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ptÓlogo ¡ Motiyo1 del trabajo 

Los datos que se conocen sobre el tago Mucta, mutante condicio­

nal de temperatura del fago Mu-1 que cod1~1ca para un represor 

que ea termolábil a ~2ºC, 7 lo que se ha trabajado en él, es -

bien poco comparado con otros bacteriótago1 temperados como~ 
(1-6) Es motivo de este trabajo tratar de estudiar algunos as­

pecto• que podr!an ayudar a entender más de la genética del -­

tago Mu. 

Para ello se peneó en la construcción de una célula pol1-

11sogén1ca para el tago Mu cts, en donde se insertarla un ge-­

noma de Mu-1 7 varios genomas de Mu ots, en diferentes lJu¡1 -

del cromosoma de B. coli X-12 y ésto, por dos razones¡ una me­

diata 7 una inmediata. 

La razón inmediata es ir insertando profagos Mu cts en el 

cromosoma de B. col! en presencia de un protago Mu-1 y obser-­

var el creo1Jlliento, la trecuenciade inducción espontánea, la -

mortolog!a de las células, etc. conforme aumenta el número de 

genomas tág1coa insertados en el genoma bacteriano. Bito es ia 
tereaante ya que hay que tomar en cuenta que por cada prof ago 

que se inserte 1e está adicionando 2sx106 d~ltones de material 

¡enético lo que implica casi el 1~ del D•A bacteriano. 

Por otro lado, analizar si el represor coditicado por el -

tago Mu eta es dominante ó recesivo resp~cto al coditicado por 

•l Mu-1. lato 1e verá al calentar la célula b111sogén1ca Mu-1,­

Muliot• a lt-2ºc y ver si hay ó nó 11111. 81 no hubiera, la pre--­

gunta a hacerse ser!a1 ¡cuál es la cantidad de profagos Mu eta 

que pueden romper la inmunidad que confiere el profago Mu-1 al 

eleYar la tem~eratura a ~2°C? 



Por otro lado, resultar!a interesante que la frecuencia 
' L , de 1nducc1on espon~anea se modificase conforme creciera el -

número dd pro!agos en el genoma bacteriano ya que, Jsto estA 

ria relacionado con la razón mediata de construir esta célula• 

el aislamiento del represor del fago Mu. 
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INl'RODUCCION 

Los bacteriófagos fueron descubiertos independientemente 

por Twort en Inglaterra y d' H.erella en Francia. Por mucho tiem­

po permanecieron coma una curiosidad de laboratorio, hasta que -

Max Delbruck revivió el interés en ello1 al introducirlos como -

un nuevo método en las investigaciones biológicas como material· 

de experimentación. 

Bl sistema de bacteria-fago, tiene grandes ventaja• •~bre 

otros sistemas de virus-huesped y las más importantes aona 

1) A diferencia de otros virus, cada part!cula de fago tiene una 

probabilidad cercana 6 uno de causar infección a un huesped -­

particular. 

2) Las partículas infecciosas pueden ser contadas de una manera 

~· a6nc1lla 7 reproducible, de tal manera que los resultados -­

pueden ser expresados cuantitativamente. 

3) Las bacterias son suceptibles de ser estudiadas por análiai1 

químico cuantitativo durante los procesos de la infección, de 

tal manera que puede estudiarse la cinética química del pro-

ceso. 

4) La constitución genética de los fagos y bacterias, as! como su 

interacción, son fácil.mente accesibles al análisis genético. 

S> En condiciones Óptimas, el tiempo de duplicación de las bac­

terias ea de 20 m!n. Lo que permite 36 generaciones en sólo 

12 horas. 

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

los problema• de genes recesivos 7 dominantes. 



Uaa claa1t1cac1Ón de los bacteriÓ!agoa, se basa en la -

torma de . interacción oon la bacteria hueaped y de esta manera 

1e dividen en dos grandes 1rupo11 

a) Pago• Tirulentoa 7 

b) Fagos temperados 

Loa bacteriótagoa virulentos, por ejemplo f2 y T~, •• oa 
racter1zan ·porque invariablemente liaan a la bacteria que in­

tectaa, no ex1st6endo otra alternatiYa que aeguir lo que se -

ha denom1nado como oillo l!tico ó •eietativo. Por lo anterior 

'e conoce a ésto1 tagoa como virus l!ticoa. 

Bzper1aento1 de Berahe1 y Cha•• en 19;2, en los :ullea -

romJian. las bacterias 1ntecta4as por un virus l!tieo .1 dite-­

rentea lap101 de tiempo con el tin de anal1sar los cornponen-­

tea virales 7 la relación en que éstos se encuentran 1ientr .... 

de la célula. (~ ) 

Siempre es posible, deapuéa de los primero• 10 m!n. de -

inteec!Ón encontrar part!oula1, aunque no oompletamente en---

1amblada1. 
:•. 

In. cambio, los tagoa temperados tienen dos alternativas 

a seguir, ó •1guen el ciclo l1t1co a ••••jansa de 101 ta10• -

Tirulentoa ó establecen una relación aás ó menos perm~nente -

oon la bacteria huesped ain 11sarla, lo que dá como resultado 

la perpetuación del aaterial cenético del tago oonjuntamente -

oon loa descendientes de la bacteria. J)e este modo ae estable­

ce el tenóaeno de liaogenia y aquellas bacterias qua contienen 

el genoaa de un fago temperado reciben el nombre de l1aogén1-­

oa1, mientras que el fenoma del tago en éste estado reoibe el 

nombre de profago ( 7 >. 
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81 a un cultivo de bacterias sensibles se le adiciona -

tagoa y1ru1entoa, después de un interTalo de tiempo qva es -

variable según el tipo de tago y las condi~iones experiment4 

lea, el cultivo que normalmente es turbio se aclara ccmo re­

aultado de la intección 7 lisis que se presenta en casi toda 

la población de bacteria•. Sin embargo si se continúa 1ncu-­

bando, reaparece la turbidez después de algún tiempo oeb1do 

al crecimiento de bacterias pre-existentes 1 que son 1eais­

tentes a la 1.nlección. 

La 1ntecc1Ón con fagos temperados en condiciones similA 

res conduce a la reducción transitoria de la turbidez la cual 

e1 rápidamente restaurada por el crecimiento de las ba~terias 

que han sido lisogenizadas por el tago y que por lo taato han 

adquirido la inmunidad a 1ntecc1ones subsecuentes. 

Bn la mayoría de las células de una colonia de ba~terias 

lisogénicas, no se encuentran virionea adultos ni prot~!nas -

virales 7 únicammte · se localizan en la tracción de cé ··_ ulaa -

que espontáneamente Ó por inducción han dejado de ser Lisogé­

nicaa, con la subsecuente formación de una población d~ tagoa. 

Loa fagoa in:f'ectivoa pueden ser contados mezcland1> un -

pequeño voliimen de una dilución adecuada de la suspens .LÓn de 

fagos con unas cuantas gotas del cultiYo de bacterias :1ensi-­

bles y dado que las bacterias se encuentran en exceso, cada -

uno de loa fagos infectará a una sola bacteria. La mezc:la es 

distribuida sobre la superficie de una caja de agar nutriti­

vo, para formar una pelicula confluente de células sob1e la 

superficie de la caja. 
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Sin embargo, cada una de las bacterias infectadas con el 

tago, se lisa y libera nuevas partículas tágicas que inmedia­

tamente infectan a las bacterias vecinas las cualns a su vez 

•on liaadas y 11beraa nueva progenie tágioa. Este fenómeno -­

repetido muchas veces dá como resultado la formac:LÓn de una -

placa que destaca sobre el crecimiento contluente de las bac­

teria1. 

Los tagos temperados producen placas turbias debido al -

crecimiento de las bacterias lisogénicas en el seno de la --­

placa. Contando el número de placas producidas se puede cal-­

cular el número de fagos por unidad que contiene la suspensión 

original y que son oapace1 de formar placas ( Unidades Forma-­

doras de Placa•) mediante la fórmula siguiente• 

Número de placas 
UPP--------·-----~---------------------------- ~ - - -Dilucion X Volumen de la dilucion afiadido 

esto es ll~do el titulo de plaqueo de la suspensión. 

P;rgpiedade1 de las bagter1a1 liaggénia••· 

Las bacterias lisogénicaa ó sea aquellas que contienen -

material genético de uno ó más bacteriófagos, presentan dos -­

caracter1at1cas que son muy importantes• 

1) Liberan fagos espontáneamente y es una caracter!stica que 

es hereditaria. 

2) Son imaune1 a la inf'ecc1Ón por el mismo fago Ó por otros -

relacionados a él. ( 1 ) 

Ipducción Espontánea de fagos en una cepa lisogénica. 

Se ha observado que en todos los cultivos de bacterias -
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11sogénicas se encuentran part!culaa de fagos libres 1 no ha--­
sido posible disociar una de otra. EXiet~n dos posibilidade~ --­

Para explicar esto• Que las partículas infecciosas que se en---­

cuentran presentes en cada una de las bacterias in:f'ectadas, -
sean cont:!nuamente liberadas al medio, o bién que la relación --
de equilibrio fago-bacteria se relllpa en una pequefia proporción _ 

de la población de tal manera"·que sobreviena el ciclo lítico. _ 

Se ha demostrado que cuando se rompen artificialmente las _ 

bacterias lieogénicas estaa no contienen partículas infecciosas. 

(2-~). Además se ha demostrado más allá de todas dudas que la 

bacteria lisogénica tiene la potencialidad de generar part!cu• • 

las f ágicas 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 sólo a muy baja frecuencia 1 que varia según las 
-2 -6 -

. - -diferentes aepas entre 10 a 10 por celulas por generacion -

ln4ucc1ón 411 PrQfagg 

Lovi't 1 Gutman (21), obsevaron que la liberación de ta-
go1 variaba de experimento en experimento, de donde dedujeron -

que la liberación de fagos podia también ser inducida por age:a-. 

tes externo1 ·y ellos encontraroa que la ltiz ultravioleta indu- -

c!a la lisia en casi la totalidad de las bacterias de un --- -

cultivo lisogénico de B1mega1(p .:1Ym • Desde entonces mu1~hos -
otros agentes inductores han sido descubieros y entre ollos- -
se encuentran los rayos x, los rayos gamma, las mostazas ni---· ­

trogenadas, el ayuno de t1m1na,etc. Todos estos tratamientos -
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tienen la caracter!stica en común de que inhiben la s~ntes1s 

de DN4t 

Bó todos los fagos son induc1bles po~ los agentes men-­

cionads anteriormente ya que ésta capacidad parece se:- una -

propiedad de la constitución genética del tago y no d1l la -­

bacteria, ya que se sabe que en u.na cepa bacteriana i:i.sogé-­

nioa para un tago como A., éste se induce 1 en la mis1 ia cepa 

bacteriana otro fago como Mu-1 no es 1ncluoible. 

En ~ s¡glJ. se ha logrado comprobar la asociación tísica 

entre algunos profagos y el cromosoma de la bacteria, gracias 

a experimentos da conjugación bacteriana y Microscopi« elec-­

trónioa (~22) y se ha demostrado que se encuentra 1ns(~ rtado -

en el cromosoma. ( 2d 

De acuerdo con ésto podemos considerar al profagc> como -

un marcador genético y puede 1er mapeado en el cromoscma de -

la bacteria debido a la unión espec!tica que lleva a <:abo con 

otros mareadores. 

