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Prélogo ¥ Motivos del trabalo

Los datos que se conocen sobre el fago Mucts, mutante condicio-
nal de temperatura del fago Mu-1 que codifica para un represor
que es termolabil a 429C, y lo que se ha trabajado en él, es =
bien poco comparado con otros bacteridfagos temperados como
(1-6) Es motivo de este trabajo tratar de estudiar algunos as-
pectos que podrian ayudar a entender mas de la genética del ==
fago Mu.

Para ello se penéd en la construccidn de una célula poli-
1lisogénica para el fago Mu cts, en donde ge insertaria un ge-~
noma de Mu-1 y varios genomas de Mu ots, en diferentes logi =~
del cromosoma de R, coll K-12 y 6sto, por dos ragzonesj una me-
diata y una inmediata.

La razén inmediata es ir insertando profagos Mu cts en el
cromosoma de E. coll en presencia de un profago Mu-1 y obser--
var el crecimiento, la frecuenciade induccion espontanea, la =
morfologila de las ciiulas, etc. conforme aumenta el numero de
genomas fagicos insertados en el genoma bacteriano. Esto es ip
teresante ya que hay que tomar en cuenta que por cada profago

6 daltones de material

que se inserte se esta adicionando 25X10
genético lo que implica casi el 1% del DNA bacteriano.

Por otro lado, analizer si el represor codificado por el -
fago ﬁu cts es dominante 0 recesivo respecto al codificado por
el Mu-1. Esto se vera al calentar la célula bilisogénica Mu-1,-
Muiots a 42°C y ver si hay d ndé lisis. 81 no hubiera, la pre---
gunta a hacerse seria: lCuil es la cantidad de profagos Mu cts
que pueden romper la inmunidad que confiere el profago Mu-1 al

elevar la temoeratura a 42°C?



Por otro lado, resultaria interesante que la frecuencia
de induccidn esponfanea se modificase conforme creciera el -
ntmero dd4 profagos en el genoma bacteriano ya que, dsto estg
ria relacionado con la razdn mediata de construir esta células

el aislamiento del represor del fago Mu.



INTRODUCCION

Los bacteriofagos fueron descubiertos independientemente

por Twort en Inglaterra y d4' Herelle en Francia., Por mucho tiem-

po permanecieron comm una curiosidad de laboratorio, hasta que -

Max Delbruck revivid el interés en ellos al introducirlos como -

un nuevo método en las investigaciones biologicas como material

de

experimentacion.

El sistema de bacteria-fago, tiene grandes ventajas sobre

otros sistemas de virus-huesped y las mas importantes sont

1)

2)

3)

)

5)

6)

A diferencia de otros virus, cada particula de fago tiene una
probabilided cercana 4 uno de causar infeccidon a un huesped ==
particular.

Las particulas infecciosas pueden ser contadas de una manera

séncilla y reproducible, de tal manera que los resultados ==

pueden ser expresados cuantitativamente.

Las bacterias son suceptibles de ser estudiadas por analisis
quimico cuantitativo durante los procesos de la infecciodon, de
tal manera que puede estudiarse la cinetica quimica del pro-
ceso.

La constitucion genetica de los fagos y bacterias, asi como su
interaccidén, son facilmente accesibles al analisis genético.
En condiciones 4ptimas, el tiempo de duplicacion de las bac-
terias es de 20 min. Lo que permite 36 generaciones en solo
12 horas.

Bl genoma de las bacterias es haploide, con lo cual se evitan

los problemas de genes recesivos y dominantes.
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Una éiaaificacién de los bacteridfagos, se basa en la -
forma de intermccidn con la bacteria huesped y de esta manera
se dividon en dos grandes grupost
a) Fagos virulentos y
b) Fagos temperados |

Los bacteriofagos virulentos, por ejemplo To y T4, se o
racterizan porque invariablemente lisan a la bacteria que in-
fectan, no existéendo otra alternativa que seguir lo que se -
ha denominado como cidlo litieco 0 vegetativo. Por lo anterior
se conoce a isto; fagos como virus liticos.

Experimentos de Hershey y Chase en 1952, en los udles -
rompian las bacterias infectadas por un virus litico a dife--
rentes lapsos de tiempo con el fin de analizar los componen=-
tes virales y la relacion en que estos se encuentran dentree-
de la célulae. (4 )

| Biempro es posible, después de los primeros 10 min. de -
infeceidn encontrar particulas, aunque no completamenie en---
sambladas.
| En cambio, los fagos temperados tienen dos alternativas
a soguir; o siguen el ciclo litico a semejanza de los fagos -
virulentos & establecen una relacién mas & menos permenente -
con la bacteria huesped sin lisarla, lo que da como resultado
la perpetuacion del material genetico del fago aonjuntamente -
eon los descendientes de la bacterii; De este modo se estable-
ce el fenémeno de liscgenia y aquellas bacterias que contienen
ol genoia de un fago temperado reciben el nombre de 1isogéni--
cas, mientras que el genoma del fago en éste estado recibe el

nombre de profago ( 7 ),



81 a un cultivo de bacterias sensibles se le adiciona -
fagos yilrulentog, después de un intervalo de tiempo que es -
variable ssegin el tipo de fago y las condiciones experimentg
les, el cultivo que normalmente es éurbio se aclara ccmo re=
sultado de la infeccidn y 1isis que se presenta en casi toda
la poblacion de bacterias. Sin embargo si se continiia incu--
bando, reaparece la turbidesz después de algin tiempo cebido
al crecimiento de bacterias pre-existentes y que son 1esis-
tentes a la infeccion.

La infeccion con fagos temperados en condiciones similg
res conduce a la reduccion transitoria d§ la turbidez la cual
es rapidamente restaurada por el crecimiento de las ba:terias
que han sido lisogenizadas por él fago y que por lo taato han
adquirido la inmunidad a infecciones subsecuentes.

En la mayoria de las células de una colonia de ba:terias
lisogenicas, no se encuentran.virionea adultos ni prot:inas -
virales y unicammnte se localizan en la fraccidn de cé'ulas -
que espontaneamente 6 por induccidén han dejado de ser Lisogé-
nicas, con la subsecuente formacidn de una poblacion de fagos.

Los fagos infectivos pueden ser contades mezclando un =
pequefio vollimen de una dilueidn adecuada de la suspens.on de
fagos con unas cuantas gotas del cultivo de bacterias i;engl~-
bles y dado que las bacterias se encuentran en exceso, cada =-
uno de los fagos infectara a una sola bacteria. La mez:la es
distribulda sobre la superficie de una caja de agar nutriti-
vo, para formar una pelicula confluente de celulas sobie la

superficie de la caja.



8in embargo, cada una de las bacterias infectadas con el
fago, se lisa y libera nuevas particulas fagicas que inmedia-
tamente infectan a las bacterias vecinas las cualecs a su vez
son lisadas y liberam nueva progenie fagica. Este fendmeno ==
repetido muchas veces da como resultado la formacidén de una -
Placa que destaca sobre el crecimiento confluente ae las bac~
terias.

Los fagos temperados producen placas turbias debido al -
crecimiento de las bacterias lisogenicas en el seno de la ==~
placa. Contando el numero de placas producidas se puede cal--
cular el numero de fagos por unidad que contiene la suspensién
original y que son capaces de formar placas ( Unidades Forma--
doras de Placas) medlante la formula siguientes

Nﬁmero de placas
~ Dilucién X Volumen de la dilucidn afiadido
esto es llamddo el titulo de plaqueo de la suspensidn.

Las bacterias lisogénicas 0 sea aquellas que contienen -
material genético de uno & mas bacteriofagos, presentan dos —-
caracteriasticas que son muy importantess
1) Liberan fagos espontaneamente y es una caracteristica que

es hereditaria.

2) Son inmunes a la infeccion por el mismo fago O por otros -

relaclionados a el. (1)

Se ha observado que en todos los cultivos de bacterias -
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lisogénicas se encuentran particulas de fagos libres ¥ no hoeam.
sido posible disociar una de otra. Existen dos posibilidades wwm
para explicar estos Que las particulas infecciosas que se eneemw
cuentran presentes en cada una de las bacterias infectadas, -
sean cont{nuamente Riberadas al medio, o bién que la relacién ..
de equilibrio fago-bacteria se rempa en una pequefia proporcion ..
~de la poblacion de tal manera“que sobreviena el ciclo litico. -

S8e ha demostrado que cuando se rompen artificialmente las .
bacterias lisogénicas estam no contienen particulas infecciosas.
(2-4), Ademas se ha demostrado mas alla de todas dudas que la -
bacteria lisogénica tiene la potencialidad de generar particue o
las fagicas y que esta caracteristica es heredada a toda la -
progenia de las bacterias. (7)

Por lo tanto cualquier bacteria de un cultivo lisogénico .

hereda la capacidad de liberar fagos, pero esta capacidad es « .

expresada sd0lo a muy baja trecuengia y que varia segin las -

-2 = ¢ [ 4 L d
diferentes eepas entre 10 a 10 por células por generacion .
Induccion del Profago

Lowff y Outman (21), obsevaron que la liberacion de fa- -
gos variaba de experimento en experimento, de ddnde dedujeron .
que la liberacion de fagos podia también ser inducida por agere=.
tes externos y ellos encontrarom que la luz ultravioleta indu- -
cila 1a 11sis en casi la totalidad de las bacterias de un ===
cultivo lisogénico de B,megate ium , Desde entonces muchos ”
otros agentes inductores han sido descubleros y entre cllos~ -
se encuentran los rayos X, los rayos gamma, las mostazas ni--- .

trogenadas, el ayuno de timina,etc. Todos estos tratamientos
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tienen la caracteristica en comin de que inhiben la s ' ntesis
de DNA,

N6 todos los fagos son inducibles por los agentes men--
clonads anteriormente ya que ésta capacidad parece se: una -
propledad de la constitucidn genetieca del fago y no do la -=
bacteria, ya que se sabe que en una cepa bacteriana l'sogé--
nica para un fago como k, éste se induce y en la misiia cepa
bacteriana otro fago como Mu=1 no es imducible.

