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RESUMEN 

En el presente trabajo, se reporta el aislamiento de mutantes 

opc que exhiben un fenotipo similar a mutantes siQ en el ensayo de 

placa roja y que revierten el efecto de la mutación cinl en fagos 

y plásmidos en cepas IHF-. Por estudios de mapeo genético y de 

restricción, así como por estudios funcionales con fagos y 

plásmidos, las mutaciones se localizaron en la región pRoR y de 

acuerdo a los resultados presentados, incrementan la 

constitutividad de éste. Asimismo se presentan evidencias que 

sugieren una obstrucción entre los promotores pR y pcin. Se 

discuten posibles implicaciones de este hallazgo. 
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INTRODUCCION 

El potencial del bacteriófago lambda, de seguir un estilo de 

propagación lítico ó uno lisógenico, probablemente evolucionó corno 

una respuesta adaptativa a las fluctuaciones de los hábitats de su 

hospedero Escherichia coli. Esta conducta permite al fago responder 

a condiciones ambientales que le confieran una ventaja selectiva 

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

La respuesta lítica capacita al fago para replicarse, empacar 

su DNA y producir progenie; esta respuesta es más productiva cuando 

el hospedero crece en abundancia de nutrientes. El modo lisógenico 

permite la perpetuación del genoma del fago por asociación estable 

con el cromosoma bacteriano, sobre todo en condiciones de 

crecimiento pobre (fig. 1) (Grozicker et al, 1972; Kourilsky, 1973; 

para una revisión ver Herskowitz y Hagen, 1980). 

Para que ocurra la Lisis ó la Lisogenia, en gran medida 

influye la rnul tiplicidad de infección (rndi: número promedio de 

fagos que infectan a una célula). A multiplicidades bajas (0.1) el 

fago entra en el ciclo lítico; mientras que a multiplicidades altas 

·(10) se favorece el ciclo lisógenico (Kourilsky, 1973). 

Teleonómicamente, un número bajo de fagos con respecto al 

número de bacterias.significa un gran suplemento de hospederos para 

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

una inminente pérdida de nuevos hospederos para pro~agarse 

liticarnente (equilibrio en un sistema depredador-presa). 

El genornn del fago lar.bda codifica para 2 proteinv.~: represoras 
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Fig. 1. Ciclo de vida del bacteriófago lambda.- En ta figura se ilustran las respuestas de Ja 
infección de Ja bacteria Escherichia coli por el fago lambda. En la respuesta lítica el DNA del 
fago se replica y produce progenie que se libera al medio. En la !isogenia se reprimen las 
funci mes virales y el DNA del fago se asocia al DNA bacteriano. En esta forma se llama 
profago y es perpetuado en la bacteria por un número indefinido de generaciones. 
Eventualmente. las funciones del profago se desreprimen. el DNA viral se libera y entra en ta 
respuesta lítica. 



que tienen funciones esenciales, pero que son antagónicas en el 

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

producto del gene ºI se requiere para la lisogenia; mientras que el 

producto del gene ero se necesita durante el desarrollo lítico. El 

represor CI apaga la transcripción de los genes tempranos que 

incluyen a ero y adicionalmente enciende la transcripción de ºI. 

Para permitir el desarrollo lítico, Cro realiza 2 funciones 

negativas: Impide la transcripción que estimula CI y abate la de 

los genes tempranos (Herskowitz y Hagen, 1980). 

Ambos represores compiten para unirse a 2 regiones operadoras 

en el genoma del fago ( oL y oR). Cada una de estas regiones 

consiste de 3 si ti os de unión para los represores, los cuales 

tienen diferente afinidad para cada uno de los sitios. La forma en 

que se utilizan estos sitios por las proteínas ero y CI, sirve como 

interruptor entre las rutas lítica y lisógenica (fig. 2; Ptashne et 

al, 1980). 

El establecimiento de la lisogenia requiere de la síntesis de 

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

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

recombinacion enre el DNA viral y el DNA bacteriano. 

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

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

integrasa ( int), a partir de los promotores pE y pI respecti vamcntc 

(fig.3) (Reichardt y Kaiser, 1971; Echols y Green 1971; Katzir et 

al, 197G; Jones et al, 1979; Hoess et al, 1980; scnmeissncr et al, 

1980; Abraham et al, l'lBO;. Unr: ve<'. qu~ 2.:i represion se ost;:ihlccc, 

4 
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Fig. 2. Sitios de unión de CI y Cro.- (A) Una porción del genoma del fago lambda. Las 
flechas indican las direcciones y los puntos de inicio de la transcripción de varios genes. pLoL y 
pRoR son las regiones promotor-operador izquierdo (L) y derecho (R). (B). Diagrama expandido 
del operador oR. oR1. oR2 y oR3 son los sitios de unión (de 17 pb de largo cada uno) de e1 y 
ero. Los sitios del inicio de la transcripción de pR y pM. son señalados. Las afinidades en orden 
decreciente para los represores son: para el. o1,o2>o3 y para ero. 
o3>o2.·o1. 



la transcripción del gene g_I se inicia en el promotor pM, que 

regula positivamente el represor CI (fig. 2; Ptashne et al, 1980). 

La proteína CII también ejerce una regulación negativa sobre las 

funciones líticas (McMacken et al, 1970; Court et al, 1975). 

La estabilidad de la proteína CII es controlada por los 

productos génicos de hflA (bacteriano) y de QIII ( fágico). La 

proteína Hfl A facilita la degradación de CII, mientras que CIII 

protege a CII (Belfort y Wulff, 1973a y by 1974; Hoyt et al, 

1982). La síntesis de CII está bajo control positivo (a nivel 

postranscripcional) por los productos de los genes bacterianos himA 

y himD que conforman a la proteína IHF (Miller, 1981; Hoyt et al, 

1982). 

Así CII puede ser la función clave para la separación inicial 

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

manifiesta a multiplicidades de infección altas. 

La integración del r.::~A del fago en el cromosoma bacteriano 

esencialmente ocurre por el mecanismo propuesto por Campbell 

(1962). Ll DNA de La~bda se circulariza después de la infección y 

la recombinación se realiza entre sitios específicos att de ~os 

DNAs (PoP', en el fago y BoB', en la bacteria). La reacción de 

recombinación es mediada por la proteína Int (Zissler, 1967; 

Gingery y Echols, 1967; Gottesman y Yarmolinsky, 1968). La 

inducción del protago resulta de la desrepresión y escisión del 

DNA viral del cromosoma bacteriano. La reacción de escisión 

requiere de las proteínas Int y Xis (Gingery y Echols, 1967; 

Gottesman y Yarmolinsky, 1968; Kaiser y Masuda, 1970; Guarncr0: y 

6 
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Fig. 3. Los promotores que activa coordinadamente Cll. Diagrama que muestra la activación 
coordinada de los promotores pi. pE y paQ por la proteina Cll. Las flechas horizontales indican 
el origen y la dirección de la transcripción de vanos promotores. Ver el texto para otros detalles. 



Echols, 1970). Adicionalmente ambas reacciones requieren de los 

productos bacterianos HimA y Hip (IHF) (Miller y Friedman, 1980; 

Miller y Nash, 1981). 

El gene int además de transcribirse a partir del promotor pI 

(cuando este se activa por CII, ver más arriba) también se 

transcribe a partir del promotor pL, cuando este se activa por la 

proteína N. sin embargo, en contraste a los niveles altos de Int 

que se producen del transcrito de pI, se producen niveles reducidos 

del transcrito de pL. Esta inhibición es postranscripcional y se 

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

distal a int (fig. 4). A este tipo de inhibición se le ha 

denominado retroregulación (Schindler y Echols, 1981; Guarneros et 

al, 1982). Adicionalmente a la región sib, se requiere para este 

tipo de regulación de la RNAsa III, endonucleasa de I;.coli que 

probablemente procesa el RNAm en sib. Mutaciones en sib ó en 

RNAsaIII son deficientes en la inhibición. 

EL sitio sib puede ser vital para la regulación temporal de la 

lisogenia, ya que evita integracicr. temprana en ausencia de 

represión que podría ser letal para el hospedero. En el estado de 

profago, sib queda separado de .iDJ; por el evento de integración. La 

inducción se realiza en condiciones Sib-, asegurando la e>:presión 

de Int y Xis para una escisión rá¡::id::. de:!. profago (Guarneros y 

Galindo, 1979; Schindler y Echols, 1981; Guarneros et al, 1982; 

para una revisio:i ver Echols y Guarneros, 1983). 

El opcrón pR, ademéis de co:-:-::ener ~oc; genes fIQ., ºII y Q que 

intervienen en el con-::rol de la Lisis.'Lisoaenia,contiene los genes 
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Fig. 4. Regulación de la expresión del gene int. Después de la infección. la transcripción 
(lineas onduladas) que se inicia en pL termina en tl 1 . La proteína N elimina la terminación (+) 
prolongando el transcrito hasta la región b. El sitio sib inhibe (-) la traducción del mRNA de int. 
Posteriormente. La proteína C//. activa la transcripción de pi(+). Estl" •ranscrito incluye a int. 
pero no axis; sib no afecta la traducción de int del transcrito de pi. 
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y sitios necesarios para la replicación del DNA viral. Una 

aproximación para entender la regulación de este proceso se ha 

llevado acabo con el plásmido \dv (Matsubara, 1981). 

El plásmido AdV es un fragmento derivado del genoma del 

bacteriófago A que consiste de genes y sitios que toman parte en el 

proceso de la replicación y su regulación (región "core~); y se 

encuentran arreglados en el siguiente orden: pRoR-cro-~Rl-QII-0-P 

(fig. 5). A su vez el replicón puede dividirse en dos regiones 

separadas por ~Rl, la del autorepresor que contiene a pRoR y ero, 

y la del origen que contiene a los genes iniciadores o y P y a los 

sitios de iniciación (ori y ice) para la replicación (Matsubara, 

1981). La replicación se inicia cuando la transcripción que se 

origina en pR "activa" el origen y produce los iniciadores. El 

mismo transcrito produce un autorepresor (ero) que inhibe la 

transcripción de pRoR, cuando su concentración es alta. Cuando la 

masa celular se incrementa, el nivel del autorepresor se reduce y 

la transcripción (y por consiguiente, la replicación: procede hasta 

que el nivel del autorepresor alcanza otra vez el umbral(fig. 6). 

Así este sistema permite que la replicación del plásmido este 

coordinada con el incremente de la masa celular (para una revisión, 

ver Matsubara, 1981). Mut~=iones que aumentan la fuerza de pRoR 

(operador constitutivo), incrementan el número de copias del 

plásmido, el nivel del au::orepresor ero que este produce y la 

incompatibilidad con otros\dv ~fagos (Murotsu y Matsubar~, 1980). 

2 plásmidos ~dv son incompa~ibles si presentan la misma región de 

inmunidad (r. del autorepresor), mientras que son compatibles si 

10 
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Fig. 5. Estructuras genéticas del bacteriófago lambda y del plásmido dv. En la parte 
superior se muestra un esquemr del genoma del fago , y en la parte media y baja se presentan 
de forma amplificada el genoma .e dv y su "región core" respectivamente. Las flechas en la 
parte baja representan el origen y dirección de la transcripción. 
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estas regiones son diferentes, aunque los pltismidos AdV e imm434dv, 

que se encuentran muy relacionados, se comportan de una forma 

intermedia (Matsubara y Otsuji, 1978). 

Entre los genes ero y gII, se localiza el terminador de la 

transcripción tRl (dependiente de Rho). En ausencia de la proteína 

antiterminadora N, solamente el 50 % de la transcripción termina en 

este sitio (Court et ª1., 1980). Bajo estas condiciones, los niveles 

de expresión de los genes a la derecha de !;Rl se encuentran 

reducidos con respecto a ero. De esta forma, el papel de .tRl podría 

ser el ajustar los niveles relativos entre Cro y CII para favorecer 

la Lisis ó la lisogenia, ó entre ero (autorepresor) y la región del 

origen para controlar los eventos de inicio de la replicación. 

La mutación cinl que se encuentra en la región iRl provoca un 

doble efecto: incrementa la eficiencia de terminación en _!;Rl (al 90 

%) y crea un nuevo promotor para gI independiente de CII denominado 

pcin, que funciona consti tu ti vamente (Rosenberg et a 1, 1978; Gussin 

et al, 1980). Los fagos que llevan la mutación cinl, no pueden 

propagarse en cepas himA- ó hip- (IHF-). Se ha propuesto que esta 

inhibición ocurre por una sobreproducción de CI a partir de pcin. 

En una cepa silvestre, IHF reprime a p=in por unión al sitio IHF 

que se traslapa con la regió:i -35 de este (Griffo et al, 1989). La 

función "normal" que IHF lleva acabo sobre este sitio no hu podido 

ser determinada con claridad. 

La proteina IHF de E. coli, participa en diversos procesos, 

tales como la recombinación sitio-especi~:ca del fago lambda, 

transposición, inversión, empaquetamiento del DNA de fagos, 
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Fig. 6. Los circuitos regulatorios y la representación esquematica del genoma de dv. 
Corno se puede observar el genoma de dv consiste de una región del aútorepresor y una regió 1 

del origen conectadas una con otra. Una flecha circular dibujada en el interior del genoma 
representa la transcripción que comienza en pRoR. 
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transferencia de plásmidos, replicación del DNA de plásmidos y 

fagos, y en el control positivo y negativo de la expresión genética 

(para una revisión ver Friedman, 1988). IHF es un heterodímero, 

cuyas subunidades alfa y beta son codificadas por los genes himA y 

h.ll2 respectivamente. Aunque el mecanismo de acción de IHF no se 

conoce totalmente, se sabe que flexiona ó curva el DNA, cuando esta 

se une a su secuencia de reconocimiento (consenso) sobre el canal 

menor de la doble hélice (Mengeritsky et al, 1993); estos cambios 

conformacionales pueden tener efectos positivos ó negativos 

dependiendo del contexto de los componentes implicados (Claverie­

Martin y Magasanik, 1992). IHF regula la actividad transcripcional 

de varios promotores del fago lambda; estimula el inicio de la 

transcripción de pL, aunque el sitio de unión de IHF se encuentre 

fuera del promotor (Giladi et al, 1990); y reprime la actividad de 

los promotores pR' y pcin. En ambos casos la secuencia de unión de 

IHF se traslapa con la región -35 de estos (Kur et al, 1990; Griffo 

fil aL 1989). 
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OBJETIVOS 

Aislamiento y caracterización de mutantes del bacteriófago 

lambda con un fenotipo similar a las mutantes sib. 