Bn esta torma muchos sitios en donde se insertan diteren-

te• protagos han sido locali•ados en el cromosoma de J, ¡oli 

( Fig. l) 1\~ 

•L• .... 
Fig.l Mapa del cromosoma de JiA ¡g.]J. K-12 que muestra los 

sitios de inserción de algunos profagos. 
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Muchos fagos temperados :~ ienen únicamente un si t1o de -­

inserción en el cromosoma de la bacteria huesped, siendo éste 

el caso específico del profago~.Hay otros, como ~ para el -­

cual hay una variedad de ellos (nueve). ElAMu-1 en cambio --­

tiene un número muy grande de sitios de inserción al igual 

que el mutante condicional de temperatura de ést~ el Mu cts -

como se demostrará posteriormente. 

Ahora bien~conociendo que el profago por algún mecanismo 

se inserta al cromosoma de la bacteria, · vale la pena mencio-­

nar el mecanismo propuesto por Campbell para la inserción de 

profagos en el cromosoma bacteriano. ( 3, 20 ). 

' , Campbell propuso que, inmediatamente despues de que la -

molécula de I>NA fágico entra en la célula, se circulariza. 

Este c!tculo se aparea con el cromosoma en la región 

donde se insertará posteriormente. Se lleva a cabo un entre--. - . cruzamiento y esto da lugar a la insercion del profago en el 

cromosoma de la bacteria. Se regresa a la secuencia vegeta-­

tiva por el rroceso de escición. 

Existen varias evidencias que soportan este modelo de -­

integración y entre ellas, las más interesantes son las siguien 

tesa 

1) Bn el caso del profago )._ se ha podido conocer la seeuen 

cia de loa genes que integran su cromosoma y se sabe que la 

secuencia de los m3rcadores, en el fago integrado, es dife­

rente a la del fago vegetativo(es decir sin 1ntegrarse)(23). 
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2) El profago ; 80 que es_ m_uy-semejante a X se inserta cerca 

del operón de triptorano en ~· col1 y puede ser mapEado -

con respecto a los genes de tryp, gracias a un tipo de -­

mapeo por deleciones. Nuevamente el mapa del profagc1 está 

de acuerdo a la hipótesis de Campbell. ( 6 ). 

3) Se han aislado mutantes por deleciÓn de los fagos~ yf 
80 que han perdido un segmento del genoma rágico en el -­

cual está la región de unión al cromosoma bacteriano. Es­

tos fagos con capaces de reproducirse vegetativament ~ pero 

no son capaces de integrarse. ( 1' ) 

~) La integración del profago parece deberse a la acción de -

enzimas específica~ codificadas por el fago¡ han aislado -

mutantes de este tipo. ( 28). 



S) Potograt!as con el microscopio eletrónico que ID i '.estra el 

cromosoma del bacteriótago ~ oomo un circulo {25) antes 

de integrarse y después de la inducción. 

6) Evidencias t!sicas de la integración l.:IJl.eal del bacterió­

fago, Mu-1 en bacterias 11sogén1cas. (22 ) 

Rlgulación en frgfagoa. 

Como se mencionó brevemente en el aomento en que un bac­

ter!Ótago temperado !nf'ecta una célula bacteriana, le i~ecta 

su material genético y éste puede seguir dos alternativas, •­

dentro de la célula huespeda 

1) Bl. estado vegetat1Yo, en el cual el genoma fágico se multi-

l 
# # p ioa autonomamente, 11ntetizandose durante el proceso par-

tlculas tágicas infecciosas que son liberadas por la lisis 

de la célula huesped. 

2) El estado.de protago, en el cual el material genético del -

fago se inserta en el cromosoma de la bacteria, en sitios -

eapeo!ticos Ó nó dependiendo del bacteriófago, de tal forma 

que ambos elementos genéticos se replican como una sola un.A 

dad. 

Mientra• que el profago permanesca integrado, no se prod.Jl 

cen part!culas tág1cas y la célula se replica, dando lugar a -­

una colonia lisogénica. Para que una bacteria lisogénica pueda 

producir part!culas fágicas, el material genético del fago debe 

escindirse del cromosoma bacteriano 1 pasar al estado vegetat!-

YO e 

El estudio de genomas tágicos defeatuosos, en los cuales -

una mutación ha alterado uno de los pasos requeridos para la -

producción de !agos indica, por lo menos, la existencia de dos 

grupos distintos de funciones virales, ambos relacionac 'os con -
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la capacidad de sintetizar protelnas especf ficas. ilg•. 18S pr~ 

te!nas tempranas Ó primarias parecen ser un prerrequ1Elto para 

1 
, , 

a funcion vegetativa mientras que funciones posteriores o ---

tardías codifican para la slntesis de proteínas estructurales 
~ 

de la cabeza, cola, cuello, etc. 

Una vez que el estado adoptado por el genoma fágico es -­

el vegetativo, no puede ya pasar al de profago, de lo que se -

deduce que la decisión debe tomarse antes de sintetizar las -­

proteínas tempranas, es decir, debe ser consecuencia de la in­

teracción de prote!nas sint€·t1zadas muy inicialmente por el -­

material genético del fago, con el medio bacteriano presente. 

Ahora bien, en las blcterias lisogénicas, ocurren una --­

serie de fenómenos muy interesantes y entre ellos se encuen -­

tran la inmunidad especifica y la inducción cigÓtica. 

Inmunidad Especifica 

Las bacterias lisogénicas, poseen la propiedad de ser es­

pec!ficamente inmwies a todos aquellos bacteriófagos, cuyos g~ 

nomas estén ya presE11tes en el interior de la célula, en esta­

do de profago. Cuando células lisogénicas son infectadas por -

fagos homólogos ocurre que estos fagos inyectan su DNA, pe:ro -­

éste no se expresa, permaneciendo inerte y siendo diluido con­

forme la replicación celular continúa. ( 11 ). 

De acuerdo con esto, la inhibición de funciones tágicas -

en bacterias lisogénicas incluye, además del pro!ago, a todos 

los genomas homólogos y depende de la presencia del profago en 

l - - - lb t e interior de la celula, ya que si este se pierde, as ac e-

rias se vuelven sensibles nuevamente. 
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Jnducc1Qn ~¡Ática 

La idea de una inml.Ulidad espee!tica provino de la obser­

vación de que las conjugaciones entre cepas lisogénicaa y nó 

lisogénicas 1e Yen protundamente inf'luenciada1 dependjendo de 

que el profago sea transportado por la Hrr ( donador n1acho) -

ó por la r- ( receptora hembra). 

Por ejemplo cuando la Hrr es liaogénica para un tago 1n­

duc1ble tal como lambda, tan pronto como el genoma del pro!a­

go penetra en la célula receptora sensible al fago, é:~te en­

tra al estado vegetativo y se multiplica de manera que 111a -

al cigoto después de un tiempo y libera part!culaa tágicas¡ -

eete cigoto constituye un toco de infección que puede ser ob-

1ervado por la formación de una placa 11 se aiembra a)bre una 

cepa sensible. A éste fenómeno ae le conoce como 1ndu~c1Ón -

cigÓtica ~2). Ea la cruza opuesta, donador no 111océ.lico 1 -

receptor li1ogénico ó cuando ambos padres son 11101é!Ucos no 

ocurre la inducción cigótica. 
# # mi Por lo t•nto, la induccion cigotica debe ser detE ·~ nada 

por el citoplasma de la célula receptora ya que cuandc el pro­

tago es introducido al citoplasma de una bacteria no lmnune -

•• cuando ocurre la transición del estado de protago il estado 

vegetativo. 

le ésto 1e sigue que en la bacteria lisogénica SE encuen­

tra presente una substancia citoplásmica que confiere la inmu­

nidad 1 que ea sintetizada bajo la dirección del protigo, ésta 

subatancia nó sólo interfiere con la tunción vegetativ~ en la 

superinf'ección con !agoa del mi1mo tipo ú homólogos, sino que 
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también ea responsable de mantener al protago como tal. 

Cuando la subtancia no se encuentra presente ó es inac­

tivada en el citoplasma de la bacteria, autómáticamente el • 

protago pasa al estado vegetat1Yo. 

La substancia citoplásmica h8 sido denominada represor, 

el sitio de acción del represor no son los genes estructurales 

en 1!, sino una región adyacente a lsto1 genes 7 que se conoce 

como el operador y cuya !unción es la de conectar ó desconectar 

la actividad de los genes estructurales dependiendo de la ausen 
# cia o presencia del represor. 

A nivel molecular parece que el operador es el sitio que -

controla la transcripción 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 11ntes1s de las­

prote!nas codificada• para ~stos genes estructurales, impidiendo 

con ésto la adopción del estado vegetativo por el genoma rágico. 

Po1teriormente, el material genético del viru1, ae inserta en el 

cromosoma bacteriano gracias a una recombinasa producida por el 

m11mo fago, pasando al estado de profago. 

Además, es probable que la a!nte11a del represor sea cona -

titut1Ya como lo ea en el caso del represor de la lactosa 7 éso 

permita que, en el citoplasma, se encuentren moléculas de repr~ 

sor. 

En la irununidad especifica, el represor molecular se encuen 

traen el citoplasma, 1 se calcula para el caso del tago~que -

existen 10 moléculas por célula. 
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Cuando el genoma de un fago homólogo es inyectado, actúa 

sobre él, reprimiendo la slntesis de las proteínas te lpranas; 

además, permanece unido, permitiendo que se diluya du ·,ante el 

crecimiento celular. 

En el caso de la inducción c1gÓt1ca, cuando el profago, -

que en el donador debe tener unido el represor para impedir su 

escisión del cromosoma bacteriano y posterior multipli :ación -

vegetativa ( 20 ~ es introducido a la he~bra, no lleve al re-­

presar, ya que se ha demostrado que durante la conjugación nó 

pasa más que material genético y ningún otro tipo de sustan@­

cia. tha 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 receptora. 

rntercrnnbig Genético 

Los procesos de intercambio genético en las bacterjas se 

llevan a cabo principalmente por tres mecanismos a Transciucción 

por fagos, Conjugación y Transformación. En cada uno de éstos 

procesos una porción 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 recombinación genética surgen las clonas de :recom­

binantes que tienen características de ambos padres. 

T • • ranadqccion genetiaa por faggs 

En 195'2, Zinder y Lederberg (27) descubrieron que c!l pri 

mer fago transductante temperado PLT 22, conocido actualmente 

como P 22 de Sa].monella typhimurium 1 era capáz de tranE ferir 
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transferir marcadores genéticos, entre diferentes cepas bac-
1 terianas de s. trpbtmµr1qm, Bate tenomeno consiste en la ---

transferencia de material genético de una bacteria que actúa 

como donadora a otra bacteria que es la receptora, por medio 

del bacteriófago que funciona como vector. 