En B. ggll se ha logrado comprobar la asoclacion fisiea
entre algunos profagos y el cromosoma de la bacteria, gracias
a experimentos dd conjugacidon bacteriana y Microscopi: elec-~
tronica ((22) y se ha demostrado que se encuentra inscrtado -
en el cromosoma. (20

De acuerdo con €sto podemos considerar al profagc como -
un marcador genético y puede ser mapeado en el cromoscma de -
la bacteria debido a la union especifica que lleva a cabo con
otros marcadores. |

En esta forma muchos sitios en donde se insertan diferen-
tes profagos han sido localisados en el cromosoma de [, gQld
( Fig. 1) N

o

‘ .
: LITS
Fig.l Mapa del cromosoma de J, gall K-12 que muestra los

sitios de insercidon de algunos profagos.
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Muchos fagos temperados .ienen tinicamente wn sitio de --
insercidon en el cromosoma de la bacteria huesped, siendo éste
el caso especifico del profagox,Hay otros, como P> para el =--
cual hay una variedad de ellos (nueve). El Mu-1 en cambio ~--
tiene un nomero muy grande de sitios de insercion al igual -
que el mutante condiclonal de temperatura de éste, el Mu cts -
como se demostrara posteriormente.

Ahora bien, conociendo que el profago por algin mecanismo
se inserta al cromosoma de la bacteria, vale la pena mencio-=-
nar el mecanismo propuesto por Campbell para la insercion de
profagos en el cromosoma bacteriano. ( 3, 20 ).

Campbell propuso que, inmedidtamente después de que la -
molécula de DNA fagico entra en la célula, se circulariza.

Este oirculo se aparea con el eromosoma en la regién -
donde se insertara posteriormente. Se lleva a cabo un entre--
cruzamiento y ésto da lugar a la insercion del profago en el
cromosoma de la bacterla. Se regresa a la secuencia vegeta--
tiva por el yroceso de escicidn.

Existen varias evidenclas que soportan este modelo de -~
integracion y entre ellas, las mas interesantes son las sigulep

test

1) En el caso del profago x se ha podido conocer la secuen
cia de los gcnes que integran su cromosoma y se sabe que la
secueneia de los marcadores, en el fago integrado, es dife-

rente a la del fago vegetativo(es decir sin 1ntegrarsé)(23).
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2) El profago ’80 que es muy s;c;mejante a Xse inserta cerca
del operon de triptofano en E. ¢olj y puede ser mapeado =
con respecto a los genes de tryp, graclas a un tipo de ==
mapeo por deleciones. Nuevamente el mapa del profagc esta
de acuerdo a la hipotesis de Campbell. ( 6 ).

3) Se han alslado mutantes por delecién de los fagos \ y‘

80 que han perdido un segmento del genoma fagico en el --
cual esta la region de unidén al cromosoma bacteriano. Es-
tos fagos con capaces de reproducirse vegetativament: pero
no son capaces de integrarse. ( 15 )

L) La integracidn del profago parece deberse a la accion de =
enzimas especificas codificadas por el fagoj han aislado =

mutantes de este tipo. ( 28).
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5) Fotografias con el microscopio eletrdnico que m estra el
cromosoma del bacteriofago x como un circulo (25 ) antes
de integrarse y despues de la induecidn.

6) Evidencias fisicas de la integracidn lineal del bacterid-
fago, Mu-1 en bacterias lisogénicas. (22 )

Régulacibn en Profagog.

Como se menciond brevemente en el momento en que un bac-
teriofago temperado infecta una célula bacteriana, le inyecta
su material genético y éste puede seguir dos alternativas, d=
dentro de la célula huespeds
1) Bl estado vegetativo, en el cual el genoma fagico se multi-

plica autonomemente, sintetizandose durante el proceso par-
ticulas fagicas infecciosas que son liberadas por la lisis
de la célula huesped.

2) El estado de profago, en el cual el material genético del -
fago se lnserta en el cromosoma de la bacteria, en sitios -
especificos 0 nd dependiendo del bacteridfago, de tal forma
que ambos elementéa genéficos se replican como una sola ung
dad.

Mientras que el profago permanezca integrado, no se prody
cen particulas fagicas y la célula se replica, dando lugar a =-
una colonia lisogénica. Para que una bacteria liaogénica pueda
producir particulas fégicas, el material genetico del fago debe
escindirse del cromosoma bacteriano y pasar al estado vegetati-
VO,

El estudio de genomas fagicos defectuosos, en los cuales -
una mutacion ha alterado uno de los pasos requeridos para la -
produccion de fagos indica, por lo menos, la existencla de dos

grupos distintos de funciones virales, ambos relacionacdos con =
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la capacidad de sintetizar protelnas especificas. Alg 1as prg

telnas tempranas 0 primarias parecen ser un prerrequicito para
la funcidén vegetativa mientras que funciones posteriores 0 ~==
tardles codifican para la sintesis de protginas estructurales

de la cabeza, cola, cuello, etec.

Una vez que el estado adoptado por el genoma fagico es ==
el vegetativo, no puede ya pasar al de profago, de lo que se =
deduce que la decisidn debe tomarse antes de sintetizar lag ==
protelnas tempranas, es decir, debe ser consecuencia de la in-
teraceidn de protelnas sintetizadas muy inicialmente por el --
material genético del fago, con el medio bacteriano presente.

Ahora bien, en las Incterias lisogenicas, ocurren una =--
serie de fenomenos muy interesantes y entre ellos se encuen --
tran la inmunidad especifica y la induccion cigotica.
Inmunidad Egpecifica

Lag bacterias lisogénicas, poseen la propledad de ser es-
pecificamente inmunes a todos aquellos bacteriéfagos, cuyos ge
nomas estén ya presaites en el interior de la célula, en esta-
do de profago. Cuando células lisogénicas son infectadas por =
fagos homologos ocurre que estos fagos inyectan su DNA, pero =~
éste no se expresa, permaneciendo inerte y siendo dilufio con-
forme la replicacion celular contintiae ( 11 )

De acuerdo con ésto, la inhibicion de funciones fagicas -
en bacterias lisogenicas incluye, ademas del profago, a todos
los genomas homologos y depende de la presencia del profago en
el interior de la célula, ya que si éste se plerde, las bacte-

rias se vuelven sensibles nuevamente.
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Induceidn Cigdts

La idea de una inmunidad espesifica provino de la obser-
vacion de que las conjugaciones entre cepas lisogénicas y né
lisogénicas se ven profundamente influenciadas dependiendo de
que el profago sea transportado por la Hfr ( donador macho) -
0 por la F ( receptora hembra).

Por ejemplo cuando la Hfr es lisogénica para un fago in-
ducible tal como lambda, tan pronto como el genoma del profa-
go penetra en la célula receptora sensible al fago, éste en=
tra al estado vegetativo y se multiplica de manera que lisa -
al oigoto después de un tiempo y libera particulas fagicasj =
este cigoto constituye un foco de infeceidn que puede ser ob-
servado por la formacion de una placa si se siembra s>bre una
cepa sensible, A éste fendmeno se le conoce como indu:cidn -
cigdtica (12). Em la cruza opuesta, donador no lisogéiilco y =
receptor lisogénico 6 cuando ambos padres son lisogénicos no
ocurre la induceidn cigética.

Por lo tanto, la induccidn cigdotica debe ser detc minada
por el citoplasma de la célula receptora ya que cuandc el pro-
fago es introducido al citoplasma de una bacteria no inmune -
es cuando ocurre la transicion del estado de profago ¢l estado
vegetativo.

Pe ésto se sigue que en la bacteria lisogénica se encuen-
tra presente una substancia citoplasmica que confiere la inmu-
nidad y que es sintetizada bajo la direccidn del profego, ésta
substancia nd sb6lo interfiere con la funcidn vegetativ: en la

superinfeccidn con fagos del mismo tipo u homdlogos, sino que
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también es responsable de mantener al profago como tale

Cuando la subtancia no se encuentra presente 6 es inac-
tivada en el citoplasma de la bacteria, autdmaticamente el =
profago pasa al estado vegetativo.

La substancia citoplasmica ha sido denominada represor,
el sitio de accion del represor no son los genes estructurales
en ai, sino una region adyacente a éstos genes y que se conoce
como el operador y cuya funcidn es la de conectar o0 desconectar
la actividad de los genes estructurales dependiendo de la ausen
cia 0 presencia del represor.

A nivel molecular parece que el operador es el sitio que =
controla la transcripcion de los genes estructurales por la
RNA polimerasa. 81 el operador es bloqueado por el represor, =
no hay RNA mensajero y en consecuencia cesa la sintesis de las-
proteinas codificadas para éstos genes estructurales, impidiendo
con ésto la adopcion del estado vegetativo por el genoma fagico.
Posteriormente, el material genético del virus, se inserta en el
eromosoma bacteriano gracias a una recombinasa producida por el
mismo fago, pasando al estado de profago.

Ademas, es probable que la sintesis del represor sea cons -
titutiva como lo es en el caso del represor de la lactosa y éso
permita que, en el citoplasma, se encuentren moléculas de reprg
SO

En la inmunidad especifica, el represor molecular se encuen
tra en el citoplasma, y se calcula para el caso del fago% que -

existen 10 moléculas por célula.



18

Cuando el genowa de un fago homdlogo es inyectado, actua
sobre él, reprimiendo la sintesis de las proteinas te ipranas;
ademas, permanece unido, permitiendo que se diluya du—-ante el
crecimiento celular.

En el caso de la induccién cigdética, cuando el profago, -
que en el donador debe tener unido el represor para impedir su
escisidn del cromosoma bacteriano y posterior multipli:acidn -
vegetativa ( 20 ) es introducido a la herbra, no lleva al re--
presor, ya que se ha demostrado que durante la conjugacidén no
pasa mas que material gcnético y ningun otro tipo de sustane-
cla. Uha vez en el receptor al no tener represor el profago -
se escinde del cromosoma y entra al ciclo vegetativo, lisando
tiempo después a la célula receptorae.

Intercambio Gepético |
Los procesos de intercambio genético en las bacterias se

llevan a cabo principalmente por tres mecanismoss Transcuccion

por fagos, Conjugacion y Transformacidn. En cada uno de éstos = -

procesos una porcidon de material genético de una célula dona-
dora es introducida en una célula receptora, la cual se con=-
vierte temporalmente en un cigoto parcialmente diploide y me=
diante una recombinacidn genética surgen las clonas de recom-
binantes que tienen caracteristicas de ambos padres.
Trapgduceion gepétige por fagog

En 1952, Zinder y lederberg (27) descubrieron que ¢l pri

mer fago transductante temperado PLT 22, conocldo actualmente

como P 22 de Salmopella typhimurium, era capaz de tran:ferir
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transferir marcadores genéticoa, entre diferentes cepas bac-
terianas de S, typhimurium. Este fendmeno consiste en la ---
transferencia de material genético de una bacteria que actia
como donadora a otra bacteria que es la receptora, por medio
del bacteriofago que funciona como vec;or.