El propósito inicial era obtener mutaciones en el si tia sib: 

sin embargo las mutantes opc aisladas, además de mostrar un 

fenotipo similar a las mutantes sib, revirtieron el efecto de la 

mutación cinl en cepas IHF- (formando placas turbias). Estos hechos 

sugerían que las opc eran un tipo de rnutación(es) diferente(s) a 

sib y puesto que sus efectos resultaron interesantes, se decidió 

caracterizarlas. El estudio de las mutantes opc, podria ayudar a 

entender la regulación de ln integración y en un conte>:to más 

amplio el control de la lisogenia del fago lambda. 
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ES'fRATEGIA 

La estrategia que se utilizó para la selección de las mutantes 

fué el ensayo denominado "ensayo de placa roja" desarrollado por 

Enquist y Weisberg (1976). Este ensayo se basa en la escisión de un 

profago críptico que se encuentra insertado en el gene gg_lT; por lo 

que la bacteria, que en principio tenia un fenotipo Gal- adquirirá 

un fenotipo Gal+ (ver fig. 7). Dado que la reacción de escisión 

depende de las proteínas Int y Xis proporcionadas por un fago 

infectante, se puede esperar que fagos que produzcan distintos 

niveles de las proteínas, como es el caso de los fagos sib+ y sib­

muestren un fenotipo diferente. Así las placas formadas por los 

fagos sib- serian rojas en un tiempo de incubación menor que la de 

los fagos sib+, debido a la mayor e>:presión de lnt (fenotipo Sib-). 

Existen evidencias que sugieren que sib no tiene efecto (ó este es 

muy discreto) sobre la e>:presión de >:is, el gene adyacente a int, 

(ver fig. 4) y cuyo producto también se requiere para la reacción 

de escisión (Schindler y Echols, 1981; ortega, 1983). 

Los fagos que se utilizaron en el ensayo de placa roja se 

diseñaron con las siguientes mutaciones ó marcadores genéticos: 

HindIIIreull4~IB57cinlgll68 lsib+ e ~;LP-). 

La mutación gII68 (CII defectiva) se utilizó para e·:i-::ar la 

expresión de int a partir de pi, para que la e>:presión de :r.t sólo 

estuviera dada a partir de pL, que es la condición para e~ estudio 

de sib (Guarneros y Galindc, 1979); pero debido a que CI::: 

también regula positivamente la expresión de ~I (gene del represor) 



fué necesario utilizar la mutación cinl que crea un promotor para 

QI independiente de la regulación de CII (Wulff, 1976); de esta 

forma se obtuvo represión en condiciones QII-. la mutación red114 

redujo la posibilidad de que la escisión del profago en el ensayo 

se diera por un mecanismo distinto al sitio-especifico. La deleción 

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

espacio de 250 pb entre ésta y el sitio de inserción att, donde se 

localiza sib) se utilizó con el fin de que el mapeo genético de 

posibles mutaciones en esa región fuera más fácil. 
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Fig. 7. El ensayo de placa roja.Una cepa de.[;. coli (de plan roja) con un profago criptico 
enel gene T del operan lli!! le confiere un fenotipo Gal- (mutat:1ón por inserción). Si a esta 
bacteria se le infecta con fagos que puedan proporcionar las funciones lnt y Xis (proteinas 
indispensables para la escisión sitio-especifica del fago) el profago cript1co se escinde del 
genoma bacteriano. de¡ando un operón Gal+funcional Si ademas el fago infectante reprime 
sus tune ones lilicas para la obtención de lisógenas. la reversmn de lli!!T puede ser 
detectac.a por formac1ón de placas rojas (en un medio indicador que reacciona al cambio de 
pH. por utilización de galactosa. 
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MATERIAL Y METODOS 

Bacterias: las cepas bacterianas y su genotipo relevante se 

enlistan en la tabla A. 

Bacteriófagos: Las mutaciones fágicas utilizadas en diferentes 

combinaciones se dan en la tabla B. 

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES UTILIZADAS: 

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

g; se aforó a 1000 ml de H20); T~ suave (idéntico a Td, excepto que 

se agregó 6 g/l de agar); LB (Luria: triptona, 10 g; extracto de 

levadura, 5 g; NaCl, 10 g; NaOH al 2%, 4.8 ml; se aforó a lOOOrnl de 

H20. En caso de la preparación de cajas se agregaron 15 g de agar); 

Tet-c (triptona, 10 g; NaCl, 5 g; agar, 11 g; se esterilizó y 

añadió 2.5 ml de cloruro de 2, 3, 5 trifeniltetrazolium (TTC) al 

1%; 50 ml de O-galactosa al 20%; se aforó a 1000 ml de H20); EMBO 

(agar EMB, 27.5 g; se aforó a 1000 ml de H20); TB (triptona, 10 g; 

NaCl, 5 g; se aforó a 1000 ml de H20); TB-D (TB + 0.2% de maltos,); 

SM (NaCl, 5.85 g; gelatina, o.5 g; H20, 480.5 ml; se ajustó el pH 

a 7.4 con 0.2 ml de HCl lN; se esterilizó y agregó 5 ml de Tris lM 

pH 7.4; MgS04 lM 2.5 ml); M56 (fosfato di-acido de potasio, 13J g; 

sulfato de amonio, 2 g; sulfato de magnesio, 0.2 g; sulf.,to 

ferroso, 0.5 mg; glicerol, ?. g; se ajustó el pH ,, 7 y se afor_) a 

500 ml de H2C. Para la preparación de cajas se agregaron G ~ de 

agar, 50 ug/ml de ampicilina, galactosa a una concentración fi1al 
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de 0.2%, vitamina Bl a una concentración final de 1% y L-histidina 

a una concentración final de 2% ó también se utilizó la siguiente 

fórmula para el medio mínimo (sales lX): (fosfato de fosfato 

monobásico 6.8 g, sulfato de amonio, 1 g; sulfato de magnesio, 0.1 

g; cloruro de calcio, 5 mg; sulfato ferroso, 2.5 mg; se ajustó el 

pH a 7.4 y aforó a un litro de H20); medio mínimo suplementado (lX 

de sales M56; casaminoacidos, 2%; extracto de levadura, 0.006%; 

fructosa, 2%; L-histidina, 0.005% y vitamina Bl, 0.0001%; 

ampicilina, 50 ug/ml; concentraciones finales); solución Ml (mix 1) 

(NaF, 16 rnM; DTT, 5mM; concentaciones finales); solución M2 (mix 2) 

(MgC12, 8 mM; ATP, 3.2 mM; Tris HCl, 200 mM pH 7.9: concentraciones 

finales); solución MJ (mix 3 ó solución de lisis) (EDTA, 100 rnM; 

DTT, 100 rnM; Tris HCl, 50 mM pH 8; concentraciones finales); 

solucion de galactosa 14C (50 ul de una solución de galactosa 14C 

{Amersharn 4.5 X 10exp6 dprn/uM}, 950 ul de una solución de galactosa 

20 rnM); solución amortiguadora TBE (Tris HCl, 0.089 M; ácido bórico 

y EDTA, 0.002; concentraciones finales); solución I (glucosa, 50 

rnM; EDTA, 10 rnM; Tris HCl, 25 rnM pH 8 y 5 mg/ml de lisozima; 

concentraciones finales); solución II (NaOH, 0.2 M y sos, 1%; 

concentraciones finales); solución III (acetato de sodio, 3 M pH 

4.8). En todos los medios preparados se utilizó H2D destilada y la 

esterilización se ctectuó en autoclave por 20 min a 121 e, 15 

p.s.i.. 

Condiciones de plaquco. Alicuotas de una suspensión de fagos (en 

SM) se mezclaron con O.J ml de un cultivo bacteriano (crecido por 
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toda la noche a J2ºC) y se dejó adsorber de 10-20 rnin a 

temperatura ambiente. Se añadieron de 2.0 a 2.5 ml de TO suave 

fundido y el contenido se distribuyó en una placa de agar (ó el 

medio que se indique). 

Propagación de fagos por infección: En un matraz Erlenmeyer de 125 

ml se colocaron 5 ml de LB, o. 5 ml de la bacteria adecuada 

(generalmente Ql) que había sido crecida toda la noche en TB-D, 50 

ul de CaC12 lM, y una placa lítica del fago por propagar. Se incubó 

a J9ºC hasta obtener lisis (de 3 a 5 hrs., en agitación); se agregó 

aproximadamente 10 gotas de cloroformo y se agitó por 15 min. Se. 

centrifugó para eliminar los restos celulares a 10 Krpm por 10 

minutos en el rotor Sorvall SSJ4. El sobrenadante se tituló en la 

bacteria adecuada ( uti 1 izando diluciones en SM 1 o-•·, 10-7
) • En 

general se obtienen ti tul os de un rango de 10• a 10'" fagos por ml 

(dependiendo del genotipo fágico). 

Método para la construcción de fagos recombinantes: Se creció la 

cepa adecuada hasta una Am=l en TB-D ( 4 x 10" cel/ml) . En un tubo 

se colocaron 10" ufp de cada fago progenitor en la cruza (ó la mdi 

deseada); se agregó O.l ml del cultivo bacteriano- Se adicionó 

MgS04 para dar una concentración final de 0.01 M, y se llevó a un 

volumen constante con TR (no mayor de o.::; rnl) _ Se permitió la 

adsorción durante 20 min a temperatura arnbiente,despues de la cuál 

se le agregó 5ml de TB y se incubó en agitación por 90 min a J7ºC. 

Se le agregaron a la mezcla unas gotas de cloroformo y se agitó por 
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15 min. se tituló el lisado obtenido sobre la bacteria indicadora 

adecuada. 

Complementación por estría para lisogenia: Se prepararon 

suspensiones de 1 x 10' faqos/ml. Alícuotas de 20 ul de uno de los 

fagos se esparcieron a lo largo de un tapiz bacteriano en una placa 

de agar para formar una estria; después de haberse secado 

ligeramente la estría de la suspensión de fago, una alícuota de 10 

ul del fago a complementar se esparció en ángulo recto a la estría 

anterior. las cajas se incubaron a la temperatura adecuada. 

Ensayo de placa roja: Se mezcló 0.1 ml de un cultivo bacteriano 

crecido a 32ºC toda la noche, de las cepas de placa roja (137 ó 

K713, que llevan insertado un profago críptico en galT) con una 

suspensión conteniendo de 100 a 1000 ufp de los fagos a examinar. 

Se permitió la adsorción por 15 min, agregandosc después 2.5 ml de 

TO suave y se vació a placas de gal-TTC (Tet-C). Después de que las 

placas se secaron, se incubaron a 34ºC por 18-24 hrs. 

Alternativamente, en un tapiz bacteriano (con las cepas mencionadas 

anteriormente sobre las placas de Tet-C) se estriaron suspensiones 

de los fagos a c>:arnina:?:" con un palillo estéril (ver Enquist y 

Weinberg, 1976). 

Mutagénesis. Se utilizó la cepa que contiene el alelo mutador 

mutD5 (Fowler et al, 1974) que promueve mutaciones por crecimiento 

del fago en esta cepa. L~ mutagénesis del fago 
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HindIIred114QI857cinlQII68 se realizó por una modificación del 

método de Enquist y Weisberg (1976). Se creció la cepa mutD5 en LB 

toda la noche. Al día siguiente se tomó 0.1 ml de este cultivo y se 

mezcló con una concentración de suspensión de fagos adecuada para 

obtener placas aisladas. La mezcla se plaqueó en TP (ver 

condiciones de plaqueo). Aproximadamente se obtuvieron el 1% de 

placas claras. Se tomaron 100 placas turbias aisladas y se 

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

selección de placa roja. Posteriormente se tomaron las placas que 

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

cepa de placa ro ja con los controles respectivos. Al fin al se 

eligieron 21 candidatos de placas diferentes. La mutagénesis con 

mutD5 genera transiciones, transversiones y en menor frecuencia 

adición de bases. 

Cruzas liticas (PP' x BB'): La recombinación sitio-espécifica se 

llevó acabo por la técnica descrita por Guarneros y Echols (1970): 

La cepa S60lrecA-, que se creció a una A,,0 .,= 1 (4 >: 10" cel/ml). Se 

tomaron 0.1 ml de este cultivo y se infectó con 4 x 10• de c~da 

fago progenitor en la cruza. Se adicionó MgS04 a una concentración 

final de O.OJ Me~ un volumen total de 0.5 ml (se ajustó con TB). 

Después de 15 min de adsorción a temperatura ambiente, las cél~ _as 

infectadas se diluyeron 1:100 en TB-D precalentado a 37ºC y se 

agitaron por 90 min a J7ºC. Se terminó la lisis por adición d~ 5 

gotas de cloroformo. los fagos recombinantes se idcntificaro1 y 

aislaron por plaqueo e:i la ccpn 198~/..-g_¡Ll- de las diluciones i ·:i-', 
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10- y 10-• en cajas Tet-c (donde sólo crecen el fago progenitor PP' 

y el fago recombinante BP', que forma placas rojas porque es 

transductor de ggl) y en la cepa S165(P2)ggl- (donde sólo plaquean 

el fago progenitor BB' que da placas rojas por gal y el fago 

recombinante BP' que da pl~cas blancas). 

