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-"No es el ·entendimiento humano una luz escueta, sino 

que recibe influjo de la voluntad y de los sentimien 

tos ••• Aficionanse los hombres a ciertas ciencias o 

especulaciones particulares, bien porque se figuran 

que son ellos los autores e inventores de las mis--

mas, o bien porque a ellos han consagrado mayores -

trabajos y a ellos están más acostuinbrados." 

Francis Bacon. 

Limbo donde solitario 

se transforma lo vivido en polvo. 
- ------ - -- ----- --------- - -----

P<!iramo sin aire 

donde el tiempo 
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no respira. 
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"No es el entendimiento humano una luz escueta, sino

que recibe influjo de la voluntad y de los sentimieg

tos... Aficionanse los hombres a ciertas ciencias o

especulaciones particulares, bien porque se figuran

que son ellos los autores e inventores de las miss*

mas, o bien porque a ellos han consagrado mayores -

trabajos y a ellos están más acostumbrados."

Francis Bacon.

Q

P

Limbo donde solitario

se transforma lo vivido en polvo.

Páramo sin aire l

donde el tiempo

no respira. Í -
- _ -- - _ - ..›._._._ _ - _ - -_ - -_¡. - _ _ .- - Q. _- ..4n. 1.- __. ¿¿_.-1.-.._ï_.____í.__- 1......

Saide Sesin.

I
1 _

-1'
Í'

I

É'



----------- --- -----

Reptiles, de M. C. Escher. 
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Esta investigaci6n se desarrollo en- el departamento 

de Genética y Biología Molecular del Centro de In-

vestigaci6n y de Estudios Avanzados del IPN bajo la 

dirección del Dr. Gabriel Guarneros Peña. 
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Esta investigación se desarrollo en el departamento

de Genética y Biología Molecular del Centro de In-

' vestigaciön y de Estudios Avanzados del IPN bajo la

dirección del Dr. Gabriel Guarneros Peña.
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El profago es una entidad extraordinaria, una molé-

cula deb~ría decir, p6rque tengo que se~ molecular. 

su esencia, su mera carne; y fué que trabajando sobre 

lisogenia, me involucré con la molécula del profago. 

¿C6m6 pas6 esto? Las circunstancias están envueltas en 

las brumas de un pasado remoto. Las ideas se enterraron 

hace ya tiempo. 

••• Yo debo haber sido impresionado por el bacteriófago 

¿Confesaré que no lo fuí? Por lo menos no lo suficiente. 

Había trabajado sobre lisogenia sin una motivación ulte-

rior. Pero puesto que el profago es una molécula de ácido 

===-==ñucleico, y puesto que etaba estudiando su biología, me -

convertí poco después en un bi6logo molecular. Una posi

ci5n dudosa, aunque por 1950, los bi6logos moleculares -

fµturos no pensaban de ellos mismos el ser tales. La vir-

tud incomensurable de esta etiqueta mágica fué descubier-

ta m~s tarde. Quizá deberia añadir que soy incapaz de de-

cir cuánto me siento molecular, si es que en verdad soy -

molecular .•. 

"El Profago y Yo" 

André Lwoff. 
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El profago es una entidad extraordinaria, una molé-

cula deberïa decir, porque tengo que ser molecular.

----aâuiên-no-losas?-El-profego-esrla_base_de“ìa_iisogeniaït" *_ ' " _

su esencia, su mera carne; y fué que trabajando sobre'

lisogenia, me involucre con la molécula del profago.
_ _ x

¿Cómo pasó esto? Las circunstancias están envueltas en *

las brumas de un pasado remoto. Las ideas se enterraron \ -
hace ya tiempo. _ ¬

...YO debo haber sido impresionado por el bacteriófago

¿Confesarê que no lo fuí? Por lo menos no lo suficiente.
1 _

Había trabajado sobre lisogenia sin una motivación ulte- "

rior. Pero puesto que el profago es una molécula de acido

Iïïïïïnuclëico, y puesto que etaba estudiando su biología, me -

convertí poco después en un biólogo molecular. Una posi-

ción dudosa, aunque por 1950, los biólogos moleculares -

futuros no pensaban de ellos mismos el ser tales. La vir-

tud incomensurable de esta etiqueta mágica fué descubier-

ta más tarde. Quizá deberia añadir que soy incapaz de de-

cir cuánto me siento molecular, si es que en verdad soy -

molecular... _ I

"El Profago y Yo"

- André Lwoff.
-_ ._ _-._ ._ ...___ _ __ .___-__ . -__. 11 - - --ï-- _- -_ _
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INTRODUCCION 

Probablemente el potencial del bacteri6f ago lambda de "deci-

dir" entre un estilo de propagación lftico ó lis6genico evolucio-

ro Escherichia coli. Esta conducta oermite al fago responder a 

condiciones ambientales que le confieran una ventaja selectiva -

(Miller, 1981; Friedman y Gottesman, 1983). 

La respuesta lftica capacita al fago para repl~carse, empacar 

su DNA y producir progenie; esta ·respuesta es más productiva cuan-
' 

do el hospedero crece en abundancia de nutrientes. El modo lisÓge-

nico permite la perpetuaci6n del genoma del fago .por asociación es 

table con el cromosoma bacteriano, sobre todo en condiciones de 

crecimiento pobre (fig. A-1) (Grozicker et al, 1972; Kouri_~_s_ky ~}2 

--- - ----------- ·-··------·- -·- -- -- -·-- ----·- - ---·--- - - -------------- -
73; para una revisión ver Herskowitz y Hagen, 1980). 

En la decisión LísisiLisogenia en gran medida influye la mul-

tiplicidad de infección (mdi: número promedio de fagos que infec-· 

tan a una cAlula). A -multiplicidades bajas (0.1) el fago entra en 

el c~clo lftico; mientras que a multiplicidades altas se favorece 

el ciclo lisógenico (Kourilsky, 1973). 

Teleonomicamente, un número bajo de fagos con respecto al nú-

mero de bacterias significa un gran suplemento de hospederos p ara 

el desarrollo lítico; mientras que un número alto de fagos indica 

una inminente pérdida de nuevos hospederos oara propagarse l~tica-

mente (equilibrio en un sist~~a tipo depredador-presa). 

El genoma del fago lambda codifica para 2 proteínas represo-
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INTRDDUCCION

Probablemente el potencial del bacteriofago lambda de "deci-

dir" entre un estilo de propagación lítico 6 lisôgenico evolucio-
_ _ _-_ _ ¡ _ -- _ - ---- _ ___ _ _.--_» - .-_ - _--_ . _ _ _ _. ¬-- _ _' _ _ _- --. - ' - -_ _ -_ - _--- |._ .|__ _-1--|___. __ __

no en respuesta a las fluctuaciones de.los hábitats de su hospedg

ro Escherichia coli. Esta conducta permite al fago responder a -

condiciones ambientales que le confieran una ventaja selectiva -

(Miller, 1981; Friedman y Gottesman, 1983).

La respuesta lítica capacita al fago para replicarse, empacar

su DNA y producir progenie; esta respuesta es más productiva cuan-

do el hospedero crece en abundancia de nutrientes. El modo lisdge-

nico permite la perpetuacidn del genoma del fago por asociación es

table con el cromosoma bacteriano, sobre todo en condiciones de -

crecimiento pobre {fig. A~1) {Grosicker EE El, 1972; Kouri1skv¿_l2
- ¬¬

___í_ _ -¬. _..- _ _ i _ ._-n- _ _-_ , ....-. -__ _ -_ _ __ _. _
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73; para una revisión ver Herskowitz v Hagen, 19801. - _

En la decisión Lísis/Lisogenia en gran medida influye la mul-
r

tiplicidad de infección Imdi: número promedio de fagos que infec-'

tan a una célula). A multiplicidades bajas (0.1) el fago entra en

el ciclo litico; mientras gue a multiplicidades altas se favorece

el ciclo lisogenico [Kourilsky, l9?3}.
4.

Teleonomicamente, un número bajo de fagos con respecto al nú-

mero de bacterias significa un gran suplemento de hospederos para

el desarrollo lítico; mientras que un número alto de fagos indica

una inminente pérdida de nuevos hospederos para propagarse lítica-

mente (equilibrio en un sistema tipo depredador-presa).

El genoma del fago lambda codifica para 2 proteínas represo-
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FIG. A-1. CICLO DE VIDA DEL BACTERIOFAGO LAMBDA: En la figura se 

ilustran las respuestas de la infecci6n de la bacteria Esch~richia 

coli por el fago lambda. En la respuesta lítica el DNA del fago se 

. replica y produce progenie que se libera al medio. En la lisogenia 

se reprimen las funciones virales y el DNA del fago se asocia al -

DNA bacteriano. En esta forma se llama profago y es perpetuado en 

la bacteria por un nfunero indefinido de generaciones. Eventualmen

te, las funciones del profªgo se desreprimen, el DNA viral se libe 

ra y entra en la respuesta lítica. 
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FIG. A'-1. CICLU DE vIoA__p_E1._ ¿a¿A_g_TERIlQEAGo Lg.MBoA= En la figura se
ilustran las respuestas de la infección de la bacteria_§§cberichia

'L coli por el fago lambda. En la respuesta litica el DNA del fago se
replica y produce progenie que se libera al medio. En la lisogenia
se reprimen las funciones virales y el DNA del fago se asocia al -
DNA bacteriano. En esta forma se llama profago y es perpetuado en
la bacteria por un número indefinido de generaciones. Eventualmen-
te, las funciones del profago se desreprimen, el DNA viral se libg
ra y entra en la respuesta litica. `
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. FIG. 2. MAPA tpARCIAL DE LAMBDA. Se muestt"an las tres regiones principales!:. Recom'"". 
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binacibn, Regul~ci6n y Replicaci6n (lineas ; superio~es), tambien se dan las posicio-

nes relativas d~ los genes, as1 como los p t omotores y algunos sitios import~ptes. 
Las re~io_nes de\ i~un~dad de los fagos 434 l y 21 se muestran con las l.!ne;;!.S i.pferio-

res de ~ mapa (e ~ dibuJo no esta a escala) • I 1 
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ras que tienen funciones esenciales, pero que son antag6nicas en 

el tipo de regulación que ejercen para el desarrollo del fago. -

El producto del gene cI se requiere para la lisogenia; mientras 

que el producto del gene EE2 se necesita durante el ciclo lítico. 

incluyen a EE2 y adicionalmente enciende la transcripci6n de cI. 

' 
Para permitir el desarrollo lítico Cro realiza 2 funciones negati 

vas: Previene la transcripción que estimula CI y abate la de los 

genes tempranos (Herskowitz y Hagen, 1980). 

Ambos represores compiten para unirse a 2 regiones operado-
. ' 

ras en el genoma del fago (QL y QR). Cada una de estas regiones -

consiste de 3 sitios de uni6n para lQS represores, los cuáles ti-

enen diferentes afinidades para cada uno de los sitios. La forma 

en que se utilizan estos sitios por Cro y CI, sirve como interup-

tor entre las rutas lítica y lis6genica (fig~ A73). 

El establecimiento de la lisogenia requiere de la síntesis de 

·2 funciones del fago: El represor (CI) que inhibe la transcripci~n 

de las funciones líticas y la integrasa (Int) que cataliza la re-

combinaci6n entre el DNA viral y el DNA bacteriano. 

La proteína CII (codificada en el genoma del fago) activa 

coordinadamente la expresión de los genes del represor (~I) y de 

la integrasa (int), a partir de los promotores pE y pI respectiv~ . 
mente (figs. A-2 y A-4) (Re1cha r cff- y - Kaiser~ 1.971; -Ecnols y- Green 

1971; Katzir et al, 1976; Janes et al, 1979; Hoess et al, 1980; -

Schmeissner et al, 1980; Abrham et al, 1980). Una vez que la re--
----- ·---- --- ---- ------ -- --- -·--- --·- - -

presi6n se establece, la transcripción del gene cI se inicia en -
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ras que tienen funciones esenciales, pero que son antagónicas en

el tipo de regulación que ejercen para el desarrollo del fago. -

El producto del gene El se requiere para la lisogenia; mientras

que el producto del gene cro se necesita durante el ciclo lítico.
_* _- ï-_lI-- -_ _ 1- -_ _-¬---i-1-ïp - -1--f-1-1-¿-1 -.-- -¬-...----.--.-..±-.-_-1---.-.-1 _ _ .¬_ __-.--_ __... .¡±_±-..1_..¿_

El represor CI apaga la transcripción de los genes tempranos que

incluyen a cro y adicionalmente enciende la transcripción de gl.

Para permitir el desarrollo lítico Cro realiza 2 funciones negati

vas: Previene la transcripcion que estimula CI y abate la de los

genes tempranos (Herskowitz y Hagen, 1980).

Ambos represores compiten para unirse a 2 regiones operado-

ras en el genoma del fago (ÉL y QR). Cada una de estas regiones -

consiste de 3 sitios de unión para los represores, los cuáles ti-

enen diferentes afinidades para cada uno de los sitios. La forma

en que se utilizan estos sitios por Cro y CI, sirve como interup-
. I- 1 _ -_ -._ __.- - í 1-.--1.-¡_ _.-1.-. .-.-._-_ .-.-. _í__.._ _ -_- _ _. ___ n-1-.-gg..-._

tor entre las rutas lïtica y lisögenica (fig. A731.

El establecimiento de la lisogenia requiere de la síntesis de

2 funciones del fago: El represor (CI) que inhibe la transcripción

de las funciones líticas y la integrasa (Int) que cataliza la re-

DNA bacteriano.

el genoma del fago) activa -

combinación entre el DNA viral y el

' La proteína CII [codificada en

coordinadamente la expresion de los genes del represor (EI) y de

la integrasa (int), a partir de los promotores pE y pI respectiva

mente (figs. A-2 y A-4) (Reichàrdì`y Kaiser, 19713 Eëhöls y Green

1971; Katzir EE El, 1976; Jones_§§_al, 1979; Hoess EE Él, 1980; -

Schmeissner_§E_§l, 1980; Abrham_eE_al, 1980]. Una vez que la ré--

presión se establece, la transcripción del gene El se inicia en -
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FIG. A-3. SITIOS DE UNION DE CI Y CRO. (A) Una porci6n del genoma 

de lambda. Las· flechas indican las direcciones y los puntos de -

inicio de la transcripci6n de varios genes. oLpL y oRpR son las -

regiones operadoras-promotoras izquierda y derecha. (B) Diagrama 

expandido de la región oR. oRl, oR2 y oR3 son los sitios de unión 

(de 17 pb de largo cada un-oY de cr y--Cro-: Los sitios- de la trans

cripci6n de pR y pM, que se localizan fuera de los operadores, -

·tarnbien se indican. Las afinidades en orden decreciente para los 
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FIG. A-3. SITIOS DE UNION ur Q@ Y_§RQ. (A) Una porción del genoma

_ de lambda. Las flechas indican las direcciones y los puntos de -
inicio de la transcripción de varios genes. oLpL y oRpR son las -
regiones operadoras-promotoras izquierda y derecha. (B) Diagrama
expandido de la región oR. oR1, oR2 y oR3 son los sitios de unión
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el promotor pM, que regula positivamente el represor CI (fig. A-2 

y A-3) (Ptashne ~al, 1976). La proteína CII tambien ejerce una 

regulaci6n negativa sobre las funciones líticas (McMacken et al, 

1970; Court et al, 1975). 
-- - ---- -- ·· ----------

-------'L~a-e-statriL".idaa--c:re· Iapr6teínaCII _se controla por los pro-

duetos génicos de hflA (bacteriano) y de EIII (f~gico); La prote

ína Hfl A facilita la degradaci6n de CII; mientras que CIII pro-

tegea CII (Belfort y Wulff, 1973, 1974; Hoyt et al, 1982). La -

síntesis de CII esta bajo control positivo (a nivel _postranscip-

cional) por los productos de los -genes bact~rianos himA y himD -

(fig. A-4) (Miller, 1981; Hoyt et al, 1982). 

Así CII puede ser la funci6n -clave para la separaci6n inici-

al entre las 2 rutas de desarrollo. La actividad de CII, sólo se 

manifiesta a multiplicidades de infecci6n altas. 
- - - ··- ----- ·--- _____ _________ .., ______ - ---- -

- -==-_:__- ia-int-égrac.ión -del DNA dcl-f ag~- en ~1-cr~-~~-~-~ma :bacteriano 

esencialmente ocurre por el mecanismo propuesto por Campbell (19-

62). El DNA de A se circulariza después de la infecci6n y la re-

combinación se realiza entre sitios específicos att de los DNAs -

(PoP', en el fago y BoB', en la bacteria). La reacci6n de recombi 

naci6n. es mediada por la proteína Int (Zissler, 1967; Gingery y -

Echols; 1967; Gottesman y Yarmolinsky, 1968). _La inducci6n del -

profago resulta de la desrepresión y escisión del DNA ·viral del -

cromosoma bacteriano (fig. A-5). La reacci6n de escisión requiere 

de las proteínas Int y Xis (Gingery y Echols, 1968; Gottesman- y -

Yarrnolinsky, 1968; Kaiser y Masuda, 1970; Guarneros y Echols, 19-

70). Adicionalmente ambas reacciones rea_:uieren de los productos -

bacterianos HimA y Hip (Miller y Friedman, 1980; Miller y Nash, -
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el promotor pH, que regula positivamente el represor CI (fig. A-2

y A-3) lPtashne ÉE_§l, 1976). La proteina CII tambien ejerce una

regulación negativa sobre las funciones lïticas [McHacken ÉE_al,

1970: Court et al, 1975). ' -
_ _ _____-__ --___,-_ _; I--- -_ - _ - _ __ `

1 tg _ ,__ --- _-¡í -_-av -I¬ - - ----
__|-.- I '_'La estabi idad de la proteína CII se controla por los pro-

ductos gënicos de Hfln (bacteriano) y de_§III (fâgicoI; La prote-

Ína Hfl A facilita la degradación de CII; mientras que CIII pro-

tege a CII (Belfort y Wulff, 1973, 1974; Hoyt_Ét_ål, 1982). La -

síntesis de CII esta bajo control positivo (a nivel postranscip-

cional) por los productos de los genes bacterianos himà y himD -

(fig. A-4; millar, 1981; Høyt _E-.¿_.¿, 1982). '
Así CII puede ser la funcion clave para la separación inici-

al entre las 2 rutas de desarrollo. La actividad de CII, sólo se

manifiesta a multiplicidades de infeccion altas. __- ._-.'
__ _ _ _ , _ _ . _

_ . _.-.-. ._ -...__ -'_.-_ _ _ ___.- - _ _ -__ .-..-__-__;-. .nn-, _, .. 1.- _ .fl|_..±---¢|¬IlI---if'¬-P “-'- " “'-""""
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d ' 'ml La integraciön del DNA del fago en el cromosoma bacteriano

esencialmente ocurre por el mecanismo propuesto por Campbell (19-

62). El DNA de ì.se circulariza después de la infeccion y la re-

combinación se realiza entre sitios específicos att de los DNAs -

(PoP', en el fago y BoB', en la bacteria). La reaccion de recombi

nación es mediada por la proteina Int [Zissler, 1967; Gingery y -

Echols, 1967; Gottesman y Yarmolinsky, 1968). La inducción del -

profago resulta de la desrepresiön y escisión del DNA viral del -

cromosoma bacteriano (fig. A-5). La reaccion de escisión requiere

de las proteínas Int y Xis (Gingery y Echols, 1968; Gottesman"y -

Yarmolinsky, 1968; Kaiser y Masuda, 1970; Guarneros y Echols, 19-
_ ,.. ¬- - -

__ _ 1- _ _'_.____. ___...-
_ __ _- _.-_ - _ -

-_ _ 1.- rr- -___ -_.,,___.±_›-.-. - - -

70). Adicionalmente ambas reacciones requieren de los productos -

bacterianos HimA y Hip (Miller y Friedman, 1980; Miller y Nash, -
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1981). 

El gene int adem~s de transcribirse a partir del promotor pI, 

cuando este se activa por CII (ver más arriba) tambien se transcri 

be a partir del promotor pL, cuando este se activa por la proteína 
- - - - - --- --- - - - ----- --- - -

N (fig. A-6). Sin embargo, en contraste a los niveles altos de Int 

que se producen del transcrito de pI, se producen niveles reduci-

dos del transcrito de pL. Esta inhibición es postranscripcional y 

se efectua en cis por sib (~itio inhibidor en b) que se localiza 

distal a int (fig. A-6). A este tipo de inhibici6n .se le ha deno-

minado retroregulaci6n (Schindler y Echols ,, 1981; Guarneros et al, 

1982), _9ue adicionalmente a la región sib requiere de la RNAsaIII, 

endonucleasa de ~· coli que probablemente procesa el RNA en sib • 
. m --

Mutaciones en sib 6 en RNAsaIII son deficientes en la inhibici6n. 

El sitio ·· sib puede ser vi tal para la regulaci6n temporal _óe_ 
- -- - - · -- - -~--- ------- -- -- --- - - - - ----- · ---- --- - -- ---- ---- - - -- -- -- -- ------ ------------- - - ---- - - --- ---- --

la lisogenia ya que evita integración temprana en ausencia de re-

presión que podría ser letal para el hospedero. En el estado de -

profago sib queda separado de int (fig. A-5) por el evento de in-

tegraci6n • La inducción se realiza en condiciones Sib-, asegura.!!_ 

do ia expres i ón de Int y Xis para una escisi6n r~pida del prof ago 

(Guaineros j Galindo, 1979; Schindler y Echols, 1981; Guarneros -

et al, 1982; para una revisi6n ver Gottesman et al, 1982; Court -

et al, 1982; Echols y Guarneros, 1983). 

En el presente trabajo, se reporta el aislamiento y rnapeo 

prelirnrninar de mutantes que exhiben un fenotipo Sib- en el ensayo 
--- -- - -- - --- --- - -· -- - - -- - - -- - ----- - ---- - ---- -- -- - - - ----- - --- -

de placa roja, pero que se localizan en 6 cerca de la regi6n de -

8 

1981). _

El gene int además de transcribirse a partir del promotor pI,

cuando este se activa por CII (ver más arriba) tambien se transcri
IIIUID

be a partir del promotor pL, cuando este se activa por la proteína
- - .--_ - -_- 1;- ---¡J __.-----1;@ _-¬¡- ---._r - ¡-..-.--|..-..|.¡-_- - - _ _-_ _ __. _ _ __.. ,_ _ ¬___. _, -,_,¡,_,_

N (fig. A-6). Sin embargo, en contraste a los niveles altos de Int

que se producen del transcrito de pI, se producen niveles reduci-

dos del transcrito de pL. Esta inhibición es postranscripcional y

se efectua en cis por sib (§itio_inhibidor en_§) que se localiza

distal a int (fig. A-6). A este tipo de inhibición_se le ha deno-
1-

minado retroregulación (Schindler y Echols, 1981; Guarneros et al,

1982), que adicionalmente a la región sib requiere de la RNAsaIII,

endonucleasa de E, coli que probablemente procesa el RNAm en sib.
1

Mutaciones en sib ó en RNAsaIII son deficientes en la inhibición.

El sitio sib puede ser vital para la regulación temporal de
-íílíll--- 1- - - _ -- -_- 11-- - - _¬ . _ .. _. __ _- _- __. -¬. 1

_ Y- -- - - -- -- -I- ----- -- - -- -_- ' -I-'11-i --ï-í_1-- -¬-I-H-' - -_ -II- - - J _ -Ir ' ' 1- _. ¬- __ --- -I--_ _ -- -¬ ---- _ J-._¬...q-.-|--.-¬.-.-.-.._í...-_-- -. _..-._ . .-. -. ..-.-. . _ _-....-.-._,¬.¡,.

la lisogenia ya que evita integración temprana en ausencia de re-

presión que podría ser letal para el hospedero. En el estado de -

profago sib queda separado de int ífig. A-5] por el evento de in-

tegración . La inducción se realiza en condiciones Sib`, aseguran

do la expresión de Int y Xis para una escisión rápida del profago

(Guarneros y Galindo, 1979; Schindler y Echols, 1981; Guarneros -

EE Él, 1982; para una revisión ver Gottesman §E_§l, 1982; Court -

EE Él, 1982; Echols y Guarneros, 1983). ' I

En el presente trabajo, se reporta el aislamiento y mapeo »-

_ W__ prelimminar de mutantes gue_erhiben un fenotipo Sib en el ensayo

de placa roja, pero que se localizan en ó cerca de la región de -
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FIG. A-5. LA REACCION INTEGRACION/ESCISION. La recombinaci6n inte 

· grativa entre los sitios att de ). (PoP') y de E. coli (BoB') es -

catalizada por la proteína Int y resulta en la integración del -

DNA f~gico {profago). La recombinación escisiva entre los sitios 

h1bridos que flanquean al ?~ofago BoP' (izquierda ) y PoB' (dere

cha) es catalizada por Int y Xis y da como resultado la libera-

ci6n del DNA de >.del cromosoma. Las 2 reacciones de recombinaci 

. 6n requieren además los factores de integraci6n del hospedero -

(IHF) HimA y Hip. En el . genoma del fago, sib esta adyacente al g~ 

9 

\ 

\ 
\ 

' 
'\ 
\ 
\ 

\· 

'Í'

A-R _
_ _ _ ___ _ ¡ ¡,-_-._._.,ï-- _ _ _ ' _ .'_| '_ ___ ' mí n-iIr-I¬--I-=- - I _'-_ _

III

K

Í? n Z
*â__ II `¿§ *I R.

POP* S \._`
X \ S

*-

.

. BOB'
gal 1-1 _ biò

Int J r Intl Xìs r _
1-

_ ' L gal int xìs RA sib bio

_- BOP` Pc B` S
I--| :I H-

' Q

PP'-1-BB ...___ BP"+PB`
~ ' ÍntIXis

FIG. A-5. bg REACQLUH_IH2BGRÁCION/ESCISION. La recombinación inte
grativa entre los sitios att de .A(PoP') y de_§, coli (BoBf) es -
catalizada por la proteína Int y resulta en la integración del -
DNA fâgico íprofagol. La recombinación escisiva entre los sitios
híbridos que flanquean al profago BoP' (izquierda) y PoB' (dere-

cha) es catalizada por Int y Xis y da como resultado la libera--
ción del DNA de à.de1 cromosoma. Las 2 reacciones de recombinaci
ón requieren además los factores de integración del hospedero -
IIHF) HimA y Hip. En el.genoma del fago, sib esta adyacente al gg
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inmunidad EI· Estas mutaciones (bern-) sobrepasan la incapacidad de 

fagos cin- de no formar placas en cepas·hirnA-. Se discuten posi- -

bles causas de estos efectos (PARTE I). 