Esto es, cuando un fago transductante intacta a una bacteria 

se multiplica dentro de ella y es durante su formación cuan­

do se incorporan pequefio1 segmentos del cromosoma bacteriano 

en las cabezas de algunos tagos, 

Cuando esta partícula 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 dará origen a una célula recombinante, 

Cuando el fago P 22 se propaga sobre una cepa silvestre 

(pro~otro!alque puede crecer en un med~o m!nimo) •~ s.trphi­

!urium 7 con las particulas tágicas de esta i.nf ección se -

intectan varias cepas mutantes que difieran del tipo silves­

tre en alguna caracter!stica nutr1c1onal, fermentativa, re-­

sistencia a fagos, etc., se obtienen bacterias de tipo sil-­

vestre que puedan ser seleccionadas con una frecuencia apro­

ximada de una por cada 105 - 106 part!culas tágica.3 presentes. 

Cuando se utilizan cepas receptoras que contionen varias 

mutaciones se obtienen transductantea de tipo •ilvestre para 

cada uno de 101 marcadores seleccionados con casi la misma -

frecuencia, pero el resto de los marcadores permanecen muta­

dos, esto es cada marcador se tran1f1ere de manera indepen-­

diente. 

Este fenómeno de transducción, es una propiedad de mu-­

cho1 bacteriófagos temperados, de diferentes tipos da bacte-
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rias, incluyendo p1eudomonaa, bacilos, micobacterias, etc. 

Gracias a este fenómeno ha sido posible realizar tna -

serie de experimentos genéticos, •sando el bacteriófago P1 -

como tago transduotante en ¡,. QQl.1 ~8.; 

Bl tipo de transduoc1Ón realizada por el fago P 1, en el 

que cualquier marcador cromosómico tiene igual oportunidad de 

ser incorporado en la cabeza del fago, es denominado trans-­

ducción generalizada. 

Por otro lado, el fago lambda que tiene un sitio único 

de 1nsero1Ón en el cromosoma de !• Q.21.1. solamente puede tranA 

ducir los genes inmediatamente adyacentes al sitio de inser­

ción del profago y que son los operones de bio 1 gal; por --
, # • 

esto se le ha denominado como transduccion especializada o -

restringida. Estos dos sistemas de transducción difieren en 

el mecanismo por medio del cual se oincorpora el material -­

genético bacteriano en la partícula transductante. 

En un cultivo de .&· QgJJ. liaogénico para l.., cada célu-

la transporta al prof ago integrado en el cromosoma en un si~ 

tio a~yacente al operón de gal por uno de sus extremos y al 

operón de bio por el otro. Cuando el cultivo •• tratado con 

luz ultravioleta, en cada una de las células, el protago se 

induce 1 queda libre en el citoplasma. Sin embargo, oomo un 

evento muy raro la liberación del protago ea anormal, rea-­

lizándose un entrecruzamiento entre el ADN viral y el ADN -­

bacteriano, de manera que ae genera un circulo de DNA que -­

está compuesto principalmente del genoma de lambda Pfl•O que 

también contiene un segmento de DNA bacteriano, estos elemen 
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tos cuando son introducidos en la cabeza de · un fago producen 

las part!culas llamadas ~dg ó ).do, ésto es, un tago lambda 

defectuoso que transporta los genes del operón de gal ó de -

bio. 

Por otro lado, en la transducción generalizada las par­

tículas fágicas transductantes no contienen DNA fágico dete~ 

table y parecen estar constituidas únicamente de DNA bacte-­

riano ensamblado en la cabeza del fago. Entonces un lisado -

producido por un tago transductante generalizada contiene dos 

tipos de part!culasa una mayoría que contiene únicamente DNA 

tágico y una minoría ( las partículas transductantes) que -­

contienen únicamente DNA bacteriano. 

La diferencia, en la naturaleza del DBA, entre las par­

t!culas de la transducción especializada y las partículas de 

la transducción generalizada es consistente con la manera en 

que es formado el liaado transductante. Si el tago lambda es 

crecido por un ciclo l!tico sobre una bacteria sensible no se 

obteienen part!culas ).dg. Para obtener tales partículas -­

e• necesario obtener el lisado por inducción de un cultivo -

11sogén1co para lambda, es decir, el !ago lambda debe estar -

necesariamente en un estado de profago. Por otro lado, las -

partículas de la transducción generaliza•a pueden ser obte­

nidas por ejemplo con el fago P 1 por infección directa so-­

bre la bacteria sensible, el lisado as! obtenido tiene pro-­

piedades transductantea. Estas diferencias están relacionadas 

con las diferencias en el estado de ppotago de~ 1 P1. 



eotrar¡sducción 

La cotransducción es un fenómeno por el cual dos genes 

bacterianos independientes pero separados por distancias no 

mayores de ~8 millones de daltones pueden ser transferidos 

simultáneamente por una part!cula transductante, de tal ma­

nera que las frecuencias de cotransducción serán mayores a -

medida que los genes se encuentren más cercanos entre si y -

biceversa. 

El segmento mayor de cromosoma bacteriano que puede ser 

transducido por el tago P 1 corresponde al 2~ del genoma -­

bacteriano total, es decir, aproximadamente 58 millones de -

peso molecular en material genético. ( 9)¡ el fago P 1 puede 

también tranaducir el profago de algún otro tago, tal como -

). Ó Mu-1. 

Posible mecagiamo de Transducción 

El fago P 1 al infectar a una bcteria sensible, inyecta 

su DNA y una vez dentro de la célula, el DNA rágico genera el 

rompimiento del cromosoma bacteriano en fracciones de dife-­

rentes tamafíos 1 algunas de las cuales serán aproximádamente 

del mismo peso y tamafío del DNA !ágico. Al mismo tiempo que 

se rompe el DNA bacteriano, se replica el DNA fágico y 1e 1n4, 

cia la s!ntes1s de prote!na del fago, necesarias para la toi 

mac1Ón de la cabeza, vaina, cola, etc., los proceeea da en --
• . aamble de estas estructuras producen loa viriones maduros, -

pero es posible también que los tragmentos de DNA bacteriano 

que tengan el m1sn10 peso y tamaño que el DNA !ágico sean en­

samblados en lugar de DNA viral, dando as! lugar a la forma­

ción de Ullé1 partícula transductante que contiene únicamente 

DNA bacteriano en su cabeza. 
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La bacteria se lisa y se liberan los fagos entre los cuales 

se encuentran las partículas transductantes, que pueden 1n-­

troduc1rse en alguna célula que se intecte. 

Al infectar con ~ste lisado a las bacterias auxótrotas 

para ciertos marcadores, por ejemplo leu-, la JErticula tran4 

ductante introduce el DNA bacte'riano el cual medie.nte Wl pro­

ceso de recombinsc1Ón con el genoma del receptor d3rá lugar -

a la formación de una bacteria recombinante leu+. 

piagroma gel Mecanismo de transducción Fig. No. 3 

. _.-r----·--------·-·-·-----.. -------·-:---
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,,.. th1"1111t• 

~ ... e 

.~=-



24 

Ahora bien, si el material genético del· fago Hu-1, pesa 

aproximadamente 25'X106 , ó sea el 1% del DNA. bacte ::·iano, es 

importante tener en cuenta que cuando se quiera transducir -

este protago, habrá que pensar en tener. marcadores cotrans -

ducibles a distancias DNA no mayores del 1% de croirosoma ba~ 

teriano (más Ó menos 1 min.) yá que esto suma 2%, del croDl.Q 

soma bacteriano~material que como máximo puede ser englobado 

por P1. 

Ejemplo• el gene tbyA. se localiza en el m!n 54.8.El gene lysA 

se localiza en el m!n ;; del genoma de I• ~· Fig. No. 4 

¡_ 

Si se logra introducir el profago Mu cts en el gene de 

thyA y comprobar su existencia en ese locus , se tendría el 

•squema que se aprecia en la siguiente tig. 

í 
1 

. ' 
---------- - ·- -- _ ____;__j 

Diagrama del gene thyA con el prota¡o Mu integrado;~ig. No.; 

La inserción del protago aleja la zona, "a" del gene -­

thyA en, más ó menos, un minuto de cualquier otra zona post~ 

rior a la inserción, esto qui6re decir que la frecuencia ---
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de cotranaduoo1Ón de los 1enea ly11- thJ'A- aterá menor que -

cuando no estuviera insertado el protago. 

81 ahora, se crece el P1, en esta c¡lula y se fracciona 

antes de la sona "•" de teyA y después ~e la "b" de lyaA 7 ..; 

este fragmento corresponde al 2~ del DJIA bacteriano, existe 

la pos1b111dad de que sea ensamblado en una cabeza del tago 

P1 y que posteriormente, sirva para intectar a otra célula. 

Supongamos que esta partícula transduotante infecta a -
, - + una celula lysA , thyA • 

Pig6 La part!cula transductante J.71+thy& (Mu-1•) infecta -

una célula receptora lya-tb7A+. 

Y que sucede una recombinación, en la cual, los recom-­

binantes heredan el material genético que iba en la cabeza del 

fago transductor, volviéndose lya+t~(Mu-1•). 

Para seleccionar estos recombinantes, hay que crecer a -

las células en un medio sin liaina y con timina¡ todas aque­

llas células que no heredaron el gene J.7s~, no crecerán1 -., 

todas las 111• serán thy-, en este caso. 



Fago Hu-1 
El fago Mu-1 fné de scubierto casual :?ente al h e ;e r se prue 

bas de lisogenia en una cepa de !· coli 11ue previamente hRbÍ8 

sido expuesta al f8go P1• El caldo de un cultivo de es a cepa 

de §. ~ tratado con cloroformo, fué sembrado en cep:1s ind1 

cadoras de Shigella dysenteriae, para titular el L igo 1, en 

estado libre. Sorprendentemente, ninguna de las placas iue 

aparecían después de incubar, tenian las c~ racter!stic < s mor­

fológicas del fago P1. Fagos t omados de estas placas, i nfects. 

han con igual eficiencia, ce pas P1 l i sogr nicas y nó lisugéni­

cas, y , adem&s, el antisuero de P1 no iL activaba este f ago. 

Lo anterior nos indica qUE el fago Mu-1 no está relaciona&lo -

con el fago P1. 

El bacteri6fago Mu-1 (24) tiene la propiedad inte resante 

de ser extremadamente mutaeénico. Cuando un cultivo de ~· ~ 

es infectado por Mt~-1, se encuentra una al ta frecuencia de mu­

tación, en diferentes genes del genoma de l huesped. 

El fago Mu-1 fué purlficado por centri fugación dlf : ren-­

cial y una posterior centrifugac1Ón en gradientes de Cs :a (26). 
} 

examinado por microscopia e lectrónica, reveló las signi ,mtes -

di r:ien¡:;iones a La cabeza del fago tiene un diámetro de 54J A0 
-­

con apariencia octahédrica, aunque pudiera ser un icosa1edro. 

La cola contraída mide 1ooox1BOAº, mientras que extend1 :a 556X 

o -225A .se presentan estriaciones en la cola, con una sep iracion 

entre cada dos de 4oAº. La vaina interna de la cola, mi<Le 1080A0 

y tiene un diámetro externo de 80A0 y uno interno de 27~º. La 

- o - -placa basal tiene un diametro de 225A y de esta parten dos o 

tres fibras con un largo de 315 Aº ( 5 ) 



Fig. No.? DIMENSIONES DEL BACTERIOFAGO Mu-1 
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Estudios del DNA del fago Mu-1 obtenido por e:»tracciÓn 

fenÓlica, indican una naturaleza de doble hélice y una rela­
GtC 

ción - = o.5'1 ExperJmentos de Torti et al ~6) y Martus­
A .. T 

celli-Taylor ( 22) indican que el peso molecular d~l genoma 

del fago es 25x106 daltones. 