Ensayo de superinfección: Este ensayo, diseñado por Guarneros y 

Galindo (1979) mide la actividad de la integrasa por escisión de un 

profago con los sitios PP' y BB'. La cepa 

SA731(int2redll4QI857QII4lggl8) se creció en TB-D toda la noche a 

32ºC. Una alícuota del cultivo nocturno se diluyó 1:50 en TB-D y se 

creció a 32ºC hasta una A000=l ( 4 x 10" cel/ml). En tubos eppendorff 

(de 1.5 ml) se prepararon las mezclas de adsorción, agregando el 

fago auxiliar a una mdi de 10 y MgS04 hasta una concentración final 

de 0.01 M. Las mezclas de adsorción se llevaron a un volumen 

constante con TB. Se les adicionó O .1 ml del cultivo a A000= 1, y se 

permitió la adsorción por 3 min a temperatura ambiente y 17 mina 

OºC (hielo-agua). Las células infectadas se diluyeron en 1 ml de TB 

frío y se centrifugó por 4 min (el sobrenadante se puede guardar 

para calcular el ~. de adsorción titulando en une. cepa Su3gal­

(imm434). La pastilla se resuspendió en 0.5 ml de TB-D frío y se 

pasó a un matraz Erlenmcycr de 125 ml conteniendo 4 ml de TB-D 

frío. El tubo se lavó con 0.5 ml con 0.5 ml de TR y se pasó al 

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

infectivos. Estos se calcularon restando las placas resistentes a 

cloroformo (p libre, dilución 10-') deJ total de las unldndes 
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formadoras de placas (pt, dilución io-•) en la cepa Su3gfil-(irnrn434). 

El matraz se incubó en agitación a 39ºC por 85 min. Se adicionaron 

5 gotas de CHCLJ para completar la lisis celular. Se tituló de las 

diluciones 10'' a 10-' en Tet-c en la cepa SuJgal-(irnmcI) donde las 

placas rojas (fago transductor de gal) representan el fago 

escindido por Int y las placas blancas son lliLl.-. También se plaqueó 

la dilución 10-'' en la cepa SuJ ( imm434) para determinar la tasa de 

eclosión del fago auxiliar (en T0). El número de fagos 9.fli.+, 9.ftl.-

y del auxiliar (todos en 5 ml) se dividió entre el número de 

centros infectivos (en 5 ml) para obtener el número de cada tipo de 

fago por célula infectada. El fago gfil+ representa profagos 

escindidos por recombinación integrativa, y refleja la actividad de 

la integrasa (indice de integración). Dado que los otros 2 valores 

permanecen constantes, en las tablas sólo se da el índice de 

integración. 

Frecuencia de lisogcnia: Las células (normalmente Sl65) se 

crecieron a una A,,.",= l y O .1 ml de este cul t.i vo se infectó con una 

mdi de 10 de los fagos a examinar con una concentración final de 

0.01 H de MgS04 y todos los tubos se llevaron a un volumen 

constante. Se pc::-m.i tió li'l adsorción po::- 30 min a temperatura 

ambiente ,. 
J después se cerrt::-ifugó por 4 rnin en la microf uga 

Eppendorff. Se desechó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió 

en 5 ml de TB-D. Se tornó una alícuota para culcula:- centros 

infectivos (ver superinfección) en Sl6S. Se incubó a J2"C (para 

fagos QI857) por 90 min (incluyendo un control sin infectar. Se 
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espatularon diluciones para obtener colonias bacterianas aisladas 

( io-2 y 10-') en cajas LB ó EMBO. Se probaron 100 colonias por estría 

para inmunidad con fagos ~I- e inim434~I- (para obtener el número de 

lisógenas y de resistentes). A las células ~I-resistentes, se les 

resta el número de células imm434-resistentes y este número se 

divide entre los centros infectivos para obtener la frecuencia de 

lisogenia. 

Tasa de eclosión: Se creció la bacteria adecuada en TB-D a 32ºC 

hasta una concentración de 4 >: 10" cel/ml (A,,00= 1). Se adicionó a 

0.1 ml del cultivo 4 X 10" fagos y MgS04 a una concentración final 

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

ambiente y por 17 min en frío (hielo-agua), se llevó a un volumen 

de 1 ml y se centrifugó por 4 min en la microfuga Eppendorff. La 

pastilla fué resuspendida en 1 ml de TB-D y se diluyó en 5 ml de 

TB-D. Se tomó una alícuota para calcular centros infectivos (ver 

superinfección) en S165. El resto del cultivo se incubó en 

agitación a 39ºC durante el tiempo indicado en cada experimento, al 

final se agregó cloroformo para completar la lisis celular y se 

tituló en Sl65 ó Ql. Los valores se dan como tasa de eclosión por 

centro infcctivo. 

Obtención de lisados concentrados del bacteriófago lambda: se 

mezclaron 20 ml de un cultive bacteriano crecido toda la noche con 

0.05 ml de una suspensión de f3gos con una concentración aproximada 

de 10~ fagos por ml y se inc~baron po~ 5 rnin a 32·=· so ahadió 980 
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ml de medio Luria con 10 mM de MgS04 y se agitó vigorosamente de 5 

a a hrs a 39ºC (no es recomendable dejar más tiempo). Después de la 

lisis, se añadió NaCl a una concentracion final de 0.5 M y 0.2 ml 

de cloroformo después de que la sal se disolvió. Posteriormente se 

clarificó el lisado por centrifugación a 4000 rpm por 15 min en el 

rotor GSA. Al sobrenadante (lisado) se le adicionó PEG 

(polietilenglicol) al 10~ W:V y se agitó a temperatura ambiente 

hasta que se disolvió; posteriormente se incubó a 4'C cerca de 1 hr 

para precipitar las partículas fágicas. Se colectó la pastilla de 

PEG por centrifugación en el rotor GSA a 6000 rpm por 10 min a 4ºC. 

La pastilla se redisolvió en 5-10 ml de SM. El PEG se extrajo con 

un volumen igual de CHC13, agitando por l min a temperatura 

ambiente y se centrifugó a 4000 rpm por 10 min para recoger la fase 

acuosa superior, que es la que contiene los fagos concentrados. 

Extracción del DNA del bacteriófago lambda: Después de concentrar 

los fagos en un gradiente de cloruro de cesio; se dializó con una 

solución de NaCl, 10 mM; Tris HCl, 5DmM pH 8 y MgC12, 10 mM con un 

volumen de 1000 veces el volumen del gradiente por 1 hr, después se 

c&mbio la solución de ditilisis y se dejó por 1 hr. Se transfirió la 

suspensión de fagos ~ un tubo, ocupando la 1/3 parte del volumen, 

se adicionó EDTA ¡¡ una concentración final de ;::o mM, proteinas 1 K 

a una concentración final de 50 ug/ml, y sos a una concentración 

final de 0.5~, invirtiendo el tubo varias veces después de añaJir 

cada reactivo; se incubó a 65ºC por 1 hr. Posteriormente se 

procedió a extraer las crotcinas con fenol equilibrado invirtic1do 
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el tubo varias veces, y se separaron las fases por centrifugación 

a 1600 g por 5 min a temperatura ambiente, entonces la fase acuosa 

(superior) se transfirió a un tubo limpio y se extrajo con un 

volumen de una mezcla de fenol/cloroformo (1:1); se recuperó la 

fase acuosa como en el paso anterior y se extrajó con un volumen de 

cloroformo y se volvió a recuperar la fase acuosa de la misma 

forma. La solución, que lleva el DNA se colocó en una bolsa de 

diálisis y se dializó con 1000 su volumen con TE a 4ºC por 12 hr, 

efectuando 3 cambios de TE. El DNA se precipitó añadiendo acetato 

de sodio a una concentración final de 0.3 M y 2 volumenes de etanol 

y colocando el tubo en un baño de hielo seco/etanol por 5 min. Se 

centrifugó en una microfuga por 5 min y se eliminó el sobrenadante 

con mucho cuidado. La pastilla se lavó con etanol al 70% frío 2 

veces y se secó en un speed-vac. la pastilla de DNA se resuspendió 

en TE. 

Aislamiento de DNA plasmidico: Las bacterias portadoras del 

plásmido se crecieron en 5 ml de medio LB-ampicilina durante toda 

la noche a 37ºC. Posteriormente se centrifugaron a 10 Krpm durante 

10 minutos en el rotor SS34 Sorvall, se desechó el sobrenadante y 

las pastillas se resuspendieron en 200 ul de la solución r. Las 

mezclas se incuba ro:; en hielo durante 5 mim.r::os, añadiénd Jse 

enseguida 400 ul de la solución II, mezclandose suavemente nor 

inversión. Después de mezclar los tubo~ se dejaron reposar pcr 5 

minutos en hielo y se adicionaron 300 ul de ln solución 3 II, 

mezclándose las preparaciones suavemente. Las mezclas se coloc¿ ron 
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en un baño de hielo seco-etanol durante 5 minutos descongelándose 

a temperatura ambiente, enseguida se mezclaron 750 ul con 1 volumen 

de isopropanol para precipitar el DNA a temperatura ambiente 

durante 30 minutos. Las preparaciones se centrifugaron a 

temperatura ambiente ( 12 Krpm) por 15 minutos en una microfuga 

Eppendorff, lavándose la pastilla resultante dos veces con etanol 

al 70%. Las pastillas se resuspendieron en 50 ul de agua 

bid estilada estéril. Cuando fué necesario se precipitó el DNA una 

segunda vez, empleando 1/2 volumen de acetato de amonio 7.5 M y dos 

volúmenes de etanol absoluto. 

Preparación de células competentes: Cultivos bacterianos crecidos 

durante toda la noche (a 32 ó 37ºC) se diluyeron cien veces en 

medio LB, incubándose nuevamente a la misma temperatura hasta que 

alcanzaron una densidad óptica de 0.4-0.6 a 600 nm. Las células se 

centrifugaron en frío a 6 Krpm durante 10 minutos en el rotor 

SS34 Sorvall, resuspendiéndose en medio volumen de CaC12 100 mM 

(con respecto al volumen inicial), permaneciendo las muestras en 

frío por un mínimo de 12 hr antes de utilizarse. 

Transformación de Escherichia coli con DNA plasmidico: A cadu ;::ce 

ul de células competentes se les adicionó de 50 a 100 ng de DNA. 

Las muestras se colocaron 30 minutos en hiel o , 2 minutos u 112"C 

(cuando las cepas eran lisógenas este paso se efectuó a J~'~), se 

diluyó 1:10 en medio LB prccalcntado y se incubó por l hr él 37"2 (ó 

a 32ºC para las lisógenas); se cspatularo~ 100 7 200 ul en cajas 
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de LB-ampicilina (50 ug/ul). 

Corte de DNA plasmídico con enzimas de restricción: El DNA de los 

plásmidos se cortó con las enzimas indicadas, utilizando la 

soJ.ución reguladora y temperatura de reacción recomendadas por el 

proveedor de las enzimas (New England Biolabs ó BRL). 

Cuantificación de unidades de galactocinasa: Estos ensayos se 

efectuaron de acuerdo al procedimiento de McKenny et al (1981). 

Cultivos bacterianos de la cepa SA1943 (transformada con cada uno 

de los plásmidos de intéres), se crecieron durante toda la noche en 

medio M56. Al día siguiente se diluyó el cultivo 20 veces en medio 

M56 suplementado con fructosa 0.2%. Las muestras se incubaron con 

agitación a 37ºC hasta una A,-,~0= 0.4-0.6. Un mililitro del cultivo 

anterior se mezcló con 40 ul de la solución MJ (Mix 3), agregándose 

tres gotas de tolueno antes de agitar con el verte>: durante 30 

segundos. Los lisados resultantes se incubaron con agitación a 37"C 

hasta que se evaporó el tolueno; las mezclas se colocaron en hielo; 

para iniciar la reacción, se adicionó 20 ul del lisado a una mezcla 

de 20 ul de la solución Ml (mix 1), 50 ul de la solución M2 y 10 ul 

de la solución de galactosa C-14. Las reacciones se agita ron 

suavemente, incubándose por 20 minutos a J2"C (por duplicado) y 

para detener la reacción se pipetearon 25 ul sobre un filtro DE-81. 

Para la cuantificación de las reacciones, los filtros se lavaron 

cada uno 10 veces con agua destilada, utilizando vacío. Una vez que 

se secaron los fiJtros se cuantifico su contenido de 
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radioactividad, utilizando un contador de centelleo. Las cuentas 

totales se determinaron agregando 25 ul de una mezcla de reacción 

(tornada al azar) a un filtro DE-81 (por duplicado) y cuantificando 

su contenido de radioactividad sin ser sometido a los lavados. Las 

unidades de galactocinasa se calcularon utilizando la siguiente 

fórmula: 

U gal K (cprn problema - cprn blanco) (5200) X 5 

(cprn totales) (O.O.) (tiempo) 

Extracción de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa: 

A) Los fragmentos de DNA de interés se sometieron a electroforesis 

en geles de agarosa de bajo punto de fusión ( LMP) al o. 7%. Se 

identificaron y cortaron los fragmentos de interés mediante la 

visualización del DNA (teñido con bromuro de etidio) 

en un transiluminador de luz U.V. (longitud de onda larga). Las 

porciones de los geles que contenian a los fragmentos de DNA se 

calentaron a 65ºC hasta fundirse la agarosa (10-20 minutos). Se 

ajustaron las muestras a 0.3 M de cloruro de sodio, agregándose un 

volumen de fenal saturado (calentado a 65ºC), las mezclas se 

agitaron en vortex, congelándose posteriormente las preparaciones 

se centrifugaron en fr10 durante lS minutos a 12 Krprn en : .na 

rnicrofuga Eppendorff. A las fases acuosas resultantes se les apl;có 

una extracción fenólica, dos extracciones con fenol-cloroform .. y 

una con cloroformo. El DNA se precipitó con dos volumenes de eta~ol 

absoluto y medie volumen de acetato de amonio~-~ M y dos lav&ios 
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con etanol al 70%. La pastilla seca se resuspendió en agua 

bidestilada estéril. 