Por otro lado se presentan evidencias que sugieren que CII68 

no de pE. En algunos ensayos el efecto de cornplementaci6n es de-

pendiente de condiciones hfl-. Se discuten posibles explicaciones -- .. 

para la activaci6n diferencial, así como las posibles disparida-

des en los ensayos utilizados. Por otro lado se confirma la acti-

vidad leaky de CII68 que podría ser importapte en la complementa-

ci6n con CII41 (PARTE II). 

- ---- ----- - - - -- -- ---·-------

--- - - - ------ - - --·---·-- - - -- - - -- --------- -- ------ - --·- - ---------

10 

...... 

;··,,,, ~ . .. ~- · · r. . . 

inmunidad El. Estas mutaciones (bem ) sobrepasan la incapacidad de

fagos cin- de no formar placas en cepas-himA_. Se discuten posi- -

bles causas de estos efectos (PARTE I).

Por otro lado se presentan evidencias que sugieren que CII68
__.- -_ -_ ---- 1 -_- _ in. ¡___ _ _____ ___ _ -- -___- - - __ ._ _ . _ __ ï.__.__í_,_,. __

y CII4l pueden complementar para activar la expresión de pI, pero

no de pE. En algunos ensayos el efecto de complementación es de-

pendiente de condiciones hfl-. Se discuten posibles explicaciones

para la activación diferencial, asì como las posibles disparida-

des en los ensayos utilizados. Por otro lado se confirma la acti-

vidad leaky de CII68 que podría ser importante en la complementa-

Ciön C011 CII41 (PÃRTE II).
1'
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sib att int~xis red gam cm N nutl 

' \ \ 

FIG. A-6. REGULACION DE L.Z'\ EXPRESION DEL GENE irit. Después de la 

infecci6n; la transcripci6n (líneas onduladas) iniciada en pL -

· termina en tLl. La proteína N elimina la terminación (+) prolon

gando el transcrito hasta la región b. El sitio sib previene (-) 

la traducción del RNA de int. Posteriormente, l a proteína CII, 
m 

activa la transcripción (+) de pI. Este transcrito incluye int, 

pero no xis. sib no reduce la traducción de int del transcrito 

de pI. 
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FIG. A-6. REGULACION Qg LA EXPRESION D§L_§§§§ int. Después de la
_infección; la transcripción [líneas onduladas} iniciada en pL -
termina en EL1. La proteína N elimina la terminación (+) prolon-
gando el transcrito hasta la región b. El sitio sib previene {-)
la trfldüüüiön dEl RNAF de int. Posteriormente, la proteína CII,
activa la transcripción (†} de pl. Este transcrito incluye int,
ero no xis' sib no reduce la traducción de int del transcritcP ___-___ _ _

de pI. '
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MATERIAL Y METODOS 

Bacterias: Las cepas bacterianas y su genotipo relevante se enlistan 

en la tabla A. 

---------------------------- -------

Bacteri6faqos: Las mutaciones fágicas utilizadas en diferentes combi 

naciones se dan en la tabla B. 
\ 

\ 
\ 

\ 

Medios de cultivo y soluciones utilizadas: 

T~ (bacto triptona 10 g, NaCl 2.5 g, 2 ml de NaOH al 2%, agar 10 g, 

aforar a 1000 ml de H2o); T0 suave (idéntico a T~, excepto que se 

agreg6 6 g/lt de agar); LB (Luria: triptona 10 g, extracto de leva

dura 5 g, NaCl 10 g, NaOH al . 2% 4.8 ml, aforar a 1000 ml de H20. En 

caso de la preparaci6n de cajas se agregaron 15 g de agar); Tet-C 

---rEiiptona 10 g, NaCl 5 g, agar 11 g, esterilizar y añadir 2.5 ml de 

cloruro de 2, 3, 5 trifeniltetrazolium (TTC) al 1%, 50 ml de O-gala~ 

tosa al 20%, aforar a 1000 ml de H~O); EMBO (agar EMB 27.5 g, aforar 

a 1000 ml de H20); TB (triptona 10 g, NaCl 5 g, aforar a 1000 ml de 

HzO); ~ (TB + 0.2% maltosa); SM (NaCl 5.85 g, gelatina 0.5 g, H¡O 

480.5 ml, ajustar el pH a 7.4 con 0.2 ml de HCl lN, esterilizar y -

agregar 5 ml Tris lM pH 7.4, Mgso4 lM 2.5 ml). En todos los medios -

preparados se utiliz6 H~O destilada y la esterilizaci6n se ef ectuo ~ -

en autoclave por 20 mina 12l_C, 15 p.s.i •• 

Condiciones de plagueo: Aliquotas de una suspensi6n de fago (en SM) 

se mezclaron con 0.1 ml de un cultivo bacteriano de toda la noche -
o 

\ 

\ 
'· 

-- -ia.- -:32"} " y - se- deJó- a:dsórber"" de 10;.;.20 min a--tempe-ratura arrih1ent:e-: 7:-o;;; ·--- - ---

2. 5 ml de T0 suave fundido se añadieron y el contenido se distribuyo 

en una placa de agar (6 el medio que se indique) • ~ 

• 12 

- naciones se dan en la tabla B. “ '

Í MATERIAL Y METODOS

' : Las cepas bacterianas y su genotipo relevante se enlistanBacterias

en la tabla A. ` 'H `
H-±_ __ '.I-1 ___* ____l$__ _ -'lá-II-I l-ln__'_ |-I|__'-_--1. _ -.'- ._I|_ _ __ no ¬l__"1-I-¡I-.-1-_ 1 - _- -pu- _, | -ni--1 ¡_í--__,1¡-_.____,.___,.__.-___ ____ __

Bacteriöfagos: Las mutaciones fâgicas utilizadas en diferentes_combi

'-

1__.. _ _- _ .L

' I.

Medios de cultivo 1 soluciones ptiligadag: ï\ .

¶Q_(bacto triptona 10 g, NaCl 2.5 g, 2 ml de NaOH al 2%, agar 10 g,

aforar a 1000 ml de H¿0); ¶Q_suave (idéntico a To, excepto que se

agregó 6 g/lt de agar); E§_(Luria: triptona 10 g, extracto de leva-

dura 5 g, NaCl 10 g, Na0H al.2% 4.8 ml, aforar a 1000 ml de HQD. En

_ caso de la preparación de cajas se agregaron 15 g de agar): Tet-C
 -

ii" if" '_ 1 I I -IIÍtriptcna 10 g, NaC1 5 g, agar 11 g, esterilizar y anadir 2.5 ml de

cloruro de 2, 3, 5 trifeniltetrazolium (TTC) al 1%, 50 ml de D-galag

tosa al 20%, aforar a 1000 ml de H¿O); §flBQ_(agar EMB 27.5 g, aforar

a 1000 ml de H¿O); 2§_(triptona 10 g, NaCl 5 g, aforar a 1000 ml de

H¿0); TB-D (TB + 0.2% maltosaj; SÉ (NaC1 5.85 g, gelatina 0.5 g, HZO

480.5 ml, ajustar el pH a 7.4 con 0.2 ml de HCl lN, esterilizar y -

_ agregar 5 ml Tris 1M pH 7.4, MgSQ4 IM 2.5 ml). En todos los medios -
preparados se utilizó Hi@ destilada y la esterilización se efectuoc -

-en autoclave por 20 min a 121-C, 15 p.s.i..

Condiciones_de_plaqueo: Aliquotas de una suspensión de fago (en SM)
se mezclaron con 0.1 ml de un cultivo bacteriano de toda la noche -

O

`""Ta"3Z“T'? se dejo ädsorbëì"de 10-2ü“m1n a“tempëratura ambiënteï`2TU-"”"`”"
2.5 ml de T9 suave fundido se añadieron y el contenido se distribuye
en una placa de agar (ó el medio que se indique).

-r
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Propagaci6n de fago por infecci6n: En un matraz Erlenrneyer de 125 rol 

se colocaron 5 rnl de LB, 0.5 ~l de la bacteria adecuada (generalrnen 

te Ql) que habia sido crecida toda la noche en TB-D, 50 ul de cacl 2 
lM, y una placa lítica del fago por propagar. Se incub6 a 39º hasta -

obtener lísis (de 3 a 5 hrs., en agitaci6n); se agregó aproxirnadarnen 

---1=e--l--O--tje-t-a-s-de-e-lo-rof-ormo y se ag it~r-1:-5--mift-o-Se-eetttr i: ftig6- -p-a ra-- -- - - -

bajar los restos celulares (lOK rprn, 10 rnin). El sobrenadante se ti

·- tul6 en la bacteria adecuada (utilizando diluciones en SM 10- 6 , 10- 7 • · 

Se obtienen titules de un rango de 10 9 a 1010 fagos po~ - rnl dependien , 

do del genotipo fágico). \ 
M~todo para la construcci6n de fagos recornbinantes: Se creci6 la ce-

8 pa adecuada hasta una
8
n.o. 590nm= 1 en T~-D (~4 1 x 10 cel/rnl). En un 

tubo se colocaron ~lo ufp de cada fago progenitor en la cruza (ó la 

- -mdi deseada); se agregó 0.1 rol del cultivo bacteriano. Se adicion6 -

·Mgso 4 para dar una concentraci6n final de 10- 2 M, y se llevo a un vol 
0umen constante con TB (no mayor de 0.5 rol). Se perrniti6 la adsorci6n 

durante 20 rnin a temperatura ambiente, después de la cuál se le agr~ 
- - ·- - - · - ~ - - -
~o- -s-· m1- de TB y se incubó en agitaci6n por 90 rnin a 37ºC. Se le agr·e 

garon unas gotas de cloroformo y se agit6 por 15 rnin. Se tituló el -

lisado de la recombinación sobre la bacteria indicadora adecuada. 

Complementación por estria para lisogenia: Se prepararon suspension

es de 1 x 107 fagos/rol. Alícuotas de 20 ul de uno de los fagos se co 

rrieron a lo largo de un tapiz bacteriano en una placa de agar para 

formar una estria;. despu~s de haberse secado ligeramente la estria -

de la suspensi6n de fago, una alícuota de 10 ul del fago a cornplernen 

tar se corri6 en ángulo ~ recto a la estiía anterior. Las cajas se in

cubaron a la temperatura adecuada. 

Ensayo de placa roja: 0.1 rnl de un cultivo bacteriano crecido a 32° 

toda la noche, de las cepas de placa roja (137 6 K713, que llevan -

\ 
\ 

,-

_ i~_p~~t.9-~0 _U_!l __ P.!'º~ª99. _c;:r~p_.t:j_co en_ gal_'IJ se_ rnezc;!:~ con una 13u_SP?risi§_11 _ __ . ___ _ 

conteniendo de 100 a 1000 ufp de los fagos a examinar, se permite la - r 

adsorci6n por 15 rnin, se agrega 2.5 rnl de T0 suave y se vacia a pla-

13 
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-~ 
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1

Propagación de fago por infección: En un matraz Erlenmeyer de 125 ml
se colocaron 5 ml de LB, 0.5-ml de la bacteria adecuada (generalmep
te Q1) que habia sido crecida toda la noche en TB-D, 50 ul de CaCl2
IM, y una placa lítica del fago por propagar. Se incubó a 39° hasta -
obtener lisis (de 3 a 5 hrs., en agitación); se agregó aproximadamen

-esse,lüfgeeas-de-elofoferme~y-se-agitó-por-lã-mine-Se-eentrifugó~para~J----
bajar los restos celulares (10K rpm, 10 min). El sobrenadante se ti-

- -tuló en la bacteria adecuada (utilizando diluciones en SM 10-6, 10-?.
Se obtienen titulos de un rango de 109 a 1010 fagos por ml dependían
do del genotipo fâgico). ' __- `\

X
Método para la construcción de fagos recombinaptes¦ Se creció la ce- Ã

- pa adecuada hasta una D.0.590nm= 1 en TB-D (~4›x 108 cel/ml). En un
tubo se colocaron ~1O8 ufp de cada fago progenitor en la cruza (ó la

- mdi deseada); se agregó 0.1 ml del cultivo bacteriano. Se adicionó -
MgS04 para dar una concentración final de 10-2-M, y se llevo a un vol
umen constante con TB (no mayor de 0.5 ml). Se permitió la adsorción

- durante 20 min a temperatura ambiente, después de la cuál se le agre
_

___.--1 _--__ _. -_- _

'_Tgo“5"ml de TB y se incubó en agitación por 90 min a 37°C. Se le agre
garon unas gotas de cloroformo y se agitó por 15 min. Se tituló el -
lisado de la recombinación sobre la bacteria indicadora adecuada.

Complementación por estria nara lisogenia: Se prepararon suspension-
es de 1 x 107 fagos/ml. Alicuotas de 20 ul de uno de los fagos se cg
rrieron a lo largo de un tapiz bacteriano en una placa de agar para
formar una estria; después de haberse secado ligeramente la estria -
de la suspensión de fago, una alícuota de 10 ul del fago a complemep
tar se corrió en ángulo_recto a la estría anterior. Las cajas se in-
cubaron a la temperatura adecuada.

Ensayo de placa roja; 0.1 ml de un cultivo bacteriano crecido a 32°
toda la noche, de las cepas de placa roja (137 ó K713, que llevan -

-.__in§s1;.t_sd_0, J111t_P;9fs90__¢ríPi¢i¢@ envgfll_'I“J Se-.mezcla wn una s_usP¢nSiân__._,_-_
conteniendo de 100 a 1000 ufp de los fagos a examinar, se permite la -f
adsorción por 15 min, se agrega 2.5 ml de T@ suave y se vacia a pla-
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cas de gal-TTC (Tet-C). Después de que las placas se han secado, se 

incuban a 34°C por 18-24 hrs. Alternativamente en un tapiz bacteria

no (con las cepas mencionadas anteriormente sobre las placas de Tet

C) se estrian suspensiones de los fagos a examinar con un palillo es 

t~ril (ver Enquist y Weisberg, 1976). 
·---- - -- - -

Mutagénesis: Se utiliz6 la cepa que contiene el alelo mutador mutDS 

(Fowler et al, 1974) que promueve mutaciones por crecimiento del fa

go en esta cepa. La mutagénesis del fago HindIIIred114cI857cinlcII68 

Se realizó por una modif icaci6n del método de Enquist y ,Weisberg (19 

76). Se creció la cepa mut DS en LB toda la noche. Al dia siguiente 

se tom6 0.1 ml de este cultivo y se mezclo con·una concentraci6n de 

suspensi6n de fagos adecuada para obtener placas aisladas. La mezcla 

se plaqueo en T~ (ver condiciones de plaqueo). Aproximadamente se -

obtuvieron el 1% de placas claras. Se tomaron 100 placas turbias ai~ 

ladas y se resuspendieron en 1 ml de SM y se probaron por el método 

de selección de placa roja. Posteriormente se tomaron las placas que 

se comportaban como Sib- y se purificaron 2 veces por estria en la 
-- --- -

cépa- -~de-i:rla-ca--roj-a · con--1-os---coritrores-respectÍvos~ ;--- A-l--=finai--se-~-l-igie~ --- ~--: :.-:_-:_=. 

ron 21 candidatos de placas diferentes. La mutagénesis con mut DS 

genera transiciones, transversiones y en menor frecuencia adición de 

bases. 

Ensayo de cruzas líticas (PP' x BB'): La recombinaci6n sitio-espéci

fica se.llevo acabo por la técnica descrita por Guarneros y Echols -

(1973): La cepa indicada se creci6 (generalmente S60l~A-) a una 

o.o. 59 Qnm= 1 (4 x 10 8 cel/ml). 0.1 ml de este cultivo se infectó con 

4 x 10 de cada fago progenitor en la cruza. se -adic i onó Mg~o 4 a una 

concentración final de U.01 M en un volwnen total de 0.5. ml (se aju~ 

--- to con TB). Después de 15 min de adsorci6n a temperatura ambiente, 

las células infectadas se diluyeron 1:100 en TB-D precalentado a 37° 

C y se agitaron por 90 min a 37ºC. Se terminó la lísis por adición -

de 5 gotas de cloroformo. Los porcentajes de recombinación se estima ·- ------- - ··-- . - ·--·- · --- - -- - - - -- - --· --·~3 - - · · - _4--- -- -· -s .... .. -- - .. --.. ----· ·-
ron por plaqueo en Tet-C de diluciones 10 , 10 y 10 en las ce-

pas 198recA-~- (donde sólo crecen el progenitor PP' y el recombi-

14 
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cas de gal-TTC (Tet-C). Después de que_las placas se han secado, se
incuban a 34°C por 18-24 hrs. Alternativamente en un tapiz bacteria-
no (con las cepas mencionadas anteriormente sobre las placas de Tet-
CI se estrian suspensiones de los fagos a examinar con un palillo es
tëril (ver Enquist y Weisberg, 1976).

'I'

'I

l.

' - ------' - _ ¬-'-_- -'-- ___- '¬----2 --""¬I-- I"-r' -I-I-I-...r---I-u----Ir----1-1---1-A - - ---._ ¬-J-¬.-«_ -q__.¡.._-._.._.....-.-.-

Mutagënesis: Se utilizó la cepa que contiene el alelo mutador mutD5
(Fowler et al, 1974) que promueve mutaciones por crecimiento del fa-
go en esta cepa. La mutagënesis del fago HindIIIred114EI857cin1§II68
Se realizó por una modificación del método de Enquist y Weisberg (19
76). Se creció la cepa mu; D5 en LB toda la noche..A1 día siguiente
se tomó 0.1 ml de este cultivo y se mezclo con*una concentración de
suspensión de fagos adecuada para obtener placas aisladas. La mezcla
se plaqueo en TQ (ver condiciones de plaqueo). Aproximadamente se -
obtuvieron el 1% de placas claras. Se tomaron 100 placas turbias aiâ
ladas y se resuspendieron en 1 ml de SM y se probaron por el método
de selección de placa roja. Posteriormente se tomaron las placas que
se comportaban como Sib- y se purificaron 2 veces por estria en la

"__cepaóde-placa"rcja'con'los~contro±es-respectivos}-à1¿Íina1~se4eligie3¿--74%

l
ron 21 candidatos de placas diferentes. La mutagénesis con mut D5 -
genera transiciones, transversiones y en menor frecuencia adición de
bases.

Ensayo de cruzas líticas (BPl_x §B'l: La recombinación sitio-espéci-
fica se-llevo acabo por la técnica descrita por Guarneros y Echols -
(1973): La cepa indicada se creció (generalmente S601§ÉEA_) a una -
D.0.599nm= 1 (4 x 108 cel/ml). 0.1 ml de este cultivo se infectó con
4 x 10 de cada fago progenitor en la cruza. Se adicionó MgSO4 a una
concentracion final de U.U1 M en un volumen total de 0.5 ml (se ajuå

to con TB). Después de 15 min de adsorción a temperatura ambiente,
las células infectadas se diluyeron 1:100 en TB-D precalentado a 37°
C y se agitaron por 90 min a 37°C. Se terminó la lisis por adición -
de 5 gotas de cloroformo. Los porcentajes de recombinación se estima___n" .__.__h_U _ , _ _ _ U _¿:3_ _ -Ã __ _ -5 _____ __” _
ron por plaqueo en Tet-C de diluciones 10 , 10 y 10 en las ce-
pas 198recA-gal- (donde sólo crecen el progenitor PP' y el recombi-
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nante BP', que forma placas rojas porque es transductor de gal) y en 

la cepa S165(P2)S@.1_ (donde sólo plaquean el progenitor BB' que da -

placas rojas por~ y el recombinante BP' que da placas blancas). 

Aunque en ambas cepas se obtienen porcentajes de recombinaci6n simi-

lares (recombinaci61} __ recíprocal_ e11 __ l_as_ tabla_!? _de resul...:tados._s_6_l_Q _.se._ __ _ _ _ 

dan los porcentajes estimados en la cepa 198recA-, donde es más fá~ 

cil distinguir los recombinantes. 

.. Ensayo de Superinfecci6n: Este_ ensayo~ disefiado por Guarneros y Ga

lindo (1979) mide la actividad de la integrasa por escisi6n de un -

profago con los sitios PP' y BB'. La cepa SA731(int2redl14EI857EII41 

gal8) se creci6 en TB-D toda la noche a 32ºC. Una alícuota del culti 

vo nocturno se diluyo 1:50 en TB-D y se -creci6 a 32ºC hasta una n.o. 

8 
590nm= 1 (4xl0 cel/ml). En tubos Eppendorf (de 1.5 ml) se prepara--

1 
1 

ron las mezclas de adsorci6n 1 agregando el fago auxiliar a una mdi -

de 10 y Mgso 4 hasta una concentraci6n final de 0.01 M. Las mezclas -

ae·-a;a·sorci6n se llevaron a un volumen constante con TB. Se les adici 

onó 0.1 ml del cultivo a D.O.= 1, y se permiti6 la adsorci6n por 3 -

.mina temperatura ambiente y 17 mina OºC (hielo-agua). Las c~lulas 

infectadas se diluyeron en 1 ml de TB frío y se centrifugo por 4 min 

(el sobrenadante se puede guardar para calcular el %. de ad~orción 

titulando en una cepa Su3~-(imm434). La pastilla se resuspendi6 en 

0.5 ml de TB-D frío y se pas6 a un matraz Erlenmeyer de 125 ml conte 

niendo 4 ml de TB-D frío. El tubo se lav6 con 0.5 ml de TB y se paso 

al matraz. Se tomó una alícuota de 0.1 ml para medir centros infecti 

vos. Estos se c~lcularon restando las placas resistentes a clorofor

mo (~ libre, diluci6n 10-3
) del total de las unidades formadoras de 

' 
\ 
\ 

\ 
\ 

\. 

-" 

placas (pt, dilución 10-
4

) én la cepa Su3~-(inu~434). El matraz se " 
-- - ---- - --- - -- -- - --

incubo en agitación a 39ºC por 85 min. Se adicionaron 5 gotas de -

CHCL3 para completar la lísis celular. Se titularon de las dilucio-

-3 -- nes 10º-10 en Tet-C en la cepa Su3~ (irnmcI) donde las placas ro 

15 

nante BP', que forma placas rojas porque es transductor de gel) y en
1a çepa 5165(P2}ga1- (donde sólo plaquean el progenitor BB' que da -

placas rojas por gal y el recombinante BP' que da placas blancas).
Aunque en ambas cepas se obtienen porcentajes de recombinación simi-

U ¿stress l1:2t<?9m12eicaesÍ¬ö_I1¿tssflïprøcalc_en__las_..1:_a.b.las cdairesulrtadosnscólc ese-."___ ______
dan los porcentajes estimados en la cepa 198recA-, donde es más fá-
cil distinguir los recombinantes. -

_-I' I
'n

'H
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Ensayo de Superinfección: Este ensayo, diseñado por Guarneros y Ga- Ã
lindo (1979) mide la actividad de la integrasa por escisión de un - R
profago con los sitios PP' y BB'. La cepa SA731(int2redl14§I857§II41 1
galfi) se creció en TB-D toda la noche a 32°C. Una alícuota del culti

vo nocturno se diluye 1:50 en TB-D y se creció a 32°C hasta una D.0.

Sgonmf 1 (4xl0B celƒml). En tubos Eppendorf (de 1.5 ml) se prepara--

ron las mezclas de adsorción, agregando el fago auxiliar a una mdi -

_ de 10 y MgSO4 hasta una concentración final de 0.01 M. Las mezclas -
-ir'í-l'Iì-í='1--_ _ I 11-1' ¡-

_de adsorción se llevaron a un volumen constante con TB. Se les adici

onó 0.1 ml del cultivo a D.0.= 1, y se permitió la adsorción por 3 -

min a temperatura ambiente y 17 min a 0°C (hielo-agua). Las células

infectadas se diluyeron en 1 ml de TB frío y se centrifugo por 4 min
(el sobrenadante se puede guardar para calcular el %¿de adsorción -
titulando en una cepa Su3gal (imm434). La pastilla se resuspendió en
0.5 ml de TB-D frío y se pasó a un matraz Erlenmeyer de 125 ml conte

- niendo 4 ml de TB-D frío. El tubo se lavó con 0.5 ml de TB y se paso

al matraz. Se tomó una alícuota de 0.1 ml para medir centros infecti

_ vos. Estos se calcularon restando las placas resistentes a clorofor-

mo Id libre, dilución 10 3) del total de las unidades formadores de

placas (pt, dilución 10-4) en la cepa Su3gal-[imm434). El matraz se

incubó en agitación a 39°C por 85 min. Se adicionaron.5 gotas de -

CHCL3 Para completar la lisis celular. Se titularon de las dilucio-

nea 10°-10-3 en Tet-C en la cepa Su3gal_(immcI) donde las placas rc
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jas (fago transductor de ~) representan el fago escindido por Int 

y las placas blancas son gal-. Tambien se plaque6 la diluci6n 10-5 

en la cepa Su3(imrn434) para determinar la tasa de eclosión del fago 
+ -auxiliar (en T0). El número de fagos gal, .s@l y del auxiliar (to-

dos en 5 ml) se dividio entre el número de centros infectivos (en 5 
- - - - - - -- - ~------~_.....-- --~---- ---- --- -- ··-·-- ·· -------

ml) para obtener el número de cada tipo de fago por c~lula infecta-

da. El fago gal+ representa profagos escindidos por recombinación -

integrativa, y refleja _la actividad de la integrasa (indice de inte 

gración). Dado que los otros 2 valores permanecen constantes, en las 

tablas sólo se da el índice de integración. 

Frecuencia de Lisoqenia: Las células (normalmen,te Sl 65) se crecieron 

a o.o.
590

nm= 1 y 0.1 ml de este cultivo ·se infectó con una mdi de 10 
. -

de los fagos a examinar con una concentracibn final -ae - 0.01 M de Mg-

so 4 y todos los tubos se llevaron a un volumen constante. Se permi-

tió la adsorción ~or 30 min a temperatura ambiente y después se cen-
. -

~fiTugopor-rmTn en · ra:-mrcroruc~fa~-ppeiifforr:-m:~-ae secho·-er-sobreriaaa- -·- -·-·----

nte y la pastilla se resuspendió en 5 ml de TB-D. Se tom6 una alícuo 

ta para calcular centros infectivos (ver superinfección) en S165. Se 

incubó a 32ºC (para fagos EI857) por 90 min (incluyendo un control 

sin infectar. Se espatularon diluciones para obtener colonias bacte

rianas ~isl~das (10- 2 y 10-3 ) en cajas LB ó EMBO. Se probaron 100 

colonias por estría para inmunidad con fagos cI y imm434~I (para 

obtener el número de lisogenas y de resistentes). A las células cI

resistentes, se les resta el número de células imm434-resistentes y 

este número se divide entre los centros 1nfectivos para ·obtener la 

- -- -frecuencia de lisogenia. 