Esto es, cuando un fago transductante infecta a una bacteria
se multiplica dentro de ella y es durante su formacidn cuan-
do se incorporan pequefios segmentos del cromosoma bacteriano
en las cabezas de algunos fagos.

Cuando esta particula transductante infecta a una célu-
la receptora inyecta el material genético del donador y la -
célula receptora se convierte temporalmente en un cigoto que
posteriormente dara origen a una célula recombinante.

Cuando el fago P 22 se propaga sobre una cepa silvestre
(propotrofa;que puede crecer en un medio minimo) &2 §,tvphi-
murium ¥y con las particulas fagicas de esta infeccidn se =
infectan varias cepas mutantes que difieran del tipo silves-
tre en alguna caracteristica nutricional, fermentativa, re--
sistencia a fagos, etc., se obtlienen bacterias de tipo sil--
vestre que pueden ser seleccionadas con una frecueicia apro-
ximada de una por cada 105 o 106 particulas fagica: presentes.

Cuando se utilizan cepas receptoras que conticnen varias
mutaciones se obtienen transductantes de tipo lilvestra.para
cada uno de los marcadores seleccionados con casi la misma -
frecuencia, pero el resto de los marcadores permanecen muta-
dos, esto es cada marcador se transfiere de manera indepen--
diente.

Este fenomeno de transduccidn, es una propiedad de mu==

chos bacteridofagos temperados, de diferentes tipos de bacte-
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rias, incluyendo pseudomonas, bacilos, micobacterias, etc.

Gracias a este fenomeno ha sido posible realizar tna -
serle de experimentos genéticos, hsando el bacteriofago P1 =
como fago transductante en E. gall (19.

El tipo de transduccidn realizada por el fago P 1, en el
que cualquier marcador cromosomico tiene igual oportunidad'da
ser incorporado en la cabeza del fago, es denominado transg--
duceion generalizada.

Por otro lado, el fago lambda que tiene un sitio unico
de insereidn en el cromosoma de E. ¢oli solamente puede trang
ducir los genes inmediatamente adyacentes al sitio de inser-
ci1dn del profago y que son los operones de bio y galj por =~
ésto se le ha denominado como transduccidn especializada 6 -
restringida. Estos dos sistemas de transduccion difieren en
el mecanismo por medio del cual se aincorpora el material =-=-
genético bacteriano en la particula transductante.

En un cultivo de E. ggl) lisogénico para X, cada célu-
la transporta al profago integrado en el cromosoma en un si=
tio adyacente al operén de gal por uno de sus extremos y al
operon de bio por el otro. Cuando el cultivo es tratado con
luz ultravioleta, en cada una de las células, el profago se
induce y queda libre en el citoplasma. Sin embargo, como un
evento muy raro la liberacion del profago es anormal, rea--
ligandose un entrecruzamiento entre el ADN viral y el ADN ==
bacteriano, de manera que se genera un ciroulo de DNA que ==
esta compuesto principalmente del genoma de lambda peeo que

también contiene un segmento de DNA bacteriano, estos elemep
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tos cuando son introducidos en la caiteza de un fago producen
las particulas llamadas Adg & Adb, ésto es, un fago lambda
defectuoso que transporta los genes del operon de gal & de -
bloe. "

Por otro lado, en la transduccidon generalizada las par-
ticulas fégicas transductantes no contienen DNA fagico deteg
table y parecen estar constituldas Gnicamente de DNA bacte--
riano ensamblado en la cabeza del fago. Entonces un lisado =~
producido por un fago transductante generaligzade contiene dos
tipos de particulas: una mayorla que contiene tnicamente DNA
faglco y una minoria ( las particulas transductantes) que ==
contienen unicamente DNA bacteriano.

La diferencia, en la naturaleza del DEA, entre las par-
ticulas de la transduccion especializada y las particulas de
la transduccion generalizada es consistente con la manera en
que es formado el lisado transductante., S1 el fago lambda es
crecido por un ciclo 1itico sobre una bacteria sensible no se
obtelenen particulas 1dg. Para obtener tales particulas ==~
es necesario obtener el lisado por induccion de un cultivo -
lisogénico para lambda, es decir, el fago lambda debe estar -
necesariamente en un estado de profago. Por otro lado, las =
particulas de la transduccion generalizada pueden ser obte-
nidas por ejemplo con el fago P 1 por infeccidn directa so--
bre la bacteria sensible, el lisado as! obtenido tiene pro=--
pledades transductantes. Estas diferencias estan relacionadas

con las diferencias en el estado de ppofago de 1 y Pl.
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Sotransduccion

La cotransducecion es un fenomeno por el cual dos genes
bacterianos independientes pero separados por distancias no
mayores de 58 millones de daltones pueden ser transferidos
simultaneamente por una particula tranéductante, de tal ma-
nera que las frecuencias de cotransducecion seran mayores a -
medida que los genes se encuentren mas cercanos entre si y -
biceversa.

El segmento mayor de cromosoma bacteriano que puede ser
transducido por el fago P 1 corresponde al 2% del genoma ==
bacteriano total, es decir, aproximadamente 58 millones de =-
peso molecular en material genéticoe ( 9)j} el fago P 1 puede
tambieén transducir el profago de algin otro fago, tal como =
X & Mu-1.

Posible mecanisgmo de Transduccion

El fago P 1 al infectar a una bcteria sensible, inyecta
su DNA y una vez dentro de la célula, el DNA fagico genera el
rompimiento del cromosoma bacteriano en fracclones de dife--
rentes tamafios, algunas de las cuales seran aproximédamente
del mismo peso y tamafio del DNA fagico. Al mismo tiempo que
se rompe el DNA bacterlano, se replica el DNA fagico y se ing
cia la sintesis de proteina del fago, necesarias para la fof
macion de la cabeza, vaina, cola, etc., los proceses de en --
samble de éstas estructuras producen los viriones maduros; =
pero es posible también que los fragmentos de DNA bacteriano
que tengan el mismo peso y tamafio que el DNA fagico sean en=~
aambla@oa en lugar de DNA viral, dando as{ lugar a la forma-

cién de un: particula transductante que contiene tnicamente

DNA bacteriano en su cabezae
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La bacteria se lisa y se liberan los fagos entre los cuales
se encuentran las particulas transductantes, gue pueden in--
troducirse en alguna célula que se infecte.

Al infectar con éste lisado a lasﬁbacteriaé auxotrofas
para ciertos marcadores, por ejemplo leu , la m rticula trang
ductante introduce el DNA bacteriano el cual medisnte un pPro-
ceso de recombinacion con el genoma del receptor dara lugar -
a la formacidn de una bacteria recombinante leu'.

e 0 o Fig. No. 3

-

POUMER ki
é recembinente
= \ iye® thy*met™




ol

Ahora bien, si el material genético del fago !fu-1, pesa
aproximadamente 251106, o sea el 1% del DNA bacte:'iano, es
importante tener en cuenta que cuando se quiera transducir =
este profago, habra que pensar en tener marcadores cotrans -
ducibles a distancias DNA no mayores del 1% de crorosoma bag
teriano ( mas 0 menos 1 min.) ya que esto suma 2%, del cromg
soma bacteriano,material que como maximo puede ser englobado
por P,

Ejemplot el gene thyA se localiza en el min 54.8.El gene lysA
se localiza en el min 59 del genoma de E. coli. Fig. No. 4

t

|
{

81 se logra introducir el profago Mu cts en el gene de
thyA y comprobar su existencia en ese locus , se tendria el

esquema que se aprecla en la siguiente fig.

[ s sty

. e ]
Diagrama del gene thyA con el profago Mu integrado.’ige. No.5

La insercidn del profago aleja la zona, "a" del gene --
thyA en, mas 0 menos, un minuto de cualquier otra zona postg

rior a la insercion, esto quiére decir que la frecuencia ---
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de cotransducoion de los genes lysA™ thyA™ sera meror que -
- cuando no estuviera insertado el profago.

81 ahora, se crece el Pi, en esta célula y se fracciona
antes de la zona “a" de thyA y despues de la "b" de lysA y -
este fragmento corresponde al 2% del DNA bacteriano, existe
la posibllidad de que sea ensamblado en una cabeza del fago
Pl y que posteriormente, sirva para infectar a otra celula.

Supongamos que esta particula transductante infecta a -

una célula lysA™, thyA®.

[
» lys™
thy A*

lys A*

% thy AlMu-1*

Figé La particula transductante lys*thyA~ (Mu-1%¥) infecta --

una célula receptora lys~thyA*.

Y que sucede una recombinacion, en la cual, los recom--
binantes heredan el material genético que iba en la cabeza del
fago transductor, volviéndose lys*thy™ (Mu-1%).

Para selecclionar estos recombinantes; hay que crecer a =
las células en un medio sin lisina y con timinaj todas aque-
llas células que no heredaron el gene lysK’, no crecerén; Yy

todas las lys* seran thy~, en este caso.
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El fago Mu-1 fué descubierto casualnente al h' .crse prue
bas de lisogenia en una cepa de E. ¢oll que previamente Latia
sido expuesta al fago P{. El caldo de un cultivo de ec a cepa
de E. g¢olj tratado con cloroformo, fué sembrado en cep:s indi
cadoras de Shigella dysenteriae, para titular el fogo 1, en
estado libre. Sorprendentemente, ninguna de las placas ue ==
aparecian después de incubar, tenian las caracteristic: ; mor-
foldgicas del fago P1. Fagos tcmados de estas placas, infectgag
ban con iguel eficiencia, cepas P lisogénicas y no liscgéni-
cas, ¥ , ademas, el antisuero de P1 no iractivaba este fagoe
Lo anterior nos indicz que el fago Mu=1 no estad relacionado -
con el fago P1.

El bacteridofago Mu-1 (24) tiene la propiecad interssante
de ser extremadamente mutagénico. Cuando un cultivo de 3. ¢olj
es infcctado por Mu-1, se encuentra una alta frecuencles de mu-
tacidn, en diferentes genes del genoma del huesped.

