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RESUMEN

Las nmutantes de E. cold defectivas en la peptidil-tRNA
hidrolasa, pth(t.s.) y pth(rap) inhiben &l desarrollo del fago A.
Esta inhibicién depende de la transcripeién de regiones especificas
en el genoma de A llamadas bar. A su vez la transcripcién de las
regionea bar clonadag en plismidos es letal para las mismas
mutantes pth. Se investigé si la iphibicién del crecimiento del
fago A observada en la cepa pth(rap) se puede reproducir en la cepa
silvestre aumentande la dosis de transcritos bar a partir gde
plasmidos. Esto sugeriria que bar actua sobre Pth simulandeo 1la
deficiancia de pth obmervada en cepaa rap. Para esto se
transformaren cepas rap <on un plasmido portador de secuencias bar
regulado por el promotor pL. E1 ensayo de crecimiento del fago en
cepas silvestres transformadas con plésmidos portadores de
secuencias bar muestran que el aumento en la dosis de 1los
transcritos no reproduce 1la inhibicién del crecimiento de 1los
fagos. Este resultado es consistente con la idea de que el RNA de
bar no modifica los niveles de Pth activa en la cepa silvestre. Con
objeto de investigar si la inhibicién de A est4 acompafiada de
letalidad incrementada de las mutantes pth se analizé la viabilidad
de c&lulas después de infeccién. Esta fue de aproximadamente 50% en
infecciones tanto por fagos silvestres como A bar. Las respectivas
infecciones de las bacterias fueron exitosas por que la adsorcién
de los fagos a las bacterias fue al menos del 97% del fago total,
Y la produccién de fago A bar* fue 10 veces menor que la del fago
producido por la cepa silvestre y fue el 12.2% del fago bar
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producido por la cepa rap. De estos resultades concluimos que no
hay correlacién entre la inhibicién del crecimiento de A y la
letalidad celular.

El RNA de bar silvestre transcrito de vectores plasmidicos
astimula la capacidad de supresién de codones UGA por una cepa
mutante en el RNA ribosomal 16S rrsb-AC1054. Con el objeto de
investigar s{ existe una correlacidén entre la supresién de codones
UGA y la exclusién de los fagos en la cepa supresora de codohes de
terminacién se probé el crecimiento del fago lambda en la cepa
rreb-AC1054. En el cual se observé gque la cepa rrsb=AC1054 no
inhibié diferencialmente el crecimiento de los fagos lambda
silvestre y lambda bar de lo cual concluimos que la supresién de
codones UGA presentes en los transcritos de bar no correlaciona con
la inhibicién del crecimelinto de los fagos como se observa en cepas
pth defectivas, por 10 gque se pueden considerar fenémenos
independientes.

Dado que el gen pth de alguna manera estd relacionado con el
RNA de bar y gue un efecto de este es suprimir la terminacién de
codones UGA por rrsb(SuUGA-AC1054}, pensamos que la doble mutante
de este supresor con pth(ts) tendria un efecto super-supresor en
presencia de bar, por lo cual se realizé un ensayo de supresién de
codones UGA en el fago lambda 370 (Qu) Por las cepas xrsb-{SuUGA-
AcCl1054), pth(ts) y pth{ts)-rrsb-(SuUGA-AC1l054). En el que se
encontrS un aumento en la supresién del codén UGA {crecimiento del
fago lambda 370 {Qug.)) por la cepa pth{ts)=-rrsb-(SUUGA-AC1054)

respecto a las cepas portadoras de las mutaciches por separado.



I INTRODUCCION

La bacteria Escherichia ¢oli es un procariote perteneciente a
las Enterobacteriaceas, gramnegativos, facultatives, no formadores
de esporas, con flagelos peritricos. Se encuentran principalmente
en el intestino de los vertebrades como flora normal o como
patégenos. (Pavis-Dulbecco, 1985)

El gencoma de E. coli es una molécula simple de ADN circular de
aproximadamnte 4x10® pares de bases, el cual ha sido subdividido por
conveniencia en 100 minutos, donde cada minute comprende 47
kilopares de bases. Hasta el momento se han mapeadoc mis de 1400
genes, a pesar de todo este avance se calcula que solamente cerca
de la mitad de los genes han sido mapeados. (Balows y col. 1992)

La bacteria de E, coli es sensible a la infececién por
bacteri6éfagos o fagos, que son virus que se multiplican en cé&lulas
bacterianas (Birge, 1991}, el fago A gue es uno de los virus mis
estudiados, infecta células de E. ¢oli, tiene la caracteristica de
ser un fago temperado por 1lo cual puede desarrollarse litica c
liségenicamente.

El fago A\ se adsorve a receptores en la parte externa de la
membrana de E. coll que estan codificadas por el gen bacteriano
lamB y este es normalmente usado para transportar maltosa al
interior de la célula. Ya gque la sintesis de este receptor es
inducido por la maltosa y suprimido por la glucosa, cultivos de
bacteria que seran infectados con M deberan crecer en medios que
contengan maltosa (Hendrix y col.;1983). El genéma del bacteriéfago
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A es una de doble cadena de ADN de aproximadamente 50 Kb de
longitud que estad agrupade en blogues discretos de genes
raelacionados (Balows y col, 1992, Davis-Dulvecco, 1985). El ADN es
transportado por las particulas del bacteri6fago como una cadena
doble lineal con secuencias de cadena lineal simple complementaria
de 12 nucledtidos de longitud en los extremos (llamados extremos
cochesivos, sitios cos). Después de la entrada a la bacteria
anfitriona los extremos cohesivos se asocian por apareo de bhases
formande una molécula circular con dos muescas de 12 nucleStidos.
Estas muescas son ripidamente selladas por la ADN 1ligasa del
anfitrién, formando una molécula de ADN circular cerrada gque sirve
como templado para la transcripcién durante la fase temprana de la
infececién, Durante esta fase, una de las sigquientes dos vias de
replicaci6n se lleva a cabo. El crecimiento litico o el crecimiento
liségenico (Ausubel=~-Brent; 1992, Hendrix y col; 1983).

En la via litica, el ADN circular viral se replica en dos
fases, la replicacién temprana Yy la vreplicacién tardia,
ohteniendose muchas copias del ADN virico, un gran n@mero de
productos génicos se sintetizan, la progenie de particulas de fagos
se ensamblan, y la célula eventualmente libera nuevas particulas de
fagos infecciosos por lisis celular (Ausubel~Brent; 1992, Hendrix
y col; 1983). El crecimiento litico comienza con la infeccién, si
un fago no crece liségenicamente, o posterior a la inactivacién del
represor ¢l existente en una lisdgena (Ausubel-Brent; 1992, Hendrix

y col; 1983).



Los aventos de transcripcién durante el desarrollo litico se
ha dividido en transcripcidn temprana y tardfa en funcidn de los
trasncritos generados. La transcripcién temprana se subdivide en
dos fases, la temprana y la temprana tardia. La transcripcién
temprana inicia desde los promotores, p, y p®, los cuales estan
localizados a la derecha e izquierda, respectivamente, del gen cI
(represor). Los transcritos de p,; terminan en &, y codifican el gen
gxQ. El transcrito a partir de p, continuan hasta t;, y codifica el
gen N. El producto de N es un factor de antiterminacién, que
permite la transcripci&én a partir de p; o p" proceder a través de
tu ¥ it respectivamnete. El transcrito p; N-antiterminado
(transcripecién temprana tardfa), el cual termina en t,, codifica les
genes Q, P y Q. Las proteinas 0 y P son requeridas para la
replicaci6én del ADN del fago. La proteina € es otro antiterminador
especifico para iniciar en un promotor localizado a la derecha de
€ llamado p;.. En esta fase la proteina Cro se ha acumulado en
cantidad suficiente para unirse al operador 8, y 8, deteniendo la
transcripcién de los correspondientes promotores. Los transcritos
antiterminados por Q (transcripcién tard@ia) desde el promotor pg
proceden a través de otro terminador llamado t;, y la regién tardia
del genéma de lambda, posteriormente a través de genes de la cabeza
y del tallo, 1los cuales estan unidos a una misma unidad
transcripcional dandose 1la incorporacién del ADN del fago
circularizado, y finalmente termina en b (Ausubel-Brent; 1991}.
Los transcritos p, codifican para proteinas necesarias para el

ensamble de la cabeza y el tallo, empagquetamiento del ADN, y lisis
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de la celula huésped. Esta expresién secuencial de las funcianes
del fago permiten la replicacién del genoma, el subsecuente
empaquetamiento y la 1lisis de la cé&lula en un orden preciso
(Ausubel-Brent; 1991).