B) Para agarosa normal: El fragmento de gel con la banda de DNA de 

interés, se maceró en un tubo Eppendorff, agregó 100 ul de fenol 

equilibrado, agitó en vortex y se centrifugó en una microfuga por 

2 minutos. Con mucho cuidado se tomó la fase superior que se 

congeló a -70ºC por 5 minutos, se dejó descongelar y se centrifugó 

por 15 minutos en frío. se colectó el sobrenadante en frío y se 

reextrajo con fenol y 100 ul de TE; se agitó en vortex, congeló y 

se centrifugó como la vez anterior; el sobrenadante se extra jo 

primero con fenol/clcroformo y luego con cloroformo y se precipito 

con acetato de sodio 0.3 M (concentración final) y 2 volumenes de 

etanol; la pastilla se lavó con etanol al 70%, se seco y se 

resuspendió en agua bidestilada estéril. 
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NOMBRE O CLAVE 

Ql 

S601 

LE289 

M72(imm434) 

M72(immcI) 

M72(imm21) 

GG235(SA731) 

LE30 

GG198 

CARACTERISTICAS 

supE, supresor de mutaciones ambar. 
Signer y Weil, 1968. 

recA-, gg_l-; deficiente en recombinación 
generalizada. Este laboratorio. 

supF, supresor de mutaciones ambar, 
lisógena para el fago críptico 
((int-F)( ]) en ID!lT. Para el ensayo de 
placa roja. Enquist y Weisberg, 1976. 

supF, supresor de mutaciones ambar, gg].- y 
lisógena para un profago con inmunidad 
imm434. Guarneros y Galindo, 1979. 

supF, supresor de mutaciones ambar, gg_l- y 
lisógena para un profago con inmunidad 
immcI. Guarneros y Galindo, 1979. 

supF, supresor de mutaciones ambar, gg].- y 
lisógena para un prof ago con inmunidad 
imm21. Guarneros y Galindo, 1979. 

Lisógena para el profago: 
int2redl14~I857~II41ID!l8, rccA-. 

Guarneros y Galindo, 1979. 

Cepa con el gene mutador mutD5. 
Fowler et al, 1974. 

supF, supresor de mutaciones ambar, ID!l-, 
rccA-, lac . Este laboratorio 

Tabla A. Cepas bacterianas utilizadas. Para mds detalle, consultar 
referencias. 
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NOMBRE O CLAVE 

N2668 

8165 

K5185 

K936 

K173 

CARACTERISTICAS 

J..igts, impide el crecimiento de fagos ~-. 
Colección NIH. 

supº. Colección NIH. 

N99himA_82:TnlO. Deleción en el gene himA, 
que inhibe la recombinación integrativa. 
Miller, 1981. 

himA42, inhibe la recombinación integrativa 
Miller y Friedman, 1980. 

Derivada himA42, de LE289. 
Para el ensayo de placa roja. 
Miller et al, 1980. 

Inhibe la recombinación integrativa y al 
igual que ~odas las cepas himA-, impide 
el crecimiento de fagos cin-. 
Colección NIH. 

Tabla A. (continuación). Cepas bacterianas utilizadas. 
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MUTACION 

-ºIB57 

QII6B 

QII41 

bioll 

biolO 

redB114 

sibl,2,3 

QBQl-21 

cinl 

CARACTERISTICAS 

Represor terrnosensible de Ql. 
Sussman y Jacob, 1962. 

Mutación de sentido equivocado de 
QII. Kaiser, 1957. 

Mutación ambar de QII y que es 
suprirnible por supF. 
Belfort, 1975. 

Sustitución del operón bio, que 
elimina los genes int, xis, red 
y garn. Manly et al, 1969. 

Sustitución del operón bio, que 
elimina los genes comprendidos 
entre PP' y QIII. 
Signer et al, 1969. 

Mutación en redB que altera la 
función de recombinación 
generalizada del fago. 
Shulrnan et ª1_, 1970. 

Mutaciones en sib que eliminan la 
retroinhibición de int. 
Montañez et -ª..l., 1986. 

Mutación que en conjunto con cin­
da fenotipo Sib- en placa roja y 
crecen en cepas ihf-. Este trabaj). 

Mutación en tRl que incrementa su 
función y crea un promotor para~· 
independiente de CII. 
McDermit g_"t al, 1976. 

Tabla B. Mutaciones del fnqo lambdn utilizndas. Para mas dctulles 
consultar referencins. 
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MUTACION 

cncl 

inth3 

Qam29 

imm434 

imm21 

HindIII (E,F) 

CARACTERISTICAS 

Mutación que revierte el efecto de cinl 
Wulff, 1976. 

Mutación que incrementa la actividad de 
Int, aun en himA-. Miller et al, 1980 

Sustitución de la región b2 del fago 
por el operón ¡ml_ de t.coli. 
Feiss et al, 1972. 

Mutación ambar en el gene de 
replicación Q. campbell, 1961. 

Híbrido que contiene la región de 
inmunidad del fago lambdoide imm434 
(QL hasta ero) y el resto de lambda. 
Kaiser y Jacob, 1957. 

Híbrido que contiene la región de 
inmunidad del fago imm21 (H hasta ºII) 
y el resto de lambda. 
Liedke-Kulke y Kaiser, 1967. 

Deleción de los fragmentos de DNA E y 
F producidos por la enzima de 
restricción HindIII. Colección NIH. 

Deleción del 12% de DNA en la región b 
del fago. Kellenberg et al, 1961. 

Tabla B. (continuación). Mutaciones del fago lambda utilizadas. 
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CONSTRUCCION DE PLASMIDOS 

Plásmidos pOPCO, pOPCl, pOPC4, pOPClO y pOPS3. El DNA de cada uno 

de los fagos opc+cinl, opclcinl, opc4cinl, QRQlOcinl y opc+cin+ se 

digirió simultaneamente con las enzimas de restricción HindIII y 

EcoRI. El fragmento de 1584 pb de cada uno de los casos anteriores, 

y que cubre desde pRQR hasta el origen de replicación (coordenadas 

37584-39168) se purificó y se clonó en el vector pBR322 cortado con 

las enzimas HindIII y EcoRI. Los marcadores de los plásmidos 

construidos son los siguientes pOPCO: opc+cinl; pOPCl: opclcinl; 

pOPC4: opc4ginl; pOPClO: opclOcinl: y pOPSJ: opc+cin+. (ver figs. 

8, 9, 10 y 11). 

Plásmidos pOPC recombinantes de la región del autorepresor. Los 

plásmidos pOPCO, pOPCl y POPS3 fueron restringidos con la enzima 

Aval; los fragmentos resultantes de 3892 y 2026 ( 'Tc-pRoR-cro') se 

purificaron por separado y el menor de cada uno se recombinó con 

los otros fragmentos mayores como se 

plásmidos recombinantes con la 

describe en el texto. 

orientación correcta 

seleccionaron por resistencia a tetraciclina. 

Los 

se 

Plásmidos pAPCO y pAPCl. Los plásmidos pOPCO y pOPCl fueron 

restringidos con la enzima Avar. La banda de 3892 se purificó y se 

religó para dar lugar a los plásmidos pAPCO y pAPCl, que perdieron 

la resistencia a tetraciclina, a pHoR y la mayor parte del gene ero 

que estaban contenidos en el fragmento de 2026 que fue eliminado. 

37 



pAPCO se derivó de pOPCO y pAPCl de pOPCl (ver fig. 12 y 13). 

Plásmidos pPRO y pPRl. Los plásmidos pOPCO y pOPCl fueron 

restringidos simultáneamente con las enzimas HindIII y AvaI; se 

purificaron los fragmentos de 630 pb que contienen pRoR y parte del 

gene ero y se clonaron en el vector pKOl cortado con las mismas 

enzimas. El plásmido resultante con el fragmento derivado de pOPCO 

se llama pPRO y el que tiene el fragmento derivado de pOPCl se 

llama pPRl (ver figs. 14 y 15). 

Plásmidos p001, p002, pPPl, pORl. El plasmido pAPCO se restringió 

parcialmente con las enzimas HindII y BglII. Los fragmentos BglII­

HindII de 206 pb y 266 pb que contienen a oop, se clonaron en el 

vector pBR322 cortado con las enzimas EcoRV y BamHl para dar origen 

a los plásmidos pOOl y p002 respectivamente. Los candidatos se 

seleccionaron por resistencia a ampicilina y sensibilidad a la 

tetraciclina. El fragmento HindII-HindII de 1074 pb que lleva a oop 

y el ori y a parte de pBR322 se clonó en el vector pBRJ22 cortado 

con HindII para dar lugar al plásmido pORl. El fragmento HindII­

HindII de 281G pb que lleva parte del vector pBRJ22 y el ori, se 

ligó al fragmento HindII-BglII de 808 pb que lle~3 parte del vector 

pBR322, cinl y ice; post:eriormente se reparó y se ligó nuevamente 

para obterer candidatos resistentes a ampicilina paru generar al 

plásmido pPPl (figs. lG y 17). 
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EcoRI o· 

cll-

ori 

pOPC cinl 

ero - Aval 

Aval_Tc 

Hindlll 

Fig. 8. Plásmidos pOPC. Estos plásmidos llevan el fragmento Hindlll-EcoRI de 1584 r b que 
abarca desde pRoR hasta parte del gene O (que incluye el origen de replicación) del fa¡;o 
lambda. Los plásmidos relacionados que tienen la misma estructura. llevan como marcajores 
relevantes: pOPCO: .Q12Q+cin1: pOPC1: QQ.g1cin1: p0PC4: QILc4cin1: p0PC10: QQf1 Ocin"o; y 
pOPS3: .QQf+Cin+. En la figura se muestran los principales genes y sitios de restricción: el 
tamaño de todos Jos plásmidos es de 5918 pb. 
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1 2 3 4 

-t: 

Fig. 9. Patrón de restricción del DNA de lo fagos opc cin. El DNA del vector y los fagos 
mencionados abajo, se digirieron con las enzimas Hindlll y EcoRI, y sometidos a electroforesis 
en un gel de agarosa al 0.7%. Los DNAs digeridos fueron: pBR322 (carril 1). gm;1cin1 (carril 2). 
gm;+cin1 (carril 3) y gm;+cin+ (carril 4). la banda de 1584 pb (señalada con la flecha) de cada 
DNA fágico se purificó para su clonación. Observar que el patrón de restricción mostrado en los 
carriles 2 y 3 le faltan 3 bandas si se compara con el patrón del carril 4 (bandas de 2027. 1375 y 
947 pb); esto se debe a que el DNA de dichos fagos lleva una deleción Hindlll en la región b. 
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Ml23456789 23456789M 

Fig 1 o. Patrón de restricción de los plásmidos pOPCO y pOPC1. El DNA plasmidico de 
pBR322 y de 4 candidatos de cada plásmido se digirieron con la enzima Hindlll (A) ó se 
sometieron a una doble digestión con las enzimas Hindlll y EcoRI (8). Los carriles 2, 3, 4 y 5 
muestran candidatos de pOPCO: mientras que los carriles 6, 7. 8 y 9 son candidatos de pOPC1; 
en el caril 1 se observa a pBR322 y en el carril M a DNA del fago lambda cortado con Hindlll 
como marcador de peso molecular. El patrón de restricción del DNA de los candidatos que 
resultó conforme al esperado (carriles 2. 4. 5, 6, 7. 8 y 9). tué una banda de 5918pb con Hindlll. 
y bandas de 4334pb y de 1584pb con Hindlll/EcoRI 
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Fig.11. P 1trón de restricción de los plásmidos pOPC4 y pOPC10. Los DNAs se digirieron 
con la enzima de restricción Aval. En (A) se muestran candidatos de pOPC4 (carriles 2 a 7) y 
como control a pOPCO (carril 1): mientras que en (B) se muestran candidatos de pOPC10 
(carriles 8 a 13) y como control a pOPC1 (carril 14). Todos los casos se dan por pares. a la 
izquierda se muestra el DNA sin restringir: mientras que a la derecha. el restringido con Aval 
(excepto e 1 los carriles 7 y 14, en que sólo aparecen los DNAs restringidos). Las bandas 
esperadas después de la restricción son de 3892 y 2026pb y como se puede apreciar los 
candidatos de los carriles 2. 6, 9. 12 y 13 dan el mismo patrón que el de los controles. El DNA 
del fago oX174 digerido con Haelll se usó como marcador de peso molecular (M). 
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Eco Al 

pAPC cll-

Ndel 

orl 

Ndel cinl 

Aval 

Fig. 12. Plásmidos pAPC. El plásmido pAPCO se derivó del plásmido pOPCO: mientras que 
pAPC1 c1e pOPC1. Ambos plásmidos carecen del fragmento Aval-Aval de los plásmidos 
progenitJres donde se encuentra la región del autorepresor (pRoR y !;[Q); y conservan la región 
del origen, que incluye desde cin1 hasta parte de O. Si en la figura. se toman como punto de 
referencia los sitios de restricción Ndel. la parte inferior tiene 996 pb y la superior 2896 pb. El 
tamaño de los plásmidos es de 3892pb. 
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2345678M 

