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RESUMEN

El bacteribfago lambda es temperado y comc tal puede se-
guir el ciclo litico o el lisogénico. Para el establecimiento
de la lisogenia se requieren de los productos fagicos cI e
Int, regulados ambos por la proteina cII de lambda.

En 1981, Shimatake y Rosenberg reportaron que la protel-
na cII era letal en cé&lulas inducidas para un plismido que lle
va el gene cII. Rattray y colaboradores observaron que la esta-
bilidad de la proteina cIIl aumentaba a tiempos largos de induc-
cidén y que existia inhibicidn en la sintesis de proteinas bac-
terianas.

Nos interesd estudiar este efecto letal utilizando un plés
mido portador de una regién de lambda que incluia al gene cII
y al promotor By, sujeto a desrepresidén a alta temperatura. En
este estudio se cuantificd la letalidad debida al plasmido que
fué estimulada por la proteina N de lambda. Se procedid a ais-
lar mutantes bacterianas (en presencia y ausencia de la protei-
na N) sobrevivientes a la desrepresidén por tratamiento con nitro-

so-guanidina y se caracterizaron.

1. En presencia de la proteina N de lambda (N*/c11h).

1.1. La mutacidén que confiere resistencia a la proteina cII se
localizd en el genoma bacteriano.

1.2. La produccidn de la enzima B-Galactosidasa, dependiente de
la proteina cII,en las mutantes fué de 4 veces menos que
en la cepa silvestre. .

1.3. Las cepas mutantes no produjeron proteina cII al analizarse

en geles de poliacrilamida-SDS.
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1.4. Por pruebas de inmunidad se encontrd que el profago Acl
de las cepas mutantes es termoestable impidiendo la expre-
sidén del gene cII y por lo tanto inhibiendo el efecto le-

tal.

2. En ausencia de la proteina N de lambda (N"/cIIh).

2.1, La mutacidn se localizd en el plismido.

2.2. La produccidn de la enzima B-Galactosidasa, dependiente
de la proteina cII, es similar a ambas temperaturas, mien-
tras que en la cepa silvestre, la produccibn de enzima a
42°C es U4 veces mayor que a 32°C.

2.3 Por pruebas de inmunidad se concluyd que el represor AcI
del profago mantenia su cardcter de termosensibilidad.

2.4 Analizando el patrdn de proteinas en las cepas mutantes
se observé la presencia de la proteina cII a tiempos tar-
dios y no se detectd inhibicidn en la sintesis de protei-

nas bacterianas.



INTRODUCCION

A pesar de la gran cantidad de informacién génica conte-
nida en los organismos vivos, solo una pequefia cantidad de es-
ta informacidn es expresada respondiendo a estimulos medio
ambientales que permiten a su vez la expresidn de ciertos genes
y la represién de otros. Se han empleado bacterias y virus co-
mo modelos de estudio para tratar de comprender estos mecanis-
mos de regulacidn de la expresidn genética.

Dentro del grupo de los virus existen algunos cuyos hués-
pedes son bacterias (bacteridfagos) los cuales son particulas
con una molécula de 3cido nucleico recubierta de proteinas ca-
paces de replicarse al infectar con su dcido nucleico a las
células huésped y utilizar la maquinaria de sintesis celular

para la formacidn de nuevas particulas.

Morfologia del bacteridfago lambda.

El bacteridéfago lambda estd formado por una molécula de
DNA de doble cadena con peso de 36 x 106 daltones (48,000 pares
de bases) (Fiandt et al., 1977) encapsulada en una cabeza ico-
saédrica de 0.05 um de didmetro y una cola tubular de 0.15 pm
de largo (Lewin, 1977). La relacidn DNA: proteina es de 1:1.
Su DNA codifica para 50 proteinas (Szybalskiy Szybalski, 1979)
y presenta en cada uno de sus extremos una regién de cadena
sencilla de 12 bases complementarias entre si que le permite

al genoma circularizarse en el interior de la célula (Yarmo-

linsky, 1971).
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Ciclo de vida:

Cuando el bacteriéfago lambda infecta a una bacteria de
E. coli puede seguir cualquiera de los procesos mutuamente
excluyentes conocidos como lisis y lisogenia (Figuré 1) E1
ciclo litico conduce a la muerte celular y a la liberacién
de alrededor de 100 fagos por célula infectada. En el ciclo
lisogénico, el bacteriéfago lambda es capaz de coexistir en
armonia con su huésped dirigiendo la sintesis de la proteina
que promueve la integracidn (Int, producto del gene int) de
su DNA en el genoma bacteriano, asi como la sintesis de un re-
presor (cI, producto del gene cI) que inhibe la expresidn de
la mayor parte de los genes virales, evitindose la muerte ce-
lular y la liberacidn de progenie. Una vez decidido el modo
de crecimiento que se adoptard, se debe seguir una secuencia
de expresidn génica coordinada con genes tempranos, mediocs
y tardios y suprimir las funciones que interfieran con este
desarrollc. Por ejemplo: En el ciclo litico la replicacién
precede al empaquetamiento y el @iltimo evento serd la lisis
celular, mientras que en el ciclo lisogénico el crecimiento
litico debe inhibirse o la cé&lula infectada moriria (Hers-
kowitz y Hagen, 1980;Friedman y Gottesman, Bacteriophage
Lambda).

Durante la fase lisogénica, el DNA viral se integra al
genoma bacteriano formando un cromosoma continuo que se replica
como parte del genoma del huésped (Campbell, 19763 Sharp et
al., 1972) y reprime la expresidén de la mayor parte de los
genes virales. La bacteria que se encuentra en este estado

se conoce como lisdgena y el DNA viral integrado como profago

y



(Weisberg, 1977). De esta manera, las cé&lulas provenientes
de una célula liségena seguird siendo centros potenciales
para la produccidn de particulas figicas porque el profago
puede ser inducido al ciclo litico por agentes quimicos que
dafian el DNA, (por ejemplo: mitomicina C) por la accién de
la luz ultravioleta (Roberts y Roberts, 1975) o a muy baja
frecuencia, de forma espontdnea. El proceso de induccidn
también puede ocurrir cuando el profago posea un represor
termosensible (cI857) que a alta temperatura (39°C-42°C)

se desnaturaliza elimindndose la represidn de las funciones
virales, (Sussman y Jacob, 1962).

En una bacteria liségena, el {nico producto viral pre-
sente es el represor, que ademis de apagar los operones vi-
rales, le confiere inmunidad a la lisdgena, impidiendo que
sea infectada por fagos de la misma inmunidad (Lwoff y

Guttman, 1950).

Transcripcidén del genoma viral.

En el genoma de lambda, los genes se encuentran distribui-
dos dependiendo de su funcidn en § regiones: (Figura 2) (Fried-
man y Gottesman, Bacteriophage Lambda).

1. Morfogénesis: Genes A-J que codifican para las protei-

nas de cabeza y cola necesarias para el empaquetamiento.

2. Recombinacidn: Para que se integre el DNA viral se re-

quiere de la proteina Int mds algunas proteinas bacte-
rianas y para catalizar la escisidén del genoma viral,

se requiere de Int y Xis y algunas proteinas del hués-

ped.



3. Regulacidn: De las 50 proteinas fagicas, 6 de ellas
(cI, eII, c¢III, N, cro y Q) regulan la expresidén gé-
nica para tomar y llevar a cabo la desicidn del modo
de crecimiento, ya sea litico o lisogénico.:

4. Replicacidn: Las proteinas (0 y P) y el sitio (ori)
necesarios para la iniciacidn de la replicacidn del
DNA viral.

5. Lisis: S y R son las proteinas liticas de membrana y
pared celular respectivamente necesarias para el l-

timo paso en el ciclo l1litico.

Despuds de que el DNA viral ha sido inyectado se cipculari-.
za y la RNA polimerasa bacteriana se une a los promotores tempra-
nos inicilndose la transcripcidn hacia la izquierda y derecha
( a partir de Py, ¥ Br respectivamente) (Figura 3).

La transcripcidn iniciada en p;, se detiene en el terminador
=9 produciendo un mensajero de 128 que al ser traducido da ori-
gen a la proteina N (Franklin y Bennett, 1979). La funcidn de
la proteina N es de antiterminacidn permitiéndole a la RNA polime-
rasa transcender las sefiales de terminacidn gL y g (Roberts,
1969). Para que N actlie se necesita de un sitio de reconocimien
to en el DNA viral llamado nut, que se localiza a la dgrecha
de N dentro del operdn BL (Salstrom y Szybalski, 1978) y se lo-
caliza un sitio nutp dentro del operdn pp (Rosenberg et al.,
1978) entre cro y tp (Figura 3).

La transcripeidn de Py, modificada por la proteina N se si-
gue hasta la regibn b2 y la transcripcidn de Pr modificada por

la proteina N llega hasta el gene Q. La transcripcidn de los



demis genes, se inicia en Pr (adyacente a Q) (Figura 3); vy
la proteina Q actlia como antiterminador de manera similar a la
proteina N permitiendo la elongacidén del mensaje mids alld de

tr (Herskowitz y Hagen, 1980).

Represidn.