Como se dijo en un principio, el fago Mu-1 es · ·xtremadJl 

mente mutEgénico cuando el huesped es ~. Q.QJJ. K-12¡ existen -

datos (21.t) que demuestran que se requiere una previ<: lisoge­

nizaciÓn para que se induzca la mutación. Es~o sug1!·1Ó que la 

mut-ación era el resultado de una asociación t!sica entre el 

genoma del huesped y el genoma viral. Martuscell1 y Taylor, (2a) 

demostraron por experimentos de conjugación, que el genoma 
, 
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fágico se integra en el genoma bacteriano en la mi '. m& forma 

que el profago de~con la salvedad de que m.; entras el sitio 

de inserción del profago de ). ea único en el crome soma de -

la bacteria, la inserción del profago de Mu-1 es irespec!fi-
# - # 

ca, siendo esta la causa de la mutagenicidad. Se oLservo ---

también que una cepa lisogénica para Mu-1 era illlJW1a a nue-­

vas infecciones por el fago y que, en experimentos de conju­

gación, exist!a el fenómeno de inducción cigÓtica. Estas dos 

observaciones hablan sobre la posible existencia de un repr• 

aor análogo al del sistema del profago).. 

Pouasant obtuvo una mutante de Mu-1 mutagenizándolo con 

NTG. Al incubar a 42°c obtuvo alguna placa clara, lo que sig 

ni!ica ausencia de lisogenia. 

Sin embargo el fago obtenido de estas placas, era capaz 
o de lisogenizar a ¡. CQJJ. a 32 e, lo cual eliminaba la posib1 

11dad de un fago mutante virulento y a este fago lo llamó :~ 

Mu cts mutante condicional de temperatura del bacteriófago 

Mu-1. 

Con;lugat1ón 

Los procesos sexuales en las bacteriasl fueron descubi­

ertos en 1946 por Lederberg y Tatum (16 ) al observe r la for­

mación de recombinantes protótrofo1 a partir de una mezcla -

de diferentes mutantes auxótrofos de E. col! K-12. La frecu­

encia con la que surg!an estas recombinantes protótrofas era 

cercana a 1 en 107 células progenitoras. Se demostr) que la 

formación de recombinantes requería el contacto dir•Jcto de -
# 

las dos cepa1 progenitoras ya que el sobrenadante o los fil-

trados de cada una de las cepas era incapaz de prod·1cir re-­

combinantes cuando se mezclaban con células de la o ·.ra cepa. 
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Además, no se formaOan recombir:antes c1lando los cultivos 

de las dos cepas progenitoras eran colocadas en br3zos d!fe-

rentes de un tubo en U dividido por un filtro que 3Vitaba el 

paso de las substancias contenidas en el medio de ~ultivo (16~ 

En estas mezclas dé bacterias, una cepa de .!• 9~ se compor• 

taba como donador de mé1terial genético ( F+) la cual event.i¡ 

almente originaba la :· clonas recombinantes. 

Posteriormente se encontró 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 número de recombinantes producidas. En ésta -

cruza era de 103 a 104 veces mayor que en las cruz ~ s entre -

F+ y ir., por lo cual a ésta cepa se le denominó E'r (alta 

frecuencia de recombinación). 

La diferencia entre las células F+ y -r- resid ! en un -

!actor denominado F Ó factor de fertilidad, el cu~ . es un -

episoma de DNAJcircular y que determina las ceract ~ rlst1cas 

del donador. Este factor puede ser transferido a 1 .s células 

receptoras independientemente del cromosoma bacter ano, es -

decir, las célula receptora puede convertirse fáci mente en do 

donadora en 1 s cruzas r X F- mediante la obtenci in del -­

f nctor F iS,17). En cambio en las cruzas Hfr X r J..a mayor!a 

de la~; células receptoras permanecen como F- y sólo unas --­

cuantas heredan la característica de Hfr, estas cruzas pro-­

porcionan una fuerte evidencia de que el féctor F se encuen­

tra como un elemento citoplásmico autónemo en las células -

F+. 



30 

Durante la conjug[ ción, l f s ctor F ~romueve su propia tran~ 

ferencia pero probablemente es incapaz de inicial la trans­

ferencia del cromosoma bacteriano. 

Cuando el factor F se integra el crorr:osoma bf. ~teriano, -

mediante los procesos de recombinación, crá origen a una céln 

la Hfr, 13 cual es aapaz de una transferencia polarizada de 

alta frecuencia de marcadores cromosÓmicos. Sin embargo, el 

!actor sexual no se transmite excepto en muy rara8 ocasiones 

debido a que entra como un marcador cromosÓmico er .azado a 

los genes que penetran en la célula receptora en e . Último 

lugar. {t!tº1) 

La integración del factor F al cromosoma bact ·riano pu~ 

de realizarse en varios sitios del genoma originán ose as! -

diferentes cepas de Hfr, por ejemplo, la cepa Hfr '. compren­

de a una población homogénea de células donadoras ue trans­

fieren primeramente los marcadores thr, ara, leu, •• en el 

sentido de las manecillas del reloj, mientras que :a cepa 

Hfr e transmite tempranamente los rarcadores purE, tax, lac,. 

en el sentido contrario a las manecillas del reloj. 

La transición del estdo F+ al de Hfr por la irtegraciÓn 

del t"actor sexual al crom·Jsoma circular de la bacteria tiene 

como consecuencia la formación de un cromosoma 
~ 

mas ~rande (3 ) 

y el factor sexual se resuelve entonces en una est1 lctura 11-

neal, uno de cuyos extremos es la cola y el otro SE convierte 

en el origen de la tranferencia del cromosoma. 
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. El procese ~nversc o a, 1& transicibn del estac o Htr 
+ al de P se debe a la escisión 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

.ción el factor sexual se lleve un pedazo del crorno:::oma bac­

teriano de uno ú 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 h~ dcnomi-­

nado factor sexual sustituido y a la bacteria que lo trans--

' porta como F • 



HA'l' ER IALES Y METOT10S 

MATERIALES 

a) Cepas Bacterj_anas.- Cepns de E. coli. K-12 usadas p: ra la 

construcción de la ce pé:: poli l i sogénica. 

'l' A D L A No. 1 

Cepa Características Uso + Derl\ ación Sexo 
~néticas:: 

JM 1 Hfr prototrof a Cepa receptora de 
Hucts ~ 1era. con AB -~ 59 
jugacion. 

- Ve r1 ficar 1er. Vu-1 
Jli33 Hf r cys B en triptofano. AB 259 

JM39 Hf r protótrof a P1 + Obt enci é)n del JM1 i :1f. 
f a go P1. e P1 kt 

JM42 Hf r proC-rnet-Sm5 Checar JM222 y Ja. AC2 5C -) 
Con j ugación. 

JM50 IIfr ara - Checar JH 901 JM1 1' G 
sele1 nra 

F-
thr-ara-leu-proA-

JM90 lac-pyrJf ga1:111s - Checar JM 913 AB 25 ,3 
xyl -mtl ar·gE smr 

JM11t6 thy-(Mu-1+) Obtenci ón 
~ 

Hf r del JM1 i l f .~ 
fa g o Mu-1 Mu-1. 

JM150 Hf r protótrofa,Mucts .... Obtención del JM1 i .1r . e 
fago Mu cts. Mu et .;. 

JM200 r thr-ara-leu-EroA- Iniciación del 
lac-thyA-gal his- proyecto.1era. - JM 90 
xyl-mtl-pyrE-argE- r eceptora. 

- + J N11 i J1f .e 
JM222 IIf r lac (Mucts )Sm5 4a. Conjugación Hucts se lec 

Mac Conkey. 

thr-(Mucts+)Sm5 
JM1 inf .u 

JM901 Hf r 2a.ConjugaciÓn Mucts se lec 
ampic:· .. lina. 

JM1 inf .c 
JM913 Hfr met:róB-(Mucts+) 1era.Transduccibn Mucts se lec 

Sm5 ampic - lina. 

Fuonte 

A.Taylo 

A. Taylo 

este la 

R.Curti 

este la1 

A. Taylo1 

este lal: 

es e la1: 

este lac 

este lab 

este lab 

este lab 
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+Ver obt ención de cepa po 1 ililogénica en resultados 

: Todas l os caracter1sticas genéticas fueron checadas antes 
de coda experimento. 

: Nomenclatura de acuerdo a Taylor A. <29 ) 

tlll'- = auxótrofa de treonina 

leu- = auxótrofa de leucina 

pyrr= primidina E.auxótrofa de uracilo 
) 

pro = auxótrofa de prolina 

met- = auxótrofa de metionina 

his- = auxótrofa de histicUna 

trp - = auxótrofa de triptof:ino 

arg- = auxótrofa de arginina 

thy- = a.uxótrofa de ti mina 

cys = auxótrof a de cistelna 

lac- = lactosa& incapacidad pnra la utilización de 

gal- = galactosa: in.' capacidad para la utilización 

ara- :: arabinosai incapacidad para la utilización 

xy1- = xilosaa incapacidad Pl1 rn la utilización de 

L-lactosa 

de L-galactosa 

de L-arabinosa 

L-xilosa 

mt1- = manitola incapacidacl para la utilización de manitol 

sms = sensible a estreptomicina 

smr = •eaistente a estreptominina 

Hfr = alta frecuencia de recon:hinación 

metF- (Mu-1 +) = metionina F- producida por la int13gración del -­

profago Mu-1 en este ¡ocus genét i co. 



b) Cepas de bac:eri6fe ª§·-
Bacteriófago Mu-1.-Fué obtenido por c:reci mi en ,o de la -

cepa JM 146 lisogénica para este f~Gº• Los fagos i·oerad.os -

por inducción espontánea se propagaron poste riorme .t e sobre -

la J.M 1 obteniéndose cr cimiento confluente con un t ítulo de 

:~-8X1 o9 fagos/ml. 

Bacteriófago P 1 kt.- Fago transd.uctante, se .ibtuvo por 

crecimiento de la cepa JM 39 ('1 +) y posteriormen e se pro­

pagó sobre la cepa JM1, obteniéndose crecimiento e ,nfluente -

con tul título de 5-8 X 109 fagos/ml. 

Bacte riófago Mu cts.- Fué obtenido por crecim ento de la 

cepa JM 150 lisogénica para e ste fago. Los f agos iberados -

por inducción e spontánea fueron plateados sobre la J M 1 que -

es sensible al fago, obtcniéné.ose un titulo de 5-8 X 109 ---­

fagos/ml. 

e) Medios de Cultivo.-

1.-Medio completo.(CaldoLuria).- Usndo para e· crecimien 

to de las bacterias, contiene por litro de agua de ionizada: 

triptona (bacto) 10g, extracto de levadura 5g, NaC 10g, ti­

mina 30 mg. Se ajusta pH a 7 con NaOH. le esterili :a en aut2 

clave 20' a 250 ºF y 22 lb/in2 de presión. El cald) s e soli­

difica con agar al 1% ó 2% dependiendo del uso a q1e sea des-

tinado. 