Las proteinas de replicacién O y P trabajan junto con las proteinas
del anfitrién para replicar el ADN. Y las proteinas de

empaquetamiento y lisis del bacteriofago (Ausubel-Brent; 1961).

Replicacién del ADN.

La replicacién durante el crecimiento 1litico requiere de proteinas
codificadas por el fago y proteinas de la bacteria. La replicacién
del ADN durante el desarrollo litico esta dividida en fase temprana
y tardia. La fase temprana empieza con la inyeccién del ADN lineal
del fago dentro de la célula bacteriana. Este ADN tiene en cada uno
de sus extremos secuencias complemetarias de cadena sencilla
generadas por la ruptura del sitio cos. Estos extremos son ligados
por enzimas de la c¢é&lula para producir una molécula circular
cerrada. Despues del superenrrollamiento por topoisomerasas de la
célula, esta molécula es capaz de iniciar la replicacién del ADN.
La replicacién inicia en un sitio unico 1llamade ori, y proceda
bidireccionalmente. Este tipo de replicaci6n resulta primero en la
formacién de un estado intermediario de replicacién theta y
posteriormente en la produccién de dos cadenas circulares hermanas
(Ausubel~-Brent; 1991, Davis~Dulbecco; 1985, Hendrix y col; 1983).
Aproximadamente 15 min. despues de la infeccién por el fago,

empieza la fase tardia de la replicacién. Esta se caracteriza por



enrrollamiento de los circulos replicados, los cuales producen
largos polimeres (llamados concatenados) de genomas completos del
fago (Ausubel-Brent;1991, Davis-Dulbecco;1985).

El producto del gen gap protege los concatenados de la degradacién
por una exonucleasa codificada por los genes recB y xecC del
anfitrién. Los concatenados son sustratos para el empaguetamiento

{Hendrix y col; 1983).

Empaquetamiaento de los fagos y lisis celular.

pasada la infeccisn, la replicacidn del ADN y el empagquetamiento
del fago ocurren concurrentemente. Una vez gue las estructuras de
ADN concatenario se ha formado, son condensadas dentro de las
procabezas de lambda (particulas de cabszas incompletas). Los
sitios cos son reconocidos por proteinas dei fago Yy el ADN se
fractura entre los dos sitios cos de los concatenados coincidentes
con este empaguetamiento dentro de una sola procabeza
(linearizandose el ADN y regenerandose los extremos cohesivos cos).
Las proteinas de la cabeza se ensamblan junto con el tallo (el cual
se ensamblo independientemente) juntandose a la cabeza para formar
un fago intacto. El1 ADN localizado entre dos sitios cos sera
empaquetado en una forma que pueda ser inyectado si esta entre 38
y 58 kb de longitud. Los eventos posteriores durante el crecimiento
1itico, es la lisis de la cé&lula. Las proteinas Nul y A son
componentes de 1la "terminasa" gque rompe los sitios gos. Las
protéinas B,. ¢, D, E y Nu3 estan involucradas en la estructura o

ensamblamlento de la cabkeza del fago. Las protéinas G, H, I, J, K,



L, ¥, T, U, V, Yy Z, estan involucradas en la estructura o
ensamblamiento del tallo y fibras del tallo. Las protéinas R; § ¥y
Rz; S rompe la membrana interna, R y Rz actdan en la degradacién de

la pared celular, concluyendo asi con la lisis celular.

Crecimiento liscgenico.
Durante el crecimiento lisé6genico, el genoma del fago infectante se
integra dentro del ADN de la bacteria anfitrién por recombinacién
sitio especifica y es subsecuentemente replicado y transmitido a la
progenie bacteriana como algln otro gen cromosomal. Durante la
liségenia, soloc un gen del bacteriéfago se expresa: el gen cI, el
cual codifica para el represor. Dentro de 1la regién de inmunicad,
que contienen promotores y genes (tales como ¢I) esenciales para el
establecimiento y matenimiento de la lisbégenia. Las protelnas gIX
Yy QIII, ¢II es requerida para la sintesis de jint, cIII protege a
¢1I de la degradacién por proteasa del anfitrién. La protelina int
junto con las proteinas bacterianas cataliza la integracién del
fago dentro del genoma. El sitio attP requerido para la integracién
del fago dentro del genoma bacteriano. Los extremos gos son
necesarios para la circularizacién de la molécula posterior a la
infecciédn (Ausubel-Brent; 1991).

Las células liségenas son inmunes a superinfeccién por fagos
A adicional portadores de regiones de inmunidad homéloga. Las
placas de fagos temperados son turbias por que contienen tanto
celulas lisadas por fagos en crecimiente 1litice y celulas

infectadas gue se convierten en lisSgenas (Davis-Dulbecco; 1985).



El estudio de mutantes bacterianas defectuosas en el
crecimiento de virus. i.e. mutantes resistentes al virus, ha
permitido elucidar la funcién afectada en la bacteria anfitriona.
De esta manera la investigacién de mutantes de E, ¢oli resistentes
al crecimiento del bacteriéfage A na permitide esclarecer los
sistemas de replicacién, transcripcién, antiterminacién y
recombinacién (Friedman y col. 1984).

La mutante rap de E, goli es incapaz de sostener el
crecimiento vegetativo del bacteriéfago A (Henderson y Weil. 1976).
Sa ha demostrado gue la mutante rap afecta al gen pth. La peptidil=-
tRNA hidrolasa (Pth) es una enzima que corta peptidil-tRNAs a
péptidos y tRNAs. Esta enzima se encuentra presente en todos los
orgénismoas (Menninger, 1983). La funcidn de la Pth es esenclal para
la célula dado que la inactivacién de Pth a 42°C en mutantes pth
termosensibles resulta en la acumulacién de peptidil~tRNA, blogueo
de la sintesis protéica y nmuerte celular (Menninger, 1578). Los
resultados de Garcia-villegas, et al 1991, sugieren que la funcidn
Pth participa directa o indirectamente en la inhibicién mediada por
transcritos bar, el hecho de que la vida media del RNA  bar
silvestre aumente en condiciones pth (rap) (Pérez-Morga vy
Guarneros, 1990) es compatible con la posibilidad de que el RNA de
bax interactue con algan componente bacteriane que lo estabiliza,
Garcia-villegas y col. (1991), observé la formacién de complejos
los cuales son suceptibles por una parte al tratamiento con
proteinasa K y por otro lado a la digestién con RNAsas A y T1, este

anslisis conlleva a pensar que los complejos son entre RNA de bar,



RNAs y proteinas, los cuales conforman la maguinaria traduccional.
Murgeola y Guarneros (1991) han propuesto un modelo en el que la
posible interaccién de bar sea con el RNAr 16S ya gque Murgola et al
{1988) aisld una cepa supresora de codones UGA identificando la
delecién de una citosina en la posicién 1054 del RNAr 165, esta
base forma parte de la hélice 34 que contiene la secuencia 5’-
UCAUCA-3’ en las posiciones 1199 a 1205, que son complementarias al
codén de terminaciSn UGA, el modelo propuesto habla de una posible
interaccién entre los tripletes 5/-UCA-3’ de la helice 34 con el
codén de terminacién UGA, de tal manera que esta interaccién sirva
de sefial para la terminacién de la traduccién.