El represor cI es transcrito a partir de los promotores
Brp (promotor que establece la represién) vy BRH (promotor que
mantiene la represidn) que funciona a diferente momento durante
el estado lisogénico. A tiempos tempranos de la infeccidn, las
primeras moléculas del represor que se sintetizan provienen
del promotor p.. que se localiza en la regidén y de lambda
(Figura 4) cercano al gene cII. Este promotor estd regulado
positivamente por la proteina ¢II y es el que establece la re-
presién (Reichart y Kaiser, 1971, Echols y Grenn, 1971). El
promotor Ppy Se localiza adyacente a cI y es regulado negati-
vamente por el mismo represor cuando se encuentra a altas con-
centraciones, mientras que a bajas concentraciones, cI estimula
su propia sintesis, siendo el responsable del mantenimiento de
la represién (Figura 4) (Ptashne, A. et al., 1980).

El represor actfia a nivel de los operadores tempranos iz-
quierdo y derecho (EL ¥ og respectivamente) reprimiendo la ex-
presién de los genes virales a partir de los promotores P ¥

BRr (Figura 4).

Integracidén y Escisidn:

La integrasa (producto de int)al igual que cI puede ser

transcrita a partir de 2 promotores: Un promotor distal (BL)



en presencia de la proteina N y un promotor proximal al gene
int (p;) que estd regulado positivamente por la proteina cII
(Salstrom y Szybalski, 1978) (Figura 4).

La proteina Int cataliza la recombinacidn sitio especifica
entre el sitio att de lambda (PoP') y el de la bacteria (BoB')
formando un crosoma Qinico (Miller, H.I. y Friedman, D.I.

1980) (Figura 5).

El gene xis es transcrito a partir de By, en presencia de
la proteina N. Y para catalizar la escisién del DNA viral, actfian
las proteinas Int y Xis junto con algunas proteinas bacterianas.
(Figura 5) (Herskowitz y Hagen, 1980) (Gottesman y Abremski,
1980).

Activacidn por la proteina cII:

La proteina cII regula la transcripcién del represor cIl
(del promotor ppp) y de int (por p;) en la respuesta lisogéni-
ca y actlla como elemento determinante controlando el balance
entre el desarrolloc litico y lisogénico (Wulff y Rosenberg,
Bacteriophage Lambda).

Experimentos in vitro en presencia de la proteina cII con
templados de DNA y RNA polimerasa demostraron que la proteina cII
era necesaria para la transcripcidn de ambos promotores fdgicos
y la afinidad de la proteina por el DNA de ambos promotores era
la misma (Shimatake y Rosenberg, 1981; Ho y Rosenberg, 1982).
Estudios de proteccidn contra DNasas sugirieron que la protel-
na cII interactfia especificamente en la regidn -35 de ambos
promotores y que la RNA polimerasa sola no interactlla con los
promotores, sino que requiere de la proteina cII para que é&s-
ta proteja toda la regidn del promotor.

8



Sin embargo, la eficiencia de transcripcibn del promotor
Dgrp ©s 4 veces mayor que la del promotor Br- Ambos promotores
muestran en la regidén de -35 una homologia de 11 de 14 pares
de bases, mientras que en la regidn de -10, la homologia es
menor (Figura 6). Otra diferencia es que pp. inicia con ATP
y Pr» con UTP. Explicdndose la eficiencia de transcripcidn
de estos promotores por una habilidad diferencial de la RNA
polimerasa debido a las diferencias de los promotores (Ho y

Rosenberg, 19823 Wulff et al., 1980).

Efecto letal de la proteina cII:

Shimatake y Rosenberg, en 1981 construyeron un plasmido
multicopia pKC30-cII (Figura 7) portador de una regidn del
bacteriéfago lambda que incluye al gene cII, la expresidn de
este gene esti bajo la regulacidén del promotor Py Al inten-
tar transformar con este pldsmido cepas no lisSgenas para
lambda, no fué posible obtener transformantes. Esto fué po-
sible solamente en cepas lisbgenas para lambda capaces de re-
primir la expresidn de B Los autores sugirieron que la ex-
presibén aumentada del gene cII (alcanza el 5% de las proteinas
celulares) era letal para la bacteria huésped.

Complementando esto, Rattray y colaboradores, uti;izaron
cepas lisbgenas con un profago criptico termoinducible y por-
tador del plésmido pO0G7 (EL'CII) (Figura 9) encontraron que las
proteinas sintetizadas en presencia de {358)metionina y anali-
zadas en geles de poliacrilamida-SDS presentaban las siguientes

caracteristicas:



i La proteina cII se estabilizaba a medida que aumen-
taba el tiempo de incubacidn a 42°C. Habiendo sido
reportado que cII era inestable (Belfort y Wulff,
19743 Jones y Herskowitz, 1978).

ii Las bandas correspondientes a las proteinas bacteria-
nas disminuian de intensidad, en experimentos de pul-
so y caza, hasta que finalmente no se detectaban

(Figura 8).

Con el propdsito de entender la funcién de la proteina
cII en relacidn con la expresién génica de las proteinas bac-
terinas, decidimos aislar mutantes resistentes al efecto letal
del plédsmido, y caracterizarlas genética y funcionalmente y

tratar de postular un modelo que explique este comportamiento.

10
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Figura 1. Vias de desarrollo del bacteriéfago Lambda.

Después de que el bacteriéfago infecta con su DNA a su huésped’ (E. coli)
puede seguir el ciclo 1ftico que conduce a la muerte celular y a la 1li-
beracién de alrededor de 100 bacteridéfagos por célula infectada, o bien,
el ciclo lisogénico donde el DNA viral se integra al genoma bacteriano
y reprime la expresién de la mayorfa de sus genes coexistiendo en armo-
nia con su huésped. Se puede inducir al ciclo 1lftico cuando se inacti-
va el represor y se escinde el DNA viral. (Lewin, 1977).
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Figura 2. Genoma del bacteriéfago lambda.

Los genes se encuentran distribufdos dependiendo de su funcién en
5 regiones. Cada extremo de la molécula presenta una regidn de
cadena sencilla de 12 nucleétidos complementarios entre si, que
permiten la circularizacién del DNA viral una vez dentro de la

célula huésped (Friedman y Gottesman, Bacteriophage lambda).
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Figura 3.

Transcripcidn del genoma del bacteridfago lambda.

La transcripcién se inicia en los promotores tempranos BL y BR' EL
mensajero 12S de B codifica para la proteina N (pN) cuya funcién
es de anterminacién al unirse en los sitios nutL y nutR y asi per-
mite a la RNA polimerasa seguir transcribiendo (flechas blancas).

El mensaje de BL llega hasta la regién b y el de Prs hasta el gene
Q. En el ciclo litico la transcripcidén tardfa es a partir de Py,
transcribiendo los genes R, S y de A a J en el genoma circularizado,
pues pQ actda como antiterminador a nivel de tr (Herskowitz y Hagen,
1980).

13
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Figura 4. Transcripcién de los genes cI e int de lambda.

El represor cI es transcrito a partir de los
promotores po. ¥ Ppy- Bgrp S localiza en la
regién y y es activado por la protefna CII
(pCII) vy Pre? cercano a cI es regulado por el
represor. El represor reprime a los promoto-

res tempranos uniéndose a OL y OR.

La integrasa (Int) se transcribe a partir de
un promotor distal (EL) cuando actida la pro-
tefna N (pN) y a partir del promotor proximal
(EL) regulado por pCII (Oppenheim & Oppenheim,
1978).
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i;: int xis * el A J PB'

an
PP

Int Int+Xis

Figura 5. Diagrama de la recombinacién sitio especifica

entre el DNA viral circularizado y el genoma

bacteriano.

Para que se lleve a cabo la integracién se re-
quieren de la protefna fdgica Int y algunas pro
tefnas bacterianas. Para el evento contrario,
escisién, se requieren de Int y Xis como produc-
tos fdgicos y proteinas bacterianas (Herskowitz
y Hagen, 1980).

15
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Figura 6. Comparacidn de las secuencias de DNA de los

promotores D1 Y Ppg-

En la regidén de -35, la homologia es de 11 de
14 pares de bases entre Pr v ERE; que es donde
se une la proteina cII. En la regién de -10,
la homologia de secuencias es menor. Otra di-
ferencia es que Prp 1nicia con ATP y py» con

UTP (Ho y Rosenberg, 1982).
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Mapa genético del DNA de lambda presente en

el pldsmido pKC30-cII.

Esta regién de lambda se cloné en los sitios
HindIII y BamH1 del plismido pBR322 (Shimatake
y Rosenberg, 1981).
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Figura 8.

Cepas lisbgenas a lambda, en presencia de la
proteina N con un represor termosensible y
portadora del plismido p0G7 fueron incubadas
por 5, 30 y 60 minutos a 43°C en presencia de
(Sss)metionina con cazas de 0.5, 5 y 15 minutos.
A los 5 minutos de induccidn, hay una gran can-
tidad de cII con una vida media de 1.5 minutos.
La vida media de cII aumenta a 10.5 minutos, a
los 30 minutos de induccidn y a los 18 minutos,
para 60 minutos de induccidn. Tambi&n hay una
inhibicién de proteinas bacterianas a tiempos

tardios de incubacidn (Rattray y colaboradores,

1982).
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MATERIALES Y METODOS

Cepas: Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo pro-

vienen de Escherichia coli K12 y se encuentran en la Tabla 1.