2.-Medio Mlnimo.- ~edio de cultivo que contie1e por li­

tro de agua desionizadaa 

12. 7 g de Na2fIPOLt-•? ~o, 5 .3g de KH2 POI+, 2g de (NHt J 2sait' 2ml 

solución de MgSOJ+ al 10%, 1ml solución de Ca(N03)2r l 1%, 1ml 

solución de FeS04 al 0.05%, 1 ml solución de azúcar (glucosa) 

al 20% y 0.1ml sol11ción de B., (tiamina) a una con· rltración 



b) Cep~§ de bacteriófagos.-

Bacteriófago Mu-1 .-Fué obtenido por creci: lien .o de la -

cepa JM 146 lisogénica para este fago. Los fagos L i:>eranos -

por inducción espontánea se propagaron posteriormeLte sobre -

la JM 1 obteniéndose cr cimiento confluente con un título de 

5-8x109 fagos/ml. 

Bacteriófago P 1 kt.- Fago transductante, se ootuvo por 

crecimiento de la cepa JM 39 C•1•) y posteriormente se pro­

pagó sobre la cepa JM1, obteniéndose crecimiento confluente -

con un titulo de 5-8 X 109 fagos/ml. 

Bacteriófago Mu cts.- Fué obtenido por crecimiento de la 

cepa JM 150 lisogénica pnrn este fago. Los fagos liberados -

por inducción espontánea fueron plateados sobre la JM 1 que -

es sensible al fago, obteniéndose un título de 5-8 X 109 ---­

fagos/ml. 

e) Meqios de Cultivo.-

1.-Medio completo.(CaldoLuria).- Usndo para el crecimien 

to de las bacterias, cont.iene por litro de agua desionizadaz 

t91ptona (bacto) 10g, extracto de levadura 5g, NaCl 10g, t1-

m1na 30 mg. Se ajusta pH a 7 con NaOil. le esteriliza en aut~ 

clave 20' a 250 ºF y 22 l"o/in2 de presión. El caldo se soli­

difica con agar al 1% ó 2% dependiendo del uso a que sea des­

tinado. 

2.-Medio M!nimo.- J#edio de cultivo que contiene por li­

tro de agua desionizadaa 

12.7 g de Na2HP04•? ~o, $.Jg de KH2POl+, 2g de CN&+)2 SC>t+, 2ml 

solución de MgSOl+ al 10%, 1ml solución de Ca(N03)2a1 1%, 1ml 

solución de FeSO+ al o.05%, 1 ml solución de azúcar (glucosa) 

al 20% y 0.1ml s ·~l t1 c!Ón de Bi (t1am1na) a una con< ntraciÓn 



ce 0.17 ug/ml de medio. Se esteriliza en la autc ~ lave 20 mln 

a 250ºF y 22lb/in
2 

de presión. Al salir se añad1 el requeri-

miento adecuado Jll ra cada cepa. 

3.- Medio de Azúcares.-(Para identificación de cepas 

fermentadoras de azúcares): a 500 ml de agua de s ionizada -­

agregar 20 gr de Mac Conkey agar base dehidratado, adicionar 

a ~sta mezcla base 5 g. frl c - rbohidrato deseadG. 

Algunos azúcares se esterilizan en la autoclave y otros por 

filtración. 
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MBTODOS 

a) Hutagénesis por el bacteriófago Hu ct1 Y selecg1Ón por 

A01p1c1l1QI• 

1.- Se toma 0.1ml de un cultivo fresco de la cepa bacteriana 

que se desea mutar (aproximadamente 108 cjlula3/ml) y se 

extiende sobre la superficie de una caja de L-:tgar al 1% 

Mg++. mas 

2.- Con una pipeta de 20 microlitros, se añade una gota del 

fago Mu eta (Concentración 1-5 X io9 fagos/ml) 1obre las 

bacterias previamente extendidas. 

3 •• Las cajas se incuban durante 8-10 horas a 32°c 

4.~ Se 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 únicamen 

te una mutante especifica se resuspenden las so irevivien 

tes en MW'2 más el nutriente que requiere la mu ~ante que 

se desea seleccionar. 

5.- Las sobrevivientes se crecen durante 4-6 horas a 32°c -

con agitación Ó hasta que el cultivo se vea tur io. 

( 107 células/ml) 

6.- Centrifugar y lavar dos veces con MM/2. Se resuspende -

en MM/2 SIN EL NUTRIENTE que requiere la mutant3. 

?.- Se pone en ayuno del nutriente durante 2-3 hora : a 32°c 

con agitación. 

8.- Se añade ampicilina a una concentración de 20} _¿/ml,este­

rilizada por filtración. 

9.- Se dejan las células en contacto con la ampicilina duran-
' o # • te aproximadamente 2 horas a 32 C con agitacion o hosta que 
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sea visible la lisis. 

10.-Centrifugar y lavar dos veces con MM/2 y resuspend c r en 

MW'2 MAS LOS Rf~"1UERHi l &'~ 'l'OS de la mutante. 

11.-Se crecen a 32°c con agitnciÓn hasta 108 células/ml no -

excederse de 2 x io0 c~l~las/ml. 

12.-Se repite el ciclo de ayuno-ampicilina. (pasos 6- ·i ~ ) 

13.-Se diluye 10-1, 10-2 , 10-3 y se platea ó se hacen ·" sp1r4 

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

14.-se hacen parches de las col~nias aisladas y se car ~cter1 

za la mutnnte. 

b) Pronagación del fago ~ para experimento;¡ qe Tran§d!lCcign 

1 ) Se crece la cepa donadora h éi sta una concentración a.:? 1 o9 

células/ml. 

2) Diluir la suspensión del fago hnsta 5 X 106 fagos/ml con 

caldo luria. 

3) Fundir 4-5 tubos de L-agar 0.5%, a cada tubo agrega ~ o.olt 

ml de CaCie 0.25M. 

I+) Trabajando con un tubo cada vez, acregar 0.1ml del culti-

vo de la cepa donadora y 0.1 ml de la dilución del fago. 

5) l. ~ % , ++ Platear sobre ~-~ cajas de L-agar al 1 mas Ca • 

6) Incubar las cjas durante 7-9 horas a 37ºc con la tapa ha-

cia arriba. 

7) Después de la incubación se agregan 2.5ml de caldo luria 

-y se incuban durante dos horas mas. 

8) Tomar el liquido de las cajas y centrifugar en tubos que 

contengan 0.5ml de cloroformo. 



9) El sobrenadante se pasa a otro tubo y agregar 1ml e ~ clo­

roformo y guardar en frlo previa titulación del fa¿ J' u-­

san.do la JM 1 como cepa indicadora. 

o) frogedi;iento para experimentos de tr1osducc1ón. 

1) Se crecen 5ml da las células receptoras en caldo Lurio -­

hasta una concentración aproximada de 3-5 X 109 células/ml 

2) Centrifugar el cultivo a 2,500 rpm durante 10 min y resu4 

pender las células en 1ml de solución salina o.85%. Afiadir 

0.1ml de CaCl2 0.25M. 

3) Diluir el lisado de P1 can caldo Luria, 1 15 previauante -

crecidos sobre la cepa donadora , y aerear la dilución -­

suavemente durante 15 m!n. a 37ºc en un bafio rotatcrio. 

4) Mezclar o.5ml de la suspensión de células con 4.5ml de P1 

aereado y dejar la mezcla, sin agitación, a temperatura -

ambiente durante 30 mínutos. 

5) Transcurridos los 30 minutos, centrifugar la suspensión a 

2 1 500 rpm durante 10 m!n y resuspender las células ~n 1ml 

de solución salina, o.85%. 
6) 1 -1 -2 D1lu r 10 , 10 y platear en medio selectivo. 

Control& Platear 0.1ml de la célula receptora en medio selek 

t1vo. 

d) f¡ocedimiento para exl?.@tim§nto§ de ConjugaciÓ.Jl• 

1) Crecer la célula donadora <J> y receptora (') en caldo 

Luria durante toda la noche a 32°c. 

2) Las células donadoras se crecen en 10 ml de caldo Luria -

colocando o.5ml del cultivo de la cepa, y las células re­

ceptoras colocando 1 ml de ellas en 10 ml de medio com--­

pleto, poner a 32°c con agitación. 

3) Crecer la célula donadora a 35 UK ( Unidades Klett Sc·mrner 
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sen) y la receptora a 4 : me. 
4) Mezclar 0.5ml de la donadora con 4.5ml de la receptora. 

5) Incubar a 32°c sin agit ación, durante el tiempo designado 

6) Se interrumpe la conjugación por agitación durante 1 m!n. 

en un vibrador. 

?) Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos y resuspender 

en 1 ml de solución salina. 

8) Platear 1 ºº' 10-
1

' 10-
2

' en modios selectivos. 

9) Incubar a 32°c durante 2-3 días. 

Controla Platear 0.1 ml de la célula receptora en medio selec 

tivo. 

e) fJ;:oceqimiento RE!ra medir la frecuencia de !nducc:t/in Eu2óntánea. 

1) Se crece la cepa lisogéni ca hr~ sta un.: concentración apro­

ximada de 5 X 109 células/ml. 
o 2) Se diluye el cultivo 1 11 O con caldo 1 .1ria y se incuba a 32 C 

con agitación hasta lectura de 60 UK. 

3) Se toman muestras de 0.1ml a diferentes UK y a diferentes 

temperaturas y se colocan en tu uos que contienen 0.2ml de 

cloroformo preincubados en hielo. 

4) Las mues ~·. ras se centrifugan a 3,000 rpm durante 10 minutos 

y el sobrenadante se titula sobre una cepa seni1ble al fa-

go ( JM 1). 



RESULTADQS 

Como anteriormente se ha mencionado el DNA del fago Mu-1 

comprende un gene llamado c1 que codifica para la molécula de 

represor cuya función es la de regular la expresión génica, -

impidiendo la transcripción de parte del genoma del fago. 

El fago Mu cts codifica tnrnbién para una molécula de r,!l 

pre sor pero ésta c· s termolábi 1, es decir es una molécula que 

l. o -a temperaturas mayores de ~2 C se desnaturaliza y por esta -

razón ya no es capaz de r egular la exprE'SiÓn del g• noma del -

fago. Al perderse la regulacibn, por haberse inactivado el -

represor, el prgfago se escinde causando posteriormente la -

lisis de células lisogénicas para éste fago mutante Mu cts. 

Cuando un cultivo de céluL'~ s lisogénicas para el fago -

Mu-1 se calienta a 42°c, no hay lisis de las célulc;s ni hay 

aumento en la inducción espontánea del fago ya que el repre­

sor codificado por éste a dife rencia del Mu cts, no es ter-­

molábil. Fig. No.10 

A la fecha no se tenlan células lisog~nicas pa ~a ambos 

fagos y parecía interesante construir ésta célula y pregllll-­

tarse si oourrirfa lisis del cultivo al aumentar la tempera­

tura a 42°c. Existían dos posibilidades teóricas; la primera 

que el cultivo se lisara por el hecho de aue al inactivarse -

el represor codificado por Mu cts, éste se indujera lisando -

a la célula. 