La supresifn dada por la mutacién AC1054 localizada enfrente
de los tripletes UCA, hace que estos filtimos no apareen con el
codén UGA por una alteracién conformacional en la hélice 34 y asi
se ignore el codén de terminacién UGA continuandose la lectura del
mensajero, incorporandose un aminocacil-tRNA donde no deberia de
ser. (Murgola et al, 1990).

En esta tesis nos enfocaremos al estudio del efecto de mutantes
derivada de E., ¢oli afectadas en la maguinaria de la blosintesis de
proteinas sobre el crecimiento del bacteriéfago N, por un lado se
analizaran mutantes en el gen pth (mutantes rap y mutantes pth ts)
(Henderson y Weil. 1976, Garcia-villegas et al, 1991), por el otro
una mutante supresora de codones UGA (rrsB(SulUGA-AC1054)) (Murgola
et al., 1988), y por Gltimo una doble mutante pth(ts)-rrsB(SuUGA-

AC1054) (este trabajo).
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Primeramente se analizard el efecto del RNA bar sobre el
crecimiento de fagos Abar* y Abax en la cepa silvestre induciendo
el fenotipo rap, de manera gue el RNA bar actle sobre Pth simulando
la deficfencia de Pth observada en cepas rap. posteriormente sa
investigari el efecto del fago Abar* sobre la viabilidad celular de
cepas pth(rap), asi cono el crecimiento de los fagos silvestres y
mutantes por la cepa rap.

El interés de estudiar el efecto de bar sobre el crecimiento de
fagos por la cepa rrsb(SuUGA-AC1054) radica en que las regiones bar
presentan secuencias con tripletes UGA gque puedan estar
involucradas en la inhibicién en el crecimiento del fago por
supresién de los codones UGA alterando el proceso normal de
terminacién de la traduccién.

A su vez resulta interesante analizar el efecto sobre la supresién
de codones UGA por la cepa pth(ts)-rrsb(SuUGA-AC1054), ya gue bajo
estas condiciones se esperaria un efecto supersupresor dado por un
sinergismo entre las mutaciones pth({ts) y rrsb(SuUGA-AC1054), ya
gue se ha observado que tanto mutantes pth(ts) y rrsb(SuUGA-AC1054)
suprimen codones UGA (Murgola y Guarneros, 1991), asi como su

influencia sobre el crecimiento de los fagos Abar®*.
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II OBJETIVOS:

GENERALES

Analizar si el aumento en la transcripeién de pax*
simula el defecto en el crecimiento de A [observado en cepas
pth(rap)) en una cepa silvestre.

Investigar el efecto de 1la transcripcién de las
secuencias bar silvestres sobre la viabilidad de 1las cé&lulas
infectadas por fagos A\ bar silvestres.

Analizar si existe algun efecto sobre el crecimiento
del fago A bar*, cuando este infecta la cepa rrsB(SuUGA-AC1054)
transformada con pladsmidos portadores de DNA kar inducible por pL.

Investigar si existe algGn efacto sobre el crecimiento
del fago Apar* cuando este infecta la cepa pth{t.s.)~rrsB(SulUGA-
AC1054) transformada con plidsmidos portadores DNA bar inducible por
pL.

Estudiar la posibilidad de algGn efecto super-supresor
entre las mutaciones pth(ts) y rrsB(Su UGA=AC 1054) sobre el
crecimiento del fago A.

PARTICULARES

Transformar las cepas N5960 y N5960rap asi como las
cepas KL2661, KL2665 y DV2665, DV2661 con los plasmidos pPGllo,
pPG111 y pDH520.

Transducir los marcadores pth(t.s.)-Tn::10 a la cepa

supresora de codones UGA; rrsB(Su UGA-AC1054).
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II MATERIAL Y METODOS

A)MATERIAL

Hedios de ocultivo: ILuria-Bertani; el cual contienen 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de cloruro de sodio por
litro. El1 pH se ajusta a 7.2 por adicién de NaOH.

El caldo T se prepara como el Luria solo que sin extracto de
levadura. Las cajas de agar de L-B y T se preparan como los caldos
Yy la adicién de 12 g de agar por 1litro.

Medie minimo, M9 5x 33.99 Na,HPQO, anh. 159 KH,PQ,, 2.5g NacCl, 5g
NH,Cl. Para preparar un litro de M9 glucosa, tiamina.A 200ml de M9
5x se le agrega 750 ml de agua esteril, 20ml de glucosa(20%), 5 ml
de tiamina(0.337%). Para M9 glucosa, tiamina ampicilina, es igual
que el anterior solo gue se afiade 1ml de ampicilina (50mg/ml). Para
medio M9 glucosa, tiamina ampicilina, indol y S-metilpy triptofano,
al medio anterior se le afiade 0.64 ml de indol(0.02M} y 6.5ml de 5-
metil, triptofano. Las cajas de estos medios se preparan por adicién
de 15 gr de agar.

Cepas bacterianas, fagos y plasmidos (cuadros 1, 2 y 3 ).

Los pladsmidos utilizados son pPG110, pPGlll, que son derivados del
pDH520. E1 plésmido pDH520 es un derivado del pBR322, al cual se le
inserto un par de fragmentos provenientes del bacteriofago A,
dichos fragmeﬁtos corresponden al operador O, y al regulador oLpL,
de esta manera el plasmido es regulado por la proteina cI857 que es

termoinducible.
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CUADRO 1, cEPAS BACTERIANAS.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
c600 thrl leuB6 thil APPLEYARD (1954)
lacYl supE44 tona2i
GG990 C600pth(ts)Tn::10 COLECCION
G.GUARNEROS.

DV2661 KL2661pth(ts)Tn::10 D.VAZQUEZ (1992)
DV2665 KL2665pth(ts)Tn:: 10 D.VAZQUEZ (1992)
KL2661 glyvss A(tonB E.MURGOLA

trpABL7) /F/trph (DONACION 1991)

(UGA15) .
KL2665 KL2661 rrsB(AC1054) E.MURGOLA

{DONACION 1991)

N5960 SA500his 11v COLECCION NIH

1acZxA21 (AcI857

ABam Nam7 nam53

AH1) cysH::Tn5
N5960rap rela* P.GUZMAN(1984)
Q1L N5960 rap 2ch::Tnlo COLECCION

sSupkE lac’ G.GUARNEROS
TAP106 hsdR leu thi rpsL D.COURT

supE44 AlacUlée9 gal

kam bioA(Aint-ral)

ABam N* cI857(cro-

bioA) AN::Kan
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CUADRO 2, FAGOS UTILIZADOS

GENOTIPO

FUENTE O REFERENCIA

Mlac trpW205 redils imm434
Abariol redll4 imm434

Ab, Imm4a34

Aintc226 immd34

P

M13

G.GUARNEROS (1987}

GARCIA-VILLEGAS(1988)

SHIMADA AND CAMPBELL(1974)

CUADRO 3, »rasurpos

PLASMIDOS CARACTERISTICAS RELEVANTES | ORIGEN ©
REFERENCIA
pDH520 Promotor pL de A, Ap® Tc' por D.HARBRECHT
induccién
pPG110 bar* bajo el control de pL P.GUZMAN(1984)

letal para E. coli rap por

pPG111

termoinduccién de pL, Ap"

Isbgeno a pPG110 que lleva la
mutacién bariol, se mantiene

en E. coli rap, Ap'.

P.GUZMAN(1984)
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golucionas para extraccién de plésmides.

Solucién I; S50 nM de glucosa
25 mM Tris-Cl(pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)
La solucién se esteriliza por autoclave y se guarda
a 4°C.

Solucién II; 0.2N (dilucién fresca de un stock 10 N)
1 % de 5Ds.

Solucién III; 5 M de acetato de potasio.............. 60 ml.
acido acético glacial.......c.esdvseees 11.5 ml.

BYUA .. savetaransosvsrsanonne csssesscsces 28,5 ml.

B)METODOS
Propagacién de fagos.