Plismidos:
p0G7: Figura 9 (Oppenheim et al., 1981)
pOG11: Figura 10 (Oppenheim et al., 1981)

Soluciones y medios de cultivo:

Medios de cultivo: Medio LB (triptona 10 g., extracto de leva-

dura 5g., NaCl 10 g., se aford a un litro con agua destilada
cuando fue preparado como medio liquido. Para cajas se adi-
cionaron 15g. de agar) medio LB+Ap (al medio LB se adiciond
después de esterilizarse por autoclave, 50 pg/ml de ampicilina);
medio T @ (bactotriptona 10g., NaCl 2.5 g., 2 ml de NaOH al 2%,
agar 10 g. por litro); medio 56/2 (l(H2P04 6.8 g.,(NHz)zsoq

1 8.5 MgSOu.THzo 0.1g., CaCl2 Smg., FeSOu.7H20 2.5 mg. afora-
do a un litro pH 7.4); medio Gli-701+Ap (5.0 ml de glicerol
al 0.5%, 10 ml de prolina al 2%, 5.0 ml de histidina al 1%,
10ml de isoleucina valina al 1%, 2.0 ml. de B1 al 0.1%, 2.5ml
de ampicilina 25 pg/ml, 8.0 ml de biotina al 0.05%, medio

56/2 aforar a 1 litro); medio Mac-lac+Ap (40 g. MacConkey agar
en 1 litro, después de autoclave agregar 10 g. lactosa y am-

picilina 50 pl/ml) TMG (Tris-HC1l 10”1 pH 7.5, MgSO, 10~2M) .
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TABLA 1

LISTA DE CEPAS UTILIZADAS

CEPA GENOTIPO ORIGEN
N9g su” Este laboratorio
X1 F su his“ilvA relAl strA gal Vs Dr. M. Gottesman
N6017%% X1lacZ21(Ai211acW205bY53) (Aint2xis1VS-XNam7,53cI857VH1)Dr. M. Gottesman
N6Oug* X11acZ21(Ai211acW205bV53) (Aint2xis1VS-XnutL3cI857VH1) Dp. M. Gottesman
N6176 N6048/pOG7 Dr. M. Gottesman
N6188 N6017(pOG7 Dr. M. Gottesman
N6249 N6017/p0G11 Dr. M. Gottesman

N6048:1lacW205 es una fusién del operdn de lactosa de E. coli con el operén de tripto
fano, cuya transcripcién depende del promotor proximal del gene int de (pI). La dele
cién VH1 elimina genes de replicacidn del bacteriéfago y algunos genes de la bacte-

ria. La delecidn VS-H elimina genes de lisis por lo que el profago es criptico. cIgs?
es una mutacidén que confiere termosensibilidad al represor. La mutacién nutL3 impide
el efecto antiterminador de la proteina N por lo que la transcripcién a partir de pL
se detiene en tL1. Las mutaciones en los genes int y xis inhiben la escisién del pro

fago.

N6017: Similar a la cepa anterior con la diferencia que la transcripcién a partir del

promotor pL no es antiterminada debido a que el gene .N tiene 2 mutaciones &mbar.
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Figura 9.

Mapa genético de la regién de lambda en el plés-
mido pOG7.

El fragmento BglII-BglII fue clonado en el sitio
BamH1 del plismido pBR322. Este pldsmido dirige
la sintesis de la protefna c¢II a partir del pro-
motor P, al inducir una bacteria lisdégena del
profago AcI857 a alta temperatura. Este pldsmido
presenta los genes que confieren resistencia a

ampicilina.
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Figura 10. Mapa genético de la regién de lambda en el pl&s-
mido p0G11.

El fragmento Sau3a-Sau3a fue clonado en el sitio
BamH1 del, pldsmido pBR322. Este pldsmido solo
lleva la porcién aminoterminal de cII. Este plds-

mido presenta los genes que confieren resistencia

a ampicilina.
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Solucicnes: Buffer Z (NaZHPou. 7H20 16.1g; NaHQPO.HQO S5.9g.,
HgSOu.sﬂzo 0.246 g y 2.7 ml de B-mercaptoetanol, pH 7.0); buf-
fer de ﬁuestra (10mM de urea, 5ml de 0.8M de DTT, Sul de SDS
al 10%, 5ml de azul de bromofenol al 1%); buffer de T-B (89mM
Tris-OH, 89mM de &cido bérico, 2.5mM NazEDTA pH 8.0); buffer
TE (10mM Tris-Cl pH 8, 1mM de EDTA pH 8); azul de bromofenol
(azul de bromofenol al 0.125%, cianol-xileno al 0.125% glice-
rol al 30%, SDS al 25%, 50mM de EDTA, y 50mM de Tris-HC1l pH
7.5); solucién I (50mM de glucosa, 10mM de EDTA pH 8, 25mM
Tris-HC1l pH 8); solueién II (0.2NOOH, SDS al 1%); solucién III
(60 ml de 5M de acetato de potasio, 11.5 ml de &cido acético
glacial y 28.5 ml de HZO); acrilamida 40; 0.05 (40 g. de aeri-
lamida, 0.5 g de bis-acrilamida en 100 ml de HQOJ; buffer in-
ferior (18.17 g de Tris-OH, 4 ml de SDS al 10%, pH 8 en 100ml
de H20); buffer de corrida (12 g de Tris base, 56 g de glici-
na, 20 ml de SDS al 10% y 125 ml de 8M de urea, llevar a 2 li-

tros de HZO)'

1. Método para cuantificar el efecto letal del pldsmido pO0G7.

Se diluyS 100 veces un cultivo de toda la noche de las ce-
pas N6176, N6188 y N6249 en LB+Ap hasta alcanzar una D.O.
590 nm=0.5 (aproximadamente de 2x10% células por mililitro).
Se incubé una alficuota del cultivo a 32°C y la otra a 42°C.
Se tomaron muestras a determinados tiempos espatulando en

cajas de Mac-lac+Ap e incubando las cajas a 32°C por 16 h.

2. Técnica de cuenta viable.
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Se determind el niumero de colonias que aparecieron en cajas
de Mac-lactAp después de dilufr cultivos celulares y espalu-
tularlos. E1l nimero total de colonias se determiné por la

siguiente férmula:
y = vol x
Donde: y= nimero total de colonias por mililitro
n= nimero de colonias que aparecieron en las cajas

vol= volumen de alficuota espatulada

d= dilucién espatulada

Método de mutagénesis con nitroso-guanidina (Modificado al

método descrito por Miller, 1979).

A 2 ml del cultivo de célﬁlas a mutagenizar (N6176 y N618%)
crecidas en LB+Ap a una D.0. 590nm=1.0 (aprox. 5x108 célu-
las por mililitro) se agregaron 50ul de nitroso-guanidina
(2.5mg por ml). Se incubaron 10 minutos a 37°C. Se centr:i-
fugé a Skrpm durante 10 minutos para asentar células, se
lavé con 1 volumen de 56/2, se centrifugé a 5 krpm durante
10 minutos, se resuspendié en LB+Ap incubando el cultivo
8

a 32°C hasta alcanzar una D.0. 590nm=0.5 (aprox. 2x10 cé-

lulas por mililitro).

Método de seleccién de mutantes sobrevivientes a la protel

na CII.
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Se crecieron los cultivos celulares por varios ciclos a
42°C para luego espatular alicuotas en cajas de Mac-lac+Ap
incubando a 32°C. Se replicaron las colonias en el mis-
mo tipo de cajas a 32°C y a 42°C para las bacterias mu-
tagenizadas de N6176 y a 32°C y 39°C, las provenientes

de N6188. Se escogieron aquellas bacterias que presenta-
ron un fenotipo rosa o blanco a 32°C y rojo a alta tempe-
ratura. De esta manera, se asegurd que el progafo Aimm21
estaba presente en la bacteria. Las cepas mutantes de
N6176 se espatularon en cajas de LB+Ap y se incubaron a
32°C y 42°C para determinar la frecuencia de sobreviven-

cia a alta temperatura.

Método para cuantificar B-Galactosidasa (Miller, 1979)

Se crecieron cultivos de células en LB+Ap a 32°C hasta al-
canzar una D.0. 650nm= 0.1 a 0.2 (aprox. 5x107 células
por mililitro). Se indujo la sintesis de B-Galactosidasa
por incubacién a 42°C y se tomaron muestras a diferentes

tiempos para determinar su D.0O. 650nm.