La segunda consistía en que la célula no se lisera y Ó.§. 

to debido al hecho de que aún que se inactivara el r Epresor -
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termoláoil, la prlsencia de moléculas de represor codifica-­

das por el fago Mu-1, que son termoestables imptdirlan la -­

escisión Ó por lo menos la multiplicación vegetativa del --­

fago. 

Además si fuera cierta la segunda posinilidad cabria -­

preguntarse si el hecho de ir aumentando el número de profa­

go1 Mu cts en relación al profago Mu-1, llegaría en algún m~ 

mento a lisar a la célula. 

Esto ee presumia del hecho de que el número de moléculas 

de represor citoplasmáticas reportadas para el bacteriófago -

'). es aproxim~damente de 10 y entonces al ir aumentando el -

número de profagos Mu cts en relación al silvestre llegaría 

un momento en que se saturaran las moléculas codificadas por 

el Mu-1 y nó pudieran impedir la expresión de uno de los prg, 

fagos Mu cts. 

NÓ necesariamente c:uürc decir que para haber lisis --­

tendrian que ser 10 profagos Mu cts y uno Mu-1 ya q~e hay -­

que penaar en que ambos tipos de represores están en equili­

brio y es posible que no se necesitaran tantos profagos Mu -

cts para que alguno no pudiera ser inactivado. 

Otra de las cosas interesantes que podr!an resultar de 

~ste fenómeno 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 principio; es decir si llega un momento en el cual -

se tengan un cierto número de profagos Mu cts y un solo pro-

1·20c 1' 1 l fago Mu-1 y el cultivo se calienta a ~ es pos u e que a -

guno de los profagos se escinda y al hacerlo lo haga en la -

misma forma que se incertó y por ello deje de causar la mu-­

tac1Ón que está originalmente causando. 



Además hay que asumir que aún cunndo el profr go se es-­

cinda, no entre al ciclo vegetativo por el hecho de que al-­

guna noléaola de r epresor termoestable lo reprima antes. 
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A) Construcci6n de cepas donadoras de Mu et~~ 

En función de los marcadores 0ue tiene 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 .Tll 200, siempre 

y cuando la distancia entre éstos marcador(~s no excediera de 

1 minuto y& que como se mencionb en la introducc16n,la pre-­

scncia del genoma del fago Mu cts significa otro minuto de -

cromosooa bacteriano sumando con ésto dos minutos que es el 

l!Qite de mat erial g0n~tico que puede cotransóucir el bacte­

riófago P1. 

En 6ste sentido se construjÓ le. cepa JJ.! 913 met F- Ó B­

(Mu cts+) yá que el rne.r·cador metY- Ó B- está situado a medio 

minuto del marcador argE en el mapa cromosómico de E· ~. 

Para verificar que la mnUJciÓn producida por el bact f: riQ. 
-fago Mu cts mapeaua en el locus Met F ó B , s crPció el 

bacter16fago ~ sobre la ce pa JM 913 y se infectb la cepa 

JM 90 seleccionando para Arr;E+. Entre las transcluctantes --­

argE" !ué posible demostrRr la existencia de cotrfinsductan-­

tes met-(Mu cts+) lo que significa que la mutación producida 

por el bacteriófago Mu cts en la cepa JM 913 mnpea a medio -

minuto de argE y ésto corresponde al locus MetF- ó MetR-. 

En la misma forma se construyó la c2pa JM 901 thr-(Hu cts+) 

Se creció el bnctE;riÓfago ~ sobre ésta cepa thr- (Hu cts+) y 
, + 

se infEctó la cepa JM 50 ara- ; se selecciono para Ara Y ---

entre ~stas tr~nsductantes se obtuvieron cotransductantes -­

thr- Üiu cts•) lo qae implica que el Mu cts está ligado a la 

mutaci ,5n thr-. 
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B) Construccis)n de la cepa poli 11sogénika p: .ra el p:'ofago -­

Nu cts y monoli¡¡¡ogénica parg el profago J<u-1. 

I Pl§nteamiento teóricg 

Una de las primeras ideas que hay que tener en mente -­

para construir una cepa polilisogénica es la inmunidad espe­

cífica, es decir, no es posible volver a infectar una célula 

lisogénica para un det crwinado bacteriÓfego con ése mismo -­

virus bacteriano en qr e la bacteria es inmune a posteriores 

infecciones. 

De acuerdo con ésto es necesario pensar en otros cami-" 

nos para lograr indtroducir más genomas fágicos en el cromo­

soma bacteriano. Se llegó a la conclusión que experimentos -

de conjugación y de transducción serian los más adecuados P!l 

ra llevar a cabo nuestro objetivo. Los primeros se .;..1evarían 

a cabo usando llnéi bacteria donadora ( Hfr), que trFnsmi tiese 

profagos de Mu cts a una bacteria lisogénica para f.fu cts. 

Los segundos serían ex1)eri mentos de cotransducción en -

1 
, , 

os cuales, como previamente se menciono, se seleccionara --

par-a un marcador y se busca1·á entre las bacterias que hayan 

adquirido ésta característica alguna que además haya también 

adquirido del donador otra caracterlstica feno y genotípica, 

debido a la presencia del profago Mu cts integrado. 

Una vez decidido lo anterior nos encaminamos a estudiar 

el mapa genético del cromosoma de E, c211 K-12. 



Fig. No. 8 Mapa del Cromosoma de ~. coli 



81 uno de los primeros pasos en la construcci(•n de la -

cepa polilisogénica fuese el colocar un profago, por ejemplo 

en el gene pyrC esto provocarla el hecho de GUe no se podría 

usar yá ninguno de los genes de la via metabÓ~ica para la -­

b1os!ntesis de p1rimidinas para insertar otro profago, ya 

que la forma en que se detecta una mutación en alguno de es­

tos genes es aislando una célula auxótvofa de urac11~ yá que 

ninguno de lrn productos intermediarios es capaz de penetrar 

a la célula y de acuerdo con esto no se podr!a 3aber si la -

necesidnd por este metabolito se debe a la primera mutación, 

a la segunda Ó a ambas. 

Ejemplos c (~ mo el anterlor, lo podemos encentrar en va-­

rias vías metabólicas y por tanto esto reduce el número de -

genes cotransducibles que no presentan problemas. 

El siguiente paso, fué el seleccionar una cepa que tu-­

viera en su cromosoma una serie de mutaciones en genes que -

fuesen cotransducibles con genes que tuvieran el profago 

Mu cts insertados en esos genes. Es muy importante, para nUE!S 

tros fines, que la distancia entre éstos genes cotransductan 

tes no excediera de un minuto ya que a esto hay que añadirle 

un minuto del DNA del profago de Mu cts, lo que implica dos 

minutos de material genético ó sea 58 millones de dnltones, 

peso molecular en DNA que es aproximadamente el máximo que -

puede cotransducir el bacteriófago P1. 

Se decidió que la cepa con la que se iniciaría la cons­

trucción de la pol111sogénica, serla la JM 200 y la razón de 

¡sto, es que posee cnractcrlsticas adecuadas para ello. 
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La JM 2CO thr-ara -le1¡-proA-lac-gal-his->.."Yl-mtl-pyrE-

argE- tiene una setje Cie marcE.dores cotrensducibles con los 

siguientes& 

89.6 o 0.3• 0.35 1 0.5• 0.9 1 1 1 

serB ihJ: dapB pyrA pdxA ara leu 

o 0.3• o.ss· 0.5• 0.9 1 1 1 1 • 5' 

thr dapB pyrA pdxA ilSl leu azi 

o 0.3 1 0.35 1 0.5 1 0.9 1 1 1 1.5• 2' 

thr dapB pyrA pdxA ara lJw azi pan 

7' 

.Er.QA 

9.3• 10 1 10.4 1 

proB ~ porC 

16.8• 16.9 1 17' 17.4' 

nadA aroG w bio 

39.5• 39.2 1 

hU. shiA 

·10.2 1 71 .1 ' 

w mtl 

70.2 1 '71 .1 ' 72' 

xyl . '~ L mil_ pyrE 

71 .1 1 72' '72 .3' 

mtl ~ cysE 

76.6 1 76.8' '17 .2' 78 

metB metF ~ purD 
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Gracias a experimentos de cotransducción, es posible -

conocer si el profago Mu cts se encuentra insertado en el 

gene que se presume. 
, 

La forma en que esto se demuestra se describe a continuA 

ción y as! se demuestra la existencia del profago Mu-1 en el 

operón de triptofano en la cepa JM 201. 

Se mutagenizÓ la cepa JH 200 con el fago Mu-1 y se seleJ¿ 

cionaron células auxÓt1>ofas de triptofano producidas por la -

inserción del profago en alguno de los genes del operón del 

triptofano; se pensó en este marcador ya que la mayor parte -

de las auxjtrofas de triptofano mapean en el minuto 25 del -

mapa genético de E, col!. 

Como siguiente paso se demostrará que el profago es el 

causante de la mutación es decir está integrado en el operón 

ParE1 ello, se crecerá el bacteriófago transductante P1 en la 

cepa mutagenizada y se usará una cepa que sea cysB- ( JM 33) 

como recertor en una cotrnnsducc1Ón. 

Seleccionar transductantes Cys+ y buscar entre las célu­

las transductantes alguna que sen auxótrofa de triptofano¡ -
, # + 
esta celula necesariamente tiene que ser Mu-1 para poder -· 

concluir que la mutación en algL:no de los genes del operón -

del triptofano está producida por la inserción del profago. 

JM 200 thr-ara-leu-proA-lac-gal-his-thyA-¿71-mtl-pyrE-argE-. 1 Mutagénesis con el fago¡ seleccionar Trp-(Mu-1•). 

JM 201 thr-ara-leu-proA-lac-gal-trp-(Mu-1•) bis- t~.yA- xyl­

mtl- pyrE"9 argE:9 Sml' 



El sigt~iente paso es construir la cepa Jl : 920 a partir 

de la JM 201. Para ello, se efectúo tUla conjugación usando la 

cepa JM 1 ( protótrofa) como donador. Se usará la cepa JM 201 

como receptora y se plateará sobre un medio que contenga es­

treptomicina para matar a las células Hfr. 

Se detendrá la conjugación a los 15 minutos y se selec-
, + 

oionara para Thr buscando entre estas recombinantes estrept.Q. 

micina resistente algwio que reúna los siguientes marcadores: 

thr+ ara- leu- proA- lac- gal- trp-(Mu-1•) his- thyA- xyl­

mtl- pyrE- argE"9 smr. 

JM 201 thr- ara leu- proA- lac- gal- trp-(Mu-1•) his- thyA­

xyl- mtl- pyrE- argE"9 Smr 

Conjugación Jl>f 1 Hfr Sm5 X JM 201 • Sf' leccionar para -

Thr+ y buscar recombinantes estreptomicina resistente 

JM 920 thr+ ara- leu- proA- lac- gal- trp-(Mu-1•) his- thyA-

- - - r .xyl mtl pyrE arglr Sm • 

, + 
La razon de seleccionar en este paso para Thr es que el si-

, . , + '1 1 guiente paso sera seleccionar celulas Leu y buscar ce u as 
+ 

thr-(Mu cts ) y si la cepa fuése thr- no se podrían diferen-

ciar las células thr-(Mu cts+) de las thr- originales. 