El fago Mu-1 fué purificado por centrifugaciodn dif ren--
cial y una posterior centrifugacion en gradientes de Cs:l (26)5
examinado por microscopla electrénica, reveld las sigui~ntes -
dimensiones$ La cabeza del fago tiene un diametro de 54) A e
con apariencia octahédrica, aunque pudiera ser un icosaedro.
La cola contralda mide 1000X180A°, mientras que extendi'a 556X
225A9.Se presentan estriaciones en la cola, con una separacién
entre cada dos de 4OA®°. La vaina interna de la cola, mi.ie 10804°
y tiene un diametro externo de 804° y uno interno de 2710. La
placa basal tiene un didmetro de 225A° y de ésta parten dos &

tres fibras con un largo de 315 A° ( 5 )
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Fig. No.7 DIMENSIUNES DEL BACTERIOFAGO Mu-1

54040+
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*vdivuia® rgo A®
vaina de la "
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RS A SS
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180
—- 225)—

Estudios del DNA del fago Mu-1 obtenido por estraceidn

fenélé’cg, indican una naturaleza de doble hélice y una rela-

cion = 0,51 Experimentos de Torti et al (26) 7 Martus-

cellifézylor ( 22) indican que el peso molecular d:1 genoma
del fago es 251106 daltones.

Como se dijo en un principio, el fago Mu=1 es xtremadg
mente mutzgénico cuando el huesped es E. call K-12; existen =
datos (24) que demuestran que se requiere una previ: lisoge-
nizacidn para que se induzca la mutacidn. Esto sugirid que 1la
mut-acion era el resultado de una asociacion fisica entre el

genoma del huesped y el genoma viral. Martuscelli y Taylor, (22)

demostraron por experimentos de conjugacién, que el genoma
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fagico se integra en el gcnoma bacteriano en la mi'ma forma
que el profago deXcon la salvedad de que mn"entras el sitio
de insercion del profago de l es unico en el crom:soma de -
la bacteria, la insercion del profago da Mu-1 es irespecifi-
ca, siendo ésta la causa de la mutagenicidad. Se oi 3ervd —-=
también que una cepa lisogénica para Mu-1 era inguna a nue--
vas infecciones por el fago y que, en experimentos de conju~
gacion, existia el fenomeno de induccidn cigotica. Estas dos
observaciones hablan sobre la posible existencia de un repre
gor andlogo al del sistema del profago\.

Poussant obtuvo una mutante de Mu-1 mutagenizandolo con
NTG. Al incubar a 42°C obtuvo alguna placa clara, lo que sig
nifica ausencia de lisogenia.

8in embargo el fago obtenido de estas placas, era capaz
de lisogenizar a E. cali a 32°C, lo cual eliminaba la posibi
1idad de un fago mutante virulento y a este fago lo llamo i
Mu cts mutante condicional de temperatura del bacteriofago
Mu-1.
Conljugacich

Los procesos sexuales en las bacteriasl fueron descubi=-
ertos en 1946 por Lederberg y Tatum (16) al observer la for-
macidén de recombinantes protdotrofos a partir de una megzcla -
de diferentes mutantes auxotrofos de E. coli K-12. lLa frecu-
encia con la que surglan estas recombinantes protdtrofas era
cercana a 1 en 107 células progenitoras. Se demostr> que la
formaclén de recombinantes requeria el contacto dir:cto de -
las dos cepas progenitoras ya que el sobrenadante 6 los fil=
trados de cada una de las cepas era incapaz de prodicir ree-

combinantes cuando se megclaban con células de la o 'Ta cepae



29

Adenas, no se formaban recombirantes cnando los cultivos
de las dos cepas progenitoras eran colocadas en brazos dife=-
rentes de un tubo en U dividido por un filtro que 2vitaba el
paso de las substancias contenidas en el medio de :ultivo (169
En cstas mezclas dé bacterias, una cepa de E. coli se compor*
taba como donador de material genetico ( F*) la cual eventy
almente originaba la: clonas recombinantes.

Posteriormente se encontrdo que algunas cepas aisladas =
de poblaciones de F' se comportaban de manera diferente cu~-
ando se les mezclaba con poblaciones de F . la diferencia =--
radicaba en el numero de recombinantes producidas. En ésta -
cruza era de 103 a 10l+ veces mayor que en las cruz:s entre =~
F*y F .y por lo cual a ésta cepa se de denomind H'r ( alta
frecuencia de recombinacion).

La diferencia entre las células F' y F~ resid: en un =
factor denominado F 6 factor de fertilidad, el cuec . es un =-
episoma de DNA,circular y que determina las caract :risticas
del donador. Este factor puede ser transferido a 1.s células
receptoras independientemente del cromosoma bacter ano, es =
decir, las célula receptora puede convertirse faci mente en do
donadora en 1 s cruzas F* X F medlante la obtenci n del --
foctor F $8417)e £n cambio en las cruzas Hfr X F .a mayoria
de las células receptoras permanecen como F_ y s0lo unag ---
cuantas heredan la caracteristica de Hfr, estas cruzas pro--
porcionan una fuerte evidencia de que el factor F se encuen=-
tra como un elemento citoplasmico autonémo en las células -

F'.
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Durante la conjug:cién, 1l fzctor F rromueve su propia trang
ferencia pero probablcumente es incapaz de iniciar la trans=
ferencia del cromosoma bacterianoe.

Cuando el factor F se integra al crorosoma be:teriano, -
mediante los procesos de recombinacion, €a origen a una cély
la Hfr, la cual es mapaz de una transferencia polarizada de
alta frecuencia de marcadores cromosomicos. Sin embargo, el
factor sexual no se transmite excepto en nuy raras ocasiones
debido a que entra como un marcador cromosomico er .azado & =-
los genes que penetran en la ceélula receptora en e . altimo
lugar. %)

La integracion del factor F al cromosoma bact riano pue
de realizarse en varios sitios del genoma originan ose asi -
diferentes cepas de Hfr, por ejemplo, la cepa Hfr [ compren=-
de a una poblacion homogénea de células donadoras ue trans-
fieren primeramente los marcadores thr, ara, leuy.. en el =-
sentido de las manecillas del reloj, mientras que “a cepa =-
Hfr C transmite tempranamente los mrcadores purE, tax, lac,.
en el sentido contrario a las manecillas del reloj].

La transicidn del estdo F* al de Hfr por la irtegracion
del factor sexual al cromdysoma circular de la bacteria tiene
como consecuencia la formacidn de un cromosoma mas 3rande (3 )
y el factor sexual se resuelve entonces en una estrictura li-
neal, uno de cuyos extremos es la cola y el otro se¢ convierte

en el origen de la tranferencia del cromosomae
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El procesc inversc & 12, lz transicion del estaco Hfr
al de ¥ se debe a la escisién de factor sexual del cromo-
soma bacteriano, de tal manera, que vuelve a quedar libre =
en el citoplasma, pero puede ocurrir que durante su libera-
cidn el factor sexual se lleve un pedazo del cromosoma bac-
teriano de uno u otro de los extremos con los cuales estaba
unido, en el resultado de un factor sexual que transporta un
segmento de cromosoma bacteriano y al cual se le ha denomi=-
nado factor sexual sustituldo y a la bacteria que lo trans--

1
porta como F .



MATERIALES

(U'9]
50

MATERIALES Y METONOS

a) Cepas Bacterianas.- Cepas de L. coli K-12 wusadas p:ra la

construceion de la cepz poliiisogénica.

Cepa
JM 1

JM33
JM39

JM42

JM50

JM90

JM146

JM150

JM200

JMe22

JMY01

JM913

3exo

Hfr

Hf'r
Hfry

Hfr

Hfr

o

Hfr

Hfr

Hfr

TADBLA No. 1

Caracteristicas
Genéticas §§
prototrofa

cys B
protdtrofa P17V

proC met” Sm®
ara”

thr-ara”leu”proA_
lac™pyrf gal_his
xyl-mtl argk SmT

thy™ (Mu=1")
protdotrofa,lucts™

thr'ara-}eu-BroA'
lac_thyA gal his™

o+
Uso

Cepa receptora de
Mucts y lera. con
jugacione.

Verificar ter.lru-1
en triptofano.

Obtencidn del
fago P1.

Checar JM222 Y 3a.
Conjugacione

Checar JM 901

Checar JM 913

Obtencion del
fago Mu=-1

Obtencion del
fago Mu ctse.

Iniciacion del --
proyectoe.iera. -

xyl mtl™pyrE argE™ receptora.

e + a
lac (Mucts )Sm®

thr- (Mucts¥)snS

metF~ 6B~ (Mucts™)
Sm*

Ya. Conjugacion

2a.Conjugacion

1era.Transduccion

Deriiacidn

AB 259

AB 259

JM1 iaf.
e P1 kt

AG25C 5

JM G -
sele: ara

AL 25 .3

IM 1 ifee
Mu=-1.

JM 1.f.T
Mu ct;e.

JM 90

Mucts selec
Mac Conkey,.

JM1 infe.tr
Mucts selec
ampic: . lina.

JM1 iIlch
Mucts selec
anpic: lina.

Fuente

A.Taylo

A.Taylo

este la

E.Curti

este

lal

A.Taylo;

este

es e

este

este

este

este

latl

lat

lat

lat

lat

lat
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+ Ver obtencidn de cepa po’ilifogénica en resultados

© Todas las caracteristicas genéticas fueron checadas antes
de cada experimentoe.

¢ Womenclatura de acucrdo a Taylor A, (29

thr™ = auxotrofa de treonina

leu™ = auxdtrofa de leucina

pyrE™= primidina E;auxétrofa de uracilo
pro = auxdtrofa de prolina

met™ = auxotrofa de metionina

his™ = auxotrofa de histidina

trp~ = auxdotrofa de triptof no

arg™ = auxotrofa de arginina

thy~ = auxotrofa de timina

cys = auxotrofa de cistelna

lac™ = lactosas incapacidad para la utilizacion de L-lactosa

gal- = galactosa: in:capacidad para la utilizacion de l-galactosa

ara~ = arablinosas incapacidad para la utilizacidén de I-arabinosa

xyl~™ = xilosas incapacidad para la utilizacion de L-xzilosa
mtl™ = manitols incapacidad para la utilizacion de manitol
Sm® = gensible a estreptomicina

Sm¥ = pemistente a estreptominina

Hfr = alta frecuencia de recozbinacidn
metF (Mu~1%) = metionina F~ producida por la integracion del --

profago Mu-1 en este locus gencético.
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b) Cepas de bac:eriofs 7s.-

Bacteridfago Mu-1.-Fus obtenido por crecimien o de la =

cepa JM 146 lisogénica para este fagoe. Los fagos 1 berados =
por induccion espontanea se propagaron posteriorme te sobre -
la JM 1 obteniéndose cr cimiento confiluente con un titulo de
£-8X107 fagos/ml.