Muestras de células (0.5ml) fueron lisadas con cloroformo
y SDS al 0.1% y se realizé el ensayo como lo describe Mi-
ller, 1979. Tomando muestras del cultivo a 42°C a interva-
los de 15 minutos durante una hora y del cultivo de 32°C,

a los 60 minutos. Se preparé el medio de ensayo con:

0.9 ml de buffer Z

0.2 ml de ONPG (4 mg/ml)
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0.05 ml de lisado celular

La mezcla se incubé a 28°C hasta la aparicién del color
amarillo, para luego detener la reaccién con 0.5 m% de 1M
Na2C03. Se leyé su densidad éptica a 420 -nm. Las unida-
des enzimdticas (U.E.) se determinaron con la siguiente

férmula:

D.0O. 420nm

Us Eo= At x vol x D.0.650nm

X1000

Donde: U.E. = Unidades enzimdticas

n

At Tiempo de aparicidén del color amarillo

vol = Volumen del extracto celular (0.05)

Método de curacién de pldsmido

Se crecieron las cepas mutantes en LB a 32°C por varios

ciclos y se espatularon en cajas de LB para después de in-
cubarlas a 32°C, replicar en cajas de LB y LB+Ap, tomando
aquellas bacterias que no crecieron en presencia de ampi-

cilina.

. Método de extraccidén rdpida de DNA de pldsmidos (Manniatis

T. et al, '1981).,

Las células portadoras de los pldsmidos se crecieron en
5 ml de LB+Ap toda la noche a 32°C. Se centrifugaron 3 ml
de este cultivo a 15 krpm por 3 minutos y la pastilla se

resuspendié en 200pl de Solucién I y 20ul de lisozima
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(2mg/ml), dejéndose enfriar en hielo por 30 minutos para
luego agregar 400ul de Solucién II y después de 5 minutos
a 4°C se agregaron 300yl de Solucién III. Se centrifuga-
ron a 15 krpm por 15 minutos después de enfriar en hielo
por una hora y a 750ul del sobrenadante se les afiadieron
450ul de isopropanol dejando en hielo por una hora, des-
pués se lavd con etanol (1 a 1/2 vol) para luego resuspen-
der en 500yl de buffer TE. Siguiendo extraccién con fenol

y cloroformo.

Método de transformacién (Manniatis, T. et. al. 1981).

Se crecieron las células a transformar en LB a 37°C. Se
diluyeron 100 veces los cultivos en LB y se incubaron a
37°C hasta alcanzar una D.0.590 nm=0.4 (aprox. ‘2x108 cé-
lulas por mililitro). Se enfriaron en hielec por 20 minu-
tos y se centrifugaron a 5 krpm por 10 minutos resuspen-
diendo las pastillas en % volumen de 0.05M de CaCl2? a
4°C, centrifugando nuevamente a 5 krpm por 10 minutos y
se resuspendieron las pastillas en 1/15 vol de 0.05M de

CaCl2 a 4°C. En tubos frios se puso:

0.1 ml de 0.1M de Tris-HCl pH 7.4
1ul de DNA (40 ng/ml)
0.2 ml de células en CaCl2

Dejéndose enfriar en hielo de 5 a 15 minutos e incubando
a 50°C por 2 minutos para luego espatular en cajas de

LB+Ap. Observando cualitativamente la sobrevivencia al
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10.

11.

efecto letal de los plédsmidos de las cepas transformadas
estriando éstas en cajas de LB y LB+Ap a baja y a alta

temperatura.

Método de estimacidn de B-Lactamasa extracelular

En cajas de LB+Ap se espatuld un tapiz de bacteria sensi-
ble a ampicilina (N6017) se picd sobre este tapiz colonias
de bacterias transformadas con el plismido que les confie-
re resistencia a ampicilina. Aquellas bacterias portado-
ras del pldsmido degradaron la ampicilina del medio permi-
tiendo el crecimiento de las bacterias sensibles al anti-
bidtico formando un halo de crecimiento. En el caso de

las bacterias resistentes a la ampicilina (sin el pldsmi-
do) o aquellas transformadas con un pldsmido de bajo nfimero
de copias, no degradaron la ampicilia y no hubo halo de

crecimiento de las bacterias sensibles.

Método de deteccién del represor AcIl, Aimm21, Aimm434 en

las cepas bacterianas.

En cajas de T@ se espatularon 0.2 ml de cultivos celula-

res (N99, N6048, N6017, LPO10 a la LP070, LP303 a la LP306,

N6188), y sobre este tapiz se gotearon 10 ul (aprox. 1 x 108
ufp por mililitro) de fagos AcI, Aimm21 y Aimm434 incubando

a 32°C y 42°C por 20 horas.

Método para preparar geles de agarosa (1%).
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Se disolvidé 1.5 gr de agarosa en 150 ml de buffer T-B va-
cidndose en la cdmara de electroforesis y se colocaron
las muestras con azul de bromofenol como colorante. La

electroforesis se efectué a 50V por 20 horas, tifiiéndose

con bromuro de etidio (1ug/ml).

12. Método de incorporacién de (3®S)metionina (Descrito por

Shimatake y ‘Rosenberg, 1981, con algunas modificaciones)

Se crecieron las células (N6176, LP0O50, LP0O70, N6188, LP305
y LP306) en Gli-701+Ap a 32°C. Cuando se alcanzé una D.0.590
nm=0.3 (1.5x10° células por mililitro)se aumenté la tempera-
tura a 42°C dejando incubar 15 y 30 minutos. Se tomaron
100pl de células en presencia de 20uCi de (ass)metionina dan
do un pulso de marca 2 minutos. Se par8 la incorporacién

al congelar las muestras en (-70°C) hielo seco y se agregd

1 ml de TCA al 10% para luego enfriar en hielo por 15 minu-
tos y centrifugar a 15 krpm por 15 minutos. Se afiadié 0.5
ml de acetona fria, se centrifugd a 15 krpm por 10 minutos,
se secS al aire y se resuspendid en 40ul de buffer de mues-
tra y 10ul de 0.5M de DTT. Se calentaron a 95°C por 5 minu-
tos y se corrieron las muestras en geles de poliacrilamida-
SDS al 18% (2.4 ml de H20, 3 ml de buffer inferior, 5.4 ml
de Acrilamida 40:0.5, 1.2 ml de glicerol al 100%, 30ul de
persulfato de amonio al 10%, 0.75 ml de 8M de urea y 3ul de

TEMED) .
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RESULTADOS

Cuantificacidn del efecto letal del pldsmido p0G7.

Se inicid este trabajo cuantificando el efecte letal de
la termoinduccidn de py, del plésmido p0G7 (Figura 9) incubando
cultivos de células portadoras del plasmido a alta temperatura
para inactivar el represor cI857 del profago. De esta manera,
se permitidé la expresidn de los genes de lambda presentes en
el plédsmido y determinar el nimero de bacterias sobrevivientes
a lo largo del tiempo.

Como se observa en la Tabla 2 y la grifica 1, el nimero
de bacterias portadoras del plidsmido pOG7 (resistentes a ampi-
cilina) disminuyd drasticamente al ser incubadas a alta tempe-
ratura. En presencia de la proteina N activa (cepa N6176) la
sobrevivencia disminuye 10,000 veces en 90 minutos de incuba-
cidn. Mientras que en ausencia de la proteina N (cepa N6188)
la letalidad fue de aproximadamente 100 veces en 90 minutos.
Los controles N /cII (N6249) a 32° y 42°C, NY/errt(ne176) y

N~ /cIIt(N6188) a 32°C continuaron creciendo.

‘Aislamiento de mutantes.

Para estudiar el efecto letal se aislaron mutantes que
sobrevivieron a alta temperatura en presencia del pl&sﬁido péG?.
Para lo cual se mutagenizaron con nitroso-guanidina las cepas
N*/c11t(n6176) y N"/c11t(N6188), se aislaron 11 mutantes, 7 co-
rrespondientes para la cepa N6176 denominadas: LP010, LPO20,
LPO30, LPO40, LPO50, LPO60 y LPO70 y 4 para N6188 llamadas

LP303, LP304, LP305 y LP306.
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JABLA 2. Cuantificacidn del efecto letal del

plésmido p0OG7. Cultivos celulares de toda la
noche fueron diluidos 100 veces en LB+Ap incubados
a 32°C hasta alcanzar una D.O.590 = 0.5 (aproxi-
madamente 2 x 10° células por mililitro). Se
incubd una alicuota a 32°C y otra a 42°C. Pa-
ra las cepas N'/cII*(N6176) y N™/cII™(N6249)

se tomaron muestras cada 15 minutos por 90 minu-
tos, mientras que para la cepa N /cII'(N6188),
las muestras se obtuvieron cada hora por tres
horas y se determind cuenta viable.

* Fraccidn sobreviviente: cuenta viable a 42°C

a tiempo tx/ cuenta viable a 32°C a tiempo tx.
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TABLA 2

CUANTIFICACION DEL EFECTO LETAL DEL PLASMIDO pOG7

FRACCION SOBREVIVIENTE*

C"E P A S

TIEMPO N ser1t N /eI’ N™/eII”

0 1 1 1

15 0.39 . 1.16

30 1.25%10°° - 1.05

60 2.27x10"" 3.3x1071 1.24

90 1.11x10"% - 2.25
120 = 3.0x10"° <
180 - 3.5%10"° -
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GRAFICA 1. Cuantificacién del efecto letal del

pldsmido pOG7. Cultivos celulares de toda la
noche fueron diluidos 100 veces en LB+Ap incubados
a 32°C hasta alcanzar una D.0..q, = 0.5 (aproxi-
madamente 2 x 10% células por mililitro). Se
incubd una alfcuota a 32°C y otra a 42°C. Pa-
ra las cepas N'/cII*(N6176) y N /cII™(N6249)

se tomaron muestras cada 15 minutos por 90 minu-
tos, mientras que para la cepa N /cII'(N6188),
las muestras se obtuvieron cada hora por tres
horas y se determind cuenta viable.