Fig. 13 Patrón de restricción de los plasmidos pAPCO y pAPC1. El DNA plasmídico se 
digirió con la enzima Ndel. En Jos carriles nones !>e muestra el DNA sin digerir; mientras que en 
los carriles pares el DNA digerido. Los franmentos esperados después del corte. son de 2896 y 
996pb para dar el tamaño original de 389. Jb, tanto para pAPCO (carril 4) como para pAPC1 
(carril 8). Como control se utilizó pBR322 (carriles 1, 2. 5 y 6) que tiene un sitio de corte para 
Ndel y como marcador de peso molecular se usó el DNA del fago lambda digendo con Hindlll 
(M). 
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riiodll/ 

EcoRI 

pPR 

pAoR - Hindll 

Aval 

galK 

Fig. 14. Plásmidos pPR. El fragmento Hindlll-Aval de 630 pb de los plásmidos pOPCO y 
pOPC1 se clonaron en el vector pK01 para dar origen a los plásmidos pPRO y pPR1 
respectivamente. El fragmento clonado tiene el promotor pRoR y en esta construcción dirige Ja 
expresión de gal K. Si se toman como referencia los sitios de restricción Hindll, la parte superior 
tiene 1152 pb y la inferior 3378 pb. El tamaño de los plásmidos es de 4530 pb. 
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 13 

Fig. 15. Patrón de restricción de los plásmidos pPRO y pPR1. Los plásmidos se restringieron 
en un caso con la enzima Hindi! y en otro se hizo una doble digestión con Hindlll y Aval. En (A) 
se muestran 3 cancidatos de pPRO (carriles 4 a 12) y como control el plásmido pK01 (carriles 1 
a 3); mientras que en (8) se muestran 4 candidatos de pPR1 (carriles 1 a 12). A cada plásmido 
le corresp0nden 3 carriles. cuyo orden es 1o .. DNA sin cortar; 2o .. cortado con Hindll y 3o., 
cortado ccin Hindlll y Aval. Las bandas esperadas son de 3378 y 1152 pb con Hindll y de 3900 y 
630pb con Hindlll/Aval para dar en ambos casos el tamaño de 4530 pb. Otro control utilizado 
fue el DNA del fago lambda cortado con Hindlll y Aval (carril 13-A). y cortado con Hindll (carril 
1-B); como marcador de peso molecular se usó una mezcla del DNA del fago lambda cortado 
con Hindi!' y el DNA del fago oX174 digerido con Haelll (carril 14). 
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Fig. 16. Plasrnidos derivados de la región del origen. A partir del plilsm1do pAPCO que 
lleva la región del origen se subclonaron vanos fragmentos oe restricción para dar lugar a los 
ptasmidos p001 y 2 1con el sitio Q.QQJ. pOR1 ¡con los s1t1os QQJ> y Qfl) y pPP1 (que es s1rT11lar 
a pAPCO pero sin el s1t10 QQP.) Ver texto pma mas detalle 
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M 2 3 4 5 6 

Fig. 17. Patrón de restricción del pfásmido p002. El DNA plasmidico se diglfio con la 
enzima Taql. Del carril 3 al 6 se muestra el patrón de 4 candidatos del plásmido p002; en el 
carril 1 el del vector p8R322 y en el 2. el de pAPCO Los fragmentos esperados después del 
corte son. para pBR22: 1444. 1307, 475. 368. 315. 312. y 141 pb; para pAPCO: 1444. 1332. 
762. 196 y 166pb: para p002: 1444. 1307 475. 363. 272. 189. 166. y 141 pb. El patrón 
esperado de p002 se puede observar con claridad en el candidato del carril 6 Como 
marcado1 de peso molecular (M) se utilizó el DNA del fago oX174 digerido con Haelll. 



RESUJ,TADOS 

I. AISLAMIENTO DE MUTANTES CON FENOTIPO Sib-. 

Como se predijo inicialmente, al efectuar el ensayo de placa 

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

entre ellos (tabla 1). A las 20 hrs de incubación se obtiene una 

diferencia marcada en el color de las placas; para los casos sib­

se observan rojas, mientras que para el caso sib+ se observan 

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

para el fago Q2-, datos no mostrados). 

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

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

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

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

más sensibles que miden la actividad de Int no existen diferencias 

apreciables entre las mutaciones sib- (Montañez, 1986 ; Guarneros 

et al, 1982; Galindo J.M., com. per.; Estrada, B.). 

Con el ensayo de placa roja corno método de selección se 

aislaron 21 mutantes derivados de la mutagénesis por plaquco en la 

cepa LEJO (Muto) del fago l!i.ndIIIrerU 14gI857cinlglI68 (para más 

detalle ver la sección de Material y Métodos). Todos los mutantes, 

denominados "opc" por "gbstrui::.- el nromotor pcin" '/ por 11 QJ2erador 

~onstitutivo" (ver discusión) se comportan como el fago 

sibJ (tabla 1). Tanto en los casos 2-il'- como en Qp_i:- se observa un 
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FAGO FENOTIPO 

sib+ BLANCO 

sibl ROJO + 

sib2 ROJO + 

sibJ ROJO ++ 

opc- ROJO ++ 

Tabla l. SELECCIOlJ DE MUTANTES opc- POR EL ENSAYO DE PLACA ROJA.­
Se infectó la cepa LE289 con los fagos indicados. Todos los fagos 
llevan los marcadores Hin;:;:rr.r._G..Qll4>;.I857ci,nl.s;;II68. La inct.:bación St! 

realizó por 20 hrs a 34 e. Se probaron ;:1 candidatos QQ_<;,:- aislados 
independientemente. Las c"uces denotar. la i¡,tensidad de color de 
las placas rojas. 
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rango del 70-90% de placas rojas a las 24 hrs; a tiempos más 

prolongados de incubación el porcentaje se incrementa, pero las 

diferencias entre sib+ y sib- y opc- desaparecen. 

II. CARACTERIZACION DE FAGOS MUTANTES opc. 

a) Fenotipo en IHF+ e IHF-.- Para determinar si los mutantes opc­

habian sufrido algún cambio en los marcadores genéticos del 

bacteriófago original, se examinaron por plaqueo en diferentes 

cepas bacterianas indicadoras. Los resultados más relevantes se 

muestran en la tabla 2. 

Se observó que los mutantes opc- a diferencia del progenitor 

opc+ (opc+_gI857cinl_gII68) plaqueó en cepas ihf- (himA- ó hip-}. Una 

característica de fagos que portan la mutación cinl es la de no 

formar placas en una cepa ihf- (Williams et al, 1977; Kikuchi et 

al, 1985} probablemente por sobreexpresión del represor CI a partir 

de pcin (ver Discusión y Griffo et al, 1989). Los resultados de la 

tabla sugieren pérdida de esta mutación (reversión) ó adquisición 

de otra mutación que sobrepase el efecto de cin- (pseudoreversión). 

Los mutantes opc- e>:hibieron un fenotipo turbio en las cepas ihf+ 

(Ql) y aún en la cepas ihf- (~irnA- ó !:Ll.r-), resultado que indicaría 

síntesis de represor. Esta observación podría apoyar una 

pseudoreversión más que una reversión; y que además seria diferente 

a cncl, la cual revierte los efectos de ci..!]l. Otra posibilidad que 

parece menos probable es una doble reversión: de cir.- a cin.+ y de 
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FAGO Ql himA- (ó hip-) 

32 e 42 e 32 e 42 e 

-----------------------------------------------------------------
+ t t e e 

cI857cII+ t e e e 

cI857cII68 e e e e 

cI857cinlcII+ t e e 

cI857cinlcII68 t e e 

sib3cI857cinlcII68 t e e 

cI857cinlcnclcII68 e e e e 

cI857cinlopc-cII68 t e t e 

cI857inth3 t e t e 

Tabla 2. Fenotipo de mutantes opc-. 
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Tabla 2.- FENOTIPO DE MUTANTES opc-: Las mutantes opc- junto con 

los fagos enlistados en la tabla se plaquearon en diferentes cepas 

bacterianas indicadoras para probar su genotipo. Se probaron en la 

cepa N2668 (en donde un fago red- no forma placas), en la cepa M72(\ 

)donde no forman placas,los fagos con la inmunidad del profago, en 

la cepa M72 (imm434); en la cepa Ql donde los fagos son turbios a 

32ºC si son capaces de establecer represión y a 42ºC donde los fagos 

~Its (857) son claros. En las cepas mencionadas anteriormente se 

obtuvieron los resultados esperados. También se probaron en las 

cepas himA- (K5185 y K936) y hip- donde los fagos cin- no forman 

placas. La letra (t) significa formación de placas turbias; la 

letra (c) significa formación de placas claras y el signo (-) 

implica que este fago no forma placas (aún a concentraciones de 

10'). En la tabla sólo se muestran aquellos resultados que podrían 

ser relevantes. 
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gII- a s;;II+. Un fago i;;II+ daría un fenotipo similar a sib- en el 

ensayo de placa roja y crecería en una cepa himA-, aunque formaría 

placas claras. 

Con el fin de examinar la posibilidad de que los mutantes 

fueran s;;II+, se realizaron pruebas de complementación como las 

descritas en la tabla 3. Los resultados indican que las mutantes 

son i;;II- (linea 5) al igual que el progenitor opc+ (linea 4). 

b) Complementación en ihf- de fagos cin- y opc-.- Para tratar de 

aclarar los efectos de la mutación cinl en una bacteriu himA- y su 

relación con la mutación opc-, se realizaron las pruebas de 

complementación presentadas en la columna de la derecha de la tabla 

3. Se puede observAr que el fago cinlQII68 no inhibe el crecimiento 

del fago i;;I857i;;II68 (a 32º y 42ºC) indicando que el efecto de cinl 

es en cis; por otra parte es incapaz de suplir en trans la función 

O para el plaqueo del fago imm210am29 que carece de ella, 

sugiriendo que posiblemente no expresa las funciones de replicación 

(el crecimiento que se observa a 42ªC posiblemente se deba al fago 

s;;I857cinls;;II68, ya que a esta temperatura no parece haber 

inhibición en himA-). El fago imm': 34cinls.;II68 tampoco inhibe el 

crecimiento del fago i;;I857gII68 y tampoco complementa con el fago 

.lmm21Dam29 e: ninguna d'2 lar; 2 temper¡:¡turas. r:~ hecho de que el 

efecto inhibidor en himA- se observa a las 2 temperaturas para 

imm434cinl podría sugerir algún papel ~~ra el represor ya que el 

fago s.;I857~1 sólo muestra el efecto a bnja temperatura donde el 

represor s! es funcional. 



himA+ himA-

cI+cII6B cIB57cII68 imm21029 

FAGO 32 42 32 42 32 42 

CI857 t t 

cI857cII68 e e 

cI857cinl t t 

cI857cinlcII68 t e + + 

cI857cinlcII68opc- t e + + + + 

irnm434cinlcII68 + + 

Tabla 3. Complementación para represor de fagos opc-. 
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Tabla 3. Complementación para represor de fagos opc-: Estas pruebas 

de complementación se efectuaron por el método de estría como se 

describe en la sección de material y métodos. La columna de la 

izquierda representa la complementación para represor en la cepa 

himA+ (5165). El fago cI+cII68 que por ser cII- es claro (c), pero 

cuando se coinfecta con un fago cI-cII+ ocurre complementación y 

aparece una región turbia en la intersección lt). Los resultados 

relevantes se dan a 42ºC donde los fagos cI857cinl que producen 

represor a 3 2ºC no lo producen a 4 2ºC; también se muestran los 

resultados a 32ºC como control. En la tabla 2 se pueden observar 

los fenotipos a ambas temperaturas de los fagos por separado. En la 

columna derecha se da la complementación en la cepa himA- (K5185 y 

K936) para ver loE~ efectos en cis ó trans ele las diferentes 

mutaciones fágicas; (+) denota formación de placas y (-) ausencia 

de las mismas. 
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c) Ensayo de placa roja en una cepa himA- de fagos opc-.-

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

integrasa tiene una actividad más eficiente de la normal y que 

además es activa en condiciones himA- (se aisló por formación de 

placa roja en una cepa himA-). Los fagos inth muestran un fenotipo 

similar al de opc- en himA- (ver tabla 4). Para establecer si 

existía una correlación de fenotipos entre inth y opc- se efectuó 

el ensayo de placa roja en una cepa himA-. Se encontró que las 

placas de los mutantes opc-, si bien son turbias son incapaces de 

generar un fenotipo rojo como inth (tabla 4), lo que demuestra que 

opc- es un tipo de mutación diferente. 

d) Actividad de integrasa.- El fenotipo similar entre opc- y sib­

(en placa roja) sugería un nivel de expresión mayor de int de los 

mutantes Q.Ug-. Con el propósito de probar y cuantificar la 

expresión de int de los mutantes opc- se realizó el ensayo de 

superinfección (Guarneros y Galindo, 1979). 