Tasa de eclosión: Se creció la bacteria adecuada en TB-D a 32°C has-

- - ___ tª- _u~a concen~i;a_ción de_ 4~l0~ ce).jml_. (D.Q.! .. S9-()nm= .lJ .. . Se adiciQnó a . 

0.1 ml del cultivo 4xlo8 fagos y Mgso 4 a una concentraci6n final dé 

0.01 M. Se permitió la adsorción por 3 min a temperatura ambiente y 

16 

jas (fago transductor de gal) representan el fago escindido por Int
r . _

y las placas blancas son gal . Tambien se plaqueó la dilución 10 5
en la cepa Su3(imm434) para determinar la tasa de eclosión del fago

-|- .-.
auxiliar (en Tdi. El número de fagos gal , gal y del auxiliar (to-
dos en 5 ml) se dividio entre el número de centros infectivos (en 5

lwlmlf para obtener el numero deâcada tipo de.tagoFpor celula infecta-*mnmmpwmfl
da. El fago gal+ representa profagos escindidos por recombinación -
integrativa, y refleja la actividad de la integrasa (indice de inte
gración). Dado que los otros 2 valores permanecen constantes, en las

_ tablas sólo se da el índice de integración. . -

4

Frecuencia de Lisogenia: Las células (normalmente S165) se crecieron
a D.0.59onm= 1 y 0.1 ml de este cultivo se infectó con una mdi de 10

; de los fagos a examinar con una concentración final de 0.01 M de Mg-

| S04 y todos los tubos se llevaron a un volumen constante. Se permi-

_ tió la adsorción por 30 min a temperatura ambiente y después se cen-

"¬;s1-¬fu'gu*pa'f'11-mi-ra" en Ia* aïaìsrfigïsppenaafiI "š(a¬*à"ešeaÉ§*a'*' ei "'*šå¬5i*ê'fiaag-'T H' * I' 'Li
nte y la pastilla se resuspendió en 5 ml de TB-D. Se tomó una alïcug

ta para calcular centros infectivos [ver superinfecciónl en S165. Se
incubó a 32°C [para fagos E1857) por 90 min (incluyendo un control
sin infectar. Se espatularon diluciones para obtener colonias bacte-
rianas aisladas (10_2 y 10-3) en cajas LB ó EMBO. Se probaron 100 -
colonias por estria para inmunidad con fagos gl" y_imm434El_ (para
obtener el número de lisogenas y de resistentes). A las células cI-

1 resistentes, se les resta el número de células imm434-resistentes y
este número se divide entre los centros infectivos para obtener la
frecuencia de lisogenia. - " J

' Se creció la bacteria adecuada en TB-D a 32°C has-Tasa de eclosión:
_U_t§_una concentración de 4xl0§ Cel]ml_{D.Q,59Únm= ll. Se adicionó a _ _

0.1 ml del cultivo 4x1O8 fagos y MgS04 a una concentración final de
0.01 M. Se permitió la adsorción por 3 min a temperatura ambiente y

' 16

-'



por 17 rnin en fr1o (hielo-agua) , se llevo a un volumen de 1 rnl y S (~ 

centrifugó por 4 rnin en la rnicrofuga Eppendorf. La pastilla fu~ re

suspendida en 1 rnl de TB-D y se diluy6 en 5 rnl de TB-D. Se tom6 una 

alicuota para calcular centros infectivos (ver supeiinfecci6n) en -

5165. El resto del cultivo se incub6 en agitaci6n a 39°C durante el 

tiempo 1ndicadoen- caaa-e-xpe-fliñenEo;- ar-TinaTSe-agreg6 ClóroTo-rmo --- - - -.· 

para completar la lísis celular y se titul6 en Sl65 6 Ql. Los valo-

res se dan como tasa de eclosi6n por centro infectivo. 

-
- ·----- .. ---- --· ----------- ---------·-- .---- - - -

17 

por 17 min en frio (hielo-agua), se llevo a un volumen de 1 ml y se
centrifugó por 4 min en la microfuga Eppendorf. La pastilla fué re-
suspendida en l ml de TB-D y se diluyó en 5 ml de TB-D. Se tomó una
alícuota para calcular centros infectivos (ver superinfección) en -
S165. El resto del cultivo se incubó en agitación a 39°C durante el

1-1-I

G

_ 1.- _ -.---u- --II-1-...__ -._tiempo indicado en cadã`esperimento,` " L”"*"""aI“finalisedagregóiëloroformo'
tituló en S165 ó Q1. Los valo-para completar la lisis celular y se
centro infectivo.res se dan como tasa de eclosión por

I

. _._í. ¿_ _. _ _í _ _i

-. _--í -ví _

-ïí- -- 1 1-1 4.. 11.- 1--. ..._ --_.- ..¡-_.___. _" 1 __ , _ _- ..,_,.,_,. ..._ .-__,... 1.,

_ ---- -- _ - -1-_ - _ --. ._-_ __¬ __ .--_ _| -__*--_.---_-_ -_- -----_. _---1. _ qq.-.gp-Q--_-| --__-|-|- --1-..__,_ ___ _.,._....__

P

T

_:-r

1.4-._ __...-_.ï_.__.._ _ ..._ ¿_ _ _.-__ _ _ , _ __ __ _-_-_ _-_±. 4.-. -_ _ _ -.-.
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1-' (imm434 ~ CX> . M72 

M72 
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LE 30 1 
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GG198 1 
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TABLA A 

Cepas Bacterianas 

Caracteristicas 

SupE, supresor de mutaciones ambar. 

E.!!:.Si..A-, gal-; deficiente en recombinaci6n -
generalizada. 

SupF, s upresor de mutaciones ambar, lis6gena 
para el fago crfptico (A[int-F] [~]) en ~T. 
Par~ e l ensayo de placa roja. 

1 

supf, supresor de mutaciones ambar, gal- y -
lis~gena para un profago con inmunidad 434. 

~F, supresor de mutaciones ambar, ga] - y 
lis6gena para un prof ago con inmunidad 

supF, supresor de mutaciones ambar, gal- y -
lis6ge na para un profago con inmunidad 21. 

Lis6gena para el profago 
41.s@l.8, recA-. 

int2redll4cI857cII -- :---- - -

Cepf con el gene mutador mut-D ~ . 

supf L supresor de mutaciones ~bar, gal
recf\ , lac l'l. 

i· 

1 

1: 
1 i 

Referencia 1 :uente 

. '1 1 1 Signer y Wei ~ 9~8. 

1 
1 

Este laboratotio. 

1 1 

Enquist y Wei~berg, 1976. 
1 

Guarneros y G~lindo, 1979. 

1 

Guarneros y G4lindo, 1979. 

1 
1 

GuaM'leros y Gilindo, 

G1lindo, Guarneros y 
1 

Fowler ~ al, 11984. 

Este laboratorio. 

1979. 

1979. 
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N"ombre 6 

·• N2668 

GG414 

5165 

-Sl65hfl 

K5185 
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K936 

Kl73 

K95 
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el/ave Caracteristicas Referencia 16 fuente 
1 - --~- ------ ---~-____________ ___.. 

--- ------ ------~- --- 1 

\ ligts, impide'el crecimiento de fagos red-. Colecci6n NIHr 
1 

1 

1 
! 

1 

1 

1 

1 

! 

1 

1 

1 

Derivada hfl-1 de SA731(imm434). Ver GG235. 

Su • 

Der,Lvada hfl- .1 de Sl65 
i 

N99h¡imA~82:Tn 10. DeleciOn en el gene himA 
que ¡inhibe la recombinaci6n integrativa.-

hi~42, inhibe la recombinaci6n integrativa. 
-- : 

1 

Deri'vada himA42, de LE289 (de placa rojA). 
,_ 

nusAi , inhibe la expresión de la funci6n N 
de 1. 

1 

i 
inhibe la recombinación fntegra~iva y al igual 
que 

1
todas las c~pas himA , impide el crecimien 

to .de fagos cin • 

1 1 l 
1 _ j J L _ ¡-----.--

' 
1 
' 

! 1 
1 

1 

1 ¡: 
i 
1 . 

Este laboratotio. 

Colecci6n NIH~ 
1 i 

Este laborato1io. 
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Miller, 1981.l 

Miller y Frie man¡ 1980. 

1 

Miller, !:..:!: al~ 1980. 

Este laboratotio. 
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Mutaci6n 

cI857 

cII68 

cII41 

bioll 

. biolO 

redB114 

i 
1 

sibl,2,3 j 

bem (1-21)1 

1 

1 
nutL44 1 

1 

1 

cinl 
1 ,_. 

.~ \'_ ;: · 

'" .::' ,,. ~,. i · ~ ~ ....... 

1 

TABLA B . 

Mutaciones del fago A usadas 

Caracteristicas 

Represor terrnosensible de 4 • 

' 
Mutaci6n de sentido equivocado de cII. 

Mutación ambar de cII y que es suprimible 
por ~F. -

SuSti t uci6n del oper6n bio, que elimina los 
genes i nt, xis' red y gam de i\.. 

1 ---

Sustituci6n del operón bio, que elimina los 
ge~es comprendidos entre PP' y cIII. 

Mutación en redB que altera la funci6n /de 
recombinación gen~ralizada del fago. 

Mutaciones en sib que eliminan, la retroinhi 
bici6n de int.--

- 1 

Mutación que en conjunto con.c1n-, hace a -
lo~ fagos Sib- en_"placa roja~ pueden ere 
ce~ en cepas himA • ' 

1 1 

MuJ aci6n puntual que no permit~ la prolonga. ' ·· ! 1 -

ci~n del mensaje de pL. 

.MuJ ación en la región 'y' que ~ncrementa li 
1 - 1 

sog eni zaci6n de mutantes cY , CII y cIII • 
No !cre ce en himA- - - -

i ' . 
/ · 

Referencia 61 fuente 

Sussman y Jacop, 1962. 

Kaiser, 1957. 
1 
i 
1 
1 

Belfort, 1975. 

Manly, et al, 

Signer et al, 

~969. 

~969. 
Shulman, et al !, 1970. 

Montañez, 1982 ~ 
torio. . 1 

Estrada B.7 es~e 
1 

este labora 

trabajo. 

Salstrom y Szybalski, 1978. 

McDermit, et t 1976. 
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M·utaci6n 

cncl 

ind203 

inth3 

~8 

Oarn29 

).imm434 

Aimm21 
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1 

Hind!II(E,Fj) 
! 

b2 

"'.:°1 ; 4 ' ¡ 
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·$' 1·•·· 

Características 

Revierte el efecto de la mutaci6n cin-1. 

Mutaci6n que hace al represor CI no inducible. 

Mutación que incrementa la actividad de Int, 
aún en himA-

, - -
¡ 

Sus ti tuc i6n de la regi6n b2 de ). por el ope
r6n f ªl de E. coli. 

Mut~ci6n arnbar en el gene de replicaci6n o. 

Híb~ido que contiene la regi6n de inmunldad 
del fago lambdoide 434 (oL hasta ero) y el 
restlo d e A. - --

1 

Híbr1ido que contiene la región de inmunidad 
del fago larnbdoide 21 (N hasta cII) y el resto 
de . X,. - . -

• 1 

1 

Del71ci6n de 
duci:dos por 

1 

De1Jci6n del 
Eli,ina sib. 

1 

.... j 
1 

los fragmentos de D~A, E y F pro
la enzima de restricci6n HindIII. 

' 1 

12% de DNA en la r~gi6n b de A. 

. . ~' 
;,.7)"" ": :·~ -.t._,.,.., -...... !1.J\*,¡~ 

i 
1 

1 
1: 
l . 
i ' ! 

. ~ F ~ 

Referencia 

Wulff, 1976. I 
1 

fuente 

Jacob y Carnpbe t l, 1959. 

Miller, et al, 11980. 

Feiss, et al, r72· 
Campbell, 1961 ~ 

• 1 
Kaiser y Jacob~ 1957~ 

Liedke-Kulke y ! Kaiser~ 
1967. 

Colecci6n NIH. ; 

Kelleriberger ~ al, 1961. 

1 

.. * ;____

*M___*

*
*

_
?

_A9_%¿_
___

_ú______

___
__

† _
_

ÍÍ w_
_

¡I_}W_QHmMflflgfifimú
I _HwmH_Hm

¿MH$mH®QcQHH0M_¿
0@QCÚHUQH
GHsm

«ZnUU*NHHU@CÚHOUHUQ
1%NQ____

____

_G__

___

%___W

___

__HHH_UG___Hm
CÚHOUHHQWQHQ@MEHNG@
ñ_ñHO@wOU¬“_05U

__mHz
GÚHUOQHOUV¡OHQ
MãH_¢zQ
QuWOQCGEWÑHMMOHUv
CÚHO¶H®Q

_H_mvHHH©GHm

C _

_L__I%_¿_®U
AÂ

Â_ñwmH_OQWQH
H@ãAHHUfipmflflZVHNUUHOUQEMHOmflm
HQ@%

Ähwmfiflxäwxfifimlwxwüflq
UflufiflflãflfiGUGÚMUGH
MHQQQHQCOU$5@OUHQQHE

Hmaãfid

___
*
Í___-

_
__

_¡__¿GUODWQH
*

_FHQxAOHOflgwflg
QOVwm@QUHOUQEGHOmflm
HQ@#

Jhmmñ
JfloüflñãHQWHMM
UflU%GsEcfl
wmGÚHm@HMHGQGHUGOOGDF
OUHHQHm

1qmqaãflfi

4JÂ_

`
_I_l_II_

JHWQHHHQQQEGU_OGDHUflUHHm$H
ügQflwm

HUGQHGQEG
G@HU¶p52

_mmãflo

V
_

Í

_
¡II',M_HHOU_m

GUHM@CQH
_Nhm_Hfl

Q@_mMH$m
_10m0
HUHOQJÑQU
NQCoflmüh
MHUU
Cwflufiuflumflm

Úwflfim

¿
_

Iii__

¡¡¦¡¡_IäafigGQGUM_
¡¡¡ _ommH__Hfi

#@__H0HHH2_pGH
wwUfiUH>HpUflMHMUGUEQHUGH
QflwCwfiOflp52

MSPGH

_mmmH%_H$0nmEflU
MQOUMÚ_®HQH05UGH
OGHUHOWQHQGH

HMüüflg$5@
C©HUfl#5z

MONUGH

__

Í¡Í

_._.

 _wbmflHMHDZHlflflüGOHUMPDEGH0@
OuO0M$

H@®pH0H>0m
_HUGO

_
_
.

_
*
_

 

Ñ
_

_
7

Í'

QQGQBH
GMHUG®HUu@mWMUHQWHHQQUMHMU

ÂGoH0Mpjï

___
ï _

P
_

_Í

__

gI†
ÍA

_"
Í

Á
7

_-hr
W



-------- - - · - ---- - ---·---·----- - -

Mosaico II, de M. c. Escher. 
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"AISLAMIENTO DE MUTANTES CON FENOTIPO Sib-" 

, . 

sentidos y nuestro espíritu; de suerte que todas -

nuestras bellas meditaciones y especulaciones, to-

das las teorias por el hombre imaginadas, son cosas 

peligrosas, a menos, sin embargo, que estemos sobre 

aviso". 

Francis Bacon. 
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sentidos y nuestro espíritu; de suerte que todas -

nuestras bellas meditaciones y especulaciones, to-

das las teorias por el hombre imaginadas, son cosas

peligrosas, a menos, sin embargo, que estemos sobre

aviso".› _
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RESULTADOS 

SELECCION DE MUTANTES CON FENOTIPO Sib-: 

El objetivo de esta parte fué el aislamiento y caracteriza-

ción de mutantes con fenotipo Sib distintas a las aisladas pre

viamente-iMontañez, 1982) --que-· ayudaran-a- entender--ta- regu1-a--ci6n·--- - ---

de la integración en el bacteriófago lambda. 

Para el aislamiento de las mutantes se utilizó el m~todo de 

selecci6n denominado ensayo de placa roja desarrollado por Enqui - , 
st y Weisberg (1976) el cu~r- se- basa en la escisi6n dependiente \ 

de Int y Xis de un profago crfptico (ver fig. I-1). Dado que la 

reaccí6n de escisión es dependiente de los niveles de Int y Xis 

del fago infectante es factible el poder o~tener diferencias en

tre fagos sib+ y sib-. Asf las placas formadas por los fagos sib

serian rojas en un tiempo de incubaci6n menor que las de los fa

gos sib+, debido a los niveles mayores de Int, como consecuencia 

de la alteración del ret~oinhibidor. 

Existen evidencias que sugieren que que sib no tiene efecto 

(6 este es muy discreto) sobre la epresión de xis, el gene adya-

scente a int (fig. A-2) y cuyo producto tambien se requiere para 

l~ reacci6n de escisión (~hindler y Echols, 1981: Ortega, 1983). 

Ast las diferencias sólo dependerían de los niveles de integrasa. 

Para el ensayo de placa roja se usaron fagos con los marcado 

res genéticos HindIIIred114EI857cinlcII68 (sib+ 6 sib-). 

La mutaci6n ~II68 (~II defectiva) se utiliza para evitar la 

expresión de int a partir de pI, para que la expresión de int só 

lo este dada a partir de pL, que es la condici6n para el estudio 

de sib (Guarneros y Galindo, 1979). Pero debido a que CII tambien 

regula positivamente la expresi6n de EI (gene del represor) es 

necesario utilizar la mµtación cinl que crea un promotor para cI 

\ 
'· 

-----independiente -de -la- regulación ·a-e-crr- -(Wulff, 1976); a-e- esta-ror - --- -

mase obtiene represión en condiciones EII-. La mutaci6n redl14 

• 
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RESULTADOS

§ELECCION DE MUTANTES CON FENOTIPO Sib :

El objetivo de esta parte fué el aislamiento y caracteriza-
ción de mutantes con fenotipo Sib diãtlntaå a las aisladas pre-

-~*-v±ementeh†Montañez7"i98%†“querayudaran-H*entender"ìa"regu1ación"'*`““““““
de la integración en el bacteriófago lambda.

Para el aislamiento de las mutantes se utilizó el método de
selección denominado ensayo de placa roja desarrollado por Enqui
st y Weisberg (1976) el cuál se_basa en la escisión dependiente `
de Int y Xis de un profago críptico [ver fig. I-1). Dado gue la 1' _
reacción de escisión es dependiente de los niveles de Int y Xis Í
del fago infectante es factible el poder obtener diferencias en-
tre fagos §¿Q+ y ãip-. Así las placas formadas por los fagos sib-
serian rojas en un tiempo de incubación menor que las de los fa-
gos §¿Q+, debido a los niveles mayores de Int, como consecuencia
de la alteración del retroinhibidor.

Existen evidencias que sugieren que que sib no tiene efecto
É* 1 1

1-_--É ¿.---- -_ í

(ó este es muy discreto) sobre la epresión de sis, el gene adya-

scente a int (fig. A¬2) y cuyo producto tambien se requiere para

' la reacción de escisión ($hindler y Echols, 1981: Ortega, 1983).

Asi las diferencias sólo dependerian de los niveles de integrasa.

Para el ensayo de placa roja se usaron fagos con los marcadg
res enéticos HindIIIred1l4cI857cin1cII68 (sib+ ó sib_).9 ___ _ ___... ___. ___

La mutación gII68 (EII defectival se utiliza para evitar la
expresión de ip; a partir de pI, para que la expresión de ¿EE sé
lo este dada a partir de pL, que es la condición para el estudio
de åiš (Guarneros y Galindo, 1979}. Pero debido a que CII tambien
regula positivamente la expresión de El (gene del represor) es -
necesario utilizar la mutación Einl que crea un promotor para EI

H-~~"independiente"de-la-regulación'de-CII“1Wulff, 1976); de'esta_for-"*“"'““"

ma se obtiene represión en condiciones_gII . La mutación §§dll4
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FIG. I-1. EL ENSAYO DE PLACA ROJA. Una cepa de E. coli (de "placa 

roja") con un profago críptico {segmento corto del DNA del fago) 

en el gene T del oper6n ·2!. le confiere un fenotipo Gal- (muta

ci6n por inserci6n). Sí a esta bacteria se le infecta con fagos 

que puedan proporcionar las funciones Int y Xis (proteínas indi~ 

pensables para la esc'"isi6n sitio-específica del fago) el profago 

críptico se escinde del genoma bacteriano, dejando un oper6n Gal+ 

funcional. Sí además el faqo infectante reprime sus funciones lí

ticas para la obtenci6n de lis6qenas, la reversi6n de ~T puede 

ser detectada por formaci9n de placas rojas (en un medio indica-

\ 

\ 
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. _ _ _dor.__que __::r;:eacGi-ona- -al ·cambio de pH ,--por utilizaci6n- de gafactos-a.- ------- -

Ver texto para m~s detalle). 
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. FIG. I-1. EL_§NSAYQ DE RLAQ¿_RQQA. Una cepa de §._coli (de "placa
roja") con un profago críptico (segmento corto del DNA del fago)

- en el gene T del operón gal le confiere un fenotipo Gal- (muta-
ción por inserción). Sí a esta bacteria se le infecta con fagos
que puedan proporcionar las funciones Int y Xis (proteínas indiå ¿
pensables para la escisión sitio-específica del fago) el profago ¿
crïptico se escinde del genoma bacteriano, dejando un operón Gal+
funcional. Si además el fago infectante reprime sus funciones li-

1 n
n

ticas para la obtención de lisógenas, la reversión de galT puede
ser detectada por formación de placas rojas (en un medio indica-

___idormque-reaociona al cambio de pH, por utilización de galactosa.
Ver texto para mas detalle).
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reduce la posibilidad de que la escisi6n del profago en el ensayo 

se de por un mecanismo dis-tinto al sitio-específico. La deleci6n 

HindIII, que elimina el 8% del DNA del fago (esta regi6n, deja un 

espacio de 250 pb entre esta y el sitio de inserciOn att, donde 

se localiza _sib) _ _ se utiliz6 con_ el_ fin~~ _ que el mapec: genét-:!:_~--=-----

de posibles mutantes en esa regi6n fuera rn~s f~cil. 

Corno se predijo inicialmente, al efectuar el ensayo de placa 

- roja con fagos sib + y sib- - se observaron diferencias apreciables \ 
-, 

entre ellos (tabla I-1, líneas 1 a 4). A las 20 hrs de incubaci6n
1 

se obtiene una diferencia marcada en el color de las placas; para \ 

los casos sib se observan rojas, mientras que para el caso sib+ 
' --

se observan blancas y turbias (un fenotipo similar a los casos -

sib se encontr6 para el fago b2 D. ; datos no mostrados). 

Es interesante remarcar que entre los fagos sib-, el caso -

sib3 se destacó por dar placas rojas con una intensidad de color 

---rnaycr -(son las primeras en que se visualiza un matiz rojo). La -

interpretación de este hecho no es clara, ya que en otros ensayos 

más sensibles que miden la actividad de Int no eiisten diferenci 

as entre las mutaciones sib- (Montañez, 1982: Guarneros et al, -

1982; Galindo, corn. per.; Estrada, B.). 

Con el ensayo de placa roja corno método de selecci6n se ais 

laron 21 mutantes derivados de la rnutagénesis por plaqueo en la -

cepa MutD del fago HindIIIredll4EI857cÍnlEII68 (para más detalle 

ver Material y Métodos). Todas las mutantes (llamadas "bern" por -

-
"b effect !!!ask") se comportan corno el fago sib3 (tabla I-1, línea 

5) • 

Tanto en los casos sib- como en bem- se observa un rango del 

__ ___ ?___O-~_Q_% _ _?~ pla_ca:3 __ r:oj~~ -- á las _ 2 _4_ ~s; ~_ti~pos más pr?l?z:~~dos _ _ ~-~- -- --

incubaci6n el porcentaje se incrementa, pero las diferencias en

tre sib+ y sib- 6 bem- desaparecen. 
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reduce la posibilidad de que la escisión del profago en el ensayo
se de por un mecanismo distinto al sitio-específico. La deleción
HindIII, que elimina el 8% del DNA del fago (esta región, deja un
espacio de 250 pb entre esta y el sitio de inserción att, donde

se localiza sib) se utilizó con el fin de que el mapeo genético -
-_-ID¡_ _ - -_ __ - - --_ ¬ ___ 1- _ - -1-_. __ '. _ - _'____ _ _ _. _ _ 1--.-__I--- 1.' _ ---- -.__ -.¬-_ __.- _ _;-H

de posibles mutantes en esa región fuera más fácil.

Como se predijo inicialmente, al efectuar el ensayo de placa
I t + I 1 I- 1 5'roja con fagos sib y sib se observaron diferencias apreciables ~

entre ellos (tabla I-1, líneas 1 a 4). A las 20 hrs de incubación 1
se obtiene una diferencia marcada en el color de las placas; para E
los casos sib- se observan rojas, mientras que para el caso sib+
se observan blancas y turbias (un fenotipo similar a los casos -

sib_ se encontró para el fago b2â›; datos no mostrados).

Es interesante remarcar que entre los fagos sib-, el caso -

sib3 se destacó por dar placas rojas con una intensidad de color

tv-""mayor (son las primeras en que se visualiza un matiz rojo). La -

interpretación de este hecho no es clara, ya que en otros ensayos

más sensibles que miden la actividad de Int no existen diferenci
as entre las mutaciones sib* (M0Htäñ€2f 1932= Guarnerüä 2§_§lf '
1982; Galindo, com. per.; Estrada , B.). _

Con el ensayo de placa roja como método de selección se ais

laron 21 mutantes derivados de la mutagënesis por plaqueo en la -

cepa MutD del fago HindIIIred114§I857cin1gII68 (para más detalle
ver Material y Métodos). Todas las mutantes (llamadas "bem" por -

tb Effect mask") se comportan como el fago sib3 (tabla I-1, línea
5).