Entonces buscando entre l:is células reco:11binantes algu-
, ~ ~ na que sea auxotrofa de treonina esta cel ··la necesariamente 

+ tiene que ser Mu cts • 
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JM 920 th.r+ ara- leu- proA- lac- gal- trp-(Mu-1•) his 

~,¡- mtl- pyr~ arglr &nr. 

Conjugación JM 901 thr- 0 ·1u cts•~ sms X JM 920. Selec­

cionar para Leu+ y buscar recombinantes th.r- Smr. 

+ - + - - - - + JM 921 thr-(Mu cts ) ara leu proA lac gal trp (Mu-1 ) 

- - - - - - r his thyA xyl mtl pyrE argE Sm • 

En este paso se inserta el primer bacteriófago Mu cts. 

El siguiente paso es construir la cepa JM 922 a partir 

de la JM 921. Para ello, se efectúo una conjugación usando -

la cepa JM 42 proC- met- lac ... Sm9 como dona dor. Se usará la 

cepa JM 921 como receptora y se plateará sobre un medio que 

contenga estreptomicina para matar a las células Hfr. 

Se detendrá la conjugación a los 20' y se seleccionará para . , 
Lac y entre los recombinantes buscaremos alguno que reuna 

los siguientes marcadores& 

thr-(Mu cts•) ara- leu+ proA- lac+ gal- trp-(Mu-1•) his- thyA­

xyl- mtl- pyrir- argE- smr. 
+ La razón de seleccionar en este paso tac es que el siguiente 

paso será seleccionar Lac-(Mu cts•). 

JM 921 thr-(Mu cts•) ara- leu• proA- lac- gal-trp-(Mu-1+) his­

thyA- .xyl- mtl pyrE- argE- smr. 

Conjugación JM 42 proC- met- lac• Sm5 X JM 921.Selec­

+ cionar para Lac • 

JM 922 thr-(Mu eta•) ara- leu• proA- lac• gal- trp-(Mu-1•) 

- - - - r his thyA- xyl mtl pyrE argr Sm • 
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El siguiente pe.so es e -instruir la cepa JM 923. Para ello 

se efectúó una conjugación usando la cepa JM 222 lac-(Mu cts•) 

como donador. Se usará la cepa JM 922 como receptora y se pl!l, 

teará sobre un medio que contenga estreptomicina para matar a 

las células Hfr. Se detendrá la conjugación a los 20 minutos 

y se seleccionará para Lac- en medio indicador Me. Conkay. 

Se insertará el bacteriófago Mu cts en el gene que codi_ 

fica para lactosa y este será el segundo Mu cts insertado --­

además del Mu-1 en triptofano. 

JM 922 thr- (Mu cts +) ara- leu• proA- lac + gal- trp- (!-lu-1 +) 

his- tbyA- xyl- mtl- pyrE- argE- Smr. 

Conjugación JM 222 lac-(Mu cts+) Sm9 X JM 922. Selec-

cionar para Lac- en Me. Conkey. 

- + + JM 923 thr (Mu ct1 ) ara- leu+ proA- lac-(Mu cts ) gal 

trp-(Mu -.t :+) his- thyA- xyl- mtl- pyrE- argE- Smr. º 

El siguiente paso es construir la cepa JM 921+ 3 Mu eta• 

1 Mu-1 • a partir de la JM 923. Para ello, se propagará P1 en 

la cepa JM 913 metF-ÓB-(Mu cts+) y se usará este P1 JM 913 

para infectar la cepa JM 923 seleccionando para transductantes 

ArgE+ y buscando entre ellas algwia cotransductante que fuera 
+ met- que serla metF"" Ó B-(Mu cts ). 

La razón de seleccionar en este paso para ArgE+ ea bus­

car metF- ó B- (Mu eta+) marcador cotransducible con argini­

na E, buscando entre las células cotransductantes que sean -

au:x:ótrofas de metionina; ésta célula será necesariamente 
+ 

met-(Mu cts ). 
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- + + + - + JM 923 thr (Mu cts ) ara leu proA lac-(Mu cts ) gal 

trp- {Mu 'l!!''f +) his· thyA- xyl- mtl- pyrE- argE- Smr. 

Cotransducc1Ón usando P1 crecid~ 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+). 

JM 924 thr-(Mu eta•) ara• leu+ proA- lac-(Mu cts•) gal- trp­

(Mu-1•) his- thyA- xyl- mtl- pyrE- argE+ met-(Mu cts•) 

Smr • 

Una vez construida la cepa polilisogénica se medirán y se com 

pararán los timepos de duplicación de cada cepa construida. 

Se compararán también las frecuencias de inducción espontánea · 

de todas. 
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Constr~cción d§ la ~eRa EQlilisogénica Par¡ e¡ Rrofagq 

Mu cts X Monolisogénica para el profago Mu-1. 

II. Obtención de la célula polilisogénica para el profago 

Mu cts y Monolisogénica para el profago Mu-1o 

El titulo de fago P1 que se usó en los experimentos de co--­

transducción oscilaba entre 1-5 X 109 fagos/ml. 

1.- Obtención de la cepa JM 201. 

Se mutagenizÓ la cepa JM 200 con ~1 fago Mu-1 y se sele~ 

cionó para mutantes auxótrofas de triptofano por el métQ 

do de la amp1c111na. Se revisaron 2,000 colonias sobre--
+ 

vivientes y dos de ellas fueron trp- (Mu-1 ). 

Para conocer si el profago Mu-1 estaba ligado a la 

mutación se hizo crecer el P1 en estas dos cepas y usan­

do la cepa JM 33 cysB-, se slecc10nó para CysB+ y se bu.§. 
+ caron células trp- qt.e deberían se~ Mu-1 • Las trp- fue--

+ ron todas Mu-1 en ambos casos. 

Se verificaron los demás marcadores y se reaislÓ la cepa 

JM 201 ( Tabla No.2). 

2.- Obtención de la JM 920. 

Se usó la cepa JM1 como donador en una conjugación 

donde la hembra era la cepa JM 201. Se seleccionó para -
+ + -Treo y se buscaron recombinantes que fuesen thr ara 

proA- lac- gal- trp-(Mu-1•) his- thyA- xyl- mtl- pyrE­

argE- amr, interrumpiendo la conjugación a los 25'. Se -

aislaron 80 recombinantes treo+ y 3 de ellas tenlan los 

otros marcadores de ln cepa JM 920. 
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3.- Obtención de la cepa JH 921. 

Se usó la cepa JM 901 como donador en una conjugación 

donde la hembra era la cepa JM 920. Se seleccionó para Leu+ 

y se buscaron recombinantes que fuesen thr- (Mu cts+) ara-

-- - - - + his- thyA- zyl- ratl -pro A lac gal trp (Mu-1 } pyr:~ 

-argE smr. Interrumpiendo la conjugación a lo~ 20 minutos. 

Se ' aislaron 160 recombinantes + leu de las cuales 13 -

fueron thr-(Mu cts+). 

4.- Obtención de la cepa JM 922. 

Se usó la cepa JM 42 como donador en una conjugación -

donde l!'l receptora rué la cepn JM 921. Se selecionó para -­

Lac+ y s e buscaron recomtinnntes qun fuesen thr-(Mu cts•} -

ara- proA- gal- trp- (Mu-1} his- thyA- ~-1- rutl- pyrE- argE-
r 

Sm • 
Se interrumpió la conjugnciÓn a los 20 minutos. So ais­

+ 
la.ron 15 recombinantcs lac que cumplían con l os requisitos. 

5.- Obtención de la cepa JM 923. 

Se usb la cepa JM 222 como donador en ~na conjugacibn 

donde la receptora fu~ l n ce pa JM 922. Se selecionb para -

Lac- en Mac Conlrny y se buscaron recon; ü:-iantes que fuesen 

thr -(Mu cts+) ara- proA- lac-(Mu cts•) gal- trp-(Mu-1+) his­

thyA- xyl- mtl- pyrE- argE- ::>mI'. Interrumpiendo la conjuga-­

ciÓn a los 20 min.utos. Se aislaron 5 recomb:L nantes lac- ; 2 

de ellos con los marcaüo r es deseados. 

6 .- 01.Jtcnción de la cepa JM 921T. 

Se tratb la cepa JM 923 con P1 crecido en la cepa JM 913 

seleccionando para Arg + y buscando célul:ls met- (Mu cts+) 

Se revisaron 400 colonias de lns transductante s arg• y el 2 8~ 

fueron met-.se VGrificnron los :ltros marc adore s y so reaislÓ 

la cepa JM 924 ( Tabla 2). 



Cepas obtenidu. : durante la constr ; .. cciÓn de la cepa 

Polilisogénica para el profago Mu cts y Mono­

l i sorénica pnra el profaeo :Mu-1. 

TABLA No. 2 

Cepas Obtenidas Características Genéticas Derivación 
- + thr ara-leu-proA-lac-!al-trp-~Mu-1 ) JN 200 

his-thyA-:>..·y1-mtl-pyrE argE-Sm • 
JM 201 

JM 920 

JM 921 

JM 922 ... - + - .. thr- (Mu cts ) ara Vrn proA l{lc 
gal- trp-(.Mu-1+) his- thyA- xyl JM 921 
mtl- pyrE- a r gB- smr. 

.TM 923 - + + -thr (l.1u cts ) ara- leu proA+ _ 
lac- (tv:u cts•) gal- trp-(Mu:i )\lis JM 922 
thyA- :xyl- mt1- pyrE argE Sm • 

JM 924 



Qm·y~s de Ctecim:!. e.n_tq 

Se hicie r on curvas de crecimi ento de l a s cepas JM 222, 

JM 920, JH 921, JM 923 y JM 924 a difer8ntes te mperaturas -

Los r esultados pueden obs~ rvarse en lR s fi guras 10, 11, 12, 

, • # . , ,._ , 1 
W.li~is dti :tnd 11c~i_on B[Ront~-ª-~~.lJldJ.:lccio!\ por ca o;:. 

Se hicieron estudios de l as unidade 3 formnd orns de placa s 

da l a s cepas nntes mencionndas. Como PU '·de obse rva:rse en la -

Figura No. 17 el patr5n de l u inducci 5n ~ s pont~nea es similar 

" , en todas estas ce lulas c11nndo la temperatura a l a c: ue se hace 
o 

el ensayo es 32 c. Sin embargo cuando se ma:1 i i'ica l a tempera-

tura a 42.5°c tal y como puede observarse en l a figura No. 18 

el nÚrJ.ero de partículas f ormadas var!a y es proporcional al -

n~mero de prof agos mutados de l a c61ul a . 