De los resultados (tabla 5) se observa que aunque el indice de 

integración obte:iido para los mutantes opc- está 3 órdenes de 

magnitud abajo del obtenido para el fago sib-, es muy similar al 

obtenido para el f~go sib+gII-. Tal vez sea importante remarcar 

que el nivel de integración de los casos opc- fué l orden de 

magnitud arriba que el del caso opc..-. Estos resultados indican que 

si bien los niveles de e>:presión de int de los fagos cpc- no 

se encuentran tan elevados como el del fago si.b-, sí son mayores 

que su progenitor (QI2Q+cin-¡:;II-); por lo que tal 'Jez en el fenotipo 
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FAGO himA- K713 

sib+ 

sib3 

opc- t t 

inth3 t R 

Tabla 4. Ensayo de placa roja en una cepa hill!A- de fagos opc-.­
El ensayo de placa roja se efectuó como se describe en la sección 
de material y métodos. Se utilizó la cepa K713, que es una cepa 
para el ensayo de placa roja y que tiene la mutación himA-; como 
control de plaqueo se muestra el fenotipo de los fagos en himA­
( columna 'zquierda). La incubación se efectuó por 24 hrs a 34uc. 
Las letras y signos denotan el fenotipc de las placas: (-) no se 
obtienen placas; (t) placas turbias y blancas; (R) placas rojas. 
Los fagos sib+, sibJ ~· opc- ta~bien llevar. las mutaciones ó 
marcadores HindIIIrect114ºI8S7cinl. Las mutaciones opc- utilizadas 
fueron Qlli ::_, 4 y 10. 
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Sib- de los fagos opc, no solamente esté involucrado el nivel de 

integrasa (ver discusión). Probablemente exista una relación de 

este fenotipo y el observado en las cepas ihf-, además estos 

resultados descartan la posibilidad de que los fagos opc- sean QII+ 

(que se comportan igual que sib-). 

e) Frecuencia de lisogenia.- Los xagos con mutaciones opc­

compensan el efecto "letal" de la mutación cinl en bacterias ihf­

y además exhiben un fenotipo turbio (en himA-, hip-, Ql, ó 5165). 

Para determinar si la mutación opc- afectaba la eficiencia 

de lisogenia, se estimó la frecuencia de lisogenia (tabla 6). 

Los resultados muestran que los mutantes opc- son 

aproximadamente un tercio ó un medio de eficientes en 

lisogenización comparadas con el caso opc+. Estos resultados 

podrían indicar un nivel ligeramente menor de represor, y 

consecuentemente podrían tener un nivel mayor de Int. 

Dado que una cepa himA- es deficiente en el establecimiento de 

la lisogenia (lambda forma placas claras, Miller y Friedman, 1980 

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

al, 1977 y tabla 2) sólo se determinó el indice de viabilic..ad 

celular (cuenta viable de células sobrevivientes a la infección de 

fagos corregida por centros infectivos) permitidos por opc-cin- y 

opc+cin-. En la infección con fagos opc+cin- se obtuvo un indice de 

viabilidad celular alto, debido probablemente a que es improduct.?a 

la infección permitiendo el crecimiento bacteriano. Para la 

infección con fagos gII68 se ob~uvo un indice de viabilidad 10'0 
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AUXILIAR INDICE DE INTEGRACION 

X 10~ 

opc+ 0.1 

opcl 5.7 

opc2 12.0 

opc3 6.2 

opc4 7.2 

opc5 3.6 

opc6 1.7 

cII68 4.0 

sib3cII68 1740.0 

Tabla 5. Eficiencia de las mutantes opc- para promover 
recombinación integrativa.- Se infectó la cepa SA73lrecA­
(in.t2redll4imm434QII4lg-ª.lS) a una mdi de 10 de cada fago. Todos los 
fagos utilizados llevan la mutación QI857. Además los fagos opc+ y 
opc- llevan los marcadores HindIIIrectll4cinlQII68. Los números en 
la tabla representan el indice de integración que significá los 
profagos escindidos por recombinación integrativa (fagos 
transductores de ggl_) por ce~tro infectivo. 

60 



veces menor que el caso cin-, probablemente como resultado de un 

alto grado de lisis celular. Por otra parte las infecciones con los 

mutantes opc-cin- dieron como resultado una reducción de 10 a 20 

veces en el indice de viabilidad con respecto al caso opc+cin-, tal 

vez debido a que estos fagos sintetizan represor (forman placas 

turbias en himA-) {Datos no mostrados). 

f) Tasa de eclosión.- la mutación cinl se localiza en la región 'Y' 

del operón PR (Wulff, 1976) y además de crear un promotor, 

incrementa la terminación en .t.Rl ( Rosenberg et al, 1978) . Las 

funciones de replicación se transcriben a partir de pR, pero .t.Rl se 

encuentra previo a estos genes. Con el fin de examinar si existian 

diferencias en la producción de progenie entre fagos opc+cin- y 

opc-cin- se realizó un ensayo de tasa de eclosión tanto en una cepa 

hirnA+ corno en una hirnA- donde el efecto de cin- resulta más 

aparente (tabla 7). 

Cuando el ensayo se efectúa en una cepa silvestre, no se 

encuentran diferencias aparentes para ningún caso (columna l). 

Resultados similares se obtienen cuando se utiliza himA-. 

La explica:::ión de que en la cepa himA- se obtenga progenie 

para fagos cin- p~ede estar en la temperatura de incubación 

utilizada. cuando El fago lleva la mutación cI857 (ts) el efecto 

letal de himA- sobre cin- sólo se observa a 32ºC pero no a 42ºC 

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

normales (claras). E! ensayo de tasa de eclosión se realizó a 39"C 

donde el represor n~ es funcional. 
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FAGO 

cII+ 

cII68 

cinlcII68 

opcl 

opc4 

opc6 

Precuencia de 
Lisogenia 

l. o 

7.3 >: io- 3 

l. o 

0.7 

0.4 

0.4 

Tabla 6. Frecuencia de lisogenia de mutantes opc-.- Los valores 
de la columna representan la frecuencia de lisogenia normalizados 
con centros infectivos. El ensayo se realizó en la cepa Sl65 
(himA+) a una mdi de 10 de cada fago. El tiempo de incubación fuó 
de 90 min a 3~C. Todos los fagos llevan la mutación gI857 y en 
adición los fagos opc-, llevan la mutación cinl como marcador 
relevante. 
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Aunque en este experimento se eliminó la participación del 

represor por ser termosensible, no parece observarse un efecto por 

parte del promotor pcin, ni del terminador ~Rl; sin embargo hay que 

hacer notar que se utilizó una mdi de 10 que podría estar 

enmascarando algún efecto. 

III. MAPEO INICIAL DE LAS MUTACIONES opc.-

a) Mapeo genético.- Para la localización genética de las mutaciones 

opc-, en primer lugar se determinó sí estas se encontraban a la 

izquierda ó a la derecha del sitio att. Para llevar acabo esto se 

realizaron las cruzas mostradas en la fig. 18. 

Sólo los recombinantes que llevan el brazo derecho de las 

mutantes opc- (B, en la fig. 18) exhiben tanto el fenotipo de placa 

roja como el de plaqueo en himA- de los progenitores opc-, 

indicando que las mutaciones se localizan a la derecha de att. 

Se probaron 3 mutantes QDQ_- (1, 4 y 10) y estas se localizaron 

a la derecha de in:: y >:is (a la derecha de bioll, recombinantes A, 

en la fig. 19) ya que cuando adquieren la sustitución bioll 

conservan el fenotipo turbio en himA- (el fago biollopc+cin- no 

plaquea). 

cuando se mapeó con respecto a la región de inmunLad 

(mutantes Qru::. 1, 4 y 10) se encon-::ró que de las recombinantes 

imm434 turtias generadas (recombinació~ B, fig. 19) sólo una p~ ·te 

de ellas plaqueaba en bJ..l!lA- (fenotipo ligeramente turbio). Este en 

principio indicaría que las mutaciones se localizan a la derech~ de 
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TASA DE ECLOSION 

FAGO himA+ himA-

cII68 1.4 

cinlcII68 4.6 5.5 

opcl 1.8 2.3 

opc4 1.4 2.6 

opclO 3.0 4.0 

Tabla 7. Tasa de Eclosión de mutantes opc-.- El ensayo se reali?.ó 
por infección de las cepas himA+ (5165) y himA- a una mdi de 10 de 
cada fago. La temperatura de incubación fue de 39ºC por 30 min. Los 
números en la tabla representan la tasa de eclosión dividida entre 
centros infectivos que se calcularon en la cepa Ql (para más 
detalle ver la sección de mut:erial y métodos). Todos los fagos 
llevan la mutación ;:;:I857, y en adición, Jos fagos Q.RQ-, llevan la 
mutación cinl como mnrcador relevante. 
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imm434 y cuantificación de la frecuencia de esta recombinación 

podría dar la localización definida de las mutaciones; sin embargo 

de la recombinación con el fago opc+cin- se obtuvieron resultados 

similares. 

cuando en vez de utilizar para la recombinación al fago 

imm434029 (B, fig. 19) se utiliza el fago imm434ºII68 (C, fig. 19) 

(recombinación sólo de opcl), al probar las recombinantes imm434 

turbias que se generaron, éstas no plaquean en himA- (igual que 

opc+cin-) indicando que sólo se rescata la mutación cinl pero no 

QP_Ql. Estos resultados sugieren que la mutación se encuentra dentro 

de la región de inmunidad ºI. 

Por otra parte, cuando se recombinan QP_Q+cin- y QgQ-cin- (gru;;_ 

1, 4 y 10) con el fago imm210am29 (O, fig. 19) para preguntar sí la 

mutación se encontraba a la derecha de la región de inmunidad de 

imm21 e izquierda de Orun29, no se encontraron diferencias entre los 

recombinantes imm210+ de QP.Q+ y opc- (todos los recombinantes 

crecen ligeramente turbios en himA-). Probablemente la e>:plicación 

de los fenotipos turbios en himA- de los recombinantes imm434 

(recombinación B, fig. 19) se deba a que el efecto de hirnA­

(defecto en el establecimiento de la lisogenia) no se observa con 

estos fagos (Miller, 1980). 

65 



HindIII red- cI cinl cII68 

j_ _ 
B 

A -··----·---
gal bio i4 cII41 

A) 

HindIII bio i4 cII41 

gal red cI cinl cII68 

B) 

gal red cI cinl cII68 

HindIII bio i4 cII41 

Fig. 18. Mapeo genético de opc- con respecto a att. Para conocer de 
que lado, con respecto a att, se encontraban las mutaciones opc- se 
realizaron las cruzas esquematizadas en la figura, que se 
efectuaron como se describe en material y métodos. Se rescataren en 
forma indnpendicnte los brazos derecho e izquierdo de los 21 
candidato:::: mutantes, que dan origen a los rccombinantes 
gtl8redll4QI857cinlQII68 (B) y HindIIIbioll irn111434;;II41 (A). Con 
estos recombinantes se generaron fagos homóJogos a los originales; 
los que después de pu::- i f icados y propagados se probaron en e 1 
ensayo de placa roja y plaqueo en hirnA-. 
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HindIII red cI cin cII6B 

A _J 
gal bio i4 cII41 

HindIII red cI cin cII68 ----------
B 

. - -- -----·-- -1 

i4 029 

HindIII red cI cinl cII68 

e 

i4 cII68 

HindIII red cI cinl cII68 

D 

i21 029 

Fig. 19. Mapeo genético de QRQ-con respecto a bio y QI. 
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Fig. 19. Mapeo genético de opc- con respecto a bio y Ql. Para saber 

si las mutaciones se encontraban a la derecha de los genes int y 

xis se obtuvieron los recombinantes g_¡Ll.BbiollQI857cinlQII68 por 

medio de la recombinación mostrada en A) de Q.llQ+. opc 1, 4 y 10. 

los recombinantes se seleccionaron en la cepa Sl65(P2) donde sólo 

crecen los fagos bio y se seleccionaren los que llevaran inmunidad 

~I. Para saber si las mutaciones se localizaban a la derecha de la 

región de inmunidad imm434 inicialmente se efectuaron c·~uzas como 

las descritas en B), donde se seleccionaron las recombinantes 

imm434 turbias por crecimiento en la cepa M72 ( )¡) ó se tomaron 

inicialmente de la cepa Sl65 y después de probar inmunidad 

(picando) se seleccionaron las placas imm434. Para el fago opc+ se 

obtuvo una frecuencia de recombinación de 7.8 x io-', para opcl de 

2 x 20-', para opc2 de 3.7 x io- 1
, opcJ 1 x lo-', opc4 3.6 x io-', 

opc5 6. 4 x 1 o-' y opc6 de 9 x 10-1 de recombinantes turbias imm4 3 4. 

Estas se probaron por plaqueo en himA-. cuando las cruzas se 

realizaron como se muestra en C), los recombinantes imm434 turbios 

se seleccionaron en la cepa Sl65 a 42ºC (sólo se efectuó para 

opcl). Después de probar sus marcadores, se examinó sobre himA-. 

Cuando se quizo preguntar en relación a la región de inmunidad 

imm21 se efectuó la cruza mostrada en D), donde los recombinantes 

se seleccionaron en la cepa S60l(A)recA-, donde sólo crecen los 

recombinantes imm210·, los cuales se probaron en himA-. Se obtuvo 

un frecuencia de recombinación de 2. 4 x io-• para QP.Q+; de 2. 71 x 

10-• para opcl; de 1. 2 x lo-• para opc4 y de 2 x io-• para opc 10. En 

general se probaron de 10 a 100 placas de cada recombinante. 
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b) Mapeo por fásmidos (recombinación entre fagos y plásmidos).­

Los experimentos preeliminares de mapeo genético, sugerían que la 

mutación opc se localizaba en la región de inmunidad QI. Uno de los 

fenotipos de la mutación opcl es revertir el efecto de la mutación 

cinl en cepas ihf-. como la mutación cinl se encuentra en el operón 

pR, resultó atractivo realizar estudios funcionales y de mapeo más 

detallados en este operón, por lo que se clonó la región que abarca 

del promotor pR hasta parte del gene o, de los fagos opc+ (pOPCO), 

opc- (pOPCl) y>,+ (pOPSJ) en el vector pBR322. La estructura 

resultante de estos plásmidos es muy similar a la de los plásmidos 

dV (Matsubara, 1981). Al infectar bacterias portadoras de los 

plásmidos pOPCO, pOPCl y pOPSJ con fagos de inmunidad QI, todas 

ellas resultaron inmunes a la infección,por lo que no se observó 

formación de placas 1 iticas. Probablemente este resultado este 

mediado por la proteína ero (ver más adelante). Por estos 

resultados no fué posible rescatar la mutación opcl de los 

plásmidos pOPC con fagos QI, por lo que se probó el rescate con 

fagos imm434. 