Tanto en los casos sib como en bem se observa un rango del

_ _ 7°”9Q3 §É_BiÉÉ§?“F°j¢§ à 1aS_2i"ÉÉSF É_tie¶P°5 más Pr9}°P9ëdÉÉlÉÉ___m____
incubación el porcentaje se incrementa, pero las diferencias en- H
tre sib+ y sib- ó bem- desaparecen.
___
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TABLA I-1 

SELECCION DE MUTANTES bem- POR EL ENSAYO 

DE PLACA ROJA 

- --- ------ - - -- ------ ----------- - - - -

FAGO 

'b+ S1 

sibl 

sib2 

sib3 
----~ -· ··- - -

FENOTIPO 

blanco 

ROJO+ 

ROJO + 

ROJO ++ 

ROJO ++ 

Se infect6 la cepa del ensayo de placa LE289 con los fagos 

indicados (todos los fagos llevan los marcadores HindIIIred114-

EI857cinlE_II68). La incubaci6n se ·realizó por 20 hrs a 34°C. Se 

probaron 21 candid~tos bern- aislados independientemente. Las -

cruces denotan la intensidad de color de las placas rojas • 

... 
• 
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TABLA I-1

i sELEccIon DE MUTANTES bem Pon EL Ensayo
_ DE PLACA RQJA '

_ _ _-_._ _- _ __ ___1_ __-§@.¿í ¡_ -.- _ __ ¿_ --_..-___ - -___ _ _¡__ ___.- _ ¡ _- ¡ __¡-@-¡--- -_ - .--- __ _\-Pr 1-.- -I _

.

FAGO FENOTIPO

I.
1

E-- -- R. + 1sib blanco R

_ \
Bibl I ROJO + =

sib2 ROJO +

sib3 ROJO ++
_.---1 -iii .gr -_- _

..-_ ___ __ _

bem_ ROJO ++

1

1
. _ . _ 4. ., - . 1 . ¡

Se infectó la cepa del ensayo de placa LE289 con los fagos
indicados (todos los fagos llevan los marcadores HindIIIred114-
§l857§i51gII68). La incubación se realizó por 20 hrs a 34°C. Se
probaron 21 candidatos bem- aislados independientemente. Las -
cruces denotan la intensidad de color de las placas rojas.

-|-

-_- _ _ _ _-_.-_ _-“_ _-_..___ ___ __._ _ __ _ _ _ .___ _- _ - _ _ . ___ ig

-'U
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CARACTERIZACION DE MUTANTES bem-. 

. 
a) PRUEBA DE MARCADORES DE LAS MUTANTES bem : 

Para determinar sí las mutantes bem- sufrieron algún cambio 

en los marcadores genéticos del bacteri6fago original, se examina 

ron por ·p±aqueo -en- -dHerentes--eepas· -i-ndieade-r-a-s.--Los- resuleacl:os -- -----

más relevantes se muestran en la tabla I-2. Se observ6 que las -

mutantes bem a diferencia del progenitor bem+ (HindIIIredll4cI-

857cinl~II68) plaqueó en cepas himA- (6 hip ); algo similar se -

observ6 en cepas nusA-. Dado que una característica de fagos que 

portan la mutación cinl es no formar placas en una cepa himA- (ó 

hip-) los resultados de la tabla sugieren pérdida de esta mutaci 

6n (reversi6n) ó adquisici6n de otra mutación que sobrepase el -

efecto de cin- (pseudoreversión). Las mutantes bem- exhibieron -

un fenotipo turbio en las cepas Ql y_aún en la cepa bimA- (hip-) 

resultado que indicaría síntesis de represor. Esta observación -

podría apoyar una pseudoreversión más que una reversi6n. Otra p~ 

sibilidad que parece menos probable es una doble reversión: cin-
. + - + + ··- ·- ·-- ---- - - ---·-- --- ---·· -· · -ª cin y de cII a cII • Un fago ~II daría un ~enotipo similar 

a sib- en el ensayo de placa roja y crecería en una cena himA

(aunque formaría placas claras). 

Con el fin de examinar la posibilidad de que las mutantes - ·· 

fueran ~II+ se realizaron pruebas de complementaci6n corno las -

descritas en la tabla I-3. Los resultados indican que las mutan

tes son cII (línea 5) al igual que el progenitor bem+ (línea 4). 

COMPLEMENTACION EN HimA- DE FAGOS cin-

Para tratar de aclarar acerca de los efect os de la mutación 

cinl en himA - y de _ su rela~-~6~ ::on b~- ~~ _re_:ali~a~o11 ]_~~_J>rue~as 

de complementación presentadas en la columna de la derecha de la 

tabla I-3. Se puede observar que el fago cinlcII68 no inhibe el -

crecimiento del fago ~I857E_II68 (a 32° y 42ºC) indicando que el -

--- - -e-recto-·dé·- cinl es-t:!rr- ci-s-;- - por-otra-parte·-es· ±n:capaz-de -suplir -en-------

trans la función O para el plaqueo del fago imm21029 que carece -

27 
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CARACTERIZACION DE MUTANTES bem .

a) PRUEBA DE MARcAnoRs§_ns_Lgs MUTANTES bem =
Para determinar si las mutantes bem sufrieron algún cambio

en los marcadores genéticos del bacteriófago original, se examinä
'-"-“ron-por~piaqueo~en-diferentesecepas-indicadoras†~Los resultados -~---

más relevantes se muestran en la tabla I-2. Se observó que las -

mutantes bem- a diferencia del progenitor bem+ {HindIIIred114§I-
h857cinl§II68) plaqueó en cepas himA_ (ó hipfil; algo similar se -

observó en cepas nusA . Dado que una caracteristica de fagos que
portan la mutación cinl es no formar placas en una cepa himA- (ó
hiE ) los resultados de la tabla sugieren pérdida de esta mutaci
ón (reversión) ó adquisición de otra mutación que sobrepase el -
efecto de gig (pseudoreversión). Las mutantes_§É§ exhibieron -
un fenotipo turbio en las cepas Q1 y_aün en la cepa Q;mA_ (hip_)
resultado que indicaría síntesis de represor. Esta observación -
podría_apoyar una pseudoreversión más que una reversión. Otra pg

_ sibilidad que parece menos probable es una doble reversión: gigf
a cin+ y de cII_ a cII+. Un fago cII+ daría un fenotipovsimilarn
a sib en el ensayo de placa roja y crecería en una cepa himA
(aunque formaría placas claras).

Con el fin de examinar la posibilidad de que las mutantes -'
fueran_§II+ se realizaron pruebas de complementación como las -
descritas en la tabla I-3. Los resultados indican que las mutanf
tas San 511- (linea 51 al igual que el progenitor hem+ (línea 4).

coMPLEMENmgcrQN nN_H;mA' nr_s§sos cin`=
Para tratar de aclarar acerca de los efectos de la mutación

cinl en himA y de su relación con bem se realizaron las pruebas
de complementación presentadas en la columna de la derecha de la
tabla I-3. Se puede observar que el fago cinl§lI68 no inhibe el -
crecimiento del fago EI857SII68 (a 32° y 42°C) indicando que el -

““"“""efecto"de'cÍnI*es“en'cisï"por“otra*parte"es'incapazrde-suplir-en--~~-~~
trans la función 0 para el plaqueo del fago imm21_Q29 que carece -

_. _ ±__¡.--1.
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-------- - - - - - - - - ----------- -- ---
TABLA I-2. Fenotipo de mutantes bem- Las mutantes bem- junto 

con los fagos enlistados en la tabla se plaquearon en dif eren-

tes cepas bacterianas indicadoras para probar su genotipo. Se 

probaron en la cepa N2668 (en donde un fago red- no forma pla

cas), en la cepa M72 (A) donde n_o forman placa_s fag·os con la iE_ 

munidad del profago, en la cepa M72(irnrn434); en la cepa Ql don 

de los- fagos son turbios a 32 ºC sí -~º~ capaces _ ~e_ establecer. -

represión y a 42°C donde los fagos cits (857) son claros. En -

las cepas mencionadas anteriormente se o-b t -uvieron - los resulta-

-~-~os ~-ª~~dos. Tª111.Pien~e -p_:roJ:~arQn~..n__l_a:s __ -::cepas_-:.JllmA-:-___ (KSiB5-- ~y_-_:::_-_ -_=-::. :-~ _-:._-_-__-:__--::_ 

K936) y hip- donde los fagos cin- no forman placas. La letra -

(t) significa forrnaci6n de placas turbias; la letra (c) signi-

fica formación de placas claras; la letra (lt) ligeramente tuE 

bias y el signo (-) · implica que este fago no forma placas (aún 

a concentraciones de 10
7
). En la tabla s6lo se muestran aque-

llos resultados que podrfan ser relevantes. 

r - ' 
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TABLA I-2¿_EÉnotipq de_muEantes bem' : Las mutantes bem' junto -

con los fagos enlistados en la tabla se plaquearon en diferen-

tes cepas bacterianas indicadoras para probar su genotipo. Se

probaron en la cepa N2668 (en donde un fago_§§d_ no forma pla-

cas), en la cepa M72(A) donde no forman placas fagos con la in

munidad del profago, en la cepa M72(imm434); en la cepa Q1 don

- de los fagos son turbios a 32°C si son capaces de_establecer -

represión y a 42°C donde los fagos cIts (857) son claros. En -

las cepas mencionadas anteriormente se obtuvieron los resulta- '

Qetst _e$Pe11ad0.S -. T_etnb_ie.n_s_e prob_a_ron _en..las.:cepas v 1¿:l_1:r,LAÍ.-_(K5lB5. -'T-'-1-'--1-TL

E936) y hip donde los fagos cin no forman placas. La letra -

(t) significa formación de placas turbias; la letra (c) signi-

fifla fürmflción de placas claras; la letra (lt) ligeramente tur

bias y el signo (-) implica que este fago no forma placas (aún
_ 7a concentraciones de 10 ). En la tabla sólo se muestran aque-

llos resultados que podrían ser relevantes.
¿

._
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de ella, sugiriendo qu posiblimente no expresa las funciones de 

replicaci6n (el crecimientp que se observa a 42°C posiblemente -

se deba al fago cI857cinlE_II68, ya que a esta temperatura no pa

rece haber inhibición en himA-). El fago imm434cin1E_II68 tampoco 

inhibe el crecimiento del fago E.I857E_II68 y tampoco complementa 

___ c_o_n_el f a_g_Q_~~J029 ~ninguna §_~_!_as ~__!:~peraturas-=-_IQ__h_~_S:_~~"'."-

de que el efecto inhibidor en himA- se observe a las 2 temperat~ 

ras para imm434cinl podría sugerir algún papel para el represor 

ya que el fago EI857cinl s6lo muestra el efecto a baja temperat~ 

ra donde el represor es funcional. 

\ 
b) ENSAYO DE PLACA ROJA EN UNA CEPA himA- DE bem-

Miller et al (1980) aislaron la mutante del fago lambda inth 

cuya integrasa tiene una actividad más ef icÍente de la normal y 

que además es activa en condiciones himA- (se aisl6 por formaci6n 

de placa roja en himA ). Los fagos inth muestran un fenotipo simi 

lar a los de bem~ en himA- (ver tabla I-2, línea 10). 

Para establecer sí existía una correlaci6n de fenotipos en--

~~--tre- inth y bem- se efectu6 el ensayo de placa roja en una cepa -

himA-. Se encontró que las mutantes bem-, si bien son turbias son 

incapaces de generar un fenotipo rojo como inth (tabla I-4), sugi 

riendo que bem- es un tipo de mutaci6n diferente. 

e) EFICIENCIA DE MUTANTES bem- PARA PROMOVER RECOMBINACION INTE-

GRATIVA: 

El fenotipo similar entre bem- y sib- (en placa roja) suge

ría un nivel de expresi6n mayor de -int. Con el prop6sito de pro-

bar y cuantificar esta expresi6n en bem- se realiz6 el ensayo de 

superinfección (Guarneros y Galindo, 1979; ver Material y Métodos 

y fig. II-1, PARTE II). 

\ 

\ 

__ ______ _o_e_ Jo_s_ resJ.l_lta9-o..s __ (tabla I_"".'.2) se _ _gbse_nra que el ín_dj..9~ d~ --= ___ __ __ _ 

integraci6n obtenido para las mutantes bem- (lfneas 2 a 7) es muy 

similar a los índices de integraci6n de bem+ y sib+ (líneas 1 y 8) 
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de ella, sugiriendo qu posiblimente no expresa las funciones de
replicación (el crecimiento que se observa a 42°C posiblemente -
se deba al fago gI857§i§l§II68, ya que a esta temperatura no pa-
rece haber inhibición en himà-}. El fago im¶434EiEl5II68 tampoco
inhibe el crecimiento del fago_EIB57EII68 y tampoco complementa

, c n accent te-.ln fas@ ¬imm,2_lQ2_9 esterlina-I}1Hs_§s las* 2 ±smR@_rs!=}11:s$;._E.}-chen¢_h¢ 1
de que el efecto inhibidor en himA_ se observe a las 2 temperatg
ras ara imm434cin1 podría sugerir algún papel para el represorP ___. ___
ya que el fago §l857cin1 sólo.muestra el efecto a baja temperatg
ra donde el represor es funcional. r

' X_ "It

.. _. “-Hbl E5`_›ë`ï'.0..DE ELÉQA. ífl UNA CEPÄ ¦ \ `
Miller et al (1980) aislaron la mutante del fago lambda inth '

cuya integrasa tiene una actividad más eficiente de la normal y -
1

que además es activa en condiciones himA (se aisló por formación

de placa roja en hìmAf). Los fagos inth muestran un fenotipo simi

lar a los de bemf en giga [ver tabla I-2, línea 10).
Para establecer sí existía una correlación de fenotipos en--

:::::tre"ìàth y bem- se efectuó el ensayo de placa roja en una cepa -
himà-. Se encontró que las mutantes bemf, si bien son turbias son
incapaces de generar un fenotipo rojo como inth (tabla I-4), sugi
riendo que bem- es un tipo de mutación diferente.

c) EFIQLENCIA DE Mgggnggs bem' PARA Paonovsn RECUMBINACIQN INTE-
GRATIVA

El fenotipo similar entre bem y sib (en placa roja) suge
ría un nivel de expresión mayor de-int. Con el propósito de pro-

bar y cuantificar esta expresión en bem se realizó el ensayo de

superinfección (Guarneros y Galindo, 1979; ver Material y Métodos

y fig. II-1, PARTE II). V
¿

__"__W"__mne_los_resultado§"(tabla_I±5) se_obserya que el 1ndiçe_deD; ___h_
integración obtenido para las mutantes bem- (lÍfiEâS 2 â 7) ES muy ¬
similar a los índices de integración de bem+ y sib+ (líneas 1 y B)
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TABLA I-3. Complementaci6n de bem : Estas pruebas de compleme~ 

taci6n se efectuaron por el método de estria como se describe -

en la secci6n de material y métodos. 

La columna de la izquierda (en la cepa 5165) representa -

complementación para represor con el fago EI+cII68 que por ser 

- - + cII es claro (cJ, pero cuando se coinfecta con un fago EI EII 

ocurre complementaci6n y aparece una región turbia en la ínter 

secci6n (t). Los resultados relevantes se dan a 42ºC donde los 

fagos ·EI857cinl que producen represor a 32ºC no lo producen a 

42°C; tambien se muestran los resultados a 32ºC como- · control -. · --- -·- --- ---~-~ 

En la tabla I-2 se pueden observar los fenotipos a ambas tampe-

raturas de los fagos por separado. En la columna derecha se da 

la complementaci6n en la cepa himA- (K5185 y K936) para ver los 

efectos en cis 6 trans de las diferentes mutaciones fágicas. 

(+) denota fo:nnación de placas y (-) ausencia de las mismas. 

- - - ------ --- - - - -

· .• 
------------ -----·- - - -·--- -------- ---- ----- --------------- - - - - --- --
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TABLA I-3. Cgmplementación de bem- : Estas pruebas de complemen

tación se efectuaron por el método de estria como se describe -

11-'I_-Q-IHÉ-Ídel

en la sección de material y métodos. _ I I

La columna de la izquierda (en la cepa S165] representa -

complementación para represor con el fago_EIfEII68 que por ser

glI_ es claro (cj, pero cuando se coinfecta con un fago El-EII+

ocurre complementación y aparece una región turbia en la inter

sección (t). Los resultados relevantes se dan a 42°C donde los

fagos gI857cin1 que producen represor a 32°C no lo producen a

42°C; tambien se muestran los resultados a 32°C como control; - U*_ 4-- -ii.--...Q-

En la tabla I-2 se pueden observar los fenotipos a ambas tempe--

raturas de los fagos por separado. En la columna derecha se da

la complementación en la cepa himA_ (K5lB5 y K936) para ver los

efectos en cis ó trans de las diferentes mutaciones fãgicas.

(+) denota formación de placas y (-) ausencia de las mismas.

i

'_ " 'ïï"'__'- --í ¬---1 ._ 1.-. ¿_¡_ __ _
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TABLA I-3 

----------- - - -- - - -- ------ - --

COMPLEMENTACION DE bem-

Sl65 himA-

+ el cII68 cI857cII68 imm21029 

32 42 3Í 42 32 42 

cI857 t t 

cI857cII68 e e 

cI857cinl t t 

cI857cinlcII68 t • e + + 

t e + + + + 

ímm434cinlcII68 
----- ----- ----~· - - -~-- - -- --------· + + 

---------- ·-- - -----

- _ _¡ ¡- _ í-..--. __ _ . _ _ - _-_--_-. _.__ ._--_ _ -- -- ¬--- -in- í- ¬-_------_-_--- -±---

i '_l TABLA 1-3

CUMPLEMENTACIQN DE bem'

 

E1857

EIBSIQIIGB

§I857cin1

ígxssvcinlgxxsa

gl857cin1gII68bem t

imm434cinlgII68

 

S165 himA

cI+cII68H cIB57cII6B imm21029

32 42 . sé 42 32 42

_?,-._

t t

- -i1±d-í-_l--_±í Ii †† †† -I- 1 _- -I- I-mí--í

C C _

t t

t _ c + +

' c + + + +

` ` + + - _ -
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TABLA I-4 

-------:NSA-Ye--DE-PLACA~--~m-cEPA: hirn:K"~-COnl5erti:- __ .. ________ _ 

FAGO himA- K713 

sib3 

bern t t 
. ··---------· - ----

---·· - -- -.--- ·-· -- --~~- -- -- ·· - · 
- - --1nfüy-- - - - - · ________ t _ ______________ _ __ ----R----·-- ----------------

El ensayo de placa roja se efectu6 como se describe en ma 

terial y métodos. Se utiliz6 la cepa K713 que es una cepa de -

placa roja con una mutaci6n himA-, corno control de plaqueo se 

muestra el fenotipo de los fagos en hirnA- (columna izquierda). 

La incubaci6n se efectu6 por 24 hrs a 3 4 ºC. -- Las letras y sig-

nos denotan el fenotipo de las placas: (-) es no crecimiento; 
. ' 

(t) placas turbias y blancas; (R) placas rojas. Los fagos sib+ 

sib3 y bem- tambien llevan las mutaciones 6 marcadores HindIII 

__ ______ redl l 4_s:p~57cinl. Las !IlU_tac.i,_9n_e~ _ bem: __ ut_ilizadas _fueron . beml, 4 . ___ _ 

y 10. 

31 

TABLA I-4

¿Í __._-J '“ENSñYÚ'DE“PLRCAfRÚÚÄ`EN_UNã CEPH†HÍfiH“"CUH Em

PAG@ _ himi' K713

.í ui-ng|_í|
----i _-.=. __¢--..._-___ | _____ _ __ _ ._ _: '-

sib+ - -

1

I

sib: -` -
J_ -_ _- __

bem t t

.___ --- -

_ _'__P__" _ q ___ _ -_,_4.-.¢. _.- _._-_-

1nth3 _

11 -1 ¡ ¡I-I-I 13-1 

_í í.___¢.

El ensayo de placa roja se efectuó como se describe en ma

terial y métodos. Se utilizó la cepa K713 que es una cepa de -

placa roja con una mutación himå , como control de plaqueo se

muestra el fenotipo de los fagos en himA- (columna izquierda).

La incubación se efectuó por 24 hrs a 34°C. Las letras y sig-

nos denotan el fenotipo de las placas: (-) es no crecimiento;

(t) placas turbias y blancas; (R) placas rojas. Los fagos §iE+

§ib3 y bem' tambien llevan lastmutaciones ó marcadores HindlII

red114cI857cin1. Las mutaciones_bemfrntilizadas_fueron_bem1, 4_ _ _ __ _ _ _ . ..... ¿ _- - -
_-1-_-|--I mi í-Ii ín-

y 10.
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TABLA I-5 

EFICIENCIA DE LAS MUTANTES bem- PARA 

PROMOVER RECOMBINACION INTEGRATIVA 
------- ··------ - ________ .. _ ___ _ 

AUXILIAR 

bem 
+ 

beml 

bem2 

bem3 

bem4 

bemS 
- - --- -- - -__ ___ 4 _ _ _ -

bem6 

cII68 

sib3cII68 

INDICE DE INTEGRACION 

X 1Ó5 

0.1 

5.7 

12.0 

. 6. 2 

7.2 

3.6 

1.7 

4.0 

1740.0 

Se infect6 la cepa SA73lrecA- (int2red114imm434~II41~8) 

a una mdi de 10 de cada fago. Todos los fagos utilizados llevan 

la mutaci6n cI857. Todos los fagos bem en adici6n llevan los -

marcadores HindIIIredll4cinlcII68. Los números en la tabla re-

presentan el índice de integraci6n que significa los profagos -

escindidos por recombinaci6n integrativa (fagos transductores -

1 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 

' \ 
'· 

" 

'<· 

'• 

______ de _ g_q_lJ _ _pQ.t:... __ c.gn_t.ro _ infecti vo. __ - --·- -- -
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TABLE-'t I-5

EFICIENCIA DE Las MUTANTES bem” PARA

PROMOVER RECOMBINACION INTEGRATIVA
_-. _ _ - -|-- __ |_..'j__-j_--lbn---1 - - -__ _- -- ' -_"_ _ - - _ ._ .II--_'_ - 1--_-I" - -- - --""""-- ¡|..¡-- ¡_ J. Jr-_ _l_¬' -1 _- J

AUXILIAR INDICE DE INTEGRACION

' x 1Ó5 l
'H

_ _ _ 5

's

1
'hbem* 0.1 \

beml _ 5.7 .

bem2 12.0

_bem3 '6.2

bem4 7.2

bem5 3.6
 ¿í¡íí--±- _ÍIï 1

ja- .à_.- í _;

bem6 1.7

cII68 4.0

sib3cII68 1740.0
1 . . . `

' Se infectó la cepa SA731recA" (int2red114imm434§II41gal8)

a una mdi de 10 de cada fago. Todos los fagos utilizados llevan

la mutación 51857. Todos los fagos-bem en adición llevan los -
o

marcadores HindIIIred1l4cin15II6B. Los números en la tabla re-

presentan el índice de integración que significa los profagos -

escindidos por recombinación integrativa (fagos transductores -

__"__“d§_gal)wPQ§.Gentro infectivo.. __ -_ _- . H -e- -- - -
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y estan muy por debajo del 1ndice de integraci6n de sib (línea 

9). Estos resultados indican que los niveles de expresión de -

int de bem- no estan alterados y sugieren que en el fenotipo 

. Sib- de estas, no estan involucrados los niveles de integrasa. 

Probablemente exista una relación de este fenotipo y el obser-

·,;ado en--fl-i~. -P-0-r--0tr-0 -~est-0S--r.e-s u.-1.:t-aGGS---eon.f_irnn--que.- . l-Os---_---~ 

fagos bem- son cII • 

d) FRECUENCIA DE LISOGENIA DE bem-: 

Las mutaciones bem- sobrepasan el efecto "letal" de la muta 

ci6n cinl en himA- y adem~s los fagos exhiben un fenotipo turbio 

(en himA , hip-, Ql, ó 5165). Para determinar sí bem- afectaba la 

eficiencia de lisogenia; se estimó la frecuencia de lisogenia 

(tabla I-6). 

Los resultados muestran que las mutantes bem son aproxima 

darnente un tercio 6 un medio (columna 1, líneas 4, 5 y 6) de efi 
+ . 

cientes en lisogenizaci6n que bern (columna 1, línea 3). Estos -

resultados podrían indicar un nivel ligeramente menor de represor. 

--~Dad.a_que_una _c_ep_a_himA ~-~$ __ de:f.,i~iE_>-~ t~---~_n __ ~1-. ... ~§ tal:?-!--~9.)-!1'li e.r:>:t<?.::..:._· -_:_ :·:_-_: _·:.:..-:-= 

de la lisogenia ( Aforrna placas claras, Miller y Friedrnan, 1980 y 

tabla I-2) y en permitir el desarrollo de fagos cin- (Williarns et 

al, 1977 y tabla I-2) sólo se determinó el índice de viabilidad 

celular (cuenta viable de células sobrevivientes a la infección -

de fagos corregida por centros infectivos) permitidos por bern-cin

y bem+cin-. 

