de l a transcripci ón, me

di ante s u interacción con la RNA polimcrasa (RNApol) impide que 

la enzima reconoz.ca lo s sitios terminadores de la tTa.nscripc i 6n . 

Aunque no se conoce con exa c titud el mec.1 nismo de acci6n de pN 

existen evidencias eX[J~Timenta.les que su~ieren una interacción 

direc ta. con la polimc rasa para formar un comp lejo dc 3ntite rm i

naci6n. 

El (' s tudi o de pN se ha dificultado dehido a 1:1 inestahi

lidad que presenta in vivo (vida. media de 2-5 minutos a 35°C), 

se sahe que el producto bacteriano del !len Ion r c .'Z.u l a ne ~a t ¡\I:t

mente s u actividad, modificando s u estahilidad (en muta.nte s 

Io n la vida media de pN aum en ta de 3 a S veces). Varios auto

re s han sugerido que la e stab i I idad de la p r oterna N pued e 

estaT regulando la efi c ienci a de la antiterminación de l a 

transcripci6n. 

En el presente trabaj o se analiz ó l a influencia que 

tiene la estabilidad de pN en el proce so de la antitermina c i6n 

de la trans c ripc ión, utili z.an do un ensayo in vivo, en donde se 

variaron 1<15 cond i c ione s de formaci6n del complej o RNApo l - pN. 

Para obtener las condiciones de mayor estabilidad para pN em

pl eamos la s mutantes bacteriar,ds I on y con el objeto de modi

ficar l a e fi ciencia de forma ción del comp le jo de antitermina

ci6n se ut.ili zó la mutante ba cter i ana rr' (afectada en la su-
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bu nidad het::! de la RNA polimer:ls:l). y b:l cte d 6 f;lJ,:os mut:!nt (':-; 

en pN (~1, mar3, ~.J. !i7, ~S3), 1\ pa.rtir de ~ l'epas iso~!<,-

. . 
nlC:lS.!2!! Y!2!! . construimos l a!'> sir.uientes ha..:tcrias: 

+ + + + 
~ Ion. !2E ~ , r on Ion y ~-Ion y an:l li za~o!'> en e ll as 

el desarrollo de varios b:lcteri6fap,os l ambdoidcs, 

Debido a la importancia que presentaba para este estudio 

la caractcriz:l c i6n de las cepas Ion, se real i:aron una ser i e 

de prueba s que nos permitieron su identif i cac i ón inequívoca, 

Las cepas donadoras de l a muta ción Ion así como a las cepas 

const ruida s para este trabajo se caracterizar on en base a su 

c re c imiento mucoide en medio minimo (Tabla 6). sensih ilidad 3 

nitrofu rant o i !HI (Tablas 7 y 12) . filamentaci6n en presenc i a de 

lu z ultravio le ta (Tab l :ls 8 y 13), r.hysen y Pironio ( 18 ) ais-

laron un" mutante bacteriana ll amada ron que impide e l desarro

l l o de bacteriófagos que presentan una alteración en pX, deno

minada mar, estos autores reporta n S diferentes bacteriófagos 

lambdoide5 mu ta ntes mar (Tabla 1), Por otro la~ o Va ca y SOS;I 

- - . 
encontr~ron que en una cepa r on Ion ~ el bacteri6fa~o 

~~7mar3 es capaz de desarrollarse (Tabla 2), en ba se 3 estos 

resultados, postularon que l a RNA polimerasa protege a pN 

contra la degradación de la proteasa Lon, por esta raz6n cuan

do el comp l ejo de antiterminaci6n se encuent ra alterado 

(RNapol-~· -pN~) la in ter:lcci6n es m~s débi l y el ataque 

protcolítico sobre pN es mayor al grado que se inhibc el 

desa rroll o del fago. Asimi~mo cuando se encuc ntra ausente 
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la proteasa Lon , es te compl ejo modifi cado es C;IP¡¡ ¡ J e ¡Iev;¡!' ;1 

c;.¡ ho la antitC'rminaci6n de la trnns l: ripci6n. Estos mi 5mos re-

su l tados les sUj! ir i eron que un aumen to en la vida media de pI\' 

pe rmite que una in tC'racción deficiente entre la poi ime r a:- a )' 

pN sea fun ciona l. 