Allálisi$, pe posible~ R~~~rt~~t CJ! de mut 2cJ.O.Jlº-ª...Jrrqducidas nor 

el ecn..Q_ma ~el f~o_Jlq-1 ó_~H et§~ 

De todos los experimentos de h is f i gu:ras 1 O a 16 i::e ais­

laron sobrevivientes a los efectos de inducción por calor y -

en ninguno de éstos sobrevivientes se pudo observar reversión 

alguna. 
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Discusión .,L_C,ml:.<siones 

Como puede ooservarse en L' . f'i r;nras 13 ~r 14 cua1 o un< 

cepa (.TM 222) ciuc es portad :'r.:: de un prof::1go !~u cts es cree:· -

da a 32ºc hasta 00UK y lueg:.i c ~1·1 ' Üldn a 42 .5° e, l<~. s cé ulas 

se lisan por 1:, inducción üol genoma virü. Sin er:ior,.,.'s, ce 1es 

115 r·1 génicas p:-·rn ambos r:·o~·,!,~OS oe ~!u-1 y ~ie I<u cts rr .::;ent; :n -

comport11.:;5.2nto.- diferE;nt .. :·s en func l Ón de lr rn lnciÓn d lns 

aos pr·ofagos. Esto qucdr1 (.1 c rn ·~ n_!fi_c3to en é :: ': t:s d0s f :' 1rGs ::m 

l;:i.s cuo.1.e :; se or> s rva nue lri ctJ ~: l;-i JM <_,Ql+- <.'~e es tr~· 

Eu-1 :Je lisa, n d:Lfer1c:i c ci.::1 de le 1:iono-mor:o (J: ; 921) 0 e ; la -

bi-mono ( JN '.123) que j'.JrCS C)"'lt ~in Pl :itor.es r«•r c· ciáos con 1_e. me 1.Q 

l . , . 1 f . , 1 J.::::og e nicn Jl" rn e pro n¡::o i u- ( JM 920). , 

8s interc:~nnte mene.: ionnr tal y e ~' LWJ se JJUede co'..si 1tar ~ n 

la fir,ura do. 10 que cn<'; nclr:i L .:s c é J.ul~s ;ion crecidas a ' ") ºe l• -

nó hay lÍsis jndependientemente de ln re .L1c:l Ó:i üc ~1rofé· :os. 

Arie11ás, otro punto impy::·tante es aquel e ne se obs c "Va e t -

lé .s fi ,;uras 11 y 12 en 1 ctwlcs ~•e pr·c::: cnt r: n pntronef de e ·e-

() 4 ~ ¡) 
de 32 e a 1.~ c. la --

lL;is que prcs0nta lG cepa JI! 92l+ ( 3 pre fn ,;s Mu cts 1 roffl :o 

Mu-1), nó es t n clara co .. 10 c:urHll~n sE· h t e (:: el c ::c ;:-ibio El 

ocurre cu .sndo ::.;e· hnco e l C8.L tUio de t e:n;¡cr1t ura c1 e 3?°C 

" C'.'Ü . • 
:...... . ..,' ~ . ' 

37° • 

Las fi gura::: 15 y 16 ilustron los )" i trone:- r> crt:~cülient · de - -

todas cstns c epas con lu diferer cin de m '.1ter. .t 

las n 4~: . 5°c du r-nnte 40 mJnu t n.s, '3e c o loc-an ·1 37ºc pr rEJ. ver i 



1 ' 5ºc e -- , .• ... • - .. ·• 1 , .. ,. t r .. u .... re a · t .:: . , co,." ·. ~ue -''-·-vl D f ..• c·!l. '-· ne oc" • 

Uno ele lo s result c:;_~ os :/.[; ~nte res:"''1tes es .::; ~ uel e: ;e s 

11resE-mta en Ls ficuras 17 y 1:· q¡;c habl&n de : .. 'J s ;1 :> tr)r..cs ..:.e 

induccibn espont5nea a J2ºC y ~a induccibn por calor a 42.~ºc 

e , 1 . " d . i" 1-' ouo s <· ve en <:' fi g ura 17, el rn t.ron e i nduce ·""' n c sp1m,,et ~ ·.:> a 

es el mis mo p :n· ;¡ n1alq u:lcrn üe L1::-: cepas, ps ro el pntr)n d· 

inducción por calor o. 4? . ::ºe es 1n u.,;: di.i\~rent e pn ra c .c1d 1 un ie 

unidnr~e s form .? ri oras de f . , ' p _;·o agos l".U cts 

so ene u en tren en un i cepa 011 L: ctF) exi stc tm ·1Y'ofngo ,u-1 • 

Los r e::m ltados nntcr ~· . or s no s han hec1.o ;; 1sar en un 1: c--

.. 
delo ;:i ·:ra c?s tc sisti)ma r iJ\:! :1rc'!s c nt::i cio s ti 1Jos '· e pr ufu ;os 

del f <11J) I;u-1, es decir el s ~ilvnje y un' : mut nni e úe t(_: l íJOT< ra 

Cunndo w1a célula monoli::;o i;énica pnr a cJ_ prof13g0 lu e~::; -

es c-,1cnt ;:1dR 1 4~· .5ºc, é :-t .:. e( li :l,- se li.!:íe. t~1 l · cor::o lcur ; ,é' -

, - ~ t 1•. con L:1 cepa JM 222. La r :-i zon c.:.e . ~ó n .:. si~: (' s . ·, de ~na . uraJ. ~ --

zación de lt1 proteínn r , prt' sor cod i f :!. ca1l.:i ;.cr E- genom11 vi1 r:l -

y graci as a la c 1ml 1?s po[J.i.1 J e e l fc:nóme :·io c e J ~; og cni ~ . AJ 

desnatrralizars8 asta rroto!n;·¡, (·] p::·of'ago r.1Ó e tá ya ·erlrü 

do y entra al ciclo vu¿etntiv~ li~ · ndo n 11 c'l la • 

. ., "1 1 l" , . 1 f • 1 " ~1 una ce .u a isogenJ.c c-, p:·:ra e 0.60 .«u- , no oc 1rre ·ta 

inEl ctivnc i Ón del represor a l+;: .5°c r c sor , s te : 'J-

esta hlc. Obviar;~ent o y ta 1 cn rno se c:.mcii:mÓ c ~)n 1t c rio : ·id ad , 

r r")s L1lt é1ba i11t c 1~esante el c n~~struir t1na cé ul~ L lisogt:- ica ~ 

contu.vicrn Ambos prof<1:-;os e s c.~ ecir el snlv .::i;; o v :ü nnc codi f ·:_ -

C~ JJc'"!l'2 el rcpr c~ sor tE f i1. 0S c nsi. ble; Obs c_ ;·v ;:udc C: C t~ 1 í:1pO : ta::;i 0:•: ' -

de ella a 42.5°c. 



La p ~ imc ra posibilidnrt so d~ber1a nl hect o de que 11 ---

in:ictivarse el r e presor termoe st1.11le, el pro~~:: go, nl q1 :i es­

taPa 1mida é5ta molécula, se 1nduJcra. I.a. s 0 g11nda Alt c=' J '1ativa 

se explicarla por la r a zón c:e que áLID cuandG se inélcti' tran­

lar; rrDlÚc ulns de represor t c rmol:':-;J il, l .r ~; m:)l1Sc;1lns te : .oest.a 

bles s uplirían a aqu 1Jllns. Arlc ::ns, si f1t e rn cie rta lR ! gunda 

posib j lidad c:ibr1a prcgtmt a rse si el hec l. 10 d e ir n ur::c-ni ·mdo el 

.número cie pro f nr;os Mu cts, lle ;_;nrla en c: l¡f,rn r:-¡rH:iento u ocurrir 

ln llsis de L~ célula debi d o éi '. v e.· 12 .'i Llolécnlns de r c r 1r e sor -

codificadas p·)r el pro f<1 ¡:0 : :u-1 no a lcanzarlan a .s L; DliI la de-

fic 1encia cau:rnc a por l é1 L :lta cic las mo léc ~llas desnati.; 'aliza-

das. 

IX: ncuerdo con l a fi¡ :ura 14 parr~ ccrlFI r 1 1it~ ln s. gunda -

alt c rn~ t1va era ln ace rtada y asl cwmclo s e ene wnt ran pre-

sentes en una célula 3 profn r:os r:u cts y uno liu-1 Ó;;ta se lisa 

~' antes nó. 

s .::.. n e ~:ú__; a rco, éste modelo nó ene aj a cor~ los re sttl tE 'los de -

la i'i r, ura 18 en e '.Jnde s ,? ol 1 ~i }rvn cor.lo nurncnta e l núrwro de uni-

dados f (~ rL!l __ rj or «::; dé pl: cns c onfo rme anr:1on te. e 1 n(un(: ro d · profa-

gos ;.¡u cts. Los datos J;mestran tm ª ' ~wentr grtt1 : ua1- y nó no de -

todo ó n r:d a. Lo nnterlor no ~ J·tr.ce pc::nsar en unc1 p0 .3roil dad: 

;n realid[l.d e n un C\::l t i vo de c(d t ; las con a : :i os 1 ~ ·ofr gos cE\da -

célnla ex ~: ; te en un e stado me tabólico d i f c r c: it e a h s v cinas 

im~ncción Ü Hl b) c' s pontt'lnca como po r c a L 1r. Por lo r,'1 te r .nr 



f~go mut¡do s2 dosnaturalize y el rcpre~or codificado por 

el for;o Lu-1 no sea capaz de SL1pJ ir efic.ie! rtemi:.mtP. Ó:-: ta def.~ -

c:Lencia. Y se dice eficienteme nte porquE: si le célula nó s _ 

encuentra en )se estado "adec u.::ido", el r e prt! sor f ágicn cocL . _ 
, 

e do por Hu-1 si s l ra capé!z de s~:¡1 lil' a 1 sesn2tPn li ~·ado. :..e ·· 

ml:s, estE1 clF.ro suponer en e conf. i::'rr1e ll1J.Lii2líta el nÍlrH"ro de TrQ 

faeos Vu cts 13 ir.eficiene:ta :-. tw:c rtn t.:.: :: i 1 ' Ón ,- po:- ende el n.ll . ·' me1·0 de pnrticu lr s f r~cicv s cr; 1:1nyor. 

Es interf·:rnnte r:1enc~onar qllc aí'm cu é: 1·.Cio cJ. f'enóneno es --

f~. c :_l!ncnt(; observable en e:~per:i;,1u;.tos de indncci~.n po:r calo: 

, , 1 t .. t ~i , no es f.sci men e en expc·r .i rM'nt.os de crcc:.'ií'.'.C~ n -o. t'.c.enss es - -· 

importaEte el dnto que ha ula de q uc peatil~ñn s e: j_fc:rc; c:i <1.s de -

teq«e1·< :tura h<icen que los f' (:!:Ó enos ca: ··oicn en cunrto é1 veJr-

ciúaC.: e' e crc;cirr.icnto :,' a unid<h: es form;:, c1oré; s de: plc, c.:.: s. 

. . ' Vale la pena n:c:-ic~ona~- l tlí.' eLm que ClH nuo r,o 3c pneGe 

inf. rir urn .~ stc tipo de ci.t~ tos cual es el nl'u c:::o 6c Y'E 'preso---

TE:S pree:dstentcs (: 11 r:nu c/',!ula, si pridr1a pensarse -

c•ue nó os ::n núnc ro gr~ ' nc1c:. Ade::1á ~; , el c .·r:str: .2.r ésté'l céJ.1·.lE 

rr_ prc:l;,or del fe.e o l-Iu-1. 

Por Últirr:i, y en rclacirm ite la posi.bilic1nc' de obtener ·-

• rt" :~rc rtantcs por el gcnor:u: c:c1 f i ¡_:o ~ : u-1 o L:.1 cts hny c¡ ue n:en-
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