Bacteriofago P 1 kt.- Fago transductante, se btuvo por
crecimiento de la cepa JM 39 (31*) y posteriormen e se pro-
pagd sobre la cepa JM1, obteniéndose crecimiento ¢ nfluente -

9
con un titulo de 5-8 X 10

fagos/ml.

Bacteridfago Mu cts.- Fue obtenido por crecim ento de la
cepa JM 150 lisogénica para este fago. Los fagos iberados -
por induccion espontanea fueron plateados sobre la JM 1 que -
es sensible al fago, obteniércose un titulo de 5-8 X s -

fagos/ml.
¢) Medios de Cultivo,-

1.=Medio completo.(CaldoLuria).- Usado para e crecinien
to de las bacterlas, contiene por litro de agua de ionizada:
teiptona (bacto) 10g, extracto de levadura 5g, NaC. 10g, ti-
mina 30 mge. Se ajusta pll a 7 con NaOH. 8 esterlli:a en autg
clave 20' a 250 OF y 22 1p/in® de presidn. El cald> se soli-
difica con agar al 1% 6 2% dependiendo del uso a gie sea des-
tinado.

2.~Medio Minimo.- Medio de cultivo que contieie por 1li-
tro de agua desionizada:
12.7 g de NapHPO4*7 H,0, 5.3g de KHPO4, 2g de (NH ),80,,, 2ml
solucion de MgSOy al 10%, 1ml solucion de Ca(NO3)oel 1%, 1ml
solucidén de FeSOy al 0.05%, 1 ml solucldn de azucar (glucosa)

al 204 y 0.1ml solicién de By (tiamina) a una con ntracion
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b) Cepag de bacteriofagog.-

Bacteridfago Mu-1.-Fué obtenido por creciiien .o de la -
cepa JM 146 lisogénica para este fago. Los fagos l:berados -
por induccion espontanea se propagaron posteriormer.te sobre -
la JM 1 obteniéndose cr cimiento confluente con un titulo de
5-8X109 fagos/ml.

Bacteriofago P 1 kt.- Fago transductante, se cotuvo por
crecimiento de la cepa JM 39 (!1*) y posteriormente se pro-
pagd sobre la cepa JM1, obteniéndose crecimiento eonfluente -

con un titulo de 5-3 X 107

fagos/ml.

Bacteridfago Mu cts.- Fué obtenido por crecimiento de la
cepa JM 150 lisogénica para este fago. Los fagos liberados -
por induccion espontanea fueron plateados sobre la JM 1 que -
es sensible al fago, obtcniéndose un titulo de 5-8 X ;01 JRO—
fagos/ml.
¢) Medios de Cultivo.-

1+=Medio completo.(CaldoLuria).~ Usado para el crecimien
to de las bacterias, contiene por litro de agua desionizada:
teiptona (bacto) 10g, extracto de levadura 5g, NaCl 10g, ti-
mina 30 mg. Se ajusta pH a 7 con NaOH. 8e esteriliza en autg
clave 20! a 250 OF y 22 1b/in? de presidn. El caldo se soli-
difica con agar al 1% 6 2% dependiendo del uso a que sea des-
tinado.

2.=Medio Minimo.- Medio de cultivo que contiene por li=-
tro de agua desionizadat
12.7 g de NapHPO4*7 H,0, 5.3g de KHpPO4, 2g de (NH, ),80,, 2ml
solucidn de MgSOy al 10%, 1ml solucidn de Ca(NO3)al 1%, 1ml
solucion de FeSOy al 0.05%, 1 ml solucion de azucar (glucosa)

al 204 y O.1ml solucidn de By (tiamina) a una conc ntracién
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d2 0417 uz/ml de medio. Se esteriliza en la autc-lave 2C min
a 250°F y 221b/in2 de presion. Al salir se afiadc el requeri-
miento adecuado para cada cepa.

3.~ Medio de Azlicares.-(Para identificacion de cepas -
fermentadoras de azucares): a 500 ml de agua desionizada --
agregar 20 gr de Mac Conkey agar base dehidratado, adicionar
a ésta mezcla base 5 g. frl c rbohidrato deseadc.
Algunos azucares se egtcrilizan en la autoclave v otros por

filtracidne.
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METODOS

a) Mutagénesis por el bacteriofago Mu cts y gelecqion por
Ampicilina.

1.~ Se toma O.1ml de un cultivo fresco de la cepa bacteriana
que se¢ desea mutar (aproximadamente 108 cplulas/ml) y se
extiende sobre la superficie de una caja de I-agar al 1%
mas Mg++.

2.~ Con una pipeta de 20 mierolitros, se afiade una gota del
fago Mu cts (Concentracidn 1-5 X 107 fagos/ml) sobre las
bacterias previamente extendidas.

3+~ Las cajas se incuban durante 8=10 horas a 32°C

4.~ S8e toman las sobrevivientes que crecieron en el halo de
la lisis y se resuspenden en caldo luria si se .esea se=-
leccionar varios tipos de mutantes. Si se desea unicamep
te una mutante especifica se resuspenden las so reviviep
tes en MM/2 mas el nutriente que requiere la mucante que
se desea seleccionar.

5.- Las sobrevivientes se crecen durante 4-6 horas a 32°C -
con agitacidn 6 hasta que el cultivo se vea tur io.
( 107 células/ml)

6.~ Centrifugar y lavar dos veces con M4/2, Se resuspende =~
en MM/2 SIN EL NUTRIENTE que requiere la mutantas,

7.~ Se pone en ayuno del nutriente durante 2-3 hora: a 32°C
con agitaciodn.

8.~ Se afiade ampicilina a unz concentracién de 20, ;/ml,este-
rilizada por filtraciodn.

9.- Se dejan las células en contacto con la ampicilina duran—A

te aproximédamente 2 horas a 32°C con agitacion 6 hasta que
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sea visible la lisis.

10.~-Centrifugar y lavar dos veces con MM/2 y resuspendcr en

MM/2 MAS LOS REQUERIMIENTOS de la mutante.

11.-Se crecen a 32°C con agitacidn hasta 108 células/ml no -

excederse de 2 x 106 células/ml.

12.-8e repite el ciclo de avuno-ampicilina. (pasos 6-10)

13.~Se diluye 10‘1, 10‘2, 10-3 y se platea 0 se hacen ~spirg

les en cajas de lL-agar al 2%; se incuban a 32°C.

1%.~Se hacen parches de las colonias aisladas y se caracterl

b)
1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

za la mutantee.

Propagacion del fago P para experimentos de Transdugeion

5 _ g
Se crece la cepa donadora hasta una concentracion a2 10)

células/ml.

6 fagos/ml con

Diluir la suspension del fago hasta 5 X 10
caldo luria.

Fundir 4=5 tubos de L-agar 0.5%, a cada tubo agrega- 0.0k
ml de CaClp 0.25M.

Trabajando con un tuvo cada vez, agregar O.1ml del culti-
vo de la cepa donadora y O.1 ml de la dilucion del fago.
Platear sobre 4-5 cajas de L-agar al 1% mas ca*".

Incubar las e¢jas durante 7-9 horas a 37°C con la tapa ha-
cia arriba.

Despues de la incubacidn se agregan 2,5ml de caldo luria
y se incuban durante dos horas mas.

Tomar el 1liquido de las cajas y centrifugar en tubos que

contengan 0.5ml de cloroformo.



9) EL sobrenadante se pasa a otro tubo y agregar 1ml ¢ > clo=-

roformo y guardar en frio previa titulacion del fa; >y u--

sando la JM 1 como cepa indicadorae

1) 8e crecen 5ml de las células receptoras en caldo Luria ==
hasta una concentracién aproximada de 3-5 X 109 células/ml

2) Centrifugar el cultivo a 2,500 rpm durante 10 min y resug
pender las células en i1ml de solucidn salina 0.85%. Afiadir
Ociml de CaCl, 0.25M.

3) Diluilr el lisado de P1 coh caldo Luria, 185 previarente -
crecidos sobre la cepa donadora , y aerear la dilucion --
suavemente durante 15 min. a 37°C en un bafio rotatcrio.

4+) Mezclar 0.5ml de la suspensidn de células con 4.5ml de P1
aereado y dejar la mezcla, sin agitacidon, a temperatura -
ambiente durante 30 minutos.

5) Transcurridos los 30 minutos, centrifugar la suspension a
2,500 rpm durante 10 min y resuspender las células 2n 1ml
de solucidn salina, 0.85%.

6) piluir 10-1, 10™2 y platear en medio selectivo.

Controls Platear O.1ml de la célula receptora en medio seleg

tivo.
d) Procedimiento para experimentos de Conjugaciope

1) Crecer la célula donadora (J) y receptora (g) en caldo
Luria durante toda la noche a 32°C.

2) Las células donadoras se crecen en 10 ml de caldo Luria =
colocando 0.5ml del cultivo de la cepa, y las celulas re-
ceptoras colocando 1 ml de ellas en 10 ml de medio cOMw===~
pleto, poner a 32°C con agitacion.

3) Crecer la célula donadora a 35 UK ( Unldades Klett Scmmer
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sen) y la receptora a L4: UK.
4) Mezclar 0.5ml de la donadora con 4.5ml de la receptora.
5) Incubar a 32°C sin agitacion, durante el tiempo designado
6) Se interrumpe la conjugacidn por agitacion durante 1 min.
en un vibrador.
7) Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos y resuspender
en 1 ml de solucion salina.

8) Platear 109, 10'1, 10-2, en medios selectivos.
9) Incubar a 32°C durante 2-3 dias.

Control: Platear O.1 ml de la célula receptora en medio selec

tivoe.
e) Procedimiento para medir lg frecuencia de Inducgicn Egpontanes.

1) Se crece la cepa lisogénica hesta un: concentracion apro-
ximada de 5 X 10”7 células/ml.