Nosotros dec i dimos reprodu c ir los resu lt ados anter i o res 

pe r o deb ido a que la s cepa s ~ Ion co nst ruid as en este tra

b:ljo ca r ecí.:an de un supresor de muta c ione s ámbar , nO fu(' pos i 

ble analiza r en el l as el desarro ll o del ba c t eri6f.:a~o ~~7mar3 , 

por lo cua l decidimos ut i lizar l os bacteri óf agos ~ bio256!:!..:!!..l y 

>.. inm434marl (que no presentan muta ciones 5mb;lr) para anal i zar 

l a s upres i ón del fenotipo Mar en las cepas r on- ¡on-. En est.e 

tr abajo se demost ró que los bac t er i ófa~os >"i nm434~ 1 y 

Abio256mar4 (Tabla 14) no se desarrolla ron e n la s cepas 

r on l on-, estos resultados están e n desa cue rdo con la idea de 

que en una cepa ron- Ion e l fenotip o Mar e s s uprimido. Sin 

embargo, los expe rimentos de Sosa y VOlea en donde se obse f\·, j 

supresión del fenotipo Mar , se realizaron en muta ntes ),N7mOlr3 

cuyo comportamiento podrra se r dife r ente al de l a s otras mut:.I 

ciones· mar. 

Con l os re su ltados anteriores fu e posib le conc luir que 

un a v jda nledia mayor de pN no 10Rra suprimir una i ntera cci6n 

deficiente entre la RNA polimerasa y la ~r o teina N de los 

ba c teri6fagos ~i nm434 y ),b i o256ma r4. La mutaci6n mar que por-

tan estos b3ct eri6fa go:o; en l a prot e ín a N ¡HIS.:a dc sa pc rd hi da en 
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• las cepas ron en donde la f orma..::i6n de l comp l r-jo !",.\ma r -R;\;:\ 

polimer as3 es fu ncional (18)_ 

Al analizar el desarro ll o de ba ct(' r i óf;I~:o :-; .. :on la muel -

ción ámbar N7 en la cepa ron- l o n -~o (Tabl;¡ lb ) , se observó 

que este fago es Ci1p az de c recer, resutt:ldo que ~ug iere que 

el fragmento !i1 (aproximadamente 70\ de l a protcina silvestre) 

es capaz de antitermi nar_ So rpr ende ntemente estc fen6meno so

lamen te se presentó en l a cepa ~-lon mientra s que C' n 1;1 . -
cepa ~ Ion no se encontre. c r ecimiento. De al r, una manera l a 

configur3c iOn tridimensional que adopta 13 protern ;¡ ;\;7 y la 

polimer asa ron- f avo rece su inte r acc ión; el comple j o que se 

forma en estas condiciones es inca~az de antiterm i nar en con-

diciones no r males , no obs tante en un sistema donde la estabi -

lidad de pN es mayor esta defi c ienc ia es s upe r ada. Co ns idc -

randa este resultado es posible que el efecto observado po r 

Va ca y Sosa en cuanto al c re cim ien to del fa~ o ~ N 7mar3 en una 
- - . 

cepa ~ Ion ~ podr ía ref l eja r la act ivi dad de N7 y nO la 

s upresiOn de l fenotipo Mar. Con la intención de comprende r 

este fen6men o se introdujo a las cepas ~-lon sup resore s de 

mutac iones ámbar y se anal i zO en ellas e l crecimi ent o del fago 

~!:!7!!!.!.!.3 (Tabla 18) y se encontrO, de acuerdo co n Vaca y Sosa 

que el fenotipo !'-lar es suprimido y es te fa go es capaz de c re cer 

en la bacteria mencionada. Cuando comparamos la ac ti v idad an-

ti terminadora de N7 y N~3 (Tabla 19) en contramos que po r el 

métod o uti l izado no es posib le detec tar diferencias en el 
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u(' ~;¡ rr o llo d(' a r.!bo ~ ( ;lgO S , tanto por ('1 núm('ro .Ie ¡, fr / ml, ~' ''!lHl 