Poner en un tubo de cultive 5 ml de medic Luria e inocular con
una colonia de la cepa apropiada, incubar toda la noche a 37°C con
agitacioén, de este cultivo al otro dia tomar 100sx)l y depositar en
un tubo al cual afiadir posteriormente una placa litica del fago y
se deja reposar 15 min., posteriormente adicionar 5 ml. de medio
Luria con CaCl, 10mM. y e incubar a 39°C hasta observar lisis
(aproximadamente tres horas), afadir 100xl de CHC1l; e incubar de 5
a 10 min. Centrifugar a 10000g 10 min. en una centrifuga Sorvall
RC5B, el sobrenadante pasar a otro tubo, gotear CHCl,, y guardar el

lisado a 4°C.

1s



Preparacién de concentrados en caja.

Preparar un cultivo en tubo ¢on 5 ml. de medio Luria~Bertani
e inocular con una sola colonia de la cepa apropiada e incubar con
agitacién toda la noche a 37°C. Centrifugar el cultivo a 15009 por
10 min. y resuspender la pastilla en 2.5 ml. de una solucién 10 mM
de sulfato de magnesio, mezclar de 107 a 10* fagos con 0.1 ml. de
células en un tubo de cultivo, e incubar a temperatura ambiente por
5 min. Mezclar bien las cé&lulas Yy los fagos. Agregar 2.5 ml de
medio Luria-Bertani seguido de 2.5 ml de agar suave (a 45°C) y
vaciar sobre una caja de medio Luria-Bertani, y dejar gelificar,
incubar a temperatura adecuada con las cajas con el fondo hacia
abajo de 5 a 7 horas, hasta tener crecimiento confluente, hasta
vaciar sobre la caja con cuidado 2 ml. de solucidn de dilucién del
fage y dejar incubando a 4°C po 48 horas. Transcurrido el tiempo
tomar con mucho cuidado la solucién y pasar a un tubo de centrifuga
al cual agregar 0.1 ml. de cloroformo, agitar suavemente con vortex
y centrifugar a 45009 por 10 min., rescatar el sobrenadante que es

el concentrado de fago.

Extraccién de plésmidos.

Inocular con una seola colonia un tubo gue contenga 3 ml de
medio Luria con el antibiotico apropiado (ampicilina 50
microgramos/ml.) e incubar toda la noche a 37°C. Al otro dia
centrifugar en tubos eppendorf a 12000g por 30 seg. en una
centrifuga Eppendorf 5415C y retirar el sobrenadante tratando que

la pastilla guede lo mas seca posible, resuspender la pastilla con
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10041 de la solucién I frfa agitar vigorosamente con vortex,
posteriormente agregar 200ul de solucién II, cerrar bien y mezclar
el contenido por inversion del tubo cinco veces rdpidamente. No
agitar con vortex. Guardar el tubo en hielo, agregar 150ul. de
solucién III frfa, cerrar el tubo y agitar con vortex suavemente
con el tubo invertido por unos 10 seg., guardar el tubo en hielo de
3 a 5 min. Centrifugar a 22000g por un lapso de 5 min. a 4°C, y
transferir el sobrenadante a otro tubo limpio, y agragar un volumen
de la mezcla fenol:cloroformo (1:1), agitrar con vortex, después
centrifugar a 12000g por 2 min. a 4°C y transferir el sobrenadante
a un tubo limpio. Las dobles cadenas de ADN se precipitan con dos
volumenes de etanol a temperatura ambiente, mezclar con vortex y
dejar reposar por 2 min, a temperatura ambiente, para
posteriormente centrifugar a 12000g por 5 min.a 4°C en una
microcentrifuga, remover el sobrenadante por simple aspiracién y
colocar el tubo en posicién invertida sobre papel absorbente de tal
manera gue todo el fluido drene hacia abajo, y remover las gotas de
fluido adheridas al tubo. Lavar las pastillas de ADN de doble
cadena con 1ml. de etanol al 70 $ a 4°C, y permitir que la pastilla
seque al aire por 10 min., resuspender la pastilla con 50u4l1 de TE
{pH 8.0). Guardar a =20°C.

Transformacién de células ¢on ¢lorure de calelo.

Estado de competencia; Inocular con una colonia de 1a bacteria
recipiente 500 ml. de medio Luria-Bertani hasta una D.0. a 600 nm
de 0.2 enfriar las células por un lapso de 15 a 20 min. en hielo,

y transferir a tubos de centrifuga, las células deben mantenerse
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entre 0 y 4°C durante los subsecuentes pasos del procedimiento.
Centrifugar a 2000g por 15 min., resuspender la pastilla celular
con 200 ml, de cloruro de calcio 100 mM frio esterilizado por
filtracién e incubar 1la suspencién por 20 wmin. en hielo,
transcurrido el tiempo centrifugar como anteriormente, resuspender
la pastilla con S5 ml., de cloruro de calcio 100 mM frio,
esterilizado por filtracién, incubar las células en hielo de 20 a
24 horas.

Transformacién; Agregar la solucién de DNA a las cé&lulas y mezclar
suavemente, se recomienda usar un volumen minimo de solucién de DNA
(menos de 10pxl) para obtener buenos resultados. Incubar la mezcla
de 30 a 60 min. en hielo y transferir los tubos a 37°C por 2 min.,
agregar 1 ml. de medio Luria-Bertani e incubar a 37°C por 30 min.
espatular las células en un medio selectivo, incubar toda la noche
a 37°C.

Andlisis del crecimiento de fagos.

De un cultivo de toda la noche de las bacterias sobre las
cuales se qulere analizar el crecimiento del fago, tomar 100ul y
colocar en un tubo de ensayo (5ml) junto con 100ul de cada dilucién
del stock de fagos (10?7, 10% y 10%), apadir 2.5ml de agar suave
fundido (45°C), mezclar y vaciar sobre cajas de T¢ o T¢ ampicilina
(cuando se requiera), dejar gque gelifique e incubar a 1las

temperaturas requeridas.,
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Protocolo de cuentas viables, centros infectivos, tasa de
produccién de fagos.

Poner un cultive durante toda la noche en medio de Luria~
Bertani. De dicho cultivo tomar 50xl. e infectar con los fagos
Abar+, Abar-, y dejar un control de bacteria sin infectar. Incubar
por 15 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente 10 minutos
a 37°C. Centrifugar los tubos (12000 g por 2 minutos), separar al
sobrenadante de la pastilla. Lavar la pastilla dos veces con
solucién SM esteril, y volver a centrifugar (2 min. a 12000 g).
Resuspender la pastilla en 500 ul de SM.

Cuentas viables: Diluir seriadamente (103%, 104, y 10% 1o00ul
da la suspensién celular, 100ul de cada dilucidn se mezcla con agar
suave (45°C) y vaciar en cajas de Luria-Bertani por duplicado.

Tasa de produccién: Inocular 10 ml., de medioc Luria-Bertani
(ampicilina 50ug/ml.) con 100gl de la suspensiétn celular e incubar
por 1 hora a 37°C, posteriormente agregar cloroformo{100 a 300 ul).
Centrifugar y diluir seriadamente (107, 10*%, 10%) los sobrenadantes
Y gotear sobre un tapiz de la cepa indicadora (Q1}).

Centros infectivos: Diluir seriadamente (107, 10* y 109%) los
100pl restantes de la suspensién celular y mezclar 100 xl. de cada
dilucién con 100 ul de de una suspensién celular fresca de la cepa
Q1, plaquear con agar suave e incubar las cajas a 37°C,

Diluir seriadamente el sobrenadante obtenido ,juntc con los

fagos infectante y gotear sobre un tapiz de la cepa Q1.
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Transduccidn.

Colocar 5ml de medio Luria-Bertani en un tubo estéril e
inocular con una colonia de la cepa receptora e incubar toda la
noche. Al dia siguiente centrifugar y raesuspender la pastilla con

2.5 ml, Qe la solucién de transducciébn. Hacer la siguiente

distribucién.
tubo ml, de suspensién ml. de lisado
1 0.1 ————
2 0.1 0.01
3 0.1 0.05
4 0.1 6.1
5 —— 0.1

Incubar 30 min a 30°C, afiadir 0.1ml de citrate de sodio 1M y
mezclar, afladir 1ml de medio Luria~Bertani e incubar 1 hr. a 32°c,
centrifugar la pastilla y resuspender en 0.1 a 0.2 ml de Luria-
Bertanli con citrato de sodio (l0mM), espatular en cajas que

contengan el antibiético apropiado.