Cuando · se infecta con bem+cin- se obtiene un índice de viabi 

lidad ·celular alto (línea 3) debido probablemente a que es impro

ductiva la infección permitiendo el crecimiento bacteriano. Para 
' 

la infección con cII68 se obtiene un índice de viabiiidad 1600 -

menor que cin-, probablemente corno resultado de un alto grado de 

lísis celular. Las infecciones con bem-cin- dieron como resulta-

do una reducción de unicamente de un factor de 32 para bernl {lí

__ __ _ __ nea_ ~J. _y _.4_e _un factor de 12 12ara bern4 y 6 (líneas 5 y 6) con res 
pecto a bem + cin - , t -al . ~e~ debid; . a q~-~ -e-s~~s -f ~~o~ sln~~~i;a~ - - - - .... . . 

represor (forman placas turbias en himA-, ver tabla I-2). No es 
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y estan muy por debajo del índice de integración de sib (linea
9]. Estos resultados indican que los niveles de expresión de -
int de bem- no estan alterados y sugieren que en el fenotipo -
Sib de estas, no estan involucrados los niveles de integrasa.
Probablemente exista una relación de este fenotipo y el obser-

-_-vade-en-himA-. -Por-otr-o lado--estos--resu-ltado¬s_con¬firman_queaLos-- ......._....-__..__
fagos bem son SII .

d) FREcUENcIA_ps_L;§oGEN1A DE bem =
Las mutaciones bem* sobrepasan el efecto "letal" de la muta

ción cinl en himA- y además los fagos exhiben un fenotipo turbio
(en himeh, hip-, Q1, ó S165). Para determinar si bem- afectaba la
eficiencia de lisogenia; se estimó la frecuencia de lisogenia -
(tabla I-6). '

' Los resultados muestran que las mutantes_b§m_ son aproxima
damente un tercio ó un medio ícolumna l, líneas 4, 5 y 6) de efi
cientes en lisogenisación que_bem+ (columna 1, linea 3). Estos -
resultados podrían indicar un nivel ligeramente menor de represor. _

.H_;:_;n__Dado_guePuna_cepa_Q¿¶A†måâlQEÍi§išâï&nfiP_%lm§§§fiQl%§iEišHÉQ_“H-;;_L:"
de la lisogenia (jtforma placas claras, Miller y Friedman, 1980 y
tabla I-2) y en permitir el desarrollo de fagos gig- (williãmä 22
12;, 1977 y tabla I-2) sólo se determinó el índice de viabilidad

celular (cuenta viable de células sobrevivientes a la infección -
` de fagos corregida por centros infectivos) permitidos por bem-Cin-

y bem+cin-.
_ _ + _ . _ . .Cuando se infecta con bem cin se obtiene un Índice de viabi

lidad celular alto (linea 3) debido probablemente a que es impro-
ductiva la infección permitiendo el crecimiento bacteriano. Para
la infección con EIIGS se obtiene un índice de viabilidad 1600 -

_ menor que cin , probablemente como resultado de un alto grado de
lisis celular. Las infecciones con bem-Cin- dieron como resulta-

 l
_,...

do una reducción de unicamente de un factor de 32 para beml (lí-
__r_“nea_ál Yoda un fa¢tflr_ë@-12_sfirã.EseirY_§ Jlíflsss 5 Y 5Än¢°“ feå__ _”

Pegtg a Qggfgig-, tal vez debido a que estos fagos sintetizan -
represor (forman placas turbias en himA_, ver tabla I“2)- NO ES
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TABLA I-6 

FRECUENCIA DE LISOGENIA DE MUTANTES bem-

----------- - - ---- -- --- - - --

FAGO 

cII+ 

cII68 

cinlcII68 

beml 

bem4 

Sl65 

FRECUENCIA DE 

. LISOGENIA 

l. 7 

'7. 3 X 10- 3 

l. o 

0.7 

0.4 

himA-

INDICE DE VIABILIDAD 

CELULAR 

s.o 
7.5 X 10- 3 

12.1 

0.37 

1.3 
---------- ------------ - - -- ---- --· ----

bem6 0.4 1.0 

Los valores de la primera columna representan la frecuen-

cia de lisogenia normalizados con centros infectivos. El ensayo 

se realiz6 en· la cepa 8165 a una mdi de 10 de cada fago. Los -

valores de la segunda columna es el fndice de viabilidad celu

lar en himA- que representa la cuenta viable de células sobre-

vivientes a la infecci6n de los--fago-s (mdi- de 10-) - corregída---corr 

los centros infectivos. El tiempo de incubaci6n en ambas cepas 

fu~ de 90 min. a 32°C. Todos los faaos llevan la mutaci6n cI857 
---·----·- - - -- -- - ---- ---- - -- ------- - -------- ----- - ----- ·--

y en adici6n los fagos bem-, llevan ia mutaci6n cinl como marca 

dor relevante. 
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TABLA I-6

' FRECUENCIA DE LISOGENIA DE MUTANTES bem

__!-à_ _|_

_

S165 himh

EAGO FRECUENCIA DE INDICE DE VIABILIDAD

LISOGENIA CELULAR

cII+ 1.7 . 5.0

cII68 7.3 x 1o'3 7.5 x 10"3

cinlcII6B 1.0 s- 12.1

beml 0.7 0.37
¢

bem4 0.4 1.3
-.-

_---___---_-_ -i-1

bemfi 0.4 1.0

¬

Los valores de la primera columna representan la frecuen-

cia de lisogenia normalizados con centros infectivos. El ensayo

se realizó en la cepa S165 a una mdi de 10 de cada fago. Los ~

valores de la segunda columna es el índice de viabilidad celu-

lar en QiEA_ que representa la cuenta viable de células sobre-

vivientes a la infección de Iosvfagos (mdi'de 10)-ccrregidavcon

los centros infectivos. El tiempo de incubación en ambas cepas

fué de 90 min. a 32°C. Todos los faoos llevan la mutación cI857

._ _ __ _ -- __---u-- _ ._--_- _ -1--1 . __ _ ._ ._ - -_ --- ïrïflrí- 1-1----B-í-¿_---íí

__ ¬- --_ ._ __--.n_..n_a _¢___..-.__ _..__í. ¿mí

y en adición los fagos bem-. llevan la mutación cinl como marca

dor relevante.
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. + 
claro por que la inf ecci6n con c!I da un indice de viabilidad 

tan alto (s6lo 2.4 veces menor que cin-) ya que forma placas -

claras en himA-

e) TASA DE ECLOSION DE MUTANTES bern : 

_La mutaci6n cinl se locali~_~e~~;:_egi6n 'Y' d_~¡_ opgJ;QJ:l ___ P_R ___ _ _ _ 

(Wulff, 1976) y además de crear un promotor~ incrementa la termi-

naci6n en tRl (Rosenberg et al, 1978). Las funciones de replica-

ci6n se transcriben a partir de pR, pero tRl se encuentra previo 1 

a estos genes (ver fig. A-2). Con el fin de examinar si existían 

diferencias en la producci6n de progenie cin y bern-cin- se rea 

liz6 un ensayo de tasa de eclosión tanto en una cepa himA+ corno 

himA donde el efecto de cin resulta más aparente (tabla I-7). 

Cuando el ensayo se efectua en una cepa . silvestre, no se e~ 

c~entran diferencias aparentes para ningún caso (columna 1). Re

sultados similares se obtienen cuando se utiliza himA~. 

La explicación de que en la cepa hirnA- se obtenga progenie 

pa!:a_i~gos cin- puede estar en la temperatura de incubación uti-- - -----·--- -
!izada. Cuando el fago lleva la mutación cI857 (ts) el efecto -

letal de hirnA- sobre cin- sólo se observa a 32°C pero no a 42ºC 

(tabla I-2) donde el fago si forma placas que son aparentemente 

normales. El ensayo de tasa de eclosi6n se realizó a 39°C donde 

el represor no es funcional. 

MAPEO INICIAL DE MUTACIONES bern ; 

Para la localización genética de las mutantes bem-, en pri-
-

mer lugar se determinó sí esta s se encontraban a la izquierda ó 

a la derecha del sitio att~ Para llevar acabo esto se realizaron 

las cruzas mostradas en la fig. I-2. 

S6lo los recombinantes que llevan el brazo derecho de las -

mutantes bem- (B, en la fig.) exhiben tanto el fenotipo de placa 

1 

\ 

\ 
\ 

--- - - · - -- --- - - - ---
----roja- com_o __ eI- cie plaqueo- en hi~ - de los progenitores bern- I indi-

cando que las mutaciones se localizan a la derecha de att. 

35 !. 
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i

. . + . . . .claro por que la infección con_EII da un indice de viabilidad
tan alto (sólo 2.4 veces menor que cin_l ya que forma placas -
claras en himA-_ `

el TASA DE ECLOSION DE MUTANTES bem : A

_La mutaci§n_cinl se localiza envia regióp 'X' §el_pperónmBBF_ _ _
(Wulff, 1976) y además de crear un promotor, incrementa la termi-

nación en ER1 {Rosenberg_§t al, 1978). Las funciones de replica-

ción se transcriben a partir de pR, pero_tR1 se encuentra previo _
1.

a estos genes [ver fig. A-2). Con el fin de examinar si ezistian _
diferencias en la producción de progenie cin y bem cin se rea

1 I 1 +lizó un ensayo de tasa de eclosión tanto en una cepa himA como
QÉEA- donde el efecto de §in_ resulta más aparente (tabla I-7).

Cuando el ensayo se efectua en una cepa silvestre, no se eg
cuentran diferencias aparentes para ningún caso (columna 1). Re-
sultados similares se obtienen cuando se utiliza himA†.

La explicación de que en la cepa himA_ se obtenga progenie
_para fagos cin- puede estar en la temperatura de incubación uti-
ëlizada. Cuando el fago lleva la mutación §I857 (ts) el efecto -
letal de himA sobre cin sólo se observa a 32°C pero no a 42 C
(tabla I-2) donde el fago si forma placas que son aparentemente
normales. El ensayo de tasa de eclosión se realizó a 39°C donde

el represor no es funcional. _
r

1

MAPEQ INICIAL nz MUTACIONES bem":
Para la localización genética de las mutantes bem f En Prí-

mer lugar se determinó si estas se encontraban a la izquierda ó
a la derecha del sitio 322: Para llevar acabo esto se realizaron -
las cruzas mostradas en la fig. I-2.

Sólo los recombinantes que llevan el brazo derecho de las -
mutantes båmf (B, en la fig.) exhiben tanto el fenotipo de placa -

trflfaja' *55ní¿"e*1_a;'p'1¿qú¿5dd en ¿_i_±BA" *as 101? prøåènitares g§_m`"f ìfiãí-'_ '_I'"iÍ_
cando que las mutaciones se localizan a la derecha de app.
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TABLA I-7 

TASA DE ECLOSION DE MUTANTES bem-

---- - - - -- - - --- - -- - - ------------

TASA DE ECLOSION 

FAGO 

Sl65 hirnA-

cII613 1.4 

cinlcII68 4.6 5.5 

I 

_ _ _ b_~L- 1.8 2.3 

bem4 1.4 2.6 

bemlO 3.0 4.0 

El ensayo se realiz6 por infecci6n de las cepas 8165 y hirn 

A a una rndi de lOjie cada fago. La temperatura de incubación -

fu~ de 39ºC por 30 minutqs. Los números en la tabla representan 

la tasa de eclosión dividida entre centros infectivos que se 

calcularon en la cepa Ql (para m~s detalle ver la secci6n de 

\ 

\ 
\ 

\ 
\ 

----ma-ter-ial- y---méWdo-s) .--Todos -los --f-agos -l--levan la mutación -cI--85-9---. ---- -- ---
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TABLA I~7
Ifl

|

TASA DE ECLOSION DE MUTANTES bem

_ __ _ _ _ ..___ ._ _ _-- -¡ -_ _ ___ _ _ ___ _? -__ _ ___ ¡_____ _¡-"_ _ __ __- ._,-_.-pg-1--1.--± 1-.. 1
_ .I-_-I Illr- ---_ I -- ' _l_ '_-' - ¬

TASA DE ECLOSION
J'

FAGO u
_ K

______ ---- í '||

- s1 s 5 him _
`\.

-¬-

. 114 * ' _ I

Cin1CII68 4.6 5.5

,J

_____Pfiml_- 1.8 2.3

nana 1.4 2.6
n

1

ben1o 3.0 _ 4.0 '

El ensayo se realizó por infección de las cepas S165 y him

A a una mdi de 10;de cada fago. La temperatura de incubación -

fué de 39°C por 30 minutos. Los números en la tabla representan _

la tasa de eclosión dividida entre centros infectivos que se -

calcularon en la cepa Q1 (para.mâs detalle ver la sección de -

--~materiaL~y-métodos)f-Todos los-fagos-ìlevan la mutaciönj§IB59:-- -
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LAS MUTACIONES bern SE LOCALIZAN A LA DERECHA DE att 

HindIII ~tl -red cI cinl cII68 

1 
B 

- - - - A , 

gal ¿\\ bio i4 cII41 ( 

¡--·--\ 
A) B) , 

HindIII bio i4 cII41 gal 
1
red- cI cinl 

red cI cinl cII68 HindIIt bio i4 

FIG. I-2. Para conocer de que lado con respecto a att se encon

traban las mutaciones bem- se realizaron las cruzas esquematiz~ 

das en la figura que se efectuaron como se describe en material 

y rn~todos. Se rescataron en forma independiente los brazos dere 

cho e izquierdo de -los 21 candidatos mutantes, que dan origen a 

los recornbinantes 2.!_8redll4EI857cinlcII68 (B) y HindIIIbiollirn 

~434EII41 (A). Con estos recombinantes se generaron fagos hom6-

logos a los originales¡ los que después de purificados y propa-

gados se probaron en el ensayo de placa roja y plaqueo en himA-
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\ 

\ 
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' 1 
\ 

cII68 

cII41 . 

LAS MUTACIONES bem SE LOCÄLIZAN A LA DERECHA DE att

Hinaxixäu rea" 'C1 |¢1ng;__ 51:1:-ss
.B._

 | _ ± _ ï ï ï __ï__-:¡_____ A

gal ¿u bio i4 cII41 - 1

.___ i__ \K

n K* H -
A) B) ' `

4.
'I|

HindIII bio i4 cII41 gal red- cI cinl cII68

-________+_________ lo __.- ...____.Í:¿¿5a1- red cI cinl cII68 HindIIÍ bio 13 cII4l

FIG. I-2. Para conocer de que lado con respecto a att se encon-
-r

Í

traban las mutaciones bem se realizaron las cruzas esquematisâ

das en la figura que se efectuaron como se describe en material

y métodos. Se rescataron en forma independiente los brazos dere

cho e izquierdo de los 21 candidatos mutantes, que dan origen a

los recombinantes ¶al8red114gI857cinl5II68 (B) Y HiDåIIIbi0112¶_

_m4345II41 (A). Con estos recombinantes se generaron fagos homó-

logos a los originales; los que después de purificados y propa- -

“gasa-S s;ii¿›Í@ì;Él-aìi .=_š.-fÍ¿1 en¿¿g¿-;.{É¿ piåša raja Y §1aqu¿É›"¿¿'í¬ì'{nÍà'i.""'i`.
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Se probaron 3 mutantes bem- (1, 4 y 10) y estas se localiza 

ron a la derecha de ·1nt y xis (a la derecha de bioll; recombina_!! 

tes A, en la fig. I-3) ya que cuando adquieren la sustituci6n bio 

11 conservan el fenotipo turbio en himA~ (el fago biollbem+cin

no plaquea) • 

-------C~u~ando-&e -mape0 -eon ~ --a--±a -r-egi6n -de- inmuni-d-ad- irnttta_!!----

tes beml, 4 y 10) se encontr6 que las recombinantes Aimm434 tur-

bias generadas (recombinaci6n B, fig. I-3) s6lo una parte de ellas 

plaqueaba en himA- ·(fenotipo ligeramente turbio) • Esto · indicaría -

que las mutaciones se localizan a la derecha de A!.!!!!!1434 y cuanti-

ficaci6n de la frecuencia de esta recombinaci6n podría dar la lo

calizaci6n definida de las mutaciones; sin embargo de la recombi-

naci6n con el fago bem+cin- se obtuvieron resultados similares~ 
~- -~ ' 

Cuando en vez de utilizar para la recombinaci6n al fago XiIT~ 

434029 {B, fig. I-3) se utiliza e~ fago_Aimm434cII~8 (C, fig. I-3) 

(recombinaci6n s6lo de beml), al probar . las recombinante~ imm434 -

turbias que se generaron, éstas no plaquean en himA- {igual que -

bem+cin-) indi~ando que s6lo se rescata la mutaci6n cinl pero no 

--=--::bem~~...Q.to~ _ _resul ta9_o_s_ SJJ9-Le.r .en._qu_e __ la_j¡l~t.ació.n_ se..·_encu.e.ntl:.iL..den~_::_:_~:::. :::. --~.:... :.:~-=-: 

tro de la regi6n de inmunidad ~I. 

Por otra parte, cuando se recombinan bem+cin- y bem-cin- (bem 

1, 4 y 10) con imm21029 (D, fig. I-3) para preguntar sí la mutaci-

6n se encontraba a la derecha de la regi6n de imm21 e izquierda -

de 029, no se encontr.aron diferencias entre los recombinantes 

imm210+ de bem+ y bem- (todos los recombinantes crecen ligeramen

te tu~bios en himA-). Probablemente la explicaci6n de lós fenoti

pos turbios en himA- de los recombinantes imm434 (recombinaci6n B, 

fig. I-3) se deba a que el efecto de himA- (defecto en el esta

blecimiento de la lisogenia) no se observa con estos fagds (Miller 

1980). 

Una cuesti6n que falt6 aclarar es sí existen diferentes mutaci 

ones bem- que se contestaría recombinando entre sí y examinarla 

frecuencia con que se genera bem+. 
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r-›e¬»¬Gaando¬se«mapeo-eon~sespecte~a-la-región-de-inmunidad-ímetan*----

Se probaron 3 mutantes bem (1, 4 y 10) y estas se localiza
ron a la_derecha de int y xis (a la derecha de bioll; recombinan
tes A, en la fig. I-3] ya que cuando adquieren la sustitución bio

_ + _
11 conservan el fenotipo turbio en himA- (el fago biollbem cin
no plaquea). ' - `

tes 2231, 4 y 10) se encontró que las recombinantes 1iEm434 tur-
bias generadas (recombinación B, fig. I-3) sólo una parte de ellas
plagueaba en QimA_ (fenotipo ligeramente turbio). Esto indicaria -
que las mutaciones se localizan a la derecha de kimm434 y cuanti-
ficación de la frecuencia de esta recombinación podría dar la lo-
calización definida de las mutaciones; sin embargo de la recombi-
nación con el fago b§m+Ein- se obtuvieron resultados similares;

Cuando en vez de utilizar para Ia recombinación al fago ¡img
43QQ29 (B, fig. I-3) se utiliza el fago_ÄimE43{EII68 (C, fig. I-3)
(recombinación sólo de_bem1), al probar_las recombinantes im¶434 -
turbias que se generaron, éstas no plaquean en_§imA- lìqual que -

-I-.-.. . .bem cin ) indicando que sólo se rescata la mutación cinl pero no
_fi;;bem1._Estos.resultados_sngieren_gnerla_mntación_se;encuentraidenå;

z.

..í¡_.1

tro de la región de inmunidad EI.
Por otra parte, cuando se recombinan bÉm+§iE- Y Egg-gig- (222

1, 4 y 10) con imm2lQ29 (D, fig. I-3)_para preguntar sí la mutaci-
ón se encontraba a la derecha de la región de ¿E921 e izquierda -
de_Q29, no se encontraron diferencias entre los recomhínantes -

1 + + 1 1- Il1mm2lQ¿ de bem y bem [todos los recombinantes crecen ligeramen-
te turbios en himA ). Probablemente la explicación de los fenoti-
pos turbios en Eimfi. de los recombinantes imm434 (recombinación B,
fig. I-3) se deba a que el efecto de bimA- (defecto en el esta-
blecimiento de la lisogenia] no se observa con estos fagos (Miller
1980). ` '

Una cuestión que faltó aclarar es si existen diferentes mutaci
Qnes §§§` que se contestarïa recombinando entre sí y examinaf'la

1 +frecuencia con que se genera ben _

' 3a
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FIG. I-3. MAPEO INICIAL DE MUTACIONES bem- : Para saber s1 las 

mutaciones se encontraban a la derecha de los genes int y xis 

se obtuvieron -ios recombinantes ~8bioll~I857cinl~II68 por la 

+ recombinaci6n mostrada en A) de bem , beml, 4 y 10. Los recom-

binantes se seleccionaron en la cepa S165(P2) donde s6lo ere-
. ------ ---- --

cen los fagos bio y se seleccionaron los que llevaran inmunidad 

el. Para saber si las mutaciones se localizaban a la dere~ha de 

la regi6n de inmunidad imm434 inicialmente se efectuaron cruzas " 
. -- \ 

---- ' 
como las descritas en B), donde se seleccionaron las recombinan 

tes imm434 turnias por crecimiento en la cepa M72 (A) 6 se to-

maron inicialmente de la cepa 5165 .Y después de probar inmunidad 

+ (picando) se seleccionaron las placas imm434. Para el fago bem 

se obtuvo una frecuencia de recombinación de 7.8 x 10-3 , para 

beml de 2 X 10- 3 
1- para bem2 de 3. 7 X 10- 3 

1 bem3_ 1 x 10-3 , bem4 

- 3 -3 b d 9 X 10-3 de --~--6~- 10 , bemS 6.4 x 10 y ~6 e recombinan tes 

turbias imm434. Estas se probaron por plaqueo en himA-. 

Cuando las cruzas se realiza~on como se muestra en C), los 

\ 

\ 

\_ 

recombinantes imm434 turbios se seleccionaron en la cepa 5165 a : 

42°C (s6lo se efectu6 para beml). Posteriormente de probar sus 

marcadores, se examinó sobre himA-. Cuando se quiz6 preguntar en 

relaci6n a la regi6n de inmunidad imm21 se ef ectu6 la cruza mos 

trada en D), dodnde los recombinantes se seleccionaron en la ce 

pa 5601( )recA-, donde sólo crecen los recombinantes imm210+; 

los cu~les se probaron en himA-. Se obtuvo una frecuencia de -

recombinacitm de 2.4 x 10-4 para bem+; de 2.71 x 10- 4 para bernl; 

-4 . -4 
____ _ ..de . L • .2_ x_l_Q_ __ para _bem4 y de 2 . .x.....10 _ _parª_bemlO. En _ _gen~i;:.aL13e _ _ __ __ ' _ 

probaron de 10 a 100 placas de cada recornbinante. 
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- ' ` - Para saber si lasFIG. I 3. MAPEO INIC.LAL DE MUTACIONES bem .

mutaciones se encontraban a la derecha de los genes int y xis

se obtuvieron los recombinantes ga18bio11El857cinlEII68 por la

_ recombinación mostrada en A) de bem+, beml, 4 y 10. Los recom-
lu

binantes se seleccionaron en la cepa S165(P2) donde sólo cre-

cen los fagos bio y se seleccionaron los que llevaran inmunidad

_2I. Para saber si las mutaciones se localizaban a la derecha de

la región de inmunidad imm434 inicialmente se efectuaron cruzas,
- x

I
H

como las descritas en B), donde se seleccionaron las recombinan _

tes imm434 turoias por crecimiento en la cepa M72 ()¿) ó se to- E1

maron inicialmente de la cepa S165 y despuës de probar inmunidad

(picando) se seleccionaron las placas imm434. Para el fago bem+

se obtuvo una frecuencia de recombinación de 7.8 x 10 3; Para

beml de 2 X l0”3, para bem2-de 3.7 x 10-3, bem3 1 x 10_3, bem4

.H 6_x 10-3 bem5 6.4 x 10-3 y bemó de 9 r 10-3 de recombinantes1...-_.__._.__-.í H 4 F
í -í-piï------. 1.--. ¬-_ ---

í

turbias imm434. Estas se probaron por plagueo en himA .

Cuando las cruzas se realizaron como se muestra en C), los

recombinantes imm434 turbios se seleccionaron en la cepa S165 a

42°C (sólo se efectuó para beml). Posteriormente de probar sus

marcadores, se examinó sobre himà . Cuando se guizó preguntar en

relación a la región de inmunidad imm2l se efectuó la cruza mos

trada en D), dodnde los recombinantes se seleccionaron en la ce
ÄÍI

-vr

pa S601( )recA", donde sólo crecen los recombinantes imm210+;

los cuáles se probaron en himA_. Se obtuvo una frecuencia de -

recombinación de 2.4 x 10¿4 para bem+; de 2.71 x 10'4 para bemli
_4 - _

______de_1_.2_x líiipara be-m4 y de 2. z_1U Í4_para_bem10. En gener<'=1__l_1S_e______.______

probaron de 10 a 100 placas de cada recombinante.
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HindIII red cI cinl cII68 
. -

- - - ----- -
- ]-- - . . -· ----- -- --- ··- --

A 

gal bio i4 cII41 

HindIII red- cI cinl cII68 

1 
B i __, - - - -

i4 029 

HindIII i 
red- cI cin1 QII68 

e - . ---- - - - - :--- -· "':""·":'- --:---. - ---;- - --;-- - ----;---:··----·: -;··--.. -- - -------
. 

i4 cII68 

• 
-HindIII red cI cinl cII68 
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DISCUSION 

Algunos ensayos permiten la diferenciaci6n entre fagos sib+ 

y~-, tales como cruzas líticas, att 2 , superin.fecci6n y tapíz 

mixto ( Guarrrero s-et-al:, -H 8-2;---Ga--l indo-, -CJ-.--M-;--¡---eam-.---per--. ;-part.e--I-I -,--_----

este trabajo); sin embargo el desarrollo de estos resulta un poco 

laborioso y pueden ·ser usados más como pruebas de caracterización 

que de selecci6n de mutantes. 

El ensayo de placa roja, es muy sencillo y como fué estable

cido en el presente trabajo puede servir para obtener diferencias 

cualitativas .. entre fagos sib + y sib-, por lo cuál result6 atracti 
. ----' -
vo como método de selecci6n de mutantes con fenotipo Sib-. Con es 

- -
te fenotipo puede en principio obtenerse alteraciones en alguna 

secuencia 6 gene que regule directa o indirectamente al gene int, 

como una reversión de cII- a .f.II+; una alteraci6n en el extremo -

- -- 3-¡ del-~ene-int, que---impá .. dier.a-.--la-. re.t.roinhlbíción:·_(e:ste .. tip.O_ e.s _~~':". ~ _ .::: :-:_-_:::__== 

especulativo); una mutaci6n que incrementará la actividad de la -

proteína para recombinar (como inth); mutaciones en sib, que re-

sultarían interesantes si fueran diferentes a las 3 existentes. 

Las mutantes bem aisladas por placa roja si bien exhiben un 

fenotipo Sib-, mapean y tienen características diferentes a las -

mencionadas· arriba. Un punto importante aunque oscuro para este -

resultado, probablemente este en el modo de selección; ya que se 

eligieron placas rojas iguales que las de sib3 que fueron más in 

tensas que las de sibl y sib2; hecho al que no .se ha encontrado 

una explicaci6n satisfactoria, ya que en otros ensayos no se ob

servan diferencias entre las sib (ver resultados). 