2) Se diluye el cultivo 1310 con caldo liria y se incuba a 32°C
con agitacion hasta lectura de 60 UK,

3) Se toman muestras de O.1ml a diferentes UK y a diferentes
temperaturas y se colocan en tuvos que contienen 0.2ml de
cloroformo preincubados en hielo.

4) Las muestras se centrifugan a 3,000 rpm durante 10 minutos
y el sobrenadante se titula sobre una cepa sen$ible al fa-

go ( JM 1).
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—RESULTADOS

Como anteriormente se¢ ha mencionado el DNA dei fago Mu-i
comprende un gene llamado Cy que codifica para la molecula de
represor cuya funcicn es la de regular la expresion génica, -
impidiendo la transcripcion de parte del genoma del fago.

El fago Mu cts codifica tambien para una molécula de re
presor pero ésta c¢s termolabil, es decir es una molécula que
a temperaturas mayores de h2°C se desnaturaliza y por esta -
razon ya no es capaz de rcgular la expr¢sion del ginoma del -
fago. Al perderse la regulacion, por haberse inactivado el -
represor, el Prpfago se escinde causando posteriormente la =
lisis de células lisogénicas para éste fago mutante Mu cts.

Cuando un cultivo de célulcs lisogénicas para el fago -
Mu-1 se calienta a 42°C, no hay 1lisis de las célules ni hay
aumento en la induccion espontanea del fago ya que el repre=-
sor codificado por éste a difcrencia del Mu cts, no es ter--
molabil. Fig. No.10

A la fecha no se tenian células lisogénicas para ambos
fagos y parecia interesante construir ésta célula y pregun--
tarse si oourriria lisis del cultivo al aumentar la tempera-
tura a 42°C. Existian dos posibilidades tedricas; la primera
que el cultivo sc lisara por el hecho de que al inactivarse =
el represor codificado por Mu cts, éste se indujera lisando -
a la célula.

La segunda consistia en que la célula no se lissra y ¢§

to debido al hecho de que aun que se inactivara el represor -
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termolébil, la presencia de moléculas de represor codifica--
das por el fago Mu-1, que son termoestables imp#dirian la --
escision 0 por lo menos la multiplicacion vegetativa del =-=
fagoe.

Ademas si fuera clerta la segunda posinilidad cabria ==
preguntarse si el hecho de ir aumentando el numero de profa-_
gos Mu cts en relacidn al profago Mu-1, llegarla en algin mg
meni:o a lisar a la celula.

Esto se presumia del hecho de que el numero de moléculas
de represor citoplasmaticas reportadas para el bacteriofago -
)\ es aproximadamente de 10 y entonces al ir aumentando el -
nimero de profagos Mu cts en relacion al silvestre llegaria
un momento en que se saturaran las moléculas codificadas por
el Mu=1 y no pudieran impedir la expresion de uno de los pro
fagos Mu ctse.

NO necesariamentc cudeérc decir que para haber 1igis ===~
tendrian que ser 10 profagos Mu cts y uno Mu-1 ya que hay ==
que pensar en que ambos tipos de represores estan en equili-
brio y es posible que no se necesitaran tantos profagos Mu -
cts para que alguno no pudiera scr inactivado.

Otra de las cosas interesantes que podrfan resultar de
&ste fendmeno es el hecho de encontrar revertantes del fago
Mu.: ya que a la fecha no se han reportado. La idea se basa en
el mismo principlo; es decir si llega un momento en el cual =
se tengan un clerto nimero de profagos Mu cts y un solo pro=-
fago Mu-1 y el cultivo se calienta a 42°¢C es posivle que al=-
guno de los profagos se escinda y al hacerlo lo haga en la -
misma forma que se incerto y por ello deje de causar la mu-=-

tacidn que esta originalmente causandoe



Lz

Ademas hay que asumir que aun cuando el profrgo se es==-
cinda, no entre al ciclo vegetativo por el hecho de que al-=-

guna rioléonla de represor termoestable lo reprima antes.
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A) Construeccion de cepas dopadoras de Mu cte,

En funcion de los marcadores cue tlene la cepa recepto-
ra JM 200 se construyeron cepas donadoras del profago Mu cts
en donde el profago estuviera insertado en marcadores cotrans
ducibles con alguno de los marcadores de la 7l 20C, siempre
¥y cuando la distancia entre éstos marcadorcs no excediera de
1 minuto ya que como se menclond en la introduccién’la pre=-
sencia del genoma del fago Mu cts significa otro minuto de -
cromosoma bactcriano sumando con ésto dos minutcs que es el
1inite de material genético que puede cotranscucir el bacte~
riofago Pl

En oste sentido se construgd le cepa JM 913 met F~ & B™
(Mu cts¥) ya que el mercador metF~ 0 B~ estZ situado a medio
minuto del marcador argE en el mapa cromosomico de E. ¢oli.

Para verificar que la mutacion producida por el bacterié
fago Mu cts mapeaba en el locus Met F & B-, s crecid el --
bacteriofago P1 sobre la cepa JM 913 y se infecto la cepa =~
JM 90 seleccionando pare ArgE*. Entre las transductantes =--
argE‘ fué posible demostrar la exlstencia de cotransductan—-
tes met” (Mu cts¥) lo que significa que la mutacion producida
por el bacteridofago Mu cts en la cepa JM 913 mapea a medio =
minuto de argE y ésto corresponde al locus MetF~ o MetB',

En la misma forma se construyo la cepa JM 901 thr-(Mu cts+)
Se crecid el bactcridfago P1 sobre &sta cepa thr-(QMu cts®) y
se infectd la cepa JM 50 ara™ ; sc selecclono para Araty ---
entre éstas transductantes se obtuvieron cotransductantes --
thr=-(Mu cts*) lo qae implica que el lMu cts esta ligado a la

mutacisn thr~.
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I_Planteamiento teorico

Una de las primeras ideas que hay que tener en mente ==
para construir una cepa polilisogenica es la inmunidad espe-
cifica, es decir, no es posible volver a infectar una célula
lisogénica para un detcrrinado bacteridfego con ése mismo --
virus bacteriano en que la bacteria es inmune a posteriores
Infecciones.

De acuerdo con ésto es necesario pensar en otros cami=--
nos para lograr indtroducir mas gcnomas faglcos en el cromo-
soma bacteriano. Se llegd a la conclusidn que experimentos -
de conjugacion y de transduccidn serlan los mas adecuados pg
ra llevar a cabo nucstro objetivo. Los primeros se .levarian
a cabo usando una bacteria donadore ( Hfr), que trensmitiese
profagos de Mu cts a una bacteria lisogénica para Mu ctse.

Los segundos serian experimentos de cotransduccion en -
los cuales, como previamente se menciond, se seleccionara --
para un marcador y se buscara entre las bacterias que hayan
adquirido esta caracteristica alguna que ademas haya tambien
adquirido del donador otra caracteristica feno v genotipica,
debido a la presecncia del profago Mu cts integrado.

Una vez decidido lo anterior nos encaminamos a estudiar

el mapa genético del cromosoma de E, ¢oli K-12.
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81 uno de los primeros pzsos en la construccin de la -
cepa polilisogénica fuese el colocar un profago, por ejemplo
en el gene pyrC esto provocaria el hecho de que no se podria
usar ya ninguno de los genes de la via metabolica para la =-
plosintesis de pirimidinas para insertar otro profago, ya ==
que la forma en que se detecta una mutacion en alguno de es-
tos genes es alslando una celula auxétpofa de uracilo ya que
ninguno de la productos intermediarios es capaz de penetrar
a la célula y de acuerdo con esto no se podria saber si la -
necesidad por este metabolito se debe a la primera mutacién,
a la segunda O a ambase

Ejemplos ccmo el anterior, lo podemos enccntrar en va--
rias vias metabdlicas y por tanto esto reduce el numero de =-
genes cotransducibles que no presentan problemase.

El siguiente paso, fué el seleccionar una cepa que tue=
viera en su cromosoma una serie de mutaciones en genes que =
fuesen cotransducibles con genes que tuvieran el profago —=-
Mu cts lnsertados en esos genes. Es muy importante, para nues
tros fines, que la distancia entre éstos genes cotransductap
tes no excediera de un minuto ya que a esto hay que afladirle
un minuto del DNA del profago de Mu cts, lo que implica dos
minutos de material genético o sea 58 millones de daltones,
peso molecular en DNA que es aproximadamente el maximo que =
puede cotransducir el bacteriofago Pl

Se decidio que la cepa con la que se iniciarfa la cons-
truccion de la polilisogénica, serla la JM 200 y la razon de

éato, es que posee caracter{sticas adecuadas para ello.



La JM 2C0 thr-ara leu proA”iac~gal his xyl mtl pyrE™
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Gracias a experimentos de cotransduccion, es posible -
conocer si el profago Mu cts se encuentra insertadc en el --
gene gue se presume.

La forma en que ésto se demuestra se describe a continug
cion y asl se demuestra la existencla del profago Mu-1 en el
operon de triptofano en la cepa JM 201,

Se mutagenizo la cepa JI 200 con el fago Mu-1 y se seleg
cionaron células auxotpbofas de triptoiano producidas por la =
insercion del profago en alguno de los genes del operdon del
triptofano; se pensd en este marcador ya que la mayor parte -
de las aux>trofas de triptofano mapean en el minuto 25 del =
mapa genético de E, coli.

Como sigulente paso se demostrara que el profago es el
causante de la mutacion es decir esta integrado en el operdn
Parz ello, se crecera el bacteriéfago transductante P1 en la
cepa mutagenizada y se usara una cepa que sea cysB ( JM 33)
como receptor en una cotransduccione

Seleccionar transductantes Cys+ y buscar entre las celu-
las transductantes alguna que sea auxotrofa de triptofanoj -
ésta célula necesariamente tiene que ser Mu-1¥ para poder --
concluir que la mutacidn en alguno de los genes del operon =
del triptofano esta producida por la insercion del profago.

JM 200 thr-ara”leu”proA~lac™gal his thyA xyl mtl pyrE argk .
Mutagénesis con el fago; seleccionar Trp~(Mu-1%).

JM 201 thr-ara leu proA~lac”gal=trp~ (Mu-1%¥) his™ thyA™ xyl~
mtl”™ pyrE" argkE™ SmT
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El siguiente paso es construir la cepa Ji. 920 a partir
de la JM 201. Para ello, se efectlio una conjugacidn usando la
cepa JM 1 ( prototrofa) como donador. Se usara la cepa JM 201
como receptora y se plateara sobre un medio que contenga es-
treptomicina para matar a las células Hfr.