Andlisis estadistico.
Se utilizo el método "t" de "student" el cual es idoneo para el
tipo de datos arrojados por los experimentos que conforman esté

tésis.

21



IV RESULTADOS Y ANALISIS
DE RESULTADOS

Bfacto del RNA da bar smobre el cracimiento de fagos A bar* y A bar
en la cepa silvestre N5960.

se investigé si el incremento en la dosis del RNA bar actua
promoviendo la inhibicién del fago lambda en una cepa silvestre
N5960, (simulando asi el fen&étipo rap de inhibicién del crecimiento
del fago Abar*). Mediante aumento en la dosis de RNA bar por
induccién de la transcripcién de los plésmidos pDH520, pPG110 y
pFG111 regulados por el represor cI857. Se realizarén ensayos de
crecimiento de fagos en cepas N5960 y N5960rap transformadas con
los plasmidos. Los resultados (CUADRO 4) muestran gue el aumento en
la dosis del RNA de bar no causa inhibicién del crecimiento de los
fagos Abar*, Abar y AAb, en la cepa silvestre (lineas 7, 8 y 9)
como sucede en la cepa rap (lineas 10, 11 y 12). La transcripcién
de bar por plismidos en multicopia no afecta el crecimiento de los
fagos en la cepa silvestre.
En la linea 10 no se puede analizar el crecimiento de los fagos por
la ausencias de crecimiento bacteriano dado por el efecto letal de
los transcritos bar sobre la cepa rap.

La inhibicién del fago bar’ en la linea 11 se considera no
significativa ya que este tipo de datos no son reproducibles.
Dentro de la serie de experimentos que sirvieron para conformar
este cuadro se observaron desviaciones como la observada en la

linea 7 y linea 11. No sucede asi con los resultados conclusivos
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que en todos los casos mostraron la tendencia sefialada. La bacteria
‘rap transformada parece inhibir el crecimiento del fago M\bar'™
(linea 11) esta inhibicidén aparentemente depende de la
transcripcién de la regién bar inducida ya que tanto bar* como bar'
inhiben y no asi el vehiculo plasmidico (linea 12), estos resultado
requieren de mayor estudio para poder plantear conclusiones
sélidas. El an&lisis de esta tabla presenta

dificultad ya que resulta complicado sefialar diferencias claras
entre datos como +10? y +/-10%, ya que observar una placa
confluente en una dilucién hace esperar placas aisladas en la

dilucién siguiente.
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CUADRO 4, ANALISIS DEL CRECIMIENTO DE LOS FAGOS A\ bar' ¥ A bar

EN LA CEPA MUTANTE rap Y SILVESTRE EN PRESENCIA DE TRANSCRITOS DEL
RNA DE bar POR PLASMIDOS.

azea
Abar* Abar’ AADb,

1 N5960/pPG110 +/-(10%) +/-(10%) +/=(10%)

2 N5960/pPG111 +/=(10%) +/-(109)

3 N5960/pDH520 +/=(10%) +/-(10%)

4 N5960rap/pPG110 +(20% - +/-(10%)

5 N5960rap/pPG111  +/-(10%) +/-(10%

6 N5960rap/pDH520  +/=(10%) v +/-(10%

7 N5960/pPG110 +/=¢10%) " T w(10?) +/-(10%

8 N5960/pPG111 +/=(10"%) +/=(10%) 4/-(10‘)

9 N5960/pDH520 +/=(10%) +/-(107) +/-(10%)

10 N5960rap/pPG110 * * *

11 N5960rap/pPGi1ll  +(10%) +(10%) +/=-(10%)

12 N5960rap/pDH520 +(107) +/-(10%) +/=(10%)

Los signos indican: + placa litica confluente, +/- placas liticas

aisladas, - ausencia de placas liticas.

Titulo de los fagos; Abar* 5x10°, Nbar 3x10° y AAb;, 1x10"

* no hubo crecimiento bacteriano. Entre parentesis seflalamos
aguella dilucién del lisado de fagos en que se cbservaron placas

liticas.
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EFECTO DEL FAGO Abar S8O0BRE LA VIABILIDAD CELULAR DE CEPAS
pthirap).

Se analizb el efecto de bar* sobre la viabilidad de células
rap, y la influencia sobre el crecimiento de Abar* y Abar.

La viabilidad celular observada en la infecci6n de la cepa
pth(rap) (CUADRO 5} es de aproximadamente el 50% tanto por fagos
Abar* como Abar® respecto a la viabilidad observada por las cé&lulas
infectadas por AAb, {(FIGURA 1). Las respectivas adsorciones de los
fagos a las bacterias fue al menos del 97% del fago total afiadido
en todo los casos, la produccién de fago Abar® por la cepa pth(rap)
fué 7.58% del fago producido por la cepa silvestre y fue el 12.2%
del fago Abar® producido por la cepa mutante pth(rap) (FIGURA 2).

La inhibici6tn del crecimiento fagico no esta dado por la
baja en la viabjilidad de rap, la mortandad es un efécto propio de
las mutantes pth{rap) al ser infectada por fagos N,
independientemente del RNA de bar* o har'.

La discrepancia observada entre el porciento de fago adsorbido
y el porciento de célula infectada se puede atribuir a un error de
manipulacién, durante 1los experimentos se busco corregir esta

discrepancia pero no conseguimos eliminarla.
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CUADRQO 5. EFECTO DE LOS FAGOS Abar®* Y Abar SOBRE LA VIABILIDAD

DE LAS CELULAS rap.

CEPA/FAGO VIAB. FAGO. FAGO CENT.
PROD. SOBRN. INFECT.

c600 1.8x%107
C800M* 1.5x107  5.2x107 6.0%10% 9.0%10%
C600N" 1.9x10"  6.5X107 1.5x%10° 1.7x10"
c600N" 1.8x107  9.0x107 4,5x10°  8,2x10°
cé00rap 4.3%107
csoorap* 1.5x10”  4.9x%x10° 3.5x%10° 1.1x107
C600rap\ 1.7x107  9.0x107 1.5x10° 2.5x10’

cé600raph”* 2.9x107  2,7x10* 7.0%10° 2.1x107

CEPA/ % DE CEL. % DE FAGO PROD %DE FAGO
FAGO INFEC. VIABILID POR CEL ABSOR.

C600/A* 50 83 3 5.8 97.6
ce00/N 94.4 105.5 3.8 99.0
c600/N° 45.3 100.0 11.0 98.2
ce6oorap/\* 25.8 34.9 0.44 98.6
c600rap/\ 59.1 39.5 3.6 99.0
ceoorap/\°  48.8 67.4 12.8 97.0
AMiXIac trp w205 red 114 imm434

Nidbar 101 red 114 imm434

N°tAAb, imm434

m.o.i de 5 para €600 ¥y m.o.i de 14 para C6COrap.

Los titulos de los fagos empleados fueron:

FAGO TITULO Vol. tomado para tener 2.5x10%
1N 2x10° ufp/ml 12.5 ul

IS 1%10"° ufp/ml 25.0 pul

A" 5%x10" ufp/ml 5.0 ul

La cepa C600 se trabajd a una D.O de 0.744 . La cepa C600rap se

trabajo a una D.O. de 0.684
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VIABILIDAD CELULAR

120

1004~

60|

1 2 3 4 5 6
Bacteria-Fago

bar+:fago lambda bar+; bar-: fago lambda bart01; bar-*: {ago lambda delscién b2
1:C600 bar+ 2.CH00 bar- 2,600 bar-*
4:C600rap bar+ 5:C800rap bar- 6:C600rap bar-*

1 Presenta diferencia significativa con 4.
2 Presenta diferencia significativa con 5.
3 No presenta diferencia significativa con 6.