Una de las características que parece relevante de las rnu

- -- - ·-taéióiies · :Oem- es que s-obrepasa:n -el erecto -leta-l· ·· -de la -mutación 

cin- en bacterias himA- (6 de hip- y ~A-). Los fagos cin- no 
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forman placas en una cepa hirnA por razones que se desconocen -

(Williams et al, 1977) pero que podrían implicar una interacci6n 

diferente de las establecidas para HirnA con el bacteri6f ago lam

bda. La mutaci6n cinl además de crear un ' promotor para EI indepe_!! 

di ente de--e-r-r-,-tamb±err-±ncrernentcr-Ta terrn iI1ac ión---err-_!RJ:-tRos-enue-----

rg et al, 1978; Rosenberg y Court, 1979; Wulff et al, 1980). Sí 

uno de estos efectos ó la uni6n de ambos son los responsables del 

efecto en hirnA- se desconoce; pero uno podría especular acerca de, 
- -- \ 

que un incremento en la terminaci6n en tRl tendría consecuencias ' 

severas para el fago como reducir los niveles de expresión de EII 
\ 

y las funciones de replicaci6n O y P. Un sitio de uni6n cercano 
I 

6 sobre tRl se ha sugerido para HimA y Hip (Craig y Nash, corn. -

per. a Wulff) y una de las funciones de HirnA en esa región podría 

ser la de actuar _como anti terminador (directa ó indirectamente) en 

tRl. Otra explicación para la ausencia de plaqueo, es que los fa

gos cin- sobreproducen represor en himA-; sin embargo la mutación 

===---cin::"-parece actuar en cis más que en trans en esta cepa (ver ta

bla 3, parte B) aunque no se descarta algún papel del represor ya 

que el efecto letal se observa a 32°C pero no a 42ºC con fagos 

~I857cinl (tabla 2). A alta temperatura el represor no es funcio-

nal; el efecto se observa en ambas temperaturas con fagos cin 

que no tienen un represor termosensible. 

Por estudios iniciales de mapeo, las mutaciones bem- se lo- ~ 

calizaron en la regi6n de inmunidad cI (beml) (tipo I) aunque o.e 

tras podrían encontrarse a la derecha de imm434, presumiblemente 

cerca de cinl (tipo II). 

Las mutaciones bem- tipo I podrían localizarse en el gene -

ero (la función CI no parece alterarse y ero es el otro gene de 

esta región y parece buen candidato). Si este fuera el caso, la 

transcripción de pL podría incrementarse y elevar los niveles de 

Int y Xis, sin embargo los niveles de Int no parecen alterarse -

(tabla 5). Otra alternativa sería que debido a que ero- estimula 
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la lisogenizaci6n de fagos gIII 6 s:_II (Jones y Herskowits, 1978) 

un nivel de represi6n mayor podría favorecer un fenotipo de placa 
+ roja parecido a sib en contraste al caso ~ ; sin embargo las -

mutantes bem - parecen tener ligeramente r _educido más que incremeE, 

tado el n_.t vel de _ repres i6n ( taQl9._QJ_._ La _e~_¡¿lic-ª.Qi.6n_ _ _p..ar..a .. es.te __ ~ __ 

resultado podría ser que el efecto de ero- se ha observado a mul

tiplicidades de infecci6n bajas (0.1-0.5, Janes y Herkowits, 1978) 

mien~ras que la multiplicidad utilizada en este trabajo fué de 10 

que podría saturar el sistema. \ 

No es claro como una mutaci6n ~ sobrepasaria el efecto de ,\ 

cin-, sin embargo un fago ero que no plaquea en himA+ puede pla- \ 

quear en himA- (por ausencia de síntesis de represo·r). ' 

Las mutantes bem- tipo I no se comport~n como típicas mutan

tes s;J;Sd-, las cuáles no crecen a 42°C. Las evidencias presentadas 

aqui no parecen soportar el hecho de que bem- tipo I sea ero-, -

sin embargo esta mutaci6n puede ser un ejemplo de las diferencias 

entre ero- como las encontradas por Takeda et al (1975) que por 

~--_gj~mplQ difieren en su capacidad de apagar la transcripci6n de pL 

y pR. Sería interesante construir fagos cro-cin- y examinar sus 

fenotipos. 

Las mutaciones bem- tipo II podrían encontrarse cercanas a 

~1 muy posiblemente en la secuencia de reconocimiento de HimA; 

estas mutaciones podrían no alterar la funci6n del promotor de 

cin pero si alterar la eficiencia de terminaci6n en !Rl y así 

sobrepasar el requerimiento de HimA como antiterminador. Estas 

mutantes presumiblemente tendrían los niveles de las funciones 

a la derecha de tRl 1 ncrementados con resoecto a cin y dar -

las diferencias en placa roja (por ej. una mayor replicaci6n). 

Existe una mutaci6n que revierte los efectos de cinl (Mc-

Dermi t et al, 1976). Esta muatci6n llamada -~ afecta tanto la-

funci6n de promotor como- la de terminador y además el efecto -

- --oose-rvaáci -- e-ñ- la--bacter-ia hírnA- -(tabla -I-2) • -Las mutaciones- bem -- -- - -----

no parecen afectar la funci6n del promotor y en un caso al me-

nos tampoco la funci6n del terminador, pero sí el efecto en 
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____ejemplo difieren en su capacidad de apagar la transcripción de pL
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fenotipos.

Las mutacioneg bem tipü II püdrían encontrarse cercanas a

cinl muy posiblemente en la secuencia de reconocimiento de HimA;
1-pin.

` estas mutaciones podrían no alterar la función del promotor de -
Ein_ pero si alterar la eficiencia de terminación en ERI y asi -
sobrepasar el requerimiento de Hima como antiterminador. Estas
mutantes presumiblemente tendrían los niveles de las funciones

a la derecha de ¿R1 ìncrementados con respecto a cin- y dar -
las diferencias en placa roja (por ej. una mayor replicación).

Existe una mutación que revierte los efectos de cinl (Mc-
Dermit gt al, 1976). Esta muatción llamada cnc afecta tanto la-
función de promotor como-la de terminador y además el efecto - ;

-lnníín ¢.-±-- -- - _-1 - -1- --í- - ---__ - -- - I-I-I í "í ' _ _* -- ` ì_` '_ _ í '_'-mí' "_ -_- -1- 'hd __ííì1 1 1' -

b - ITIobservado en la bacteria himA (ta la I-2). Las mutaciones be _
' no parecen afectar la función del promotor y en un caso al me-

nos tampoco la función del terminador, pero sí el efecto en -
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himA , por lo que las hace novedosas. Las mutaciones bem- sólo -

son aparentes con cin , y.un estudio más profundo de estas podrí 

a ayudar a entender el papel de HimA (en conjunto con Hip) en 

esa regi6n ('y') que es clave para la regulación del ciclo vital 

del bacteri6fago lambda. 

·--- ------· ·-----
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------- -- _ __ _ __ JARTE___li_ _ ______ --~-- ----- ---·-------

"COMPLEMENTACION INTRAGENICA DE c¡¡u 

••• me parece a mí que solo he sido como un niño ·jugan-

_ --==::_:__·~q_en ~n~lay_a_c_gu~~~ .. 9-iv.J:.§.!"_t~_al __ 2n--'-c;-ºri-t:z:~:i;:-:::-Q~ :-'!..~J...~-__ "::~=-=~ -:-=-:..:-.:.::-:.._~-: :-_:-..::~ .=--=-~ 

en cuando una guija más lisa o una concha m!s bonita -

que de costumbre, en tanto que el enorme océano de la 

verdad yace ante él sin ser descubierto. 

Isaac Newton. 
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que de costumbre, en tanto que el enorme océano de la

verdad yace ante él sin ser descubierto.

` Isaac Newton.
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RESULTADOS 

AUSENCIA DEL EFECTO DE sib: 

En la part~ I de iesultados se estableci6 una diferenci~ --

cualitat~--entre-fagoS-Sib ~ y si h: _JHind.ITii:.edl14cL857cinlc.IL68 ) _ ___ ·_ -- -- -- - --- . 

en el ensayo de placa roja (tabla I-1). Con el fin de obtener 

una medida de esa diferencia, se procedi6 a medir la recombina

ci6n integrativa por el ensayo de cruza lftica; recombinación de 

un fago normal (sitio PP') y un fago transductor de gal y bio 

(sitio BB'). Sorpresivamente por este ensayo no se obtuvieron di 

ferencias signifi~ativas entre sib+ y sib-. Resultados similares 

se encontraron al realizar el experimento en varias cepas bacte-

rianas, en diferentes condiciones de adsorci6n (temperatura ambi 
~- . - -

ente y en frío) y al variar la diluci6n de la mezcla de infecci6n 

(1:10 y 1:100) (datos no mostrados). 

El objetivo de esta parte es el de escl~r-~ce::: _ ~~--nª!:~i:.~_:I_-_e_z_~ - - - -- --- -----
del enmascaramiento de la inhibici6n por sib encontrado en estas 

cruzas. 

LA AUSENCIA DEL EFECTO INHIBIDOR DE sib SE DEBE A UN MARCADOR 

GENETICO DEL FAGO: 

Al probar otros fagos sib+ y sib (redl14imm434EII41) se 

observ6 una diferencia en el porcentaje de recombinaci6n integr~ 

tiva en favor del fago sib (lfnea 1, tabla II-1), mientras que 

entre los fagos sib+ y sib- (HindIIIredl14EI857cinlEII68) no se 

encontraron diferencias significativas ·\línea 2t tabl-a4:-I----l--r.-- · 

Estos resultados indican que algún marcador (6 marcadores) 

genético (s) del fago HindIIIredl1 4EI857cinlEII68 es el respons~ 

--- -ol e-·ae-- ra a us encTa aer eTeé:.t6 ae· ·s i b--: -Por··· otra -·part:e ,- -de- TcYs- re;..- - -- ···--

sultado s de la tabla II-1 se observa que los valores de recombina ' 
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RESULTADOS

O

AUSENCIA DEL EFECTQ ng §_;-;_b:. _
' En la parte I de resultados se estableció una diferencia --

--__cualitati a entre-fagos_sib+4y_sib .1HindIIIredll4EI857cinl§II68)_ __" _.

en el ensayo de placa roja (tabla I-1). Con el fin de obtener -

una medida de esa diferencia, se procedió a medir la recombina-
ción integrativa por el ensayo de cruza lítica; recombinación de
un fago normal (sitio PP') y un fago transductor de gal y bio -
(sitio BB'). Sorpresivamente por este ensayo no se obtuvieron di

i I 1 I I . + Í I Iferencias significativas entre sib y sib . Resultados similares

se encontraron al realizar el experimento en varias cepas bacte-

rianas, en diferentes condiciones de_adsorción (temperatura amb;

ente y en frio) y al variar la dilución de la mezcla de infección
(1:10.y 1:100)(datos no mostrados). H -

~ El objetivo de esta parte es el de esclarecer la naturaleza ____M_m_
del enmascaramiento de la inhibición por sib encontrado en estas -
cruzas. ,

LA AUSENCIA DEL EFECTO INHIBIDOR DE Sib SE DEBE A UN MARCADOR

GENETICO DEL FAGO¦ .

' Al probar otros fagos_§ip+ Y åiå {§ÉÉ1l4im§434§II41) se
observó una diferencia en el porcentaje de recombinación integra
tiva en favor del fago sib- (línea 1, tabla II-1], mientras que
entre los fagos §ib+ y sip- (flindïlïredll4§I85?EiplEII68) no se
encontraron diferencias significativas (linea 2, tabla¬IT=ì†1“-

Estos resultados indican que algún marcador (ó marcadores)

genético (s) del fago HindIIIred114gI857cin1§II68 es el responsâ
~__“"“BIë_Hewla-ãfišëfibiä'del“ÉÍecfÓhHëE§ì§Í`Por`ötfäf§ãffëÍ"ãë“1ös'fe¿` l" "E

_su1tados de la tabla II-1 se observa que los valores de recombina
1
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TABLA II-1 

AUSENCIA DEL EFECTO DE _sib EN RECOMBINACION INT~GRATIVA 

POR CRUZAS LITICAS (PP' x BB') 

FAGO PP' 

cII41 

HindIIIcinlcII68 

'b+ Sl. 

2.6 

23.0 

% DE RECOMBINACION 

CON BB'cII41 

19.0 

17.0 

··- 
---·------------~-- - -- - ------·- - - --·---

Se infectó la cepa S60lrecA-gal- con los siguientes fagos 

PP': red114irnm434EII41; sib3redll4imm434EII41; HindIIIredl14EI-

857cinlEII68 y HindIIIsib3redll4EI857cinlEII68. El fago BB' uti 

lizado fu~ gal8biollimm434EII41. Se usó una mdi de 10 de cada -

fago. Las c~lulas infectadas fueron diluidas 1:100. Los números 

en la tabla representan el porcentaje de recombinación sitio-es 

pecifica que se estimó por plaqueo en la cepa 198recA-~-~F, 
- - -- --~-~-

donde solamente plaquean el progenitor PP' (placas blancas) y -

el recombinante BP' (placas rojas). Los datos de la primera lí-

___ __nea_ .son ___ el_pr_om_e_d_i_o __ de __ 2.__ _e:?{_pe_l;imento_p _ _y J .g_ª- d~ _ _l a_~-~~~~~_í!1ea ________ _ 

de 3. Las cruzas muestran una variabilidad de aproximadamente 

el 20%. Para mAs detalle ver Material y M~todos~ 

~ ·s.. ..... 
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" _TABLA II-1

AUSENCIA DEL EFECTO DE sib EN RECOMBINACIQN 1NTEGRATIvA
Pon CRUZAS LITICAS (PP' x BB')

--I|-|-- - . _ _

' % DE RECOMBINACION
CON BB'cII41

PAGO PP' p - sib* sib'

cII41 2.6 ' 19.0

-ii

HindIIIcin1cII68 23.0 17.0

.-

" _ ""-"“'* _“_'”' --'--- _fl--_--- -±-†_--.-._.- 4.1.4.

Se infectó la cepa S601recA`ga1` con los siguientes fagos

PP': red114imm434EII41; sib3red1l4imm434§II41; HindIIIred1l4§I-

857cinl§II6B y HindIIIsib3redl1e5I857cin1ElI68. El fago BB' uti

lizado fué gal8pio11imm434§II41. Se usó una mdi de 10 de cada -

fago. Las células infectadas fueron diluidas 1:100. Los números

en la tabla representan el porcentaje de recombinación sitio-es

pecifica que se estimó por plaqueo en la cepa l98recA gal supF,
1- _ ___ _ _. __

donde solamente plaquean el progenitor PP' (placas blancas) y -

el recombinante BP' (placas rojas). Los datos de la primera lí-

1

í- -±.n._.í._.,_- _í_,_-.

-±--_ -inn-n_n...

-|

____wnea_son el_promedio de 2_expe§im§nïQâ Y lââ Qš lš_§É¶Uü@ÉUlïF%ë n_rn_i __

de 3. Las cruzas muestran una variabilidad de aproximadamente -

el 20%. Para más detalle ver Material y Métodos.

-I
¿'L. ,I¡
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ci6n integrativa obtenidos con los fagos sib+ y sib- (HindIIIred 

114_s:.I857cinlcII68) son muy similares a.los observados para el fa 

go sib (redll4imm434_s:.II41). Estos resultados indican una situa 

ci6n fenot1picamente sib-. 

- - -- -- - - - -- ----- - --

Para conocer que mutaci6n (6 mutaciones) anulaba el efecto 

de sib se examinaron fagos con diferentes marcadores como Hind

III, cinl y E_II68. Tambien se decidió probar el efecto de las -

mutaciones cinlE_II68 en una posición en trans con respecto a 

sib e int, lo cu~l se logra colocandolas en el fago BB'. 

De los resultados de la tabla II-2 se observa que en las -

cruzas de los fagos sib+cII41 y sib-cII41 con e1 fago BB'cinlcII --- - --- - ' --- -
68 (líneas 1 y 4, columna 2) se elimina el efecto de sib, que -

se observa cuando se recombinan con el fago BB' cII41 (línea 1 y 

4, columna 1). 

De la columna 1 (cruzas con el fago BB'.s.II41) se observa que 

los fagos con la mutaci6n E_II68 producen un porcentaje de recornbi:_ 

naci6n semejante al producido por el caso sib-__ (c9m.Q..é!:r:a_r _J,í_neas _"'.'." ___ ______ __ :__ 

5, 6, 7 y 8 con la línea 4). En otras cruzas ef'ectuadas de los fa 

gos _s:.II68. cinlE_II68 y cinl~lcII68 con BB'.s_II41 no se encontra-

ron diferencias de recombinación entre ellos (datos no mostrados. 

cncl revierte el efecto de cin¡ McDermit, 1976). 

Estos resultad6s sugieren que la mutación cII68 es la res

ponsable de la ausencia de las diferencias entre-sib+ y sib- (in 

dependiente de la posición cis 6 trans). 

Una explicación para la ausencia de la inhibici6n por sib 

podría ser que la proteína mutante CII68 activar a pI. Sin embar

go esta hipótesis no explica satisfactoriamente el resultado de 

placa roja y no es consistente con los resultados de otros auto

res (Chung y Echols, 1977). Una hipótesis alternativa que ~odría 

explicar los resultados supone que existe una complementación 

-----entre - CI-I&--y-€-II:6-8---que -~ener-ar--ia---un-procl-uet-e--que--aet-iv-a- --l-a - ex-~r~-----

si6n de int a partir de pI (en todos los casos donde se encuentra 

la combinaci6n cII41 y E_II68 se elimina el efecto de sib • 

• .- ·-:. ~ 
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ción integrativa obtenidos con los fagos sib+ y sib- [HindIIIred
114EI85?cin1pII68) son muy similares a.los observados para el fa

o sib- [redl14imm434cII41] Estos resultados indican una situa '9 ___ .___ ___ _ - ._
ción fenotípicamente sib-. - -
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Para conocer que mutación (ó mutaciones] anulaba el efecto
de sip se examinaron fagos con diferentes marcadores como Hind-
III, cinl y 51168. Tambien se decidió probar el efecto de las -
mutaciones 522151168 en una posición en tšans con respecto a -
_§ip e int, lo cuál se logra colocandolas en el fago BB'.

De los resultados de la tabla II-2 se observa que en las -
cruzas de los fagos gipƒpïïál y_§iÉfEII41 con el fago BB'Eip15II
68 (líneas 1 y 4, columna 2) se elimina el efecto de_§ib, que -
se observa cuando se recombinan con el fago BB'E¶I41 (línea 1 y
4, columna 1]. _ -

De la columna 1 [cruzas con el fago BB'EII41] se observa que
los fagos con la mutación EII68 producen un porcentaje de recombi

~ nación semejante al producido por el caso åipf {¢9mpata;“lïnEaS_f "____h_
5, 6, 7 y 8 con la línea 41. En otras cruzas efectuadas de los fa
gos_EII68,_§inlcII6B y Eiplgaglgïlöä con BB'EII41 no se encontra-
ron diferencias de recombinación entre ellos (datos no mostrados.

cncl revierte el efecto de cinl Mcüermit, 1975).

Estos resultados sugieren que la mutación E1168 es la res-
ponsable de la ausencia de las diferencias entre sib+ y sib- (ig
dependiente de la posición pis ó trans).

Una explicación para la ausencia de la inhibición por sip
podría ser que la proteína mutante CII68 activara pl. Sin embar-
go esta hipótesis no explica satisfactoriamente el resultado de
placa roja y no es consistente con los resultados de otros¬auto:
res ¡Chung y Echols, 1977). Una hipótesis alternativa que podría
explicar los resultados supone que existe una complementación -

~*~-entre-CIIel-y-Eïìfifl-quemgeneraría-un~produete-que~aetiva-la-exprÉ-~-_ --
sión de int a partir de pl fan todos los casos donde se encuentra
la combinación plïãl y EII68 se elimina el efecto de sib.
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TABLA II-2 

EFICIENCIA DE DIFERENTES MUTACIONES PARA ELIMINAR EL EFECTO sib 

% DE RECOMBINACION INTEGRATIVA 

FAGO BB' 
. - - - - - --- -----------~~~~-- -- - -- - - -·----·---

FAGO PP' cII41 cinlcII68 

cII41 s.o 29.0 

cinlcII41 2.4 ND 

HindIIIcII41 2.5 ND 

sib3cII41 28.0 42.0 
- -- - · .. . ..... 

cII68 30.0 ND 

cinlcII68 ----- 32. o------.-. - NO 

HindIIIcinlcII68 28.0 NO -- --- - - --· ---·- ·-
-"- ---------------·-- · ~ ---~--------------------·----- ------- ----··--------------- - ·--·---

HindI.Iisib3cinlcII68 27.0 . NO 

Las cruzas se llevaron acabo en la cepa S60lrecA-gal- a una 

mdi de 10 de cada f"ago. Los fagos PP' que se utilizaron (en el -

orden arriba indicado) son: redll4imrn434EII41; EI857cin1EII41; -

HindIIIEI8.57EII41; sib3redll4im.i-n434EII41; EI857EII68; EI857cinl

EII68; HindIIIredll4EI857cinlEII68 y HindIIIsib3redll4EI857cinl

cII68. Los fagos BB' fueron ~8biollimrn434EII 4 1 y gal~bioll~I -

857cin1EII68. En la tabla se dan los porcentajes de recorebinaci-

6n integrativa que se calcularon en la cepa 198recA-gal-sup F. 

__ _ _ ___ Los_ .. ~~~()~~-5- de la priE'e_ra ~~l_lll!1na r~.P.~~~e:nt~!l- _el:_ prom~cji~ de ? -=------ ··- - _ 

experimentos, los de la columna 2 solamente uno. ND significa no 

determinado . 

.. 
48 

. ~ -

TABLA II-2

EFICIENCIA DE DIFERENTES MUTACIONES PARA ELIMINAR EL EFECTO Sib

_% DE RECOMBINACION INTEGRATIVA

FAGO BB'
_ - _ _ -- _ -±-u¬II-- -_ __-¡Iv _ - 'I|_ 4 T*-*.' -|--¬ ¡Il -H 1-1 r- - _ - ' - -- ' -- I - -I -- _ _ ¡-1 ---- P

PAGO PP' cII41 _ cin1cII68

cII41 5.0 29.0

cin1cII41 2.4 . - ND

HindIIICII4l 2.5 - -- ND

sib3cII41 28.0 42.0

unes 30.0 un A
Cin1CII68 -- 32.0 - -~---e- ND

HindIIICín1CII6B 28.0 ND --- -__ -
________ ¿_ . --1 . . 1 1 -. _ ¡ _ _ _ _ | _ -4 - -_ 1 .-. _ _.-. _-r __-1 ¿-- -.. -_ -..-1.

_ ___ _ _.-__ _ _ _. _ _ _ _ __ _ _, - __ _- _--_ _ - ------ - _ -. .-1 _ _ *___ -_ _ --4.- _ ___ ¿.-.--_- 4-1.11.-.fl _._.¡1±.-_.-±-|±--- --1---___.--in-_ Q -.-1---ng--3

HindIIIsib3CinlcII6B 27.0 ND '

 

4 . Las cruzas se llevaron acabo en la cepa S601recA gal a una

mdi de 10 de cada fago. Los fagos PP' que se utilizaron (en el -

orden arriba indicado) son: red1l4imm434§II41;_§I857cin1EII41; ~

HindIIIcI857cII41- sib3redll4imm434cII41- cI85?cII68' cI857cinl-

_gII68; HindIIIred114cIB57cinl§II68 y HindIIIsib3red114EI857cinl-

51168. Los fagos BB' fueron ga18biol1imm4345II41 y galâbiollåï-

857cin1glI68. En la tabla se dan los porcentajes de recombinaci-

ón integrativa que se calcularon en la cepa l98recA gal supF.

Los valores de la primera columna representan el promedio de 2 -
. __,__.._¬_ . _ _ . _ -_ _. _ . _ _ __ _ _ _-...___ _ _ __ _ _ _ _.- _ _. _ .._-

experimentos, los de la columna 2 solamente uno. ND significa no

determinado.
- r

1
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TABLA II-3 

EFECTO DE sib E~ EL ENSAYO DE SUPERINFECCION 

FAGO AUXILIAR 

cII68 

cinlcII68 

cinlcII41 

cII41 

- ---sib3cII41 

INDICE DE INTEGRACION 

X 105 
- - - - - ---

o. 3· -

o.a 

0.8 

0.8 

1500.0 

una mdi de 10 de cada fago. Todos los fagos enlistados arriba 

son cI857. Los valores representan los profagos escindidos por 

\ 

recombinaci6n integrativa (fagos transductores de ~) por cen

tro infectivo que ~e de f ine como í ndice de integración. Para -

más detalle ver la sección de Material y Métodos. 

-- --- ---------------- --- - ---·· · -- --- - - - ---· · 
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TABLA II*3

EFECTO DE sib EN EL ENSAYO DE SUPERINFECCION

 

FAGO AUXILIAR INDICE DE INTEGRACION
x 105

_ _ __ _-__-___ _ __ _ ¡___ _¡___ . _¡_ _¡__ _ _ _ _ ¡¡ --_-..|-_ --_.--1 __-_ . _ - -¡_ --

. crias 0.3' _
'N

L

¢in1¢11ss o.a \\ .
1

4.

_! .

cìn1cII41 0.8 *

cII4l 0.8

-

_._______.---.-_ _- -

--- ii -.í l_ "É1b3CII4l 1500.0

 H fl _ ú _

|

_ Se infectó la cepa SA731recA-(int2redll4imm434§II4lgal8} a

una mdi de 10 de cada fago. Todos los fagos enlistados arriba -

son E1857. Los valores representan los profagos escindidos por

recombinación integrativa (fagos transductores de gal) por cen*

tro infectivo que se define como índice de integración. Para -

más detalle ver la sección de Material y Métodos.

_ _ _ _. _ _ _- í_.._. ..._-_ __ . __. -; .-. _ _ 1-1-
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COMPLEMENTACION INTRAGENICA ENTRE CII41 y CII68: 

S! la ausencia del efecto de sib se debe a la complementa-

ci6n CII41/CII68 al analizar los fagos por separado no se afect~ 

rta la inhibición de int por sib. Para tal efecto se utiliz6 el 

de un fago auxiliar que proporcione Int 

profago flanqueado por los sitios PP' y 

1979). 

para la escisi6n de un ·-

BB' (Guar:neros y Gálindo, 

Los resultados obtenidos en el ensayo de superinfecci6n se 

• 
muestran en la tabla II-3. Se observa que los fagos ~II68 (y cin 

l~II68; líneas 1 y 2) son igualmente eficientes en ·promover re-

combinación integrativa que los fagos EII41 (y cin1EII41; . líneas 

3 y 4). La eficiencia de recombinación integrativa del fago sib~ 

cII41 (línea 5) es cerca de 2000 veces mayor que la de todos los 

. casos anteriores. De estos resultados se puede concluir que la -

--~m-utación cII68 es incapaz de provocar la ausencia del efecto de 

sib oor sí sola. 
-~ 

Para probar la hipótesis de la complementación se realizaron 

las cruzas descritas en la tabla II-4. 