Fraccidn sobreviviente: cuenta viable a u42°C

a tiempo tx/ cuenta viable a 32°C a tiempo tx.
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SOBREVIVIENTE

FRACCION

NZen*

wten*

30 €0 %0 120 150
TIEMPO (min)

GRAFICA 1
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En la caracterizacidn de las mutantes se analizaron sus feno-
tipos en Mac-lac+Ap, fueron rosas a 32°C y rojas a 42°C, ase-
gurandose de esta forma la presencia del gene lacZ, contro-
lando por cI. Después de crecer las cepas mutantes en LB+Ap
a 32°C se determind cuenta viable al incubar las cajas de
LB+Ap a 32°C y 42°C con los resultados de la Tabla 3. Como se
observa, las 7 mutantes sobrevivieron a alta temperatura en
presencia de ampicilina, lo que sugiere que ademis de poseer
el pldsmido pOG7, son resistentes a la _desrepresidn y proba-
blemente al efecto letal de la proteina cII. La cepa N*/e11?
(N6176) disminuyé 10,000 veces y la cepa N6249, portadora del

plasmido p0G1l1l, sobrevivid a alta temperatura.

Las 4 mutantes provenientes de la cepa N™/cII’(N6188) fue
ron aisladas a 39°C, no fué posible obtener mutantes de esta
cepa a 42°C. Se determinaron sus fenotipos en Mac-lac+Ap
produciendo colonias de color rosa a baja temperatura y rojas,
a alta. Lo que sugiere que la actividad de cII no se ha per-

dido.

Localizacidén de las mutaciones.

Como siguiénte paso en la caracterizacién de las mutantes
se procedid a determinar la localizacidn de las mutaciones que
conferian a las cepas mutantes la capacidad de sobrevivir a

alta temperatura.

Como se observa en la Tabla 4, las cepas mutantes son ca-

paces de sobrevivir a alta temperatura mientras que los contro-
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TABLA 3. Sobrevivencia de las cepas mutantes

a la termoinduccidn. La cuantificacidn de so-

brevivencia se realizd como se describe en
material y métode. Se espatularon 0.2 ml de
cultivos de cé&lulas de toda la noche en cajas
de LB+Ap y se incubaron a 32°C y 42°C por 20
horas. Se determind cuenta viable.

* Sobrevivencia: cuenta viable a 42°C/cuenta

viable a 32°C,.
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TABLA 3

SOBREVIVENCIA DE LAS CEPAS MUTANTES A LA TERMOINDUCCION

CUENTA VIABLE

TEMPERATURA SOBREVIVENCIA*
CEPA 320 420
LP010 9x10’ 8x10’ 0.88
LP020 sx10° 3x108 0.66
LP030 1.5x10° 1.8x10° 1.2
LPO40 1x10° 1.6x10° 1.6
LP050 1x108 1.1x10° 1.1
LP060 2x108 2.5x108 1.25
LP070 ux10’ 2x107 0.5
N*/e11t 6.8x10° 1x10" 1.4x107°
N"/eIl” 5x%10° 3x10° 0.61
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TABLA 4. Sobrevivencia de las mutantes al

plasmido p0G7. Colonias bacterianas fueron

resuspendidas en TMG y se estriaron

en cajas de LB+Ap e incubadas a la tempera-

tura indicada para determinar sobrevivencia

cualitativa.

* Las otras 6 mutantes (LP020, LP030, LPO4O,
LP050, LP060 y LP070) crecieron en ambas
temperaturas.

*% Las otras 3 cepas mutantes (LP304, LP305

LP306)crecieron en ambas temperaturas.

+ Crecimiento.

- Ausencia de crecimiento.
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TABLA 4

SOBREVIVENCIA DE LAS MUTANTES AL PLASMIDO pOG7

TEMPERATURA

CEPA 320 420
LPO10*% + ¥
Nt/errt + -
Nt - -
320 390

LP303%#% + +
N~ /e11’ + -
NT s i
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les (N6176 y N6188) no crecen a alta temperatura y las cepas
que no poseen el pldsmido (N6048 y N6017) no crecen en pre-

sencia de ampicilina.

Se procedid a curar las cepas mutantes ¥ posteriormente
fueron transformadas con el pldsmido pOG7 silvestre. Los re-
sultados de la Tabla 5 (lineas 1, 2 y 3) sugieren que en las ce-
pas bacterianas LP010, LP020, LP030, LPO40, LP0OS50, LPO60 y
LP070, la mutacidn se localiza en el genoma bacteriano, ya
que al transformar las cepas mutantes con un pldsmido p0G7

silvestre son capaces de sobrevivir a alta temperatura.

Por otro lado, el comportamiento de las cepas mutantes
LP303, LP304, LP305 y LP306 es diferente al de las mutantes
aisladas en presencia de la proteina N, pues al transformar
las cepas mutantes con un pldsmido silvestre, la cepa no es
capaz de sobrevivir a alta temperatura como se observa en la
Tabla 5 (linea 4), lo que sugiere mutaciones en los plismidos.
Para corroborar esta aseveracidn se procedid a transformar la
cepa silvestre (N6017) con los siguientes pldsmidos mutantes
extraidos de las cepas LP303, LP304, LP305 y LP306 y ensayar
su termolabilidad. Como se muestra en la Tabla § (linea 5)
las transformantes portadoras del plasmido mutagenizado son
capaces de sobrevivir a alta temperatura, siendo resistentes
al efecto letal de la proteina c¢II, lo que sugiere que la mu-

tacidén en estas cepas se localiza en el plasmido. -
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TABLA 5. Localizacidén de la mutacidn que con-

fiere resistencia a la proteina cII. las colonias

purificadas fueron resuspendidas en TMG y se

estriaron asadas en cajas de LB+Ap e incubadas

a la temperatura indicada. Se determind sobrevi-

vencia cualitativa.

* LP100: LP010 curada y transformada con pO0OG7
silvestre. Las otras mutantes se compor
taron igual.

#% LP323: LP303 curada y transformada con pOG7

silvestre. Las otras cepas mutantes
se comportaron igual.

#%% | P333: N6017 transformada con el pladsmido de
la cepa LP303. Las otras cepas trans-
formadas se comportaron igual.

+ Crecimiento.

- Ausencia de crecimiento.
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TABLA 5

LOCALIZACION DE LA MUTACION QUE CONFIERE RESISTEN-
CIA A LA PROTEINA 'cII.

CEPA ' TEMPERATURA

320 1420
LP100% + +
Nt /errt + -
Nt - .

320 390
LP323%% + +
LP333ths + +
N /c11t + -
N~ e -
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Actividad de la'ppoteina cII en las mutantes.

Una manera indirecta para medir la actividad de la protei-
na cII es por enéayos de B-Galactosidasa, ya que la proteina
cII activa al promotor Py que transcribe al gene z adyacente
a int (Figura 11) produciendose B-Galactosidasa que es detec-
tada cuando la enzima hidroliza al compuesto orto-nitrofenol
galactosido (ONPG) en orto-nitrofenol y galactosa. Se utilizd
este ensayo para determinar los niveles de la actividad de 1la
proteina cII. Los resultados de la Tabla 6 muestran que a 32°C
hay dos grupos de mutantes. Uno se comporta como la cepa sil-
vestre N6176 (cepas LP010, LPO40 yLP050, lineas 2, 5 y 6);
el otro grupo presenta niveles de B-Galactosidasa menores

(cepas LP020, LP030, LP060 y LP070, lineas 3, 4, 7 y 8).

Sin embargo a 42°C los niveles de B-Galactosidasa en las
cepas mutantes, se ve disminuida en relacidn al tipo silvestre
y esta diferencia es de 3.5 a 20 veces. Lo que sugiere que la
accibn de la proteina cII de las mutantes LP020, LP030, LP060
y LP070 estd disminuida con respecto a la bacteria silvestre

y este efecto se acent@ia a 42°C en todas las mutantes.

De forma similar al ensayo realizado para las mutantes
aisladas en presencia de la proteina N se procedid a determinar
unidades enzimiticas de B-Galactosidasa para las mutantes pro-
cedentes de la cepa N'/cII+. Como se observa en la Tabla 7
la proteina cII estd presente en las bacterias mutadas acti-
vando la sintesis de B-Galactosidasa. Sin embargo, no se pre-

senta un incremento de B-Galactosidasa a 42°C por lo que la
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Figura 11. Estructura de los profagos presentes en la ce-

pa N6188.

La transcripecidn a partir del promotor p, se
detiene por la ausencia de la proteina N. El
promotor p, es activado por pCII, del plésmi-
do pOG7, transcribiendo genes adyacentes al
gene int. Se previene la escisién de los pro-
fagos por las mutaciones int2 y xisl. Las de-
leciones VS-X y VH1 eliminan funciones virales

letales para la bacteria.
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TABLA 6. Actividad de la proteina cII en las

mutantes aisladas en presencia de la proteina N.