FIGURA 1. REPRESENTACION GRAFICA DE LA VIABILIDAD DE

SILVESTRES Y rap INFECTADAS POR FAGOS bar+ ¥ bar-.

CELULAS
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FAGO PRODUCIDO POR CELULA

bars+: fago lambda bar+; bar-: tago lambda bari 01 ; bar-*: lago lambda deleclén b2
1:C000 bar+, 2:CE00bat-,  3:C000 bar-*
4:Ce00rap bar+, 5:C800rap bar-, 8:C600rap bar-*

1 Presenta diferencia significativa con 4.
2 Presenta diferencia significativa con S.

3 No presenta diferencia significativa con 6.

FIGURA 2. REPRESENTACION GRAFICA DE LA PRODUCCION DE FAGOS POR LAS

CEPAS SILVESTRE Y rap INFECTADAS FOR FAGOS bar+ Y bar-.
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EFECTO DE bar BOBRE EL CRECIMIENTO DE FAGOB A POR LA CEPA
rrsb{SuUGA~AC1054) BUPRESORA DE CODONES UGA.

En el CUADRO 6-A se observa el ensayc de supresién de
tripletes UGA por la cepa KL2665 ([rrsB(SuUGA-AC1054)] y la cepa
NK5336, por crecimiento del fago Aypy (el cual contiene un codédn UGA
en el gen O).

En el CUADRO 6-B se muestra el porcentaje de células que
mantienen los plismidos lo cual nos garantiza la transcripcién de
bar. En el CUADRO 6-C observamos el ensayo de crecimiento de las
cepas transformadas en medio minimo con triptofano y ampicilina
(50ug/ml.), en el que se busco reproducir la supresién observada
por Murgola-Guarneros(lQBl).

Se investigé si1 1los transcritos bar influyen sobre el
crecimiento de fagos Abar* y Abar por la cepa supresora rrsB(SuUGA-~
AC1054) mediante un ensayo de crecimiento de fagos en la cepa
rrsB(SuUGA=AC1054) transformada con plasmidos portadores de 1la
regién bar' (pPG110). Encontramos que la mutante rrsB (SuUGA-AC1054)
no inhibe diferencialmente el crecimiento de los fagos A silvestre
Y A bar {(CUADRO 6-D). En el CUADRO 6~E observamos la relacién
porcentual entre el crecimiento de los fagos en la cepa supresora
LIrs8B-1054 en presencia de transcritos pbar*. La FIGURA 3 explica los
datos del CUADRO 6-E. En las lineas 1, 2 y 3, asi como en las
lineas 7, 8 y 9 observamos disminucién en el crecimiento de 1los
fagos. Esta inhibicién depende de los transcritos Bar*, no es
comparable con la observada en sistemas pth(rap) y no depende de la

mutacién supresora rrsB-1054.
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CUADRO 6-A ANALISIS DE SUPRESION POR LA CEPA rrsB-(AC1054).

CONFIRMACION DE LA SUPRESION DE UGA POR rrsB-(AC1054)
FAGO  Abar* Abar A370
CEPA
C600pth(ts) + 10¢ + 20% + 107
KL2661 + 10 + 10° + 107
KL2665 + 10° + 10 + 104
NK5336 + 10% + 10 + 10%

Abar*: Alac trp W205 red 114 imma34

Abar': Abar 101 red 114 imm434

N370: Aby; Clyy €I::Tn10 Oyga

KL2665 es la portadora de rrsB-(AC1054)

KL2661 es iségenica.

El criterio utiiizado para asegurarnos que la cepa utilizada
presenta la mutacidén supresora AC1054 es el crecimiento del fago
AOyga -

Los saignos + y =~ indican crecimiento o no en las diluciones

indicadas,
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CUADRO 6-B. PORCENTAJE DE MANTENIMIENTO DE PLASMIDOS

CEPA # DE COLONIAS EN: % DE CELULAS
LURIA LURIA AMP. QUE MANTIENEN PLASMIDOS
KL2661/pDH520 116 108 93.1
KL2661/pPG110 63 48 76.2
KL2661/pPG111 199 167 83.9
KL2665/pDH520 96 77 80.2
KL2665/pPG110 27 23 85.2
KL2665/pPG111 16 17 102.7
N5960rap/pPG110 54 15 27.8
N5960rap/pPGiil 136 33 91.7

Se tomo una asada de una caja con crecimiento confluente y se

resuspendié en sol. SM se hlcieron diluciones y se espatularén.
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CUADRO 6-C., ANALIBIS DE CRECIMIENTO EN MEDIO MINIMO CON

AMPICILINA (50ug/pxl.) DE LA CEPA rrsB-(AC31054) TRANSFORMADA CON

LOS PLASMIDOS pPG110, PPGL1l Y pDHS20.

Las cepas KL2661/pPG110, = KL2661/pPGlll y  KL2665/pDH520;
KL2665/pPG110, KL2665/pPG111l y KL2665/pDH520 se estriarén en cajas

de M~9 glucosa, triptofano ampicilina.

CEPA M9 GLUCOSA TRP. AMP.
KL2661/pPG110 ++
KL2661/pPG111 [ees
KL2661/pDH520 4+
KL2665/pPG110 +
KL2665/pPG111 ++
KL2665/pDH520 ++

INCUBADAS A 32°C POR 18 hrs.

Los signos intentan mostrar un gradiente de crecimiento.



CUADROQ 6-D. aNALISIS DEL CRECIMIENTO DE FAGOS A POR LA

CEPA SBUPRESORA DE CODONEB UGA rrsB(BullGA-AC1054)

FAGOS Abar* Abar’ AAb,

CEPA

KL2661/pPG110 1.4X10"9 2.1x10° 3.6X20°
KL2661/pPG111 z.3x10"° 2.7x10° 5.6x10'°
KL2661/pDH520 2.9x10" 3.2x10° 6.6X10"
KL2665/pPGl10 9.7X10° 1.6X10%° 2.0x10'°
KL2665/pPG111 1.8x10° 1.7x10° 2.3x10°
KL2665/pDH520 2.6X10'"° 4.2X10" 5.2X10"

Los datos estan en u.f.p/ml. (Unidades Formadoras de Placas).



CUADRO 6-E RELACION ENTRE EL CRECIMIENTO DE LOS
DIFERENTES FAGOS POR LASB CEPAS TRANSFORMADAS CON LOS PLASMIDOS
pPG110 Y pPG1l1 RESPECTO AL CRECIMIENTO OBSERVADO FOR LAS CEPAS

TRANSFORMADAS CON EL PLASMIDO pDHS520.

CEPA/PLASMIDO/FAGO / CEPA/PLASMIDO/FAGC PORCIENTO
1 KL2661/pPG110 A™* /KL2661/pDHS520 A+ 49.2%
2  KL2661/pPG110 A\ /KL2661/pDH520 A" 64.7%
3 KL2661/pPG110 A™" /KL2661/pDH520 A™"° 53,9%
4 KL2661/pPG111 A™* /KL2661/pDH520 A 79.9%
5 KL2661/pPG111 AM“ /KL2661/pDH520 \™ 84.4%
6  KL2661/pPG112 A™ /KL2661/pDH520 A** 84.4%
7 KL2665/pPG110 A*™* /KL2665/pDH520 AM* 49.0%
8 KL2665/pPG110 A" /KL2665/pDH520 A\~ 78.3%
9 KL2665/pPG110 A" fKL2665/pDH520 A 50.0%
10  KL2665/pPG111 A*™* /KL2665/pDH520 A\"* 80.0%
11  KL2665/pPG111 AM" /KL2665/pDH520 A\™" 73.9%
12 KL2665/pPG111 AM" /KL2665/pDH520 \™° 80.8%

AM*:Nlac trp W205 red 114 imm434
A#rshbar 101 red 114 immd34
A2 NAb, immd34
El crecimiento fagico observado en las cepas KL2661 y KL2665
transformadas con el plidsmido pDH520 se considera el 100%.
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CRECIMIENTO DE LOS FAGOS CON LAS CELULAS TRANSFORMADAS
CON LOS PLASMIDOS pPG110, pPG111 Y pDH520
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1 No presenta diferencia
2 No presenta diferencia
3 No presenta diferencia
FIGURA 3.