Los plásmidos que se utilizaron fueron: pOPCl, con 1 os 

marcadores opc-, cin-; pOPCD, con los marcadores opc+, cin-; pOP!.:J, 

con los marcadores ~+, cin+; pAPC+, derivado de pOPCO pero que 

carece de l<i regió:1 pR-:::ro' y pAPC-, derivado de pOPCl y '. ue 

también carece de la región pR-cro'. Los fagos que se usaron pi'ra 

la recombinación con lo:. plásmidos, fueron: imm434gII68; Q2 

imm434r,;II41 cuyo DNl, es méis pequeño por lleva!· la deleción !;12, '/ 

tiene una mutación diferente a los plásmidos en el gene gII y !l 

69 



PLASMIDO/FAGO 

A) 

pAPCO / i4cII68 

pAPCl / i4cII68 

pOPCO / b2 i4cII41 

pOPCl / b2 i4cII41 

pOPS3 / b2 i4cII41 

B) 

pAPCO I b2 i4tscII68 

pAPCl I 11 

pOPCO I 11 

pOPCl I 11 

pOPS3 I 11 

C) 

cI' 

% DE FAGOS TURBIOS 
RESCATADOS 

18.0 

37.5 

l. 8 

3.3 

0.8 

1.0 

1.6 

1.1 

o.o 

o.o 

cin cII O' 

FENOTIPO 

himA+ himA-

15 t o 

19 t o 

3 t 3 c 

5 t 5 c 

2 t 2 c 

21 t o 

19 t o 

7 t o 

Tabla 8. Prueba de rescate de la mutación opc- por medio de 

fásmidos. 
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Tabla B. Prueba de rescate de la mutación opc- por medio de 
fásmidos. Las recombinaciones entre los fagos con inmunidad imm434 
y los plásmidos se llevaron acabo como se muestra en los incisos A) 
y B) de la tabla. Después de propagar los fagos en las cepas 
portadoras de los plásmidos para permitir la recombinación, se 
seleccionaron lisógenas resistentes a ampicilina (portadoras de 
fásmidos); que posteriormente se indujeron para obtener lisados que 
se inactivaron con citrato de sodio por 60 min para eliminar los 
fásmidos y solamente recuperar los fagos. El fenotipo de la 
progenie se analizó en las cepas hi.rnA+ y himA-. Los porcentajes de 
fagos turbios rescatados se detectaron en una cepa himA+ (Ql). En 
el inciso c), se señala los principales puntos (.)en que se pudo 
haber llevado la recombinación (vec texto para más detalle). 
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fago Q2 imm434QII68. 

Como se puede apreciar de los resul tactos de la tabla 8, al 

plaquear los fagos turbios que se obtuvieron, sobre la cepa himA­

se observan 2 fenotipos: Los que no forman placas (recombinación 

con los fagos imm434QII68 y Q2 imm434QII68) y los que forman placas 

claras (recombinación con los fagos Q2 imm434QII41). Estos 

resultados indican, que en el primer caso sólo se rescató la 

mutación cin y en el segundo que se generaron recombinantes QII+. 

Probablemente, la mutación QI2Q se encuentre en la región 

heteroinmune y por eso no fué posible rescatarla. Estos resultados 

apoyan los obtenidos por rnapeo genético. 

c) Mapeo por intercambio de fragmentos de restricción AvaI-AvaI 

entre los plásmidos pOPCO, pOPCl y pOPSJ.-Tanto las bacterias con 

los plásmidos pOPCO corno con los plásmidos pOPCl fueron inmunes a 

la infección de fagos QI; sin embargo cuando estas se infectaron 

con el fago i.mm434QII68 se encontró, que las bacterias con el 

plásmido pOPCl (opc-) fueron más resistentes a la propagación de 

los fagos que las portadoras del plásmido pOPCO (opc+)[ve~ tabla 

9). Como la única diferencia entre ambos plásmidos es la mutación 

opcl, este rcsul~ado sugiere que esta mutación afecta los niveles 

de interferencia del plásmido pOPCl para la propagación de fagos 

imm434gII68 y que es posible observar el efecto fenotípico de la 

mutación er el plásmido. 
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En base a este resultado y a la posible localización de la 

mutación opcl en la región de inmunidad QI, se intercambiaron los 

fragmentos de restricción AvaI-AvaI entre los plásmidos para ver el 

grado de interferencia contra los fagos imm434. El fragmento AvaI­

AvaI de 630 pb, contiene el promotor pR y la mayor parte del gene 

ero (coordenadas 38214). Además de utilizar los plásmidos pOPCO y 

pOPCl se usó al plasmido pOPS3 ( opc+ cin+). Cada uno de los 3 

juegos de plásmidos contiene a su vez 3 plásmidos, el original con 

el fragmento AvaI-AvaI propio y otros 2 plásmidos que conservan la 

región cin-QII-0' (B en la tabla 9) y que llevan el fragmento AvaI­

AvaI (A en la tabla 9) de los otros 2 plásmidos progenitores. 

Todas las construcciones que contienen la región pR-cro (A en 

la tabla 9) del plásmido pOPCl (opc-) dan un fenotipo mutante, es 

decir, la interferencia del plaqueo del fago imm434QII68 es mayor 

en estos casos que la de los plásmidos pOPCO y pOPS3 ( 3 veces). 

Estos datos nos indican que la mutación se localiza en la región 

pR-cro. El plásmido recombinante pOPS3 con la región pR-cro del 

plásmido pOPCl interfiere el doble que el plásmido pOPCl; 

probablemente debido a que el plásmido pOPS3 no lleva la mutac~ón 

cinl (ver discusión). Todas las construcciones mostraron un pat1·ón 

igual de interferencia c~3ndo se plaquearon varios fagos Ql y el 

fago imm434cinl (inhibición total); con el plaqueo del fago imm· 1, 

sólo se observó un grado de interferencia con los plasmidos rue 

muestran un fenotipo muta~~c (ver discusión). El vector pBR322, no 

mostró algún grado de in~erferencia. 
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-----------------------------------------------------------------
PLASMIDO RECOMBINANTE 

1) 

2) 

3) 

4) 

A 
pR ero 

pOPCO 

pOPCl 

pOPS3 

pOPCl 

pOPCO 

pOPSJ 

pOPSJ 

pOPCO 

pOPCl 

B 
tRl cII 

pOPCO 

" 
" 

pOPCl 

11 

11 

pOPS3 

" 
11 

pBR322 

INDICE DE INTERFERENCIA 

1,2,3,5 4 6 

o 0.5 1 

o 0.16 0.5 

o 0.5 1 

o 0.16 0.5 

o 0.5 1 

o 0.5 1 

o 0.5 1 

o 0.5 1 

o 0.08 0.5 

1 1 1 

Tabla 9. Hapeo de la mutación opc mediante el intercambio de los 
fragmentos de restricción AvaI-AvaI entre los plásmidos pOPC, pOPCl 
y pOPSJ. El fragmento Aval-Avar que contiene a pR y ero se 
intercambió entre los 3 plásmidos y se midió el grado de 
interferencia de estas construcciones recombinantes sobre el 
plaqueo (e.o.p.) de diferentes fagos. En la tabla, A y B 
representan las par~es de que astan compuestas los diferentes 
plásrnidos progenitores y recombinantes (A, fragmento AvaI-AvaI). 
Se probaron 4 candidatos aislados indcpcndienternen~e da cada 
construcción. Los fagos utilizados para medir la interferenci<.t 
fueron: 1) gI857ºII62; Z) QI857cinlºII68; 3) QI857opclQinlQII68; 
irnrn434QII68; 5) 1lnm434cinlQII68 y 6) imm2lcII-. 
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IV. EFECTO DE LAS MUTACIONES opc Y cin EN Pl.ASMIDOS Y FAGOS SOBRE 

LAS INTERFERENCIAS TIPOS A Y B. 

a) Interferencia de plásmidos pOPC y sus derivados.- Con la 

finalidad de conocer más acerca del efecto de la mutación opcl en 

la interferencia del plásmido pOPCl, se probó la eficiencia de 

plaqueo de fagos con inmunidad QI e imm434 con diferentes 

mutaciones en el operón pR, y el fago con inmunidad imm21 sobre 

cepas que llevaban por separado cada uno de los siguientes 

plásmidos: pOPCO, pOPCl, pOPSJ y pBR322. 

La interferencia de los plásmidos pOPCO, pOPCl y pOPSJ fué 

igual para los fagos con inmunidad QI, independientemente de las 

mutaciones que llevaran (tabla 10). En todos estos casos se observó 

una inhibición total del plaqueo de los fagos (-10-7
). 

Para la interferencia de los fagos con inmunidad imm434 se 

observó que el efecto del plásmido pOPCl fué mayor que el de pOPS3 

y la interferencia de este fué mayor que la de pOPCO, de esta forma 

la intensidad de la interferencia podría resumirse en el gradiente 

pOPCl>pOPS3>pOPCO. El único caso para el que no se encontró 

diferencias entre los tres plásmidos fué con el fago imm434cinl; 

aquí al igual que con los fagos QI se obtuvo una inhibición total 

del plaqueo. Al parecer, de todas las mutaciones del operón pR que 

se probaron, sólo cinJ tuvo un efecto sobre la eficiencia de 

plaqueo (en este caso negativo). ya que ni mutaciones en ~II (ó su 

contraparte QI I +) , en e 1 promotor pE ( QY) , ó en el represor 

afectaron eJ proceso (tübl~ 10). Estos resu:tados descartan la 
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PLASMIDO 

FAGO pBR322 pOPCO pOPCl pOPSJ 

cI857cII68 1 º* º* o 

cI857cinlcII68 1 º* º* o 

cI857cinlcII68opcl 1 º* º* o 

i4J4cII68 1 0.47 0.03 0.26 

i4J4cinlcII68 1 º* º* o 

i4J4cI- 1 0.53 0.05 0.13 

i4J4cy3048cII68 1 0.44 0.09 0.12 

i434cy42 1 0.42 o.os 0.12 

i21cII- 1 0.83 0.68 0.73 

Tabla 10. Eficiencia de plaqueo de diferentes fagos en cepas que 
llevan lm.. plásmidos con las regiones opc+ y opc-. 
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Tabla 10. Eficiencia de plaqueo de diferentes fagos en cepas que 
llevan los plásmidos con las regiones opc+ y opc-. Los números de 
la tabla representan la eficiencia de plaqueo (e.o.p.) de los 
diferentes fagos en las cepas portadoras de los plásmidos. Esta 
eficiencia refleja el nivel de interferencia de los plásmidos sobre 
el crecimiento de los fagos. La e.o.p. se calculó dividiendo el 
número de placas obtenidas del plaqueo sobre bacterias con x 
plásmido entre el número de placas obtenido del plaqueo del mismo 
virus a la misma concentración en la cepa que lleva el vector 
pBR322. el símbolo (*) significa que se obtuvieron placas fantasmas 
a una concentración de 10ª. En pOPCl, las placas son turbias e 
irregulares, excepto para imm21 y las placas en pOPCO y pOPSJ son 
irregulares pero claras. 
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posibilidad de que la interferencia se deba a la expresión del 

represor del fago vía activación de su promotor pE por la proteína 

CII68 del plásmido. Por otro lado se observó un efecto discreto y 

no reproducible en la eficiencia de plaqueo del fago imm21. 

b) Interferencia de plásmidos sin la reqión del autorepresor.- Al 

comparar los niveles de interferencia entre los plásmidos pAPCO y 

pAPCl (que carecen de la región pR-cro) se encontró que estos 

fueron iguales para todos los fagos examinados, así las diferencias 

observadas con los plásmidos progenitores pOPCO y pOPCl cuando se 

usaron fagos imm434, desaparecen (tabla 11); este resultado 

concuerda con el hecho de que la mutación se encuentre en la región 

pR-cro. Por otro parte se apreció que la intensidad de la 

interferencia disminuyó cuando se eliminó la región mencionada, de 

tal forma que los fagos con inmunidad QI que no formaban placas en 

bacterias con los plásmidos pOPC, pudieron propagarse en bacterias 

con plásmidos pAPC (aunque todavía con cierta interferencia). Es 

interesante hacer notar que el fago con la mutación opcl (opc-cin-) 

resultó ser más resistente a la i~terferencia de los plásmidos pAPC 

que su progenitor (opc+cin-) y aün que el fago cin+ (tabla 11). Asi 

también se puede establecer u~ gradiente, aunque en este caso de 

resistencia a la interferencia por parte de los fagos: opc-ci_n­

>QI?.Q+cin+~opc+cin-. 
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-----------------------------------------------------------------
FAGO INFECTANTE 
pBR322 

cI857cII68 

cI857cinlcII68 

cI857cinlcII68opcl 

i434cII68 

1434cinlcII68 

i434N-nin5 

i2lcII41 

pOPCO 

o 

o 

o 

0.66 

0.08 

1 

1 

INDICE DE INTERFERENCIA 

pOPCl pAPCO pAPCl 

o 0.5 0.5 1 

o 0.16 0.16 1 

o 1 1 1 

0.16 1 1 1 

o 0.16 0.16 1 

0.5 1 1 1 

1 1 1 1 

Tabla 11. Interferencia de los plásmidos pAPCO y pAPCl, que carecen 
de la región del autorepresor sobre el desarrollo de fagos. 
En la tabla se presenta la comparación de los niveles de 
interferencia de los plásmídos pOPCO y pOPCl con los plasmidos 
pAPCO y pAPCl que se derivan de los anteriores pero que se les 
eliminó la región del autorepresor. La cepa potadora de cada uno de 
los plásmidos es Ql. 
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c) Efecto de las mutaciones opc4 y opclO en la interferencia y su 

comparación con opcl.- Con la finalidad de probar el efecto de las 

mutaciones opc4 y opclO sobre la interferencia del desarrollo de 

fagos en el sistema de plásmidos, se realizaron construcciones 

plasmidicas similares a la del plásmido pOPCl con las regiones del 

operón pR de estos fagos (ver la sección de Material y Métodos). 