Se crecieron cultivos celulares en LB+Ap a 32°C
hasta alcanzar una D.0.gc, = 0.1 a 0.2 (aproxi-
-madamente 5 x 10? células por mililitro). Se
indujo la sintesis de B-Galactosidasa al incu-
bar a 42°C y se determinaron unidades enzimdti-
cas de B-Galactosidasa como lo describe Miller,

1979.
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TABLA 6

ACTIVIDAD DE LA PROTEINA cII EN LAS MUTANTES AISLADAS
EN PRESENCIA DE LA PROTEINA N.

UNIDADES ENZIMATICAS DE B-GALACTOSIDASA

ERES T EM P ERATUR A

320 1420 42°/32°
N*/e1r? 171.39 359.97 2.1
LP010 202.83 106.66 0.52
LP020 79.86 23.37 0.3
LP030 75.52 52.58 0.69
LPO4 O 131.47 107.52 0.81
LP050 161.19 102.09 0.63
LP060 61.43 18.71 0.3
LPO70 76.72 64.35 0.83
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TABLA 7. Actividad de la proteina cII en las

mutantes aisladas en ausencia de la proteina N.

Se crecieron cultivos celulares en LB+Ap a 32°C
hasta alcanzar una D.0. . = 0.1 a 0.2 (aproxi-
madamente 5 x 10 células por mililitro). Se

indujo la sintesis de B-Galactosidasa al incu-
bar a 42°C y se determinaron unidades enzimdti-
cas de B-Galactosidasa como lo describe Miller,

1979.
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TABLA 7

ACTIVIDAD DE LA PROTEINA cII EN LAS MUTANTES AISLADAS
EN AUSENCIA DE LA PROTEINA N

UNIDADES ENZIMATICAS DE B-GALACTOSIDASA

CEPA T EM P E R A T U R A
32° y2° ¥2°/32°
N-/cII+ 182.27 898.99 4.93
LP303 287.6 339.1 1.47
LP304 80.86 167.07 1.83
LP305 175.08 123.79 0.7
LP306 295.1 291.0 0.98
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relacidn 42°C/32°C es cercana a 1, a diferencia de la cepa
silvestre N6188 donde la relacidén es de 4.93. El comportamien
to de las bacterias mutantes aisladas en condiciones N (Ta-
bla 7) es diferente al de las mutantes en presencia de la pro-
teina N (Tabla 6), pues en las primeras los niveles basales de
la proteina cII son similares a la cepa silvestre y la dismi-
nucidén en la sintesis de B-Galactosidasa a 42°C es de 2.65

a 7.26 veces. Mientras que para las mutantes aisladas en pre-
sencia de la proteina N la produccidn de enzima a alta tempe-

ratura se ve disminuida.

Al comparar los niveles de enzima para la cepa NY/errt
Tabla 6 (1fnea 1) y los de la cepa NAII" Tabla 7 (1inea 1)
se ve una diferencia tanto en la produccidn de enzima como en
la relacidn 42°C/32°C. Esto se explica por el efecto letal
al desreprimir al plidsmido que se ve acentuado en condiciones

N y a tiempos tempranos de induccién (Tabla 2).

Para las mutantes aisladas en ausencia de la proteina N
se procedid a determinar la cinética de produccién de B-Galac-
tosidasa en las bacterias curadas y transformadas con p0G7
silvestre asi como en la cepa N6017 transformada con los plés-
midos de las cepas mutantes, los resultados se encuentran en

las gréficas 2, 3, 4 y 5.

Como se observa en la grifica 2, la cepa LP323 (cepa
LP303 curada y transformada con pOG7 silvestre) presenta una

curva similar a la de la cepa N6188 y la cepa LP333 (N6017
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transformada con el pldsmido pLP303) tiene una cinética de
produccidn de B-Galactosidasa mucho mayor que la cepa silves-
tre, lo que sugirid que la proteina cII de este pldsmido

es mids eficiente.

En la grdfica 3, la curva para la cepa N6188 es la del
valor mis alto, pues para LP324 se comprobd su fenotipo en ca-
jas de Mac-lac+Ap y las colonias blancas indicaron que la cepa
habia perdido el profago Aimm21 y no podia sintetizar B-Galac-

tosidasa y la cepa LP334, produjé muy poca enzima.

Las cepas mutantes de la grafica 4 tienen un comportamien
to similar a las cepas LP323 y LP333, presentan los valores ma-
yores en comparacidn con la cepa silvestre N6188. Sin embargo,
en este caso, la cepa portadora del pldsmido silvestre (LP325)
produjé mis enzima que la cepa silvestre transformada con el

plasmido pLP305.

Y como lo muestra la grifica 5, la cepa LP326 es la de
mayor sintesis de enzima y la cepa LP336, presenta una cinética

similar a la de la cepa N6188 a 32°C.
Debido a la posibilidad que las cepas LP334 y LP336 hu-

bieran perdido el pldsmido, se decidid una estimacidn de

B-lactamasa extracelular.
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GRAFICA 2. Cinética de produccidén de B-Galacto-

sidasa en las cepas N6188, LP323 y LP333. Culti-

vos celulares se crecieron en LB+Ap hasta alcanzar
D.0.gg = 0.1-0.2 (aprox. § x 10’ células por mili-
litro). Se indujo la sintesis de B-Galactosidasa
por incubacidn a 42°C. Se tomaron muestras cada

15 minutos por una hora del cultivo de 42°C y mues-
tras a una hora del cultivo a 32°C.

N"/cII’ = Ne188

LP323 = LP303 curada y transformada con p0G7

LP333 = N6017 transformada con pLP303

53



B-Galactosidasa

. LP333/42°
800 4
s004
400+
LP323 /42°
300
200 -
LP333/32°
1004
< LP323/32°
N/en*/320
L) L) L
18 30 40
TIEMPO (min)
GRAFICA 2

54



GRAFICA 3. Cinética produccidn de B-Galacto-

sidasa en las cepas N6188, LP324 y LP334. Culti-

vos celulares se crecieron en LB+Ap y hasta alcan-
zar D.0. .5 = 0.1-0.2 (aprox. § x 107 células por
mililitro). Se indujo la sintesis de B-Galacto-
sidasa por incubacidén a 42°C. Se tomaron muestras
cada 15 minutos por una hora delcultivo de 42°C
y muestras a una hora del cultivo a 32°C.

+

N"/cII" = N6188

LP324

LP304% curada y transformada con POG7

LP33u4

N6017 transformada con pLP304
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GRAFICA 4. Cinética de produccidn de B-Galacto-

sidasa en las cepas N6188, LP325 y LP335. Culti-

vos celulares se crecieron en LB+Ap hasta alcan-
zar D.O.gcq = 0.1-0.2 (aprox. 5 x 107 células por
mililitro). Se indujo la sintesis de B-Galacto-
sidasa por incubacidén a 42°C. Se tomaron muestras
cada 15 minutos por una hora del cultivo de 42°C
y muestras a una hora del cultivo a 32°C.

N"/cI1* = N6188

LP325 LP305 curada y transformada con pO0G7

LP335 N6017 transformada con pLP305

&7
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GRAFICA 5. Cinética de produccidn de B-Galacto-

sidasa en las cepas N6188, LP326 y LP336. Culti-

vos celulares se crecieron en LB+Ap hasta alcanzar
D'O‘GSB = 0.1-0.2 (aprox. 5 x 107 células por mi-
lilitro). Se indujo la sintesis de B-Galactosida-
sa por incubacidn a L2°C. Se tomaron muestras cada
15 minutos por una hora delcultivo de 42°C y mues-
tras a una hora del cultivo a 32°C.

N"/cII' = N6188

LP326

LP306 curada y transformada con p0G7

LP333 N6017 transformada con pL306
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Estimacidn de B-Lactamasa extracelular.

Los plasmidos p0G7 y p0Gll confieren resistencia para
ampicilina pues la enzima B-Lactamasa es sintetizada consti-
tutivamente y excretada al medio degradando la ampicilina pre-
sente. Bacterias sensibles al antibiético pueden crecer en
presencia de ampicilina siempre y cuando haya B-Lactamasa
en el medio (Davis y Rown, 1969) y crecerdn formando un halo,
mientras que si se trata de bacterias resistentes al antibid-
tico, sin tener B-Lactamasa o bien, de bacterias con baja pro-
duccién de la enzima, no habrid formacién del halo de creci-
miento. Debido a los bajos niveles de B-Balactosidasa produ-
cidos por las cepas LP334 y LP336, se realizaron pruebas de
B-Lactamasa sobre un tapiz de N6017. Como se observa en la
Tabla 8 (lineas 6 y 12) las cepas LP334 y LP336 no producen
halo de crecimiento. Para descartar la posibilidad de que
estas cepas fueran resistentes a ampicilina sin el plésmido,
se realizd extraccidn del DNA y se corrieron geles de agarosa
al 1% (resultados no mostrados), observandose el pldsmido en
todos los casos. Lo que sugiere que el plasmido de las cepas
LP334 y LP336 estd en bajo niimero de copias, explicdndose

los bajos niveles de B-Balactosidasa de las gridficas 3 y 5.

Deteccidn del represor Acl de las cepas mutantes.