S8e detendra la conjugacion a los 15 minutos y se selec-
cionara para Thr* buscando entre estas recombinantes estreptg
micina resistente alguno que reuna los sigulentes marcadores:
thr* ara~ leu” proA~ lac™ gal™ trp” (Mu-1Y%) his~ thyA~ xyl~
mtl pyrE~ argE~ SmT.

JM 201 thr~ ara” leu” proA~ lac™ gal™ trp (Mu-1Y%) his™ thyaA
xyl™ mtl™ pyrE argE~ SmT

Conjugacion JM 1 Hfr Sm® X JM 201. Seleccionar para -

Thr* y buscar recombinantes estreptomicina resistente

v

JM 920 thr* ara™ leu” proA~ lac™ gal~ trp” (Mu-1%) his™ thya~
xy1l~ mtl™ pyrE” argE” Sm’.

La razon de scleccionar en este paso para Thr+ es que el si=-
guiente paso seré seleccionar células Leu y buscar células
thr™ (Mu cts+) y si la cepa fuése thr™ no se podrian diferen-
ciar las células thr~(Mu cts*) de las thr~ originales.
Entonces buscando entre las células recombinantes algu-
na que sea auxdtrofa de treonina ésta cél la necesariamente

tiene que ser Mu cts*.
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JM 920 thr' ara~ leu~ proA~ lac~ gal” trp’(Mu—1+) his thyAF
xyl mtl™ pyrE~ argE~ Sm®.

Conjugacidén JM 901 thr~ (Mu cts¥) SmS X JM 920. Selec-

clonar para Leu’ y buscar recombinantes thr~ Sm’.

v

- - P == - +
JM 921 thr-(Mu cts*) ara leu‘ proA lac” gal trp (Mu-1 )
his”™ thyA  xyl  mtl” pyrE~ argE~ Sm’.

En este paso se inserta el primer bacteriofago Mu ctse

El siguiente paso es construir la cepa JM 922 a partir
de la JM 921. Para ello, se efectlo una conjugacion usando -
la cepa JM 42 proC” met” lac” Sm® como donacdor. Se usara la
cepa JM 921 como receptora y se plateara sobre un medio que
contenga estreptomicina para matar a las células Hfr,

Se detendra la conjugacidon a los 20' y sc¢ seleccionara para

Lac®

y entre los recombinantes buscaremos alguno que reiina
los siguientes marcadorest

thr” (Mu cts*) ara” leu’ proA” lac’ gal” trp (Mu-1¥) nhis™ thya”
xyl™ mtl pyrE" argE” Smf.

La razon de seleccionar en este paso Lac+ es que el sigulente
paso sera selecclonar Lac™ (Mu cts').

IM 921 thr~(Mu cts¥) ara” leu’ proA™ lac” gal'trp'(Mu—1+) his”
thyA~ xyl~ mtl pyrE~ argE Sm¥.

Conjugacidén JM 42 proC” met™ lact SmS X JM 921.Selec-

cionar para Lact.

+

JM 922 thr~ (Mu cts’) ara™ leu® proA™ lact gal” trp'(Mu-1*)
nis~ thyA~ xyl~ mtl™ pyrZ~ argE~ Sm’.
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El siguiente pcso es construlr laz cepa JM 923, Para ello
se efectud una conjugacidén usando la cepa JM 222 lac™ (Mu cts®)
como donador. Se usara la cepa JM 922 como receptora y se pla
teara sobre un medio que contenga estreptomicina para matar a
las células Hfr. Se detendra la conjugacion a los 20 minutos
y se seleccionara para Lac en medio indicador Mc. Conkey.

Se insertara el bacteriofago Mu cts en el gene que codi_
fica para lactosa y este sera el segundo Mu cts insertado ---

ademas del Mu-1 en triptofano.

JM 922 thr~(Mu cts¥) ara™ leu® proA™ lac* gal™ trp~ (Mu-1%)
his~ thyA™ xyl™ mtl™ pyrE~ argk™ sm’.

Conjugacidén JM 222 lac” (Mu cts¥) Sm® X JM 922. Selec-

cionar para Lac- en Mc. Conkey.

v

- + - "
JM 923 thr (Mu cts ) ara™ leu* proA 1lac™ (Mu cts’) gal
trp” (Mu =t %) nis” thyA~ xyl mtl™ pyrE argk~ Sm'..

El siguiente paso es construir la cepa JM 924 3 Mu cts™
1 Mu-1Y a partir de la JM 923, Para ello, se propagard P1 en
la cepa JM 913 metF 6B (Mu cts™) y se usara este P1 JM 913
para infectar la cepa JM 923 selecclonando para transductantes
ArgE* y buscando entre ellas alguna cotransductante que fuera
met”™ que seria metF~ 6 B (Mu ots').

lLa razon de seleccionar en este paso para ArgE+ es bus-
car metF~ 6 B~ (Mu cts“) marcador cotransducible con argini-
na E, buscando entre las células cotransductantes que sean -
auxotrofas de metioninaj ésta célula sera necesarlamente -

+
met™ (Mu cts ).
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JM 923 thr (Mu cts*) ara’ leu® proA” lac™(Mu cts ) gal
l trp"(Mu «1 ¥) his™ thyA™ xyl” mtl” pyrE~ argE™ su’.

Cotransduccion usando P1 crecide en la JM 913 como do

nador y usando la JM 923 como cepa receptora. Selec-=

+
‘ cionar para Arg* y buscar cotransductantes met~(Mu cts ).

IM 924 thr~(Mu cts") ara* leu’ proA™ lac™ (Mu cts¥) gal™ trp~
(Mu-1") nis” thyA™ xyl mtl” pyrE argE¥ met™ (Mu cts*)
Sm®,

Una vez construfda la cepa polilisogénica se mediran y se com
pararan los timepos de duplicacion de cada cepa construlda.
Se compararan también las frecuencias de induccidn espontanea

de todase
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C e ilisoze o e of

t ono ogenic ara el pro o Mu-1.

II. Obtencion de la célula polilisogénica para el profago
Mu cts y Monolisogénica para el profago Mu-1.

El titulo de fago P1 que se usd en los experimentos de cOm=-

transduceion oscilaba entre 1-5 X 107 fagos/ml.

1e- Obtencion de la cepa JM 201.
S8e mutagenizo la cepa JM 200 con el fago Mu~1 y se seleg
clono para mutantes auxdtrofas de triptofano por el métg
do de la amplcilina. Se revisaron 2,000 colonias sobre--
vivientes y dos de ellas ‘ueron trp” (Mu-1+).

Para conocer si el profago Mu-1 estaba ligado a la
mutacion se hizo crecer el P1 en estas dos cepas y usan-
do la cepa JM 33 cysk™, se slecciond para CysBY y se bug
caron células trp- quwe deberian sc: Mu-1+. Las trp™ fue~~
ron todas Mu-1¥ en ambos casos.

S8e verificaron los demas marcadores y se realslo la cepa
JM 201 ( Tabla No.2).
2.- Obtencion de la JM 920.

Se uso la cepa JM1 como donador en una eonjugacion

donde la hembra era la cepa JM 201. Se selecciond para
Treo' y se buscaron recombinantes que fuesen thr¥ ara”

proA” lac~ gal™ trp~ (Mu-1%) his™ thyA~ xyl mtl~ pyrE”

argE™ Smr, interrumpiendo la conjugaciodn a los 25'. Se -
aislaron 80 recombinantes treo® y 3 de ellas tenian los

otros marcadores de la cepa JM 920.
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3e= Obtencidon de la cepa JlM 921.

Se us6 la cepa JM 901 como donador en una conjugacion
donde la hembra era la cepa JM 920. Se selecciond para Leut
y se buscaron recombinantes que fuesen thr~ (Mu cts?) ara”
proA lac” gal” trp (Mu=1") his- thyA™ zyl™ atl pyr:e --
argE Sn’. Interrumpiendo la conjugacidn a los 20 minutos.

Se‘aislaron 160 recombinantes leu’ de 1las cuales 13 =
fueron thr~ (Mu cts*).
4.~ Obtencidn de la cepa JM 922,

Se usO la cepa JI 42 como donador en una conjugacion -
donde la receptora fué la cepa JM 921. Se seleciond para —-
Lac”* y sc buscaron recombinantes que fuesen thr™(Mu cts®) -
ara” proA” gal~ trp- (Mu-i1) his™ thyA™ x'1” mtl”™ pyrE argk™

Smr .

Se interrumpid la conjugicidén a los 20 minutos. Se als-
laron 15 recombinantes 1ac+ que cumplian con 1los requisitos.
5.~ Obtencion de la cepa JN 923.

Se usd la cepa JM 222 como donador en una conjugacion
donde la receptora fué 1la cepa JM 922, Se seleciond para =
Lac~ en Mac Conkey y se buscaron recomdinantes que fuesen
thr (Mu cts*) ara™ proA™ lac™ (Mu cts*) gal™ trp™ (Mu-1') his™
thyA~ xyl™ mtl”™ pyrE argkE~ sm¥T. Interrumpiendo la conjuga--
cidn & los 20 minutos. Se aislaron 5 recombinantes lac~ § 2
de ellos con los marcadores deseadose
6.~ Obtencidn de la ccpa JM 92k,

Se trato la cepa JM 923 con P1 crecido en la cepa JM 913
seleccionando para Arg A y buscando células met” (Mu cts*) -
Se revisarbn 400 colonias de las transductantes arg® y el 28

4
fueron met~.Se verificaron los otros marcadores y sc reaislo

la cepa JlM 924 ( Tabla 2).



Cepas obtenida: durante la constri.ccidn de la cepe
Polilisogénica para el profago Mu cts y Mono-

lisogénica para el profago Mu-1.

TABLA No. 2

Cepas Obtenidas Caracteristicas Genéticas Derivacion

JM 201

JM 920

JM 921

JM 922

JM 923

IM 92k

- -~ s *
thr_ara”leu”proA~lac gal trp”(Mu-1 )  JM 200
his“thyA-xyl mtl™pyrE argE Sm .