PLANTEADOS EN EL CUADRO 6

significativa con 7,
significativa con 8,

significativa con 9.

REPRESENTACION GRAFICA PORCENTUAL

E.

DE LO8

DATOS
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TRANSDUCCION DE LOS MARCADORES pth(ts)-Tn::10 A LA CEPA SUPRESORA
DE CODONES UGMA (RL2665) A PARTIR DE LA CEPA DONADORA GG350 (C600
pth(ts)-Tn::10).

Los candidatos obtenidos a partir de transducir con el fago
P1/C600pth(ts)Tn::10. De la cepa KL2661 (is6gena de KL2665 no
porta la mutacidn supresora de codones UGA) se obtuvieron 90
candidatos tet', de la KL2665, 17 candidatos tet' y como control de
transduccién se uso la cepa C600 de la cual se obtuvierén 37
candidatos tet’. Todos los candidatos se probaron para crecimiento
a 42°C y solo uno resulté termosensible, (de la cepa KL2665) al
cual se le denomino DV2665. Debido a gque la resistencia a
tetraciclina se confiere por el transposon Tn:i:l0, el cual bajo
presién (presencia de tetraciclina) induce a que Tn::10 se disperse
por el genoma bacteriano, al hacer la transduccién y rescatar
resistentes a tetraciclina, no solo se rescato a agquellos que
cotransduscan pth sino también aquellos Tn::10 que cotransducen con
otros marcadores adyacentes a donde se inserto. Los ensayos que
indican que el candidato obtenido es de inter&s son el anilisis de
termosensibilidad, crecimiento en tetraciclina, sensibilidad al
fago M13, crecimiento en medio minimo-triptofano y la inhibicién
del crecimiento de fagos Abar*, (CUADRO 7-A). Razén por la cual el
candidato se probé para dichos ensayos. Transduccién de la cepa
KL2661 con pth(ts)-Tn::10, a partir de un fago P,,/DV2665 pth(ts)
Tni::10, Los candidatos obtenides fueron 95 de los cuales 58
resultaron termosensibles (con un porciento de cotransduccién del

59.79%). Lacs cepas obtenidas se denominarén DV2661, a las cuales se
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les probé sensibilidad a la temperatura, crecimiento en
tetraciclina, sensibilidad a M13, crecimiento en medio minimo con

triptofano, las cuales resultarédn en lo esperado (CUADRO 7-3).
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CUADRO 7-A. ENSBAYOS DE IDENTIDAD DE LOS CANDIDATOS

TRANSDUCIDOS PARA OBTENER LA CEPA pth(ts) Tn::10 rrsB(8u-UGA

ACL0S4) .
cepa M9-G M9=G~ M9=-G-thr- Tetra- fago
trp. leu-thi. cieclina M13
C600pth(ts) - - + + -
KL2665 - + - - ¥
DV2665 - + - + +
DV2&61 - + - + +

Las cepas DV2665 y DV2661 se ensayartn a diferentes
temperaturas su influencia sobre el crecimiento de fagos A\ bar*

bar bar'.

a8



EFECTO DE LA BUPRESION DE CODONES UGA POR LA MUTANTE pth(ts)=-S5uUGA
AC1054.
Se construyo ia cepa supresora rrsB(SuUGA-ACL1054)-

pth(ts) el CUADRO 7-A muestra el ensayo hecho a los candldatos
transducidos, el experimento de interés no se pudo realizar ya que
al transformar la cepa rrsB(SuUGA-AC1054)-pth(ts) con plésmidos
portadores de secuencias bar sivestres (CUADRO 8-B) no se obtienen
candidatos viables.

Entonces se pensd que el problema era a nivel del
mantenimiento de los plésmidos por lo gque en los experimentos
subsecuentes se buscod introducir a las cepas KL2661 y KL2665 el
represor termosensible del fago AcI857. la estrategia fue por
transduceién con el fago P, partiendo de la cepa donadora TAP106;
hsd R, leu,thi, rps L, sup E44, Alac U169, gal, Kam, bioA (M int-
ral) ABam, N*, cI857,(cro-bioA) A N::Kan. Se checé el genotipo de
la cepa por crecimiento en medio Luria kanamicina (S50pg/ml.) y por
crecimiento del fago inmunidad lambda a 42°C, pero no a 32°C.
Posteriormente se hicieron los lisados de P,,;- Se obtuvierén 13
candidatos Kanamicina resistente de la cepa KL2661 y ninguno de la
cepa KL2665. A los candidatos se les checé la presencia del
represor cI857, de los cuales solo $ permiten el crecimiento de
fagos A a 42°C pero no a 32°C (a esta cepa se le denomind DV106).
A partir de dos de estos candidatos se obtuvo un iisado P,; para
nuevamente hacer la transduccién para introducir cI857::TnS a la
cepa KL2665. La transduccién no fue factible ya gue no se

obtuvieron candidatos. En un ensayo en el que las cepas DV003 se
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someten a crecimiento a temperaturas entre 40° a 42°C, se observo
que estas no crecen eficientemente, es decir esta cepas son
termosensibles, guiza esto explique de alguna manera el porque las
cepas KL2665 no pudierdén transducirse ya que de alguna manera la
insercién de cIBS7 resulta letal para estas células, asi como 1la
insercién en KL2661 resultd en hacerlas termosensibles por lo que
se buscd introducir a estas cepas un regulador termoinducible;
cI857, lo cual tampoco fue posible ya que no se obtuvierén
candidatos.

La cepa pth(ts)-rrsB(SuUGA-AC1054) no soporta la transcripcién
constitutiva de bar*, ya gque 1la transcripcién de bar si es
tolerada.

En el analisis de supresibilidad con la cepa pth(ts)-SuUGA
AC1054 (CUADRO 8-B) se observdé un aumento en la supresidn del
codén UGA en el fago A370 por cepas pth(ts)-SuUGA(AC1054), respecto
a pth y AC1054 por separado. La mutante pth(ts)-AC1054 suprime nés
eficientemente el fago A370.

No se logré observar la supresién del codén UGA en la cepa
portadora de la mutacién rrsB(SulUGA-ACL054) trpUGAlS5 mediante el
ensayo utilizado por Murgola (Murgola y Guarneros, 1391), més sin
embargo la cepa es sensible al fago M13, ademis de gue crece bien
en medioc minimo glucosa, tiamina, indol(S5ug/ml) y 5-metil-pL-
triptofanc(50ug/ml).

Murgola y Guarneros sefialan que la supresién por pth en medio
minimo decrece al aumentar la temperatura, esto se debe a que la

mutante pth es termosensible. Creemos que la supresién de A370(Oyga)
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se favorece a temperaturas elevadas en las cuales todavia se
permita el crecimiento de las cepas termosensibles.

Posiblemente el gradiente de no funcionalidad de la enzima Pth
permita un mayor crecimiento del faygo AOyg. No se logrsd observar
la supresién del codén UGA en la cepa portadora de la mutacién
rrsB(SUUGA-AC1054) trpUGAl1S, mas sin embarge la cepa es sensible al
fago M13, ademés de que crece bien en medio minimo glucosa,
tiamina, indol(Spg/ml) y S-metil-DL-triptofano(SOpg/ml).

Los fendmenos de supresibilidad de UGA e inhibicién del crecimiento
del fago A obedecen a mecanismos diferentes que podrian tener en
comGn defectos en la enzima Pth. Al parecer la supresién de AOyg,
por pth(ts) se ve afectada por la temperatura ya gque a 40°C A Oyq,

crece en 104 mientras que a 37°C crece en diluciones de 1073.
q
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CUADRO 8-A. TRANSFORMACION DE LA DOBLE MUTANTE CON EL PLASMIDO

PORTADOR DE BECUENCIA bar.