Cuando las cruzas se efectuan entre cII41 y cII68 (línea 1, 

columna2 y línea 2, columna 1) los porcentajes de recombinaci6n 

se incrementan con respecto a los obtenidos para las cruzas de 

cII41 6 cII68 entre pÍ (línea 1, coiumna 1 y línea 2, columna 2). 

Por otra parte se obs_erva que el porcentaje de recombinaci6n 

integrativa obtenido para las cruzas de cII68 entre sí, posible

mente debido a una actividad leaky de CII68. 

Resultados similares a crr+ se encontraron para los casos -

\ 
\ 
\ 

\ 

---- ----- - --- - --- - - - - -- - - - -- - -·- -- - - -- ·- -- --
sib3cII 41 y sib3cII68 (datos no mostrados). De estos resultados 

se puede concluir que existe una complernentaci6n intrag~nica en-

• 
so ·. 

COMPLEMENTACION INTRAGENICA ENTRE CII4l 1 CII53:

Si la ausencia del efecto de sib se debe a la complementa--
ción CII4l/CIIG8 al analizar los fagos por separado no se afecta

ria la inhibición de int por sib. Para tal efecto se utilizó el

*¬-~ensaye~de~seperínfecc±ôn~+soto~secrequiere-de~la~part±c±paci6n---~*-~¿*-
de un fago auxiliar que proporcione Int para la escisión de un -
profago flanqueado por los sitios PP' y BB' {Guarneros y Galindo,

_, .

1979). 3
. - __ _ _

Los resultados obtenidos en el ensayo de superinfecciön se 1
'lr . 1

I.muestran en la tabla II-3. Se observa que los fagos cII68 (y cin \
-_ "_-'-"' 'L

lEII68; líneas 1 y 2] son igualmente eficientes en promover re- `
I'

combinacion integrativa que los fagos SII4l (y cinlEII41; líneas ~
3 y 4). La eficiencia de recombinaciôn integrativa del fago sib”
cII4l (linea 5) es cerca de 2000 veces mayor que la de todos los
í

4.

casos anteriores. De estos resultados se puede concluir que la -

.mutación cII68 es incapaz de provocar la ausencia del efecto dees
í

-ïïïí-1-.. ¿--- -_ 1-

sib por sí sola.

' Para probar la hipëtesis de la complementación se realizaron
_ -P

las cruzas descritas en la tabla II-4. '
Cuando las cruzas se efectuan entre E1141 y_2II68 (línea 1,

columna2 y línea 2, columna 1] los porcentajes de recombinaciôn

se incrementan con respecto a los obtenidos para las cruzas de

gII41 6 SII68 entre sí (línea 1, columna 1 y línea 2, columna 2).

Por otra parte se observa que el porcentaje de recombinacion

integrativa obtenido para las cruzas de_§II6B entre sí, posible-
mente debido a una actividad leaky de CIIGB.

Resultados similares a EII+ se encontraron para los casos -
__"_msibïéÍÍÃlrfmsibdglïöâmldatos no mostrados); De estos resultados“_ _ l

se puede concluir que existe una complementación intragënica en~

l
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TABLA II-4 

COMPLEMENTACION DE cII41 y cII68 PARA PROMOVER RECOMBINACION 

INTEGRATIVA EN CRUZAS LITICAS 

-------·---------------%-DE RECGMBX-NAG~ON---IN-TEGRA!J:'-IVA --- 

FAGO BB' 

FAGO 

cII41 

cII68 

+ cII 

pp• cII41 cII68 
- · ------ -·--- -

0.3 12.0 

14.0 4.0 

17.0 30.0 

La recombinaci6n se efectu6 en la cepa S60lrecA-~- a una 

mdi de 10 de cada fago. Los fagos PP' fueron cI857cII41; EI857-

cII68 y EI857. Los fagos BB' utilizados fueron .22..!,8biollimm434-

cII41 y gal8biollEI857cII68. Los porcentajes de recombinaci6n -

que se dan en la tabla fueron calculados del plaqueo en la cepa 

198~A-~-~~F y~son el promedio de 2 experimentos excepto pa 

ralos casos ~II+ que es-de uno (valores similares a cII+ se en 

centraron para los casos sib3EII41 y sib3EII68 en 2 experimen--tos). 
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TABLA II-4

CUMPLEMENTACION DE CII41 y CII68 PARA PROMOVER RECOMBINACION

INTEGRATIVA EN CRUZAS LITICAS

I 'G

- _ -:H-e - ~- ~- ~ - s es % DE- «REG9MB-INACION-II*LTEGRAfPIUA~-¬-=--

_ FAGO BB'

Faso PP' eII41 eïxss Q
1.

1

¢1141 una 12.0 `
-.w

*=.
".
1'.

_ 1.

çxxsa 14.0 4.0 '

¢I1+ 17.0 30.0
1-1-rr-Fri-í--r -- - -í- --

La recombinación se efectuó en la cepa S601recA_§al_ a una

mdi de 10 de cada fago. Los fagos PP' fueron_§I857§1I41; 51857-

EII68 y E1857. Los fagos BB' utilizados fueron ¶a18bìo11imm434-

_EII41 y ¶al8bio11g1857§lI68. Los porcentajes de recombinación -

que se dan en la tabla fueron calculados del plaqueo en la cepa

198recA gal ÉHEF y›son el promedio de 2 experimentos excepto på
+' . . +ra lüs eageg E11 que es-de uno (valores similares a SII se en

centraron para los casos sib3cII41 y sib3cII68 en 2 ex erime -
""'¬-.

tos). _ '
___, _ _- ,_ _ _ 1- _ _í__ _ _ _ .cm ..n.±í -11 1- -uír- -|- _ í í---1---í- -Ó-u---b ----_-no
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TABLA II-5 

AUSENCIA DE COMPLEMENTACION cII41/cII68 

EN EL ENSAYO DE SUPERINFECCION 

FAGO AUXI-l.-±A-R---- ---------· ---rNDICE J.)E-INTEGRAC-fé5N _ _ _ _ 

X 105 

cII41 1.5 

\ 
\ 
\ 
\ 

\ 
cII68 ' . 2.6 

cII41 + cII68 1.1 

+ _ _ _ c~_I _ _ _ 3200.0 

Se infect6 la cepa Sa73lrecA- (int2redll4imm434EII41~8) a 

. una mdi de 10 de cada fagó. Todos los fagos utilizados llevan la 

mutación cI857. Los números de la tabla denotan ek indice de in-

tegraci6n que representa los profagos escindidos por recombina-

ci6n integrativa (fagos transductores de gal) por centro infecti 

vo (valores semejantes a ~II+ se obtuvieron para sib3~II41 y -

sib3EII68; datos no mostrados). 

' 

- i 

.:.. 

\ 
\ 

... '. 

- - - --- ·- --- -· 
---- - - - - - -- - - - - - - - -- - - ·-

.. 
52 

jL ; 

TABLA 11-5

AUSENCIA DE C0MPLzMENTAcIoN ¢II41/crias
EN EL ENSAYO DE SUPERINFECCION

† _ _
_ _? __., _.. _ ¿.-. -.-_- ----' -I '

-._ Hi
_-_ ___.._._.EAGQ_AJJJ(IL-I-AR- " A INDÍCÉODÉ' INTEGRACION

` 5x 10

'H
\
\¢1141 1.5 1

\'¦

¢116s * 2.6 A ¬
1

e1141 + cxxss - 1.1

-¢11+ 3200.0. A -ii; ---III--h -
..-A. in.--r --r J-II

Se infectó la cepa Sa731recA (int2red114imm434EII41gal8) a

una mdi de 10 de cada fago. Todos los fagos utilizados llevan la

mutación E1857. Los números de la tabla denotan ek índice de in-

tegración que representa los profagos escindidos por recombina-

ción integrativa (fagos transductores de gal) por centro ìnfecti

vo (valores semejantes a EII+ se obtuvieron para sib3pII41 y ~

sib}cII68; datos no mostrados).

-'-¡¡,1.¡¡.¡ï¡-|-_--l_-†_-_-

_ _ - I- -- __ ï_.¿. -- _--í_ -I_ _-mi -'-
_ _ ,...-ii.

_ -. - 1
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tre los alelos cII41 y _sII68. El fragmento polipeptidico CII41 

podr1a estabilizar la proteína CII68 e
0 

incrementar su actividad. 

Una vez demostrada la complementaci6n en cruzas líticas pa 
-------------· - - --- - - - - - ---- -- --

ra recombinaci6n integrativa, se trat6 de comprobar la comple-

mentaci6n de EII41 y EII68 en el ensayo de superinfección. 

Los resultados muestran que la coinfección (línea 3; tabla 

II-5) da valores similares en el índice de integraci6n a las in

fecciones de las mutantes por separado (líneas 1 y 2). Estos re-

sultados indican ausencia de complementación. Para el caso cII+ 

(línea 4) se obtuvo un índice de integración cerca de 1000 veces 

m~s que los casos cII • 

EFECTO DE hfl SOBRE LA COMPLEMENTACION DE CII41/CII68: 

La ausencia de complementación en superinf ecci6n podría de-
- ---- - - - ·- - - ------ ---- -- ----- - --- ---- - ----

berse a la expresión conjunta de pL y de pI. Con la finalidad de 

estudiar sólo la expresión de int a partir de pI se deben intro-

ducir 2 . cambios con respecto al experimento anterior (tabla II-5): 

1) Utilizar fagos con la mutaci6n nutL44, que impide la transcriE 

ción de int a partir de pL. 2) La superinfecci6n se debe realizar 

en una cepa hfl , debido a que los fagos nutL- no expresan CIII, 

que es requerido para la funci6n de CII (CIII antagoniza Hfl, ver 

introducción). 

En la tabla II-6 se observa que en la cepa hfl (columna 1), 

la coinfección cII68/ cII41 - a un-a- mdi de 1-0 - es más eficiente en-.:. - -
promover la actividad de Int que las infecciones sencillas de 

cII41 y EII68 (comparar línea 4 con línea 1 y 2). Estos resulta-
--- - - ----- -- - ----

dos sugieren complementaci6n entre CII41 y CII68, aunque el valor 

de recombinación para la coinf ección es menor que el encontrado 

--
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tre los alelos 51141 y 31168. El fragmento polipeptídico CII41

podría estabilizar la proteína CII68 eiincrementar su actividad._

i
I |.1 _ ._

Una vez demostrada la complementación en cruzas líticas pa

ra recombinación integrativa, se trató de comprobar la comple-

mentación de pII41 y EIIGB en el ensayo de superinfección.

Los resultados muestran que la coinfección (linea 3, tabla
II-5) da valores similares en el índice de integración a las in-
fecciones de las mutantes por separado (líneas 1 y 2). Estos re-

sultados indican ausencia de complementación. Para el caso §II+

[línea 4) se obtuvo un índice de integración cerca de 1000 veces
más que los casos_gII".

EFECTO DE hfl sonas LA coMPLm~1sN_TAcl1_o_1~¿ DE _cII41/CII68=
_ La ausencia de complementación en superinfección podría de-

berse a la expresión conjunta de pL y de pI. Con la finalidad de
estudiar sólo la expresión de int a partir de pI se deben intro-

ducir 2 cambios con respecto al experimento anterior (tabla II-5):

1) Utilizar fagos con la mutación nutL44, que impide la transcrip

ción de int a partir de pL. 2) La superinfección se debe realizar

en una cepa hfl , debido a que los fagos nutL no expresan CIII,

que es requerido para la función de CII (CIII antagoniza Hfl, ver
introducción).

En la tabla II-6 se observa que en la cepa hfl- (columna 1),
la coinfección_gII68[cII4l a una_mdi de lb es más eficiente enu-
promover la actividad de Int que las infecciones sencillas de -

cII41 y cII68 (comparar línea 4 con línea 1 y 2). Estos resulta-

""" läéš" šiíåïe 1-En ¿am§1¿meHtÍ-_-Éfišfi`è}Í±Í1-Écï111í”}*cÍiè'áÍ'i'aÉ1}¶§Gš*¿i `vå1'<É›1-
de recombinación para la coinfección es menor que el encontrado

I. -'di Jl.
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TABLA II-6 

EFECTC DE hfl SOBRE LA COMPLEMENTACION cII41/cII68 EN 
·-SUPERINFECCION CON FAGOS nutL 

------- - - - - - - ·-- -

0 AUXILIAR nutL-

cII41 

cII68 -

cII41 + cII68 * 

cII41 + cII68 

cII+ 

5 
----1!-NI)..!BE---DE-IN.'!'-EGRACI-ON -*--l-~·-----· - ---

hflA+ 

0.1 . o .1 

0.7 0.1 

- ---- --- -- ----~---------

3.0 0.1 

- - - --·- - - --·---__ ,.___ ·- - ·---------- -·-

20.0 0.1 

200.0 30.0 

2000.0 4000.0 

Se infectaron las cepas SA731recA-hflA+ (int2redl1 4 imm4 3 4~II-

41~8) y SA73lrecA-hflA-(int2redll4imm434E_II41gal8) a 'una mdi -

de 10 de cada fago, excepto para el caso (*) donde se utiliz6 u-

na mdi de 5 para cada fago. Todos los fagos llevan la mutaci6n -

-- - - ---- - -- ---- - ---- - -- - - - ------ - --·- - . - ---- -- - - -- ------~---- - --

cI857. La mutaci6n nutL44 se utiliz6 con los fagos de las prime-

ras 5 líneas. Este experimento se realiz6 2 veces con resultados 

simila;res • 
.. 
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TABLA II-6

EFECTO DE hfl sonas LA coMPLEMENTAcIoN 01141/cII6B EN
SUPERINFECCION CON FAGOS nutL _

__ «- ~ - - -› »_ - A _ .sucios-ns~I-mrssnaciex es-1.05-«_ _»-¬------_--
 

6 AUXILIAR nutI.“ ' hf1A` hf1A+

cII4l 0.1 ` 0.1_ _ _ _

- ¢II00 0.?_ _ _ _____ 0.1 _

cII41 + cII6B * 3.0 _Um__“_" _“mmU.1
¡_

-.H -¬--. _-
- __ _ _ _ __ . . . -___ _-___..-_ . _-_ ___ _--¡____.. . __. ____.__.. __,,....._

-_- ___ ¬¬- _ - __ -._ ___ _ _ _ _ _ _ __ -.-__ _-1 _ ._- --._ -- - - __.q_ - - -- -..--._ _...q._-.¡-- --1------- - 4.-.. -- - - _.-._ ___ ___...-..._-._

cII41 + CIIGS 20.0 0.1

¢II* 200.0 30.0

nutL+cII* 2000.0 4000.0

Se infectaron las cepas SA?31recA`hflA+{int2red114imm¿34§II-

dlgalüì y SA73lrecA hfla [int2red114imm434§II41ga1B) a una mdi

de 10 de cada fago, excepto para el caso (*} donde se utilizó u-

na mdi de 5 para cada fago. Todos los fagos llevan la mutación -
_______ _ __ ___ _____ __ _ _ _ _ __ _ __ _-...__ _.._. _ _.- ___. __ ____ ,_ _ _ _ _ ____ _ _ , _

E1857. La mutación nutL44 se utilizó con los fagos de las prime~

ras 5 líneas. Este experimento se realizó 2 veces con resultados

similares.
*I
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TABLA II-7 

EFECTO DE hfl- EN LA COMPLEMENTACION EN EL ENSAYO DE 

SUPERINFECCION CON FAGOS nutL+ 

FAGO AUXILIAR INDICE DE INTEGRACION 

- - - -- - -- --------- ·-· --~--------x-1-eS_._. ___ _ 

cII41 5 

cII68 16 

cII41 + _cII68 * 20 

cII41 + cII68 

3000 

Se infect6 la cepa SA73lhfl-lrecA-(int2redll4irnm434cII41gal8) 

a una . mdi de 10 de cada fago, excepto para (*) donde fu~ de 5 para 

cada fago. Todos los fagos auxiliares portan la mutaci6n cI857. -

Los números en la tabla representan los prof agos escindidos por re 

combinaci6n integrativa (fago rojo) normalizados con los centros -

infectivos y son el promedio de 2 experimentos. Para más detalle -

ver Material y Métodos. 
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TABLA II*7

EFECTO DE hfl EN LA COMPLEMENTACION EN EL ENSAYO DE

' suPzAINFzccI0N con FAGos nutL+

FAGO AUXILIAR ' _ INDICE DE INTEGRACION
-___ __ __ _ _ _ ___. -____ _,._ __.__._ ___ ,__ _ -- _.-. -..-- - ___.- ..._ __.. _.. , ___ E _ _ _ ..___-__ __._.___.__'_.._ _

cII41 5

cII68 16-

: - +

_. CII41 + CIIEB * 20

¢II41 + cIIOa ~ ~I~ 30
.-.__ _ _

___ _ _ _ -___- _-_ _- -_-F . ¡_.-_.- _ _ HI- -_-1-_-_-__

¢II+ 3000 0

_
I

- 1 - - 1 - 1 - 1 r _ .
--

- _ | | . ¡ ¬ _ n ¡ . _ _ _ | | , ¡. 1 _ _

Se infectó la cepa SA731hf1-lrecA“[int2red114imm434§II4lg5l8]

a una mdi de 10 de cada fago, excepto para {*} donde fué de 5 para

cada fago. Todos los fagos auxiliares portan la mutación_§I857. -

Los números en la tabla representan los profagos escindidos por re

combinacion integrativa ífago rojo) normalizados con los centros -

infectivos y son el promedio de 2 experimentos. Para más detalle -

ver Material y Métodos.

-__-_ 1-__ -|- r 1 _ -|- r-u-¡__ -_ ¬. _ _ _. __. .- _ ______ _____ _. _ _ _ _ __ _ _ _ -___
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TABLA II-8 

EFECTO DE hf l SOBRE LA COMPLEMENTACION EN• 

EL ENSAYO DE CRUZA LI~ICA 

CRUZA P x B . hfl+ 
---- - ___:.__,_ 

45.0 

cII41 x cII41 0.2 

_ cII68 x cII68 4.0 

cII41 x cII68 11.0 

41.0 

0.1 

3.0 

10.0 

-- - --·--- ----
cII68 x cII41 18.0 23.0 

La recombinación se realiz6 en las cepas 5165 y S165hfl-. 

Se utiliz6 una mdi de 10 de cada uno de los fagos • Los fagos -

att-P fueron: ~1857, EI857EII41 y cI857cII68, y los fagos att-B: 

~8biollcI857, ~8biollcI857EII68 y ~8biollimm434EII41. Los 

porcentajes de recombinación se calcularon por plaqueo en la cepa 

- ---- ---- --- --------- ---- - - -~-- ----- ----- -------------- - -

'57 
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TABLA II-8

- EFECTO DE hfl_SOBRE LA COMPLEMENTACION EN'

EL ENSAYO DE CRUZA LITICA
'Í

_

 

CRUZA P A B____ __ __ _______pfI†__ _____ __ nf1___P_

¢I1+ x 011* 45.0 _41.0

- CII41 x CII4l 0.2 0.1

cII6B x cII68 4.0 3.0

___

-u

1l.0 10.0cII41 x cII68 _

_ _ ¡__-_ _? .-- __ _ _-___ _ __ ..___-___ _ _ -1- ¬---__-¡___

GIIGB X cII41 18.0 - 23.0

La recombinación se realizó en las cepas S165 y S165hfl'.

Se utilizó una mdi de 10 de cada uno de los fagos . Los fagos -

att-P fueron:_gI857,_EI857gII41 y 5185751168, y los fagos att-B;

galBbio1lEI857, gal8bio11cI851§II68 y gal8biol1imm434§II41. Los

porcentajes de recombinacion se calcularon por plaqueo en la cepa

Y I _II$ I -I- 

l9ÉrecA`gal-supF. E G-M -_ "_ -ui las H- %__ ._ _

_ _ _ _ _ ___ _ _ _ - i _ -II _ i
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ambas condiciones. El valor de la complementaci6n tiene la misma 

magnitud en ambas cepas, así corno el efecto :leaky de cII68. 

AUSENCIA OE COMPLEMENTACION EN REPRESION: . 

_ _ ____ L~a..__p.rote'ina_ _ C I I regula coordinadamentfLl..a_expi:.esii5.n_.de_lo_s__-___ _ 

promotores pI y pE para la transcripci6n de los genes int y Er · -
:, 

respectivamente. Los resultados mostrados anteriormente sugieren, 
1 

que CII68 en conjunto con .CII41 -activan ·la exoresi6n de pI. Con \ 

el fin de examinar si la activaci6n tambien era v~lida para la -

activación de pE, se plante6 el realizar un ensayo -de frecuencia 

de lisogenia (aunque hay que hacer notar que esta es una medida 

muy indirecta para determinar activaci6n de pE, sin embargo no se 

encontr6 otro ensayo más adecuado). 

Belfort et al (1975) reportaron ausencia de complementación 

_ _ _g_~~a~~ producción de represor entre EII41 y EII68 (entre otras 

mutantes de EII analizadas). Cuando se realiz6 una prueba de corn 

plernentaci6n cualitativa (por estría) 6 cuando se estirn6 la fre-

cuencia de lisogenia tamb~en se encontr6 ausencia de cornplernent~ 

ci6n entre ~II41 y EII68 (datos no mostrados). Estos resultados 

confirman los obtenidos por Belfort y colaboradores. 

Dado que ·la cornplernentaci6n en el ensayo de superinfección 

s6lo es aparente en condiciones hfl~, se decidi6 medir la fre-

cuencia de lisogenia en una cepa hf l + -con fagos nutL y nutL • -

Los resultados se muestran en la tabla II-9. 

Se puede observar que no existe un incremento en el valor -

obtenido para las coinfécciones (líneas 3 y 4) con respecto al -

valor obtenido con las -infecciones sencillas(l1neas 1 y 2), su 

• 
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ambas condiciones. El valor de la complementación tiene la misma
magnitud en ambas cepas, así como el efecto leaky de_EII68.

AUSENCIA DE CÓÉPLÉMÉNTÄCION ÉN RÉPÉESI¿N¦_ _

LJl_¬_lllLa_proteínaaC1I_regula_ccordinadamente_la_expresiónide¬los.astra". _
¡-

I L

promotores pI y pE para la transcripción de los genes int y_§I -

respectivamente. Los resultados mostrados anteriormente sugieren

que CII68 en conjunto con CII41 activan la expresión de pl. Con “X

el fin de examinar si la activación tambien era válida para la -

activación de pE, se planteó el realizar un ensayo-de frecuencia

- de lisogenia (aunque hay que hacer notar que esta es una medida

muy indirecta para determinar activación de pE, sin embargo no se
encontró otro ensayo más adecuado). `

Be1fort_§E_al (1975) reportaron ausencia de complementación
__"__para_la producción de represor entre EII4l y_2II68 (entre otras

mutantes de 511 analizadas). Cuando se realizó una prueba de com

plementación cualitativa (por estria) ó cuando se estimó la fre-

cuencia de lisogenia tambien se encontró ausencia de complementa

_ ción entre §lI41 y_EII68 (datos no mostrados). Estos resultados

confirman los obtenidos por Belfort y colaboradores.

Dado que la complementación en el ensayo de superinfección

sólo es aparente en condiciones hflf, se decidió medir la fre-

cuencia de lisogenia en una cepa hfl- con fagos nutL+ y nutL_. -
.-.

1

Los resultados se muestran en la tabla II-9.

Se puede observar que no existe un incremento en el valor -

obtenido para las coinfecciones (líneas 3 y 4) con respecto al -

Tn

'I

valor obtenido con las infecciones sencillas(lineas 1 y 2), sp
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TABLA II-9 

AUSENCIA DE COMPLEMENTACION cI!41/cII68 EN REPRESION 

FAGO FRECUENCIA DE LISOGENIA 

- - - - - - - ------C-ENTRO--I-NFEC-'l'~ -

cII41 

cII68 

cII41 + cII68 * 

- -- ------ - ----- -·-' 

0.02 

o.4o 

+ nutL 

1.0 

4.0 

0.20 0.70 - -~ -· -- - ---··-

-- - ------- ----- ·- --- ---- --- --------
cII41 + cII68 o.so 0.10 

112.0 154.0 

Se utiliz6 la cepa 5165 hfl-. La rndi fué de 10 para cada uno 

de los fagos, excepto para (*) donde fué de 5. Todos los fagos -

llevan la rnutaci6n EI857. Los valores representan la frecuencia -

' 
de lisogenizaci6n normalizados con los centros infectivos y rnul-

tiplicados por 100. 

----- - ·-·-- -- - - --- --- - - --- -- . - ~-~ - --· - ----- - - - - - -- -
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TABLA II-9

AUSENCIA DE COMPLEMENTACION GIÍ41/CIIGB EN REPRESION

FAGO FRECUENCIA DE LISOGENIA

cr- ~¬-- - -----~--- - ~«-E ~~~ ---GsNTRe-›-H›u¬~scc1_vo.»_». c _.-- ..___ ,_

N

cII41

__ cII68

cII41 + cII68 *

nutL_ nutL+

0.02 1.0

0.40 4.0
-I- _ -à -¿__

0.20 ___pp “(0,70

'E'

¬.

IZIIIUI-I-¡ll %fl:Í-

¢1:41 + ciišs “swf oÃs5m¬ E EEE ““"M"”"öÍïö"`“""""""“”“"”`“““'

eri* 112.0 154.0

4 - . - .

Se utilizó la cepa S165 hfl . La mdi fué de 10 para cada uno

de los fagos, excepto para (*) donde fué de 5. Todos los fagos -

llevan la mutación EI857. Los valores representan la frecuencia -

de lisogenización normalizados con los centros infectivos y mul-

tiplicados por 100. -í

- 14...*-._ í .. _ - --_ _ __ -_ _ -_
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giriendo que no existe complementación. Por otra parte se puede 

observar que la frecuenc i a de lisogenia obtenida para el caso- · 

cII68 es mayor (de 4 a 20 veces) que la obtenida para cII41 (co~ 

parar líneas 1 y 2 de ambas columnas), probablemente debido a la 

actividad leaky de CII68 • Por otra parte los valores con los fa 

gos nutL+ son mayores que los de nutL-, posiblemente por que es-

tos últimos no expresan CIII. 