Por los resultados de sobrevivencia a alta temperatura
de las cepas mutantes LP010, LP020, LP030, LPO4O, LPO50, LPO60
y LP070 (Tabla 4) y de estas mismas curadas y transformadas
con un plédsmido p0OG7 silvestre (Tabla 5, linea 1), se procedid

a determinar en que parte del genoma bacterianoc lo localizaba
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TABLA 8. Ensayo de B-Lactamasa. En cajas

de LB+Ap se espatuld 0.2 ml de un cultivo
de toda la noche de N6017 crecida en LB.
Sobre este tapiz se picaron colonias incu-
bando las cajas a la temperatura indicada.
+ Presencia de halo de crecimiento.

- Ausencia del halo de crecimiento.

62



‘TABLA 8

ESTIMACION DE B-LACTAMASA

TEMPERATURA

CEPA 320 390
LP303 + +
LP323 + +
LP333 + +
LP30Y + "
LP324 + +
LP334 - -
LP305 + +
LP325 + +
LP335 + +
LP306 + +
LP326 + +
LP336 - .
N"/c11t + +
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la mutacidn que conferia resistencia a la proteina c¢II. Por
lo que se decidid comprobar los profagos presentes en la cepa
lisbégena. Sobre un tapiz de bacteria lisdgena se gotean fagos
de la inmunidad que se quiera probar. Por la caracteristica
de los profagos de conferir inmunidad a la bacteria de ser s
infectada por fagos de la misma inmunidad no se inhibe el cre- gre—
/,/’//’

cimiento bacteriano.

Como se observa en la Tabla 9 el fago Acl no es capaz de
producir placa de lisis a ambas temperaturas en las bacterias
mutantes a diferencia de la cepa silvestre (N6176) que a alta
temperatura el represor termosensible del profago (cI857) se
inactiva y el fago produce placa de lisis. Por lo que se con-
cluye que las bacterias mutantes presentan un represor cl
termoestable que a alta temperatura sigue reprimiendo las funcio

nes virales y confiriendo inmunidad a la bacteria lisdgena.

El comportamiento de la cepa silvestre y de las cepas
mutantes con el fago Aimm21 es igual, presentando en todos los
casos un represor termoestable que no permite que los fagos in-
fecten a la bacteria. Y el control Aimm434 produce placa de
lisis en todos los casos asi como la bacteria N99 que es infec-

tada por los fagos a ambas temperaturas.

Al realizar las pruebas de inmunidad para las cepas LP303,
LP304, LP305 y LP306 (Tabla 10) no se detecta ningﬁn cambio a
nivel de represidn de los profagos y el profago cIB57 persiste

con su cardcter termosensible.
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TABLA 9. Prueba de inmunidad para las ce-

pas mutantes en presencia de la proteina N.

Sobre un tapiz de bacteria se gotea 10 pl de
fago (aproximadamente 1 x 108 ufp/ml) incu-
bando las cajas a la temperatura indicada
por 16 horas.

* LP010: Las 7 mutantes se comportaron igual.

65



TABLA 9 e

PRUEBA DE INMUNIDAD PARA LAS CEPAS MUTANTES
AISLADAS EN PRESENCIA DE LA PROTEINA N

CEPA  TEMPERATURA FAGOS
Acl  Aimm21  Aimmu3u

N99 320/420 + + +
320 < = +
LPO10%
420 s = +
320 - " +
NY/crrt
= 420 + = +
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TABLA 10. Prueba de inmunidad para las ce-

pas mutantes en ausencia de la proteina N.

Sobre un tapiz de bacteria se gotea 10 ul

de fago (aproximadamente 1 x 108 ufp/ml) in-
cubando las cajas a la temperatura indicada
por 16 horas.

*# LP303: Las 4 mutantes se compcrtaron igual.
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TABLA 10

PRUEBA DE INMUNIDAD PARA LAS CEPAS MUTANTES

AISLADAS EN AUSENCIA DE LA PROTEINA N

CEPA TEMPERATURA FAGOS

Ael Aimm21 Aimm4 34

N99 320/39° + + +
320 - - +

LP303%
3go + - +
i 320 - - +

N~ /eIl
= 390 + - +
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Andlisis de proteinas bacterianas por incorporacidn de(358)

metionina.

Para determinar la presencia de la proteina cII en el
sistema y la inhibicidn de la sintesis de proteinas bacterianas
se realizaron experimentos de incorporacidén de metionina radi-
activa para ser analizados en geles de poliacrilamida-SDS.

Se inactivd el represor cIB857 al incubar los cultivos celulares
a 42°C por 15, 30 y 60 minutos dando un pulso de marca de 2

(3%

minutos en presencia de 20 pCi de S)metionina y enfriandose

a -70°C para posteriormente analizarlos en geles.

Como se observa en la Figura 12 la cepa N+/cII+(N5175),
portadora del pldsmido p0G7, presenta una banda para la pro-
teina cII asi como una inhibicién en la sintesis de proteinas
bacterianas, a diferencia de la cepa portadora del pldsmido
p0G11 donde no hay una banda para la proteina cII ni inibicidn

de la sintesis de proteinas bacterianas.

Para la Figura 13 se observa que las cepas mutantes aisla-
das en presencia de la proteina N (LP050 y LP060) no presentan
bandas correspondiente a cII ni a los 15 ni 30 minutos de in-
duccidn y las bandas correspondientes a las demds proteinas bac-

terianas aumentan de intensidad a diferencia de la cepa N6176.

Para la Figura 14, la cepa N /cII' (N6176) produce mayor
cantidad de cII y el efecto de inhibicidn de sintesis de pro-

teinas es mis dréistico que en la cepa N"/cII*(N6188) .
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FIGURA 12. Autorradiografia del gel de poliacri-

lamida-SDS al 18% de las cepas A (N+/cII+) v B

(N*/cII”). Crecidas en Gli-701+Ap a 32°C.
Cuando se alcanzd una D.O. 590 0.3 (aproxi-
madamente 1.5 x 10° células por mililitro) se
aumentd la temperatura a 42°C por 0, 15, 30 y 60
minutos. Se tomaron 100 pl de células en pre-
sencia de 20 uCi (358)meticnina con un pulso

de marca de 2 minutos. Se corrieron las mues-
tras en geles de poliacrilamida-SDS al 18%.

A = N6178 B = N6048/p0G11
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FIGURA 13. Autorradiografia del gel de poliacri-

lamida-SDS al 18% de las cepas A (N'/cII'), B
(LPOS0) v C (LLP070). Se crecieron las células

en Gli-701+Ap a 32°C. Cuando se alcanzd una

D.O. 590 ° 0.3 (aproximadamente 1.5 x '10a célu-
las por mililitro) se aumentd la temperatura por
0, 15 y 30 minutos a 42°C. Se tomaron 100 pl

de cé&lulas en presencia de 20 uCi de (353) metio-
nina con un pulso de marca de 2 minutos. Se co-
rrieron las muestras en geles de poliacrilamida-
SDS al 18%.

A = N6176 B = cepa LPO050 C = cepa LP070
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FIGURA 14. Autorradiografia de gel de poliacri-
lamida-SDS al 18% de las cepas A (N'/cII'), B

(n“e1r*) ¢ (LP305) y D (LP300). Se crecieron l=

células en Gli-701+Ap a 32°C. Cuando se alcanzd
una D.0.gqq = 0.3 (aproximadamente 1.5 x 10® cé-
lulas por mililitro) se aumentd la temperatura a
42°C por 0, 15 y 30 minutos. Se tomaron 100 ul

de células en presencia de 20 uCi de (33s)metion
na por 2 minutos. Se corrieron las muestras en

geles de poliacrilamida-SDS al 18%.

A = N6176 B = N6188 C = LP305 D = LP306
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. Con respecto a las cepas mutantes LP305 y LP306, la
produccién de cII se detecta solo a los 30 minutos de induccidn
sin haber inhibicidén de proteinas bacterianas y la cantidad de

cII es menor en las cepas mutantes que en el control N~/c1rt
(N6188).
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DISCUSION

La proteina cII actda como activador de la transcripeidn
a partir de los promotores Prgp ¥ Py del bacteriéfagollambda,
siendo esta proteina una de las responsables en el estableci-
miento del ciclo lisogénico (Wulff y Rosenberg, en "Bacterio-
phage Lambda"; Ho y Rosenberg, 1982). Trabajos recientes
demostraron que la expresién de la proteina cII a altas concen-
traciones (al estar clonado en un pldsmido) podia tener un efec
to letal sobre su huésped (Shimatake y Rosenberg, 1981).

En este trabajo se cuantificé el efecto letal del plésmi-
do p0G7 en el cual el gene cII del bacteribéfago lambda se en-
cuentra bajo el control del promotor By- Como se observa en
la Tabla 2, a medida que aumenta el tiempo de induccién de sin-
tesis de la proteina cII, hay una disminucidén en la fraccién
celular sobreviviente y esta varia dependiendo de la presencia
o ausencia de la proteina N. En presencia de la proteina N,
la letalidad se evidencia desde tiempos tempranos (30 minutos)
y es del orden de 10,000 veces mientras que, en ausencia de la
proteina N, la letalidad es de 1,000 veces y después de 2 horas
de induccién. La diferencia observada es debida a la funcién
antiterminadora de la proteina N a nivel de la transcripcién
(Salstrom y Szybalski, 1978) del pldsmido pOG7 contenido en
la cepa N*/cII (N6176). Para la cepa N~/cIIt (N6188) el
efecto se evidencia unicamente a tiempos tardios de induccién
cuando la proteina cII alcance alta concentracidn.