- +
thr ara”leu” proA_lac gal trp (Mu-1 ) JM 201
his~thyA xyl mtl™pyrE argE~Sm .

thr” (Mu c s') are leu proA lac gal
trp” (Mu-1 ) his“thyA xyl mtl pyrE JM 920
argE smT.

thr™ (Mu cts*) ara 1lout proA lgc
gdal” trp-(Mu-1%) his thyA™ xyl JM 921
mtl”™ pyrE- argBE~ SmT.

thr (Mu cts*) ara” 1eu proA
lac™ (Mu cts¥) gal™ trp- (Mu-1 )pis IM 922
thyA~ xyl= mtl™ pyrE argE~ Sm .

thr (Mu cts¥) ara® leu* proA o+

lac™ (Mu cts*) gal™ trp~( ) his™ JM 923
thyA™ x;l‘ mtl- pyriE= arg met

(Mu cts') SmT



curvas de Crecimlento

Se hicileron curvas de crecimiento de las cepas JM 222,
JM 920, JM 921, JM 923 y JM 92k a diferentes temperaturas -
Los rcsultados pueden observarse en las figuras 10, 11, 12,

13, 1%, 15, ¥ 16,

Anadlisis de Induceidn Hspontinea y de Indyccidn por calor.

Se hilcleron estudios de las unldades formadoras de placas
de las cepas antes mencionadase. Como pu-de observarse en la =
Figura No. 17 el patrdn de la induccidn espontinea es similar
en todas estas cdlulas cnando la temperatura a la cue se haee
el ensayo es 3200. Sin embargo cuando se madifica la tempera-
tura a 42.5°C tal y como puede ohscrvarse en la filgura No. 18
el nlnero de particulas formadas varla y es vroporcional al -

nimero de profagos mutados de le célulae

Analigls de posibles Revertantes de mutzclones producidas por
el pcnoma del fago tmu-1 O Mu ctg.

De todos los experimentos de luas fizuras 10 a 16 se als-
laron sobrevivientes a los efecctos de induceidn por calor y -
en ninguno de éstos sobrevivientes se pudo observar reversion

algunae.
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Discusion v Conlusiones

Como pucde observarse en 1o Ziruras 13 v 14 cua:

cepa (JM 222) que es portad:rn de un profago Yu cts es
o]

, o) Ny =) .

da a 32 C hasta O0OUK y luego ca:biada a 4245 C, los cé

c
(=

e lisan por l: induceidn del penoma virile Sin ewmbere

. 4 ¢ ’ “ -
lisngenicas prra ambos profasos de Mu=-1 y de Mu cis pr

comporta.ientc. dilferentcs en funclon de 1lr relecidn d

aos profagose Bsto guoeda do manifiesto en ok f?

las cuales se ons.rva cue 1a colula JM 92 (e es trl’

L g o - 2
ca p:ra el profago u cts y monolisogenlca para cl pre

Mu-1 se lisa, a dlferencia de la mono-moro (Jii 921) o ¢ :

bi-mono ( JM 23) que presentan pratones perccidos con

licogénica vprra el profago iu-1 ( JM 920). .

%

s interesante mencionar tal y como se puede co:rst

la figura lo. 10 que cuando los células son creeldas a

né hay 1Isis independientemente de la relrcion de orofe
Ademés, otro punto importante es aquel (ne se obsc

les Tfijuras 11 y 12 en 1 cualcs sa preccentan patrones

. n ] O % S % 2
cicientn de ertac cepas p2ro hacilenco el criinlo ce temy

L0 0 , P
de 32 °C a ¥1.5 C. En “scas Tiguras

s¢ puede cbssrvar ou
1151s que presenta la cepa Ji 924% ( 3 prcfa s Mu cts 1
Mu-1), nd es t n clara co.o cuandn se hice el cambin a
- o - ~ o 0 1 1 o . -
Este fenoueno del cambio de 37 °C a W45 C es siuillar al

ocurre cuando s¢ hace €l canpnlo de temperatura de 3P°C

Las figuracs 15 v 16 ilustran los jpritrones (o

= »
todas estas cepas con la diferercla de cure despues de m

. O ) Bl s
las a 4.5 C durante 40 minutns, se colocan n 37°C pora

~

crecinient

o W«
crec -
tlas

s Cehas
sentin -

los

0Se
VE €L -
de ¢ 'e=-
ratrv a

la

e e

rofa o

L—"O' '

-y Lo ]
que
37°

ae

+ten ' r
ver 1
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a %Q.SOC, cosa que scrnsiblementc né ocurre.

Uno de los resultaios ms interescntes es asuel cie 5 =
presenta en l-s figuras 17 y 1> e hablan de ".os potrires e
induceidn espontanea a 3°°C y ae induccibn por calor a 42.7°C
Como s~ vé en la figura 17, el nitron de induceidn cspointa oa
es el mismo para cualgulera de luc cepasy pero el petron d. -
induceion por calor a h?.?oc es uuy diference para cad: un e
lcs c¢Zlulas pudiendose oovscrvar ana especie de gradl:n.e di ==

L4
-~ L

maz profagos Mu cts ~--

3

unidaces form=rioras de nlacas imientrac

sc¢ encuentren en uni cepa cu la cu2 existe un »rorago u=1.

Los resultadeos anterior s nos han heci.o ¥ 1sar en un roe-
delo pra Gste sistoma ue nresenta dos Livos ce profu (0§ ——mm
del fago lu-1, cs decir ¢l salvaje y une mutanie de teiper:. ra

Cuando wia célula monolisogénica pora cl profago u et =

»

. B . . )
es calentada 2 42e5°C, erte cdluls ze lisa tol © como oeuric -

sy
e

con la cepa JM 222. La razdn cde sta 1llsic es . desna ural -~

P

zacidén de la protelna r.presor codificada nor e genoma viral =
y gracias a la cunal es posilble el fenomeno ce 1 sogenie Al --
desnatrralizarse " sta rrotelna, ¢l profago nd ¢ td ya -enrii -
do y entra al ciclo vegetativo,lis'ndo a 1o ¢’1 la.

£n una célula lisogénica prra el fago !mu-1, nd oc rrec ~ 'ta
inactivacidn del represor a 42.5°C ré gue =1 re resor ¢ s tco o=
estable. Obviamente y tal como sc emnciobnd con 1terioridad, --
rosultaba interesante el construir una e¢ ula i licogl: ica 2
contuviera amlios profazos es decir el salvaje v 21 nue codil -
ca para el represor terioscensibley obecrvando ¢ eompo: tamisi-

de ella a ]+2050Co
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liicialrente, se hania pen:zado en un F2nc..cnd de - 20 J
nada, e deecdr: que la célula se lisara & cuc ro lc hicleras

La p.imera posibilidad sc ceuberla al heciv de gue 11 ===
inactivarse el represor termoestanley el prolzgo, al q1 2 es-
tapa unida ésta molécula, se¢ indujera. Ia segnnda alterativa
se exnlicarla por la razdn ce que aln ewando se inactitv iran-
las moléculas de represor termol?nil, lrs molécilas te: .oesta
bles sunlirian a aquellas. Adenas, si fuera cierta la ¢ -gunda
posibilidad eapria proguntarse gi ¢l heciho de ir aumeniando el
nuiero de profasos Mu cts, llecaria en zlytn momento & ocurrir
la 1lisis de 1z célula debido & u. les moléculas de rerresor -
codificadas por el profugo -1 no alcanzarian a suoliy la de-
ficiencia causacda por la 7.lta de lag moléculas desnatu ~aliza-
das.

D¢ acuerdo con la figura Jo. 1% pareceria oue la ¢ gunda -
alternativa era la acertada y oue asl cuando s¢ encuientran pre-
sentes en una célula 3 profagos Mu ets y uno -1 éita se lisa
Yy antes 10

S:n encargo, éste modelo nd encaja con los resulteios de =
la figura 18 en (onde se observa como aumenta el nanero de uni-
daces ferw.doras dé plicas conforme aunmenta ¢l nimero d - profa-
gos u cts. Los datos rmuestran un a:mentc gracual v ndo no de -
todo 0 nudae Lo anterior noc hrce pensar en una pnziopll dads
sn realidad cn un cultivo de células con atios Jrofsgos cada =
célula exicte en un estado metabdlico difcrcute a les v cinas
v adeumns es posivle que haya un cstado mis "adecrado" p ra la -

indueceldn tantn csponténea como npor calor. Por 1o anter or =--



. #* - - -
da g onouns celvla st encu.  ran | resentos cnvos tirer é=z
rrofagos & cstando de acirerdo con le vnosivilidal dz este es-
tado auecusdn og factible o cuindo lz tomnerauura d2l cul-

. O . e
tivo alecance Li2.5 C, el reprisor figico codificndo por el -~

fago mut:do s2 desnaturalize y el reprecor codificado por --

el fazo lu~1 no sea capaz de suplir eficientemente éc-ta def:
clencia. Y se dice eficientemente porocue si la célula ndo s. -
encuentra en 3se estado "adecuado", el represor faglco codl.
c-io por Mu-1 sl s:ra capaz de suplir al @esnatur: lizadoe Ad
més, esta clero sunponer (ve conforme awicuta el nduere de rro
fagos Mu cts la ireficiencia aurcrta t221'én r por cnde el nj
mero de particules féglcas ce nayore

Bs interesante menclonar que atn cuanrdo el fendneno es -
facllnente observable en exverimentos de induccién por calo:
no es facilmente en experiuentos de crecinionto. Aderiés es --
Importante el dato que hauvla de que peaquefing cifercicias de -
tenperatura hacen que los fend enos carpien en cuarto a velr-
ciaad ¢e crecimiento ¥y a unidades fornedorss de placos.

Vale la pena mcncionar (e &un que Clinuo RO 3¢ puede -
infirir ¢on fste tipo de dutos cuval es el nliero e reLreso--
res f7-icos preeristentes en una célula, si vndria pensarse -
cue nd es un nlcro grende. Adends, el constriir fsta eflrle
permitiréi, en bucn grado el poder intentar cl ziclasiento de
represor del fepo iu-1e

Por Gltimo, y en relacion de la posibilidﬁd de obtener .-
revertantes por ¢l genoma cel face lu=1 © u cts hay gue nen-
cionar uue entre tocos los sorrovivieates anuoe s¢ anallzaron -
en tado tipo de cé€lula, no so cnconbrarcn rovertantes de mu-

r

taciones mroducidag por los prof2ms lo eual he s grorr gl
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