COMPLEMENTACION EN EL ENSAYO DE att2 : 
. -

El efecto de CII sobre la activaci6n qe pI es dependiente de 

la multiplicidad de infección (mdi) que se utilice, mientras que 
- -- .. ---- -· 

el efecto de sib sobre la expresi6n de int es independiente de la 

maÍ; Ert ét expeÍ:-imento de la tabla II-10 se exarnl.né el efecto de 

la mdi en la complementaci6n entre cII41 __ ":( _c!I68 _'!._ s~ - compa~6 e°-~-- ______ _ 
- - - -- - ---------.----- -- --- --- -- - - ----------------- -----·- -~ ·-·· -- - · 

el efecto sib usando otro ensayo que tambien mide la recombinaci

ón integrativa llamado att2 (Nash, H. A. [1974], Virology 57:287). 

Cuando se analizan los resultados con el f~go att2~II41 (co

lumn~s 1 y 2) se obs-erva el efecto de sib a las 2 mdi de los fa

gos . auxiliares EII41 (líneas 1 y 2). Algo similar se encuentra -

2 
con ~stos m~smos auxiliares cuando se ensayan con el fago att EII 

68 (líneas 1 y 2, columnas 3 y 4). Por el co_11trario, cuando se -

utilizaron los auxiliares EII68 (a una mdi de 10) con el f a go att2 

cII41 el efecto de sib desaparece (líneas 3 y 4, columna 1); pero 

este efecto si se observa cuando se utiliza una mdi de 1 de -~os -

auxiliares (líneas 3 y 4, columna 2). Cuando los auxiliares como 

el _fagoatt 2 son cII68 el efecto de sib se observa a una mdi de 1 
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giriendo que no existe complementación. Por otra parte se puede

observar que la frecuencia de lisogenia obtenida para el caso -

E1168 es mayor (de 4 a 20 veces) que la obtenida para E1141 (com

parar líneas 1 y 2 de ambas columnas), probablemente debido a la
_ ' ' ._--r _ - __ _ -__- ¬-- _.-..¬-±¬--._---||-- - ¡__ ... -__¬.--__-- I_- ¡_ - è-.|-_ |- ¡-- --r ¡_-| _ _ _ *_ _. _ :I- _ - - - - - _-_- ¡I--1 11-nl-¡ía-

actividad leaky de CII68 . Por otra parte los valores con los fa

QQS nutL+ SOR mayüres que 105 åe nutL-, Pusiblemente por que es-

tos últimos no expresan CIII.

COMPLEMENTACION EN EL ENSAYO DE att2¦ _

El efecto de CII sobre la activación de pI es dependiente de

la multiplicidad de infección (mdi) que se utilice, mientras que

el efecto de sib sobre la expresión de int es independiente de la
¬ n

mdi; En el experimento de la tabla II-10 se examinó el efecto de _

la mdi en la complementación entre cII41 y CIIEB y se comparó con
8 _

_ _' 'U ¬" i - .n ___.- -_ _¬,¢___ __-___..
1;-1 - __ _ __- _____ _ _ _ __, -- _ ___ __

-_ - ' - - - -_I_'-- I-'I -II- -Ii--ll-I-S--I-í --|-;¬--¢ïv-ï- ï-.31--1 ----..n-n. __.`.-n|_.-.n_§.__-1_...í_±_. .- ¿ __...-.___ -..._ ¢ -.---a--9 --_-_-

el efecto sib usando otro ensayo que tambien mide la recombinaci-

ón integrativa llamado attz (Nash, H. A. [l974], Virology §1:287).

Cuando se analizan los resultados con el fago attgEII41 (co-

_ lumnas l y 2) se observa el efecto de sib a las 2 mdi de los fa-

gos_auxiliares E1141 [lineas 1 y 2). Algo similar se encuentra -
I +.¡ I I 2con estos mismos auxiliares cuando se ensayan con el fago att EII

68 (lineas 1 y 2, columnas 3 y 4). Por el contrario, cuando se -

utilizaron los auziliares 51168 (a una mdi de lü) con el fago att2

cII41 el efecto de sib desaparece (líneas 3 y 4, columna 1); pero

este efecto si se observa cuando se utiliza una mdi de 1 de los -

auxiliares (lineas 3 y 4, columna 2). Cuando los auxiliares como
-.--_-.¿.¿._¿_¡_ _ __ _.- --._. _ _ _ _ -¡_ I _ _ ___ _- __ -_ __ __ ____ 'I

- --- - -- - í

el .fago attz son EII68 el efecto de sib se observa a una mdi de 1
I'

' so

É t



j ., FAGO A~XILIAR 
1 

;_· .../ 

CII41 

sib-cII41 

COMPLEMENTACION tj~ cII41 y cII68 en att2 

1 
! 

¡ 

1 2 1
, DE (/) EDTA-RESISTENTE irnm att 

cII41 0 att2 

(10:1) (1:1) (10:1) 

0.9 1.4 1.1 

16.2 ·13. 7 16.7 

CIII68 

(1: 1) 

0.3 

6. 2. 

°' cII68 18.0 1.9 6.0 0.4 ..... 

· "· , ~ · '~ti"¡. ·:~ .¡~ -' ..... . 

14.0 28.0 
1 
1 o. o 1 

4.8 1 sib-ci i 68 

1 

1 ,--.¡ 
~os números en la tabla representan la actividad de'Int medida como ellporcentaje 

de fagos EDTA-resistentes irnm att2 • El experimento se realiz6 a 2 mdi de lo fagos au

xiliares que se indican entre parentesis (de 10 y de 1). Los fagos sib- llet an la muta 

ci6n sib3. 
1 

~-·: ··J • .. . 1,._~, :.r.::.. ·" 

T ! 

1 

1 

1 

1 

¡ ... .,·. ·!";, -t-.. 
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pero no a una mdi de 10 (líneas 3 y 4, columnas 3 y 4). 

Debido ? que CII es activa a una mtlltiplicidad de infecci6n 

alta .enmascara el efecto de sib sobre la expresi6n del gene int 

ya que este se expresa de pI. Esta seria una de las conclusiones 
- - ------ --- - ~ - - - ------- - - ·- -

de este experimento. El valor de la coinfecci6n ~II41/~II68 es 3 

veces mayor que el obtenido para el caso cII68/cII68 (a mdi de 

10; ver líneas 3, columnas 1 y 3) y muy similares a todos los -

casos sib • Estos resultados podrían sugerir un efecto de compl~ 

mentaci6n • Por otra parte tarnbien queda claro el efecto leaky -

de CII68 que puede · ser clave para la compleiventación; tarnbien se 

puede apreciar que el factor de la multiplicidad de infección al 

ta es m~s crucial para cII68 que para- EII41 • 

'· 

-- --- - - - - ---- - - - - ------~-------·----

- ! 

------------
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pero no a una mdi de 10 (líneas 3 y 4, columnas 3 y 4).

Debido a que CII es activa a una multiplicidad de infección

alta_enmascara el efecto de sib sobre la expresión del gene int

ya que este se expresa de pI. Esta sería una de las conclusiones

de este experimento: Él_fialor de la coinfeccion gíI4lY§lÍ68¬es_§

veces mayor que el obtenido para el caso cII68/cII68 (a mdi de

10{ ver líneas 3, columnas 1 y 3) y muy similares a todos los -

casos sib . Estos resultados podrian sugerir un efecto de complå

mentacion . Por otra parte tambien queda claro el efecto leaky -

de CII68 que puede ser clave para la complementación; tambien se

puede apreciar que el factor de la multiplicidad de infección al

ta es más crucial para E1168 que para¿5II41 .
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DISCUSION 

El gene int se transcribe a partir de dos promotores; del -

promotor proximal pI, cuando se activa por la proteína CII y del 

promotor--dlstal pL,- baJo-ra -acc10Ii pos-itiv a:--ae-rzr pYóteíria ~ :---La 

expresi6n de int del transcrito de pL se inhibe por sib; sin em

bargo mutaciones sib- eliminan ésta inhibici6n. El efecto de sib, 

s6lo se observa en condiciones EII-. La infecci6n de fagos EII 

produce niveles bajos de Int debido a sib, e infecciones con fa

gos .§.ib-cII- produ.ce niveles comparables a los expresados con fa 

+ gos EII (Guarneros et al, 1982). 

En esta parte se investigó la ausencia del efecto inhibidor 

de sib observado en cruzas 11ticas del tipo PP' x BB' con fagos 

cII68 y EII41 (tablas 1, 2 y 3, Parte II). 

Los resultados presentados sugieren que este erunascararnien-

to se debe a una complementaci6n intragénica entre cII68 y EII41 

(tabla II-4). 

El efecto de la complementaci6n en el ensayo de superinf ec-

ci6n es dependiente de condiciones hf l y el efecto no es tan -

pronunciado como en las cruzas líticas. La clave para explicar 

astas disparidades puede estar en la naturaleza de los ensayos. 

Si bien en ambos parece inf luir el mismo tipo de factores tales 

como dependencia de Int, CII, -rnd1y termólabi-lidaa ¡ -ei- ensayo-de

superinfección es más sensible y las diferencias entre ~II+ y -

cII se incrementan 10 veces 6 m~s que en la cruza lítica por r~ 
- ---- ·-----------, ----- - - ---· - - - - ------ --·- - - ·----- ·--------- ------ -

zones que no se explicaron satisfactoriamente (Guarneros y Echols, 

.. 
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DISCUSION
1'

E1 gene int se transcribe a partir de dos promotores; del -

promotor proximal pl, cuando se activa por la proteína CII y del

lpromotor`dìstãI pH: bajo Ia`accïón positiva"dã_Iã'proteína`NÍ_La "'*"“"¬“

expresión de int del transcrito de pL se inhibe por sib: sin em-

bargg mutaçignes gib Eliminãn ësta inhibiCiÓH. El EÍECÉO de Sib,

sólo se observa en condiciones_§II-. La infección de fagos E11-

produce niveles bajos de Int debido a sib, e infecciones con fa-

gos_§ibfgII" produce niveles comparables a los expresados con fa

gos_§II+ (Guarneros_É§_§l, 1982).

En esta parte se investigó la ausencia del efecto inhibidor

de_§ib observado en cruzas lïticas del tipo PP' x BB' con fagos

_§II68 Y EII4l (tablas 1, 2 y 3, Parte II).
--------u--- n_n- - 1.-._íí¿_ .,._..,.- '_ .__ ____ __ ¬__ _

Los resultados presentados sugieren que este enmascaramien-

to se debe a una complementación intragênica entre_EII68 y §lI41

El efecto de la complementación en el ensayo de superinfec-

ción es dependiente de condiciones hfl y el efecto no es tan -

pronunciado como en las cruzas líticas. La clave para explicar

éstas disparidades puede estar en la naturaleza de los ensayos.

Si bien en ambos parece influir el mismo tipo de factores tales

como dependencia de Int, CII,`mdi'y termolabilidad, el'ensayo“de*

superinfección es más sensible y las diferencias entre EII+ y -

cII_ se incrementan 10 veces ó más que en la cruza lítica por ra
_ I
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zones que no se explicaron satisfactoriamente (Guarneros y Echols,
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1973; Chung y Echols, 1977; Guarneros y Galindo, 1979). 

Una diferencia entre ambos ensayos, es la estructura rnolecu 

lar de los sustratos de recornbinaci6n. En las cruzas líticas la 

recornbinaci6n es una reacción interrnolecular (entre los DNAs de 
- - - - - --- --- -----~---

los fagos PP' y BB'); mientras que en la superinfecci6n la reac-

ci6n es un evento intramolecular (escisión del profago flanqueado 

por los sitios PP' y BB') (fig. II-1). 

En las cruzas líticas el fago PP' además de participar en la 

reacción de recombinaci6n corno sustrato, tambien expresa la inte-

grasa para la reacci6n. Después de un evento de recombinaci6n en-

tre los progenitores PP' y BB' se generan recombinantes PB' y -
·- -

BP' y el fago BP' es fenotípicamente Sib- (gal sustituye a sib), 

por lo que la expresi6n de int se incrementará a partir del pro-

-- m_otor pL. Posiblemente el !lúmero inicial -~~ _!eCOI'Q.!:>in_9.l}te:.!? será- ..,,. __ ----· ____ _ 
------- -- ---- - - -------- ------ -------------------- ---·~----- - --------- .. --- --- ---- - ---·-

dependiente de si el fago es sib+ 6 sib- sí se analiza pL; 6 de 

+ s1 es cII 6 el! sí se analiza pI en el fago PP'; pero una vez 

generados los recombinantes BP' los niveles de integrasa se eleva 

ran introduciendo un· efecto de ruido (efecto que amplificaría el 

porqentaje de recombinación). Probablemente esta podría ser una 

explfcaci6n del por qu~ las diferencias entre ElI+ y ~II- (6 sib+ 

y sib-) son menores que las obtenidas en sup~rinfección en los -
1 

valores de recombinación integrativa y del por qué el valor de -

la complementación (activación de pI) es mayor (más cercano al -

+ valor de Ell ) que el obtenido en superinf ección; tambien podría 

__ __ ---~er_ ~-~~ ~~-~~- icación para la -~u~e:I1ci_a -~~l _ _ e_fec_~'? - ? _e hfl ~ - ~~- la co~ - __ 

plementaci6n en las cruzas líticas. 
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1973; Chung y Echols, 1977; Guarneros y Galindo, 1979).

Una diferencia entre ambos ensayos, es la estructura molecu

lar de los sustratos de recombinación. En las cruzas lïtìcas la

recombinación es una reacción intermolecular (entre los DNAs de
.

_ _. _ _ -- '_ - - - _ = Iï-IIl_-I--I|I-¡-I1Ií-__ _ _ -1- -_.______ _ _ i ____¬_ ___.___¿ __¡__ ___.. __” __ _ ¡_ - _í-nl-1m
_ __* H 1 _ ___ _.. _ _ _ 1. __í

los fagos PP y BB ); mientras que en la superinfección la reac-

ción es un evento intramolecular (escisión del profago flangueado

por los sitios PP' y BB') (fig. II-ll.

En las cruzas líticas el fago PP' además de participar en la

reacción de recombinación como sustrato, tambien expresa la inte-

grasa para la reacción. Después de un evento de recombinación en-

tre los progenitores PP' y BB' se generan recombinantes PB' y -

BP' y el fago BP' es fenotipicamente Sib- (gal sustituye a sib),

por lo que la expresión de int se incrementará a partir del pro-

motor pL. Posiblemente el número inicial de recombinantes será 2 _ ___ _ __ ___. ___ .__-----_-_.. - --.
__ .-

_ _ | _ __ __ _ __ ___ --___ _ _ ___ _ _ † _ ___,_ _..-.__¬_ ï.,¬±_. _,-..-.-¡.__.4_1.;.._r-u. _ ±¢±ì¬ l-G~- _-- -1"--*Z -¢"I'I'±I'-D--_ _.__ ,_ __ _ _ _ _. 1-.- _ -

dependiente de si el fago es sib ó sib sí se analiza pL; ó de

si es §II+ 6 EII_ si se analiza pI en el fago PP'; pero una vez

generadoslrm;recombinantes BP' los niveles de integrasa se eleva

ran introduciendo un efecto de ruido (efecto que amplificaria el

porcentaje de recombinación). Probablemente esta podría ser una

explicación del por qué las diferencias entre_EII+ y SII (ó sib+

y Sib ) son menores que las obtenidas en superinfección en los -

valores de recombinación integrativa y del por qué el valor de -

la complementación (activación de pI) es mayor (más cercano al -

valor de §II+} que el obtenido en superinfección; tambien podría

ser una explicación para la ausencia del efecto de hfl en la com _ __ _

plementación en las cruzas lÍticas_ -

I
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FIG. II-1. ENSAYOS DE RECOMBINACION INTEGRATIVA. Parte A): Ensayo 

de superinfecci6n. Consiste en la escisión de un profago (~imm434) 

promovida por Int, que proporciona un fago auxiliar heteroinmune 

( X). Cuando el profago se escinde . lleva la sustituci6n ~- Parte 

B). Ensayo de cruza lítica. Es la recombinaci6n entre 2 fagos p ro

movida por Int, que proporciona uno de los fagos recombinantes. - , 

Comparece los sustratos de recombinaci6n, A) intramolecular y B) 

intermolecular. 
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S! estas suposiciones son correctas, al efectuar cruzas lí-

ticas en condiciones pL- se esperaría encontrar el efecto de hfl 

y posiblemente .un incremento en la diferencia entre cII+ y cII-. 

- - ---------- - - -- - - - - - ---- --
De los valores de recombinación obtenidos en las cruzas líti 

cas, tambien es evidente la actividad leaky de CII68 (los valores 

para EII68 son mayores (más de 10 veces) que los de cII41 (tablas 

4 y 8). Esta observaci6n entra en conflicto con lo reportado por 

Chung y Echols (1977) quienes obtienen valores iguales para cII41 

y cII68 en cruzas - similares. Es pro~able que la clave resida en -

la mdi utilizada; los autores citados utilizaron una mdi de 2 a 4 

mientras que la mdi utilizada en el p resente trabajo fué de 10 -

(para que la actividad de CII se manifieste se requiere de una 

mdi alta). En superinfecci6n la actividad ~-~~~X _ d~ __ c~~-68 __ ~~~~-~~ ------ ---

manifiesta en condiciones hfl (tablas II-7 y rr-8). 

La actividad leaky de CII68 se ha reportado previamente para 

promover lisogenia y es más evidente en cepas hfl-. La baja fre- 

cuencia de lisogenia que se obtiene en hfl+ se incrementa de 3 a 

6 veces en hfl (Belfort y Wulff, 1973); por otra parte Belfort 

et al (1975) obtienen una mayor actividad de CII68 que de CII41 

en lisogenia (3 veces); aunque otros autores no encuentran dife 

rencias entre éstas mutantes para promover la síntesis de las -
---- ------ -- --- ··- - -- - - --· - - -------

proteínas Int y CI ( en geles de poliacrilamida son igual de ine 

ficientes, Katzir et al, 1976). 
' . , 

------- --- -- - - - - - ---· - -- -- ----- ---- - - ------- ------- ---- - -- - - - - -- ---

En la complementaci6n entre CII68 y CII41 presumiblemente -

las proteínas de ambos genes se complejan para restaurar cierto 
.. _, 

~ .. .... 
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nivel de actividad superior al observado para CII68 solo. Estos 

resultados podrfan sugerir ya sea una afinidad mayor por la secu 

encia en el DNA (promotor) de las 2 proteínas combinadas 6 un in 

cremento en la estabilidad del complejo que permitiera una mayor 

actividad. 

El hecho de que la complementaci6n en el ensayo de superin-

f ecci6n s6lo se observe en condiciones hf l podría indicar toda-

via una gran suceptibilidad al ataque proteolítico. De estos ex-

perimentos no resulta claro sí CIII esta involucrado en el fen6-

meno. Sería interesante utilizar fagos cIII y probar sus efectos 

para la_ complementaci6n. 

En contraste a la complementaci6n obtenida para integración, 

ningún efecto se observa de las coinfecciones EII68/EII41 para -

__ r _epresi6n (aún en condicioz:ies hfl-). Est~_ ~~_sult~~o -~~ _1::1 poco_':':-:. _ __________ _ 

sorprendente dado lo que se conoce del mecanismo de acción de crr. 

La prote!na CII activa la transcripci6n de los promotores pE 

y pI probablemente por interacci6n con la regi6n de -35; la secu-

enci~ de ambos promotores en ésta región es muy semejante (11 de 

14 pb; ver fig. II-2). La transcripción a partir del promotor pE 

es 4 veces más eficiente que la obtenida para pI (Y. Ho y Rosen-

berg, 1981). Estas diferencias parecen resultar de la interacci 

' 
ón de la RNApolimerasa con los promotores y en el inicio de la -

transcripci6n (pE inicia con ATP y pI con UTP). La afinidad de -

unión de CII a ambos promotores es idéntica. 

___ l:!~é!: .. ~?C_I?licaci~n para l~_ d_i~~ren~-~-ª _ei: ª'?~~~~ción de pI y d~- _______ _ _ _ 

pE es que la estructura 6 topología donde se encuentran ambos prQ 
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encia en el DNA (promotor) de las 2 proteínas combinadas ó un in

cremento en la estabilidad del complejo que permitiera una mayor
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actividad. -

El hecho de que la complementación en el ensayo de superin-

fección sólo se observe en condiciones hfl podría indicar toda-

via una gran suceptibilidad al ataque proteolïtico. De estos ex-

perimentos no resulta claro si CIII esta involucrado en el fenó-
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meno. Seria interesante utilizar fagos cIII Y probar sus efectos

_ para la_complementación.

En contraste a la complementación obtenida para integración,

ningún efecto se observa de las coinfecciones EII68/E1141 para -

_ _represión (aún en condiciones hfl_). Este resultado es un poco -_ ____ _
_- -Iiïinlíll _. .-. .-.. _ _ ¬._ _ _. ._,-_

_.ì _.. _. __ _ mí |
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sorprendente dado lo que se conoce del mecanismo de acción de CII.

La proteína CII activa la transcripción de los promotores pE

y pI probablemente por interacción con la región de -35; la secu-

encia de ambos promotores en ésta región es muy semejante (ll de

14 pb; ver fig. II-2]. La transcripción a partir del promotor pE

es 4 veces más eficiente que la obtenida para pl (Y. Ho y Rosen-

berg, 1981). Estas diferencias parecen resultar de la interacci

ón de la RNApolimerasa con los promotores y en el inicio de la -
i

transcripción {pE inicia con ATP y pI con UTP). La afinidad de - '
-1..-1 .unión de CII a ambos promotores es idéntica.

_____ __hUnahesplicación para la_direrencia_en activación de pl y de

pE es que la estructura ó topología donde se encuentran ambos pro
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motores es muy distinta y podria tener efectos funcionales. 

El promotor pI se traslapa estructuralmente con los sitios . 
de inicio y-- reconocimiento de traducci6n del gene xis (en la -

misma orientación); -mientras que el promotor pE se localiza en 

tructuralmente con secuencias de DNA que codifican para la inici 

ación de la traducción y la región NH2-terminal del gene cII (f ig 

' A-2) (Scmeissner et al, 1980; Wulff et al, 1980; Rosenberg et al, 

1978). Estos elementos que se traslapan, estan orientados en di-

recciones opuestas. Transcripción de pE procede hacia la izquier-

da (en dirección del gene EI) mientras que el gene EII se trans-

cribe de pR (hacia la derecha; ver fig. A-2). Tal vez €sta regu-

laci6n diferencial podría afectar la activación por el complejo .. 
CII68/CII41; podría suponerse que sí la activación es débil, 

transcripción en sentido contrario (pR) tendría· un · e-fecto--inhibi -- -- ------- - - -

dor; algo semejante sucedería con la traducción de cII. 

Otra explicación más atractiva, sería ~ue la activación di

ferencial se debe a que la proteína CII tiene 2 dominios, uno 

que reconoce pI, y otro que reconoce pE; el complejo CII68/CII41 

sólo tendría funcional el dominio de reconocimiento de pI. Esta 

hip6tesis presupone que las pequeñas diferencias entre los promo 

tores pI y pE y/o secuencias vecinas son importantes en las int~ 

racciones con _ CII. A este ___respecto __ es __ relevante _mencionar ____ q_~=- _ 

Hoopes B. (1984) postula que los sitios de unión de CII en.ambos 

promotores es diferente de la reportada anteriormente. 
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fago lambda y del fago híbrido Airnm21 se encuentran en la regi6n 

heterOloga a ambos, el gene int y su promotor pI estan situados 

en la regi6n hom6loga (fig. A-2). La proteína CII del fago Airnrn-

21 es capaz de activar pI del fago A, pero no pE de este fago -

sin embargo no se han aislado mutaciones en el gene EII que se-

an capaces de activar un s6lo promotor • . El gene cII de los 2 fa 

gos mencionados anteriormente en su mayor parte tiene una secu-

encía diferente, excepto en la parte terminal derecha (región -

carboxilo) que es muy similar. Esta regi6n podría estar involu

crada en el sitio de reconocimiento. de pI (Oppenheim et ~-1976) -; 

La complementaci6n diferencial de CII68/CII41 podría apoyar la -

existencia de dominios en CII. 

Los resultados obtenidos sugieren que la forma activa de la 
--- -- ·- -- --· - --

ci6n de pE; Belfort et al, 1975). Esta información puede tambien 

ayudar a entender la relaci6n de CII con los factores que inf lu-

yen s?bre su activi9ad y pueden ser de relevancia en general pa-
, 

ra las interacciones entre las proteínas reguladoras y el DNA. 
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La complementación diferencial de CII68/CII41 podría apoyar la -

existencia de dominios en CII.

-Los resultados obtenidos sugieren que la forma activa de la
_ _ _ ___ .-. _
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-I 1 Iproteína CII para activar pI es oligomerica (como para a activa

ción de pE; Belfort Et al, 1975]. Esta información puede tambien

ayudar a entender la relación de CII con los factores que influ-

yen sobre su actividad y pueden ser de relevancia en general pa-

ra las interacciones entre las proteínas reguladoras y el DNA.
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La lisogenia de las ideas 

(Una ofrenda psico-molecular) 

En una atrn6sfera cargada de fagos 

uno no puede evitar respirar 

estas particulas misteriosas y extravagantes -

(mi mente se satura) 

estas-pareceñ sufrir una combinaci6n 

con las ideas 

una fusiOn extraña del reino abstracto 

con el reino viviente 

donde no se perciben los límites. 

Pensamientos quírnericos penetran y se 

arrastran hasta aquí 

algunos pasean sin dejar huella, pero 

otros llegan a lo más profundo del alma,

integraci6n herética. 

La confusi6n habita los rincones de mi ser 

En el interior de la celda de mi cerebro 

estan presos los ideales que quieren su 

libertad, . ¡oh! arquetipos ilusorios 

tratan de emerger pero se estrellan contra 

las-paredes de mi cráneo. 

Sendero tortuoso, laberinto enloquecedor, 

imaginaci6n solitaria 

temblor que sacude mis entrañas 

inducción espontánea 

ideas fugitivas, a donde ir~n 

¿donde se posarán? 

Benito Estrada 
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