Para entender el efecto letal del plédsmido pOG? se proce-

did a aislar mutantes después del tratamiento con nitroso-gua-
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nidina de las cepas N6176 y N6188, que alin en presencia del
plasmido pOG7 sobrevivieran a este efecto letal. Se aisla-
ron 11 mutantes de las cuales, 7 provinieron de la cepa N6176
y 4, de la cepa N6188.

Debido a que existia la posibilidad de que la mutacién
se encontrara en el genoma bacteriano o en el plismido se pro-
cedid a curar a las cepas mutantes y transformarlas con un
plasmido silvestre. Para el primer grupo de las 7 mutantes
(LP010, LP020, LP0O30, LPO40, LP050, LP060 y LP070) las muta-
ciones se localizaron en el genoma bacteriano (Tabla 5) pues
alin en presencia de la proteina cII silvestre, habia scobrevi-
vencia a alta temperatura. Para el grupo de mutantes (LP303,
LP304, LP30S y LP306) las mutaciones se localizaron en el plds
mido (Tabla 5) pues solo aquellas cepas portadoras del plés-
mido mutagenizado (LP303, LP304, LP305, LP306, LP333, LP33u,
LP335 y LP336) eran capaces de sobrevivir a alta temperatura.

Al realizar experimentos de sintesis de B-Galactosidasa
como medida indirecta de la proteina cII se observd que para
las mutantes LP010, LP020, LP030, LPO40, LP050, LP060 y LPO070
(Tabla 6) la accidn de la proteina cII estaba disminuida debi-
do a que el nivel de enzima era de 3.5 a 20 veces menos que
en la cepa silvestre (experimentos realizados a 42°C). La
sintesis de B-Galactosidasa en las mutantes aisladas en ausen-
cia de la proteina N fué diferente al grupo anteriormente dis-
cutido (Tabla 7) pues su disminucién a 42°C era tan solo de

2.65 a 7.26 veces. Para este grupo de mutantes que fueron
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transformadas con un plismidec silvestre, los niveles basales
a 32°C y 42°C eran similares a los de la cepa silvestre (gri-
ficas 2, 3, 4 y 5).

En la cepa LP333, portadora del pldsmido mutagenizado,
los niveles de enzima a ambas temperaturas son mayorés y en
la cinética de produccidn de B-Galactosidasa (grdfica 2),
presenta una pendiente mayor que las cepas N6188 y LP323.
Estos resultados podrian sugerir que la proteina cII de esta
mutante es mis activa. En la cepa LP324 (grdfica 3) los ba-
jos niveles de enzima pueden explicarse debido que se compro-
b6 la pérdida del gene z. Las cepas LP325 y LP326 presentan
una activaciédn del promotor py por la proteina cII mayor
(de 2 a 2.3 veces) que en la cepa silvestre. Porque las pen-
dientes de las curvas en experimentos de cinética de B-Galac-
tosidasa (gr&ficas 4 y 5) son mds altas para ambas cepas.

En el caso de la cepa LP335 portadora del pldsmido muta-
genizado presenta niveles altos de enzima a ambas temperatu-
ras. Una explicacidn a este comportamiento seria que a pesar
de presentar altos niveles de la prteina cII, esta cepa sobre-
vive, posiblemente porque la proteina cII perdid su actividad
de letalidad y sigue siendo funcional para activar al promotor
Pr-

Las cepas LP334 y LP336 presentan bajos niveles de enzima
B-Galactosidasa debido a que fué posible aislar los pldsmidos
pero la produccidn de B-Lactamasa estaba disminuida (Tabla 8)
se sugiere que estas cepas son portadoras de un pldsmido en

bajo nmero de copias.
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Al realizar experimentos de inmunidad se detectd un
cambio a nivel del represor del profago cI857 en las mutantes
aisladas en presencia de la proteina N (Tabla 9) pues las 7
mutantes no eran lisadas por el fago AcI a alta temperatura a
diferencia de la cepa silvestre. Al realizar la misma prueba
de inmunidad para las mutantes LP303, LP304%, LP305 y LP306,
se comprobd que los represores de los profagos se comportaban
como la cepa silvestre en cuanto a termosensibilidad (Tabla 10).
Se comprobé que las bacterias seguian siendo inmunes al fago A
imm21.

Al analizar la sintesis de proteinas bacterianas (Figura 12)
en la cepa N*/c11* (N6176) se observa que a medida que aumen-
ta el tiempo de induccién, la proteina cII se estabiliza cau-
sando una inhibicidn en la sintesis de proteinas bacterianas.
En el experimento realizado, la cepa NY/e11” (N6048/p0G11) no
presenta la banda para la proteina cII ni la inhibicidn de las
proteinas bacterianas, resultados esperédos segln la observa-
cidn de Rattray y colaboradores (1982). Para las cepas mutan-
tes LP050 y LP070 (Figura 13) no aparece banda para cII apo-
yando el hecho de que posee un profago Acl con un represor ter-
moestable que no permite la expresidn de los genes de lambda
a alta temperatura y por lo tanto no existe inhibicidén en la
sintesis de proteinas bacterianas.

En la cepa N6188 no se alcanza a detectar inhibicién en
la sintesis de proteinas bacterianas y aparece una banda para
la proteina cII menos intensa (Figura 14) que la de la cepa
N /err?t (N6176), estos resultados se explican por la ausencia

de la proteina N en la primera cepa. En este caso los efec-
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tos de letalidad se detectan a tiempos tardios (Tabla 2). En
las cepas LP305 y LP306 (Figura 14), la proteina cII aparece
unicamente a los 30 minutos de induccidn y con una intensidad
de banda menor que en la cepa N6188. La sobrevivencia de es-
tas mutantes puede deberse a la baja concentracidn ae la pro-
teina cII que no es suficiente para ejercer su efecto letal.

Del conjunto de resultados antes discutidos se desprenden
las siguientes ideas a desarrollar.

Para asegurarse que en las mutantes LP303, LP304, LP305
y LP306 la mutacién se encuentra en la regidn de lambda con-
tenida en el plismido, se sugiere clonar esta regidén en otro
pldsmido para verificar si ya no ejerce su funcién letal.

Por los resultados obtenidos en ensayos de B-Galactosida-
sa (Tabla 7), parece indicar que hay un cambio en el gene cII
de las mutantes por lo que se propone hacer un rescate de es-
te gene en el plismido por recombinacidén de un fago y analizar
su comportamiento en el establecimiento del ciclo lisogénico.

Asi como la proteina cII activa 2 promotores de lambda
(ERE y EI) puede ser que active algilin promotor en el genoma
bacteriano activando la transcripcidn de algln mensajero o
conjunto de mensajeros que llegue a ser letal y en estas mutan-
tes se perdid o modificd el sitio de reconocimiento de cII
por el promotor, impidiendo se lleve a cabo el efecto letal.

También se podria explicar este efecto por tratarse de
un plismido multi-copia, logradndose altas concentraciones
para la proteina cII y de alguna manera impide se trascriban

los genes bacterianos.
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CONCLUSIONES

Al aumentar el tiempo de induccidn de sintesis de la
proteina cII, hay una disminucidén en la fraccidn celular so-
breviviente. Esta disminucién se ve acentuada al encontrar-
se en presencia de la proteina N del bacteridéfago lambda, don-
de este efecto es de 10 veces mayor y a tiempos mds cortos que
al encontrarse en ausencia de la proteina N.

De las 11 mutantes aisladas sobrevivientes al efecto le-
tal de la proteina cII, 7 correspondian a la cepa N6176 y U,

a la cepa N6188. Al realizar estudios de caracterizacidn de
las cepas mutantes, se encontrd que:

Del grupo de 7 mutantes aisladas en presencia de la pro-
teina N, el represor del profago AcI, era termoestable a di-
ferencia de la cepa silvestre, por lo que ahora estas cepas
mutantes, al ser transformadas con un plidsmido silvestre, se-
guian sobreviviendo a alta temperatura y no eran lisadas por
el fago Acl a alta temperatura. Los genes de lambda en el
pldsmido estaban reprimidos tanto a baja como a alta tempe-
ratura y por esto, los niveles de B-Galactosidasa a 42°C
estaban disminuidos en las cepas mutantes a diferencia de la
cepa silvestre y al analizar las proteinas bacterianas no
se observaba proteina ¢II ni inhibicidén en la sintesis de
proteinas bacterianas.

Del grupo de 4 mutantes aisladas en ausencia de la pro-
teina N, la mutacién se localizd en el pldsmido con la protei-
na cII activa para el promotor By v presente al analizar las

proteinas bacterianas. Sin embargo, parece indicar que la
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proteina cII perdid su funcién letal al no presentar inhibicidn
en la sintesis de proteinas bacterianas y al parecer unicamente

a tiempos tardios de induccidn.
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