Se hicieron las cepas DV2665 y DV2661 competentes por el método del
Cacl;. La transformacién se hizo con 10pl de ADN plasmidico obtenido
por minipreparacién (Silhavy, afio) y se crecieron en cajas de agar

Luria ampicilina (50uqg/ml).

CEPA/PLASMIDO CANDIDATOS

TRANSFORMADOS
DV2661 NO HUBO
DV2661/pPG110 NO HUBO
DV2661/pPG11l ST HUBO
DV2661/pDH520 SI HUBO
DV2665 NO HUBO
DV2665/pPG110 NO HUBO
DV2665/pPG111 SI HUBO
DV2665/pDH520 SI HUBO
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CUADRO §-B. ANALISIS DE BUPRESION DEL CODON UGA POR LA DOBLE

MUTANTE pth(ts)-8ulah AC1054.

FAGO \bar* Abar” AOyan
CEPA )
c600pth(ts) + 10% + 10 + 107
KL2661 + 10° +10¢ + 107
DV2661 + 10° + 10° + 10¢
KL2665 + 10% + 10% + 10+
DV2665 + 10° + 10% + 10%
NK5336 + 10° + 109 + 10°

Este experimento se incubd a 37°C

Los datos estan en u.f.p/ml.

A370: Ab;y; ©I857 cIL::Tnl0 Oyg,

ANK1327:Mini Tn 10 kangPlacUV5 cI857 P, nin5 b$22 att’

La ausencia del supresor para P, en la cepa DV2661 se puede
explicar pensando que durante la transduceidn de pth{ts) este

contransdujo con tyr R el cual presenta supresores SupF.
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CRECIMIENTO DE PAGOS Abar*, Abar  y Abar* A DIFERENTES TEMPERATURAS

POR LA CEPA pth(T8)-rrsBAC1054 (DV2665).

En el CUADRO 9~-A observamos la inhibicién en el crecimiento de
los fagos Abar* y Abar' a diferentes temperaturas, la mutacién yrsB-
1054 no participa en la disminucién en el desarrollo de los fagos
aln en presencia de transcritos de par', el efecto inhibitorio
observado se debe al defecto en la enzima pth y a los transcritos
bar* (efecto rap). La ausencia de creciniento en las lineas 7 y 8
obedece a letalidad ocasionada por la termosensibilidad de 1a

enzima Pth.
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CUADRO 9. ENSAYO DE CRECIMIENTO DE FAGOS Abar®

Abar* A DIFERENTES TEMPERATURAB POR LA CEPA pth(Ts8)=

rrsBAC1054 (DV2665).

Abar y

32¢c
FAGOS Adb, Abar Abar* Abar*
cepa
1 DV2661 1x10'% 53107 7x10° 6x%10°
2 DV266S 2x10" 5x10° 7x10° 5x1.0°
3  KL2665 7x%10° 5x10° 1x10" 3x1o°
a7%¢c
4 DV2661 1x10" 6x10° 1x10° 3x10’
5 DV2665 1x10® 5%10° 1.2%10° 3Ix10’
6 KL2665 1x10'° 6x10° 1.6x10° 3x10°
40°C
7 DV2661 * - * *
8 LDV2665 * * * *
9 KL2665 1x10'" 5x10° 7%x10’ 3x10°

*:no hubo crecimiento del tapiz celular

Los datos estan en u.f.p/ml.
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V CONCLUSIONES

Bl efecto inhibitoric sobre el crecimiento del fago A por las
secuencias bar* en cepas rap no se cbserva en cepas silvestres afn
cuando la dosis de los transcritos Bar aumenten.

Esto sugiere que el efecto inhibitorio observado en bar'/rap esta
intrinsecamente relacionado con el defecto en el gen pth.

La infeccién de cepas rap por fagos A bar*, y bar revelan gque la
la viabilidad de rap disminuye en un 50% sin importar que fagc es
el infectante. La mortandad celular no es requisito para la
inhibicién del crecimiento de los fagos.

Los transcritos bar no influyen sobre el crecimiento de los
fagos Abar* y Abar por la mutante prsB-(Su UGA-AC1054), debido a
que no observamos inhibicién diferencial en el creciﬁiento de los
fagos, por lo cual no podemos correlacionar la supresién de codones
UGA con inhibicién en el desarrollo fagfco.

La transduccién de pth(ts) a la cepa rrsB(SuUGA-ACl054), fue
posible, la doble mutante obtenida no se pudo transformar con
plasmidos portadores de secuencias bar sivestres. Por lo cual no Se
pudo analizar el crecimiento de fagos en la doble mutante, en
presencia de transcritos bar* a partir de plasmidos.

En el analisis del crecimiento de fagos bar* y bar por la
doble mutante rrsB(SuUGA-AC1054)-pth(ts), la mutacidédn rrsB(SulUCA-
AC1054) no influye socbre el crecimiento de los fagos Abax* y Apar.

Indicando que rrsB(SuUGA-AC1054) no se involucra en la inhibicién
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del crecimiento de los fagos.

En el analisis de supresisn del codén UGA por la doble mutante
rrsB(SuUGA-AC1054) ~pth(ts) aumenta la supresibilidad del codén UGA
en el fago A370(0yq.) por la doble mutante respecto a pth{ts) y

rrsB(SulUGA-AC1054) por separado.
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GLOSARIO

baxr: Regién de ADN del fago lambda que al ser transcrito en cepas
rap inhiben el crecimiento del fago. sus siglas significan "Blanco
de accién de rap"

CODON: Grupo de tres nucleétidos adyacentes de moléculas de ARN gue
codifican para un amino&cido especifico en 1la sintesis de
protelinas.

COTRANSDUCCION: Frecuencia con la que se transducen dos o mds genes
cercanos entre si.

GENOMA: Contenido genético de una célula o virus, el cual codifica
para todas las estructuras y funciones de la célula o virus.
MUTACION: Cambios hereditarios en la secuencia de nucledtidos que
se producen en un orgdnismo. Pueden ser esponténeos o inducidos por
agentes mutigenos.

MUTANTE SUPRESORA: Mutante que elimina el efecto fenotipico de otra
mutacién, pero no el efecto genotipico, puede localizarse dentro
del mismo gen o en un gen diferente a la mutacién eoriginal.
PLASMIDO: Elemento genético extracromosomal situado dentro de la
célula anfitriona, que se replica independientemente del cromosoma.
PROMOTQR: En el ADN de un operdn, secuencia de nucléotidos que es
reconocida por la ARN transcriptasa como un sitio en el cual se
inicia la transcripcién.

pLt Promotor izquierdo del fago lambda.

PR: Promotor derecho del fago lambda.

pth: Gen que codifica para la enzima Pth a la que se le ha
atribuido el papel de hidrolizar los peptidil-t-RNA durante la
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terminacién de la traduccién.

rap: Cepa E. coli mutada en el gen pth.

rrsB: Regién del ADN bacterianoc que codifica para el ARN ribosomal
168.

SuUGA: Mutaciédn supresora de codones UGA.

TRANSCRIPCION: Transferencia de la informacién genética codificada
en la secuencia de nucleStidos del ADN a una secuencia de
nucle6tidos de una molécula de ARN.

TRANSDUCCION: Es 1la transferencia de ADN de una célula a otra
mediante un bacteriéfago.

TRANSFORMACION: Es la asimilaci6n directa del ADN exégeno por una
célula, que lleva a la recombinacidén entre este ADN y el ADN
celular.

ILID ST-INFECCION; el nGmero de c&lulas gque crecen
posterior a la infeccién, entre el namero de células totales no
infectadas.

CENTROS INFECTIVOS: NGmero de cé&lulas infectadas capaces de
producir fagos.

FAGQ PRODUCIDO POR CELULA: Fago total producide entre centros
infectivos.

PORCIENTO DE CELULAS INFECTADAS: Centros infectivos sobre el nimero
de células totales por 100.

PORCIENTO DE VIABILIDAD: niimero de células post-infeccién entre el

nimero de células totales por 100.

ORCT 0 ORBIDQ: (fago total menos fago en el

sobrenadante) entre fago total por 100.
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