por el tam:¡f1o d(' 1 :1 p l:¡ ca lí tica obtenida , en a_bos casos son 

pl acas pequ('ii.as. Sin emb.l rRo nue~tros d:lt o!'> s ugi ('re n qut' ~e 

t r ata de 1 fen6m('nos d i s tintos, e n un caso la acti v id;ld de 

:m titerm inación se debe a l fr:¡p:mento !!7 y en e l ot r o a la 

pro terna completa N~. Una man e ra direc ta de comprobar 10 

ant t' ri o r , seria detectando la 5 pr oteína s s int e ti zadas en ge l es 

de pOljacrilamida e n condici ones lon+ y l on- . Pos t erior a e !'>to 

se podría conc luir sobre sr un a mayor estabi lidad de pN logra 

s uprimi r parcialmente la interacción defi c iente entre la RNA 

pol imerasa y N7 6 Nmar3. 

Nuestro~ re s ultados s ugie ren que !lara que se lleve <1 c¡¡bo 

la antite rm inac ión de la tra ns c ripc ión, e s necesari o no so l o 

la e fi cie nte inte racci On ent r e pN y la polimerasa si no ademá s 

l a es t abilidad de la proteína anti terminadora , en este traba jo 

se evidenci6 la importanc ia de la proteasa Ion en la formaci6n 

del comp l ejo de an titerminaci6n . 

En rel ac i 6n a l modelo propuesto por Vaca y Sosa es nece 

sa rio evaluarlo med iante experimentos mas directos como seria 

midiendo la vida media de pN medi ante su desa,arici6n e n geles 

de poli ac r i lamida , utili zando las cepas construidas en este 

trabajo . De acuerdo a l modelo se esperaría que e n presencia 

de pLo n , en l a cepa ~, pN tuviera una vi da _edia menor en 

• rc l aci6n a l a cepa ~ . 
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El porque la Mutaci6n Jon !>olamcnte ~Uprill(, a 1 ;1 mll tanft' 

estas dos 61tim~s muta ciO nes se localiza n en un lugar distint n 

a lIlar3 dentro del gen N, quiz5 en Ul\a renión esencial par;1 la 

interacción de pN con la polimerasa (FiRur;l 2). Esto podría 

ocasionar que a pesar de existir pN en el sis tema no forma el 

complejo antiterminador con la polinte ra s;l. 

Las mutantes !!!.!!!., y mar4 se han localizado en la misma 

regi6n (18) del p'en N por experimentos de mapco, y considerando 

su cOllportaaiento silllil;lr en la cepa ~-l2.!!.- es posible (I UC se 

trate de la .isma mutación, aunque para comprobarla seria nece

sario realizar la secuenciación de l as .ismas. As imi smo seria 

interesante probar el comportamiento de la mutante mar2 y ~S 

que no s e utilizaron en este trabajo. 

Alternativamente para evaluar la íaportancia de la esta 

bilidad de pN durante la antiterminación de la transcripci ón, 

utili zamos un sistema donde el desarrollo de l faRO fuera mfis 

dependiente de pN, para lo cual utilizamos un faRO que lleva 

la inserci6n r32 que consiste de un terllinador sensitivo a pN 

(Tabla 15). En este sistema la presencia de la alltac i6n ron 

provoca una baja en el desarrollo de partículas u,g"icas eviden-

ciando por el tamafto pequefio de las placas lfticas prOducidas 

• (en relaci6n a la cepa ~). Sin embar~o, contrario a lo es-

perado en la cepa ~-lon el desarroll o de l fa~o sigu i6 sien

do bajo a pesar de existir mayor cantidad de pN en el sistema . 
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Al meno s {'n es.te sistema un aumento ('n la cSL.hilidaJ Je' 

pN no Se' reflej6 en una mayor ef i..::ien c i:l ell la antitcrmin:l..:ión 

de la trans.cripci6n. 
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CQNCLUS IO:-'!ES 

1) El fragmento de la protC'Ína ~ produc ido por la 

mutación N7 es canal de llevar ~ o.:.1bo la antitermi

nación de la transcripc ión en ausencia de l~ pro

teasa Lon . 

2) La mutaci ón Ion suprime a la mutación mar3, pe ro no 

las mutaciones marT y mar~. 

3) Los resultados sugieren que durant e la antitcrmina

ción de la transcripción es necesario tanto una 

interacción eficiente entre la RNA polimerasa y pN 

como cantidades suficientes de l a prote ina antitc r · 

minadora en el sistema. 
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