Los ni veles de interferencia obtenidos tanto para el plásmido 

con la mutación opc4 ( pOPC4) como con la mutación opclO fueron 

iguales a los obtenidos con la mutación opcl (pOPCl){tabla 12]. 

Estos resultados en conjunto con los obtenidos en otros ensayos, 

sugieren que las 3 mutaciones afectan la misma región. 

d) La participación de las secuencias del origen en la 

Interferencia tipo B.- Los plásmidos de la serie pOPC fueron 

capaces de interferir con gran intensidad a fagos con inmunidad QI 

y con una intensidad menor a fagos con inmunidad imm434; sin 

embargo cuando se eliminó la región pR-cro de los plásmidos, la 

intensidad de los dos tipos de interferencin disminuyó. En la 

región que conservan los plásmidos (región del origen) hay 3 

secuencias que podrian intervenir en este fenómeno: ice, oop y ori. 

La región que contiene a oop genera un transcrito que podría actuar 

en trans. Para probar si sólo una región con la secuencia oop era 

capaz de inhibir el desarrollo de los fagos, se clonó esta región 

aislada de las otras dos secuencias (p002); además se realizaron 2 

construcciones, un~ con las secuencias ice-ori (sin oop, denominada 

pPPl) y otra con las secuencius oop-od (sin ice, denominada pORl). 
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INTERFERENCIA 

PLASMIDO 1, 2, 3 4 5 6 

pOPCO o 0.66 0.66 0.95 

pOPCl o 0.16 0.16 o.75 

pOPC4 o 0.16 0.16 o.75 

pOPClO o 0.16 0.16 0.75 

pOPS3 o 0.66 0.66 0.85 

pBR322 1 1 1 1 

Tabla 12. Efecto de las mutaciones opc4 y opclO en la 
intereferencia y su comparación con opcl. A part.:.r de los fac¡os 
mutantes opc4 y ~10 se realizaron construcciones iguales a la 
de pOPCl para probar y comparar el grado de interferencia. El 
plásmido pOPC4 lleva la región de ~4 y el plásmido pOPClO ll·?Va 
la región de ~10. Para esta prueba se utilizaron los siguien:es 
fagos: 1) QI857QII6B; 2) QI857ci~IQII63; 3) QI857cin1QII68opcl; 4) 
imm434QII68; 5) irnm4J4QI- y 6) imm21QII-. 

81 



Al analizar los niveles de interferencia de las construcciones, se 

encontró que el plásmido p002 (Q.QP) y el plásmido pORl (oop-ori) no 

interfirieron con el plaqueo de los fagos y de hecho se comportaron 

como el plásmido pBR322 (tabla 13). Estos resultados sugieren que 

si oop juega algún papel importante en la interferencia, parece 

requerir de la participación del sitie ice. Interesantemente el 

plásmido pPPl ( ice-ori) que carece de oop, tuvo un grado de 

interferencia similar al plásmido pAPCO (tabla 15); resultado que 

parece apoyar la importancia del sitio ice en este proceso; aunque 

no es claro el mecanismo por el cual podría actuar (sobre todo en 

trans). Es evidente que se requiere efectuar más experimentos para 

poder elucidar el papel de la secuencias de la región del origen en 

la interferencia tipo B. 

V. ACTIVIDAD DEL PROMOTOR pR CON LA MUTACION opcl.-

Las evidencias indicaban que la mutación ~ se localizaba en 

el promotor pR, aunque no se podía descartar que estuviera en el 

gene ero. Con el propósito de estudiar la actividad del promotor pR 

separado del gene ero, tanto del plásmido con la región del fago 

mutante (pOPCl) como del plásmido con la región silvestre (pOPCO), 

se clonaron ambos promotores en eJ vector pKO para medir su 

actividad por medio de la expresión de la galactocinasa. 

El promotor que proviene de la región mutante (pPRl) produjo 

cerca de J veces menos unidades de aalactocinasa que el promo~or 

silvestre (tabla 14). Estos resultados se obtuvieron para los 3 
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INTERFERENCIA TIPO B 

----------------------------------------
PLASMIDO 1 2 3 4 5 6 

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

p002 1 1 1 1 1 1 

pOOl 1 1 1 1 1 1 

pORl 1 1 1 1 1 1 

pPPl 0.4 0.10 1 0.60 0.10 1 

pAPCO 0.5 0.16 1 0.85 0.16 1 

pBR322 1 l l l 1 l 

Tabla 13. Participación de los sitios oop, ice y ori en la 
interferencia tipo B. A partir de plásmido pAPCO que contiene la 
región del origen, se generaron los plásmidos p002 y pOOl (ambos 
con el sitio oop), el plásnido pORl (con los sitios oop y ori) y el 
plásmido pPPl (con los sitios ice y ori). A estas construcciones se 
les probó su capacidad de interferencia y se les comparó con su 
plásmido progenitor. Los numeras del 1 al 6 de la columna de la 
interferencia tipo B represectan los fagos utilizados en el 
experimento, que son los mismos que los de la tabla 12. 
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candidatos que se probaron de cada una de las construcciones y 

sugieren que su promotor es menos activo y apoyan el que la 

mutación opc se encuentre en ó afecte la actividad de pR. Sin 

embargo llama la atención que la actividad del promotor pR 

silvestre (pPRO) que se supone un promotor de fuerza media fué 6 

veces más baja que la de] promotor pgal (pKG1800). 
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-----------------------------------------------------------------
PLASMIDO 

UNIDADES DE 
GALACTOCINASA 

EXPRESION 
RELATIVA 

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

pPRO: 

0.3 

0.4 

0.5 

pPRl: 

l. 7 

l.19 

l.20 

pK01 

pKG1800 

255 12 

235 11 

235 11 

100 5 

87 4 

75 4 

22 1 

1445 66 

Tabla 14. Actividad del promotor pR con la mutación opcl. 
El promotor pR silvestre y con la mutación opcl se clonaron en el 
vector pKOl para medir su actividad por medio de la expresión de 
galactocinasa. El plasmido pPRO lleva el promotor silvestre y el 
plásrnido pPRl, el promotor con la mutación Qllf;l. Se probara~ J 
clonas diferentes de cada construcción. El ensayo se realizó en la 
cepa SA1943 como se describe en material y métodos. Se ~·Jrnó 
arbitrariamente las unidades obtenidas con pKOJ (sin promotor) corno 
1 y en base a este valor se da la expresión relativn de .os 
promotores. 
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VI. EFECTO DE LAS MUTACIONES cinl Y opcl SOBRE EL MANTENIMIENTO 

DE LOS PLASMIDOS EN CEPAS ihf-.-

El efecto de la mutación~ se observó en varios ensayos con 

fagos así como en experimentos con plásmidos. Con la finalidad de 

probar si el efecto de opc- sobre cin- encontrado en fagos al 

infectar cepas ihf- (ver tabla 2), se observaba en plásmidos con 

estos marcadores, se transformó cepas ihf-. 

Interesantemente en la transformación con el plásmido pOPCO 

(opc+cin-) no se obtuvieron colonias resistentes a la ampicilina, 

tanto en las cepas himA- e hip-, mientras que con el plásmido pOPCl 

(opc-cin-) si se consiguió seleccionar este tipo de colonias (tabla 

15). Estos resultados semejan los descritos con los fagos, sin 

embargo hay que hacer notar que el tratar de propagarlas resultaba 

dificultoso ya que su crecimiento era pobre e inestable. En la 

transformación con el plásmido pOPS3 ( opc+cin+) se obtuvieron 

colonias estables con ambas cepas ihf-, también cuando se 

transformó con eJ plásmido pAPCO ó con el plásmido pAPCl (ambos 

cin- y sin la región pR-cro) se obtuvieron colonias estables en las 

2 cepas ihf- al igual que el vector control pBR322 (tabla 15). 

Todos los plásrnidos transformaron establemente l& cepa ihf·I. 
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PLASMIDO himA- hip- ihf+ 

pOPCO + 

pOPCl + + + 

pOPSJ + ND + 

pAPCO + ND + 

pAPCl + ND + 

pBR322 + + + 

tabla 15. Efecto de las mutaciones cinl y opcl sobre el 
mantenimiento de los plásmidos en cepas ihf-. 
Las cepas ihf+ ó ihf- (himA- ó hi.1;1) se transformaron con los 
plásmidos pOPCO (.Q2.Q+ cinl), pOPCl (opcl ciQl), pOPSJ (QI2.Q+ cin+), 
pAPCO (ginl), pAPCl (_g_inl) y pBRJ22. se utilizó concentraciones de 
50 a 300 ng de DNA en todos los casos. ND, significa no 
determinado. 
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DISCUSION 

En el presente trabajo se aislaron mutantes del bacteriófago 

lambda con un fenotipo similar a mutantes sib en el ensayo de placa 

roja, y de acuerdo a las bases del método de selección empleado, 

las mutaciones con este fenotipo, pueden ser alteraciones que 

provoquen ya sea directa ó indirectamente un incremento en la 

actividad de integrasa, tales como: mutaciones en el gene int que 

aumenten la función de recombinación, tipo inth; mutaciones en sib 

que eleven la estabilidad de su RNA mensajero; mutaciones en el 

promotor pI que le den una actividad constitutiva; ó una reversión 

de QII- a QII+ que traería corno resultado una mayor cantidad del 

transcrito del gene int; también podrían obtenerse mutaciones en 

regiones de control que regulen alguno de los factores implicados 

en la expresión de int diferentes a los mencionados arriba corno las 

seleccionadas en este trabajo. 

Las mutantes QP.Q aisladas, si bien exhiben un fenotipo Sib-, 

mapean y tienen caractgrísticas diferentes a las que tienen las 

mutantes sjb. Un punto importante aunque oscuro para este 

resultado, probablemente esté en el modo de selección, ya que se 

eligieron placas rojas iguales que las del fago sibJ que fueron mas 

intensas que las de sibl y sib::, hecho que no tiene una explicación 

satisfacto~ia, ya que en o~ros ensayos no se observaron diferencias 

entre estas. Una posibilidad que no puede descart~rse es que el 

fago sibJ tuviera otra mutación que favoreciera el fenotipo 

observado. 
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El fenotipo en placa roja de las mutantes aisladas, sugería un 

incremento en la expresión ó en la actividad de integrasa. Sin 

embargo la eficiencia para promover recombinación integrativa de 

estas fué igual que la del fago QII68, y cerca de 3 ordenes de 

magnitud menos que la del fago sib3. Así, estos resultados 

indicaron que los niveles de integrasa de los fagos opc- no estan 

afectados de manera considerable, aunque estos valores fueron 

mayores que los de los fagos opc+ (como 10 veces). Tal vez esta 

diferencia sea un factor importante para explicar el fenotipo en el 

ensayo de selección, donde las placas de fagos opc- fueron rojas en 

un tiempo más corto que la de los fagos opc+. 

Los experimentos de mapeo por cruzas, sugerían que la mutación 

opc se encontraba en la región de inmunidad QI, y también 

descartaron la posibilidad de que la mutación estuviera en sib, 

int, pI y QII; resultados que son consistentes con los ensayos en 

que se probaron estos marcadores. 

Como la mutación Q.ru;; revierte el efecto de la mutación cinl, 

la explicación de que no se encontraran adyacentes no resultnba 

clara, por lo que se clonó la región que cubre del promotor pR 

hasta parte del gene o, para mapear y hacer estudios funcionales 

con los plásmldos. 

Al infecta:- las bacterias portadoras de los plasmldos, ~on 

fagos hctcroi nmunc::-. j. mm4 J.;, se encontró que el plasmido pOPCl ( Q.~­

) interfcriil ma¡; que el plasmido pOPCO (opc+) en la propagación de 

los virus; dn enta form~, estos resultados demostraban quo la 
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mutación opc estaba contenida en esta región y a su vez que era 

posible observar el efecto de ésta en el plásmido. El hecho de que 

la mutación no pudiera rescatarse del plásmido pOPel con fagos 

imm434, apoya la evidencia de que la mutación opc se encontrara en 

la región de inmunidad cr, obtenida en las recombinaciones con 

fagos. La localización fué más precisa al intercambiar la región 

pR-cro' (fragmento AvaI-AvaI) entre los plásmidos, ya que las 

construcciones que contenían el fragmento AvaI-AvaI del plásmido 

pOPel dieron el fenotipo mutante en la prueba de interferencia, 

indicando que la mutación se encontraba en el promotor pR ó en el 

gene ero. 

El plásmido dv y plásmidos recombinantes que contienen la 

región pR-ori interfieren con el crecimiento de los bacteriófagos 

con inmunidad cr ó imm434 (Matsubara, 1972; 1981) por un mecanismo 

que implica la inhibición de su replicación (Matsubara, 1981). 

Existen al menos 2 tipos de interferencia ó incompatibilidad: La 

Tipo A (observada con los fagos homoinmunes cI), que involucra la 

región del autorepresor y que es mediada por la acción de la 

proteína ero (autorepresor) del plásmido sobre el promotor-operador 

pRoR del fago. La intensidad de la interferencia depende de los 

niveles de ero, los cuáles correlacionan con la fuerza del promotor 

pRoR. Así la inte!:"fe!:"encia se aumenta cuando se incrementa la 

constitutividad de pRoR (Murotsu y Matsubara, 1980; Matsubara, 

1981). Por otro lado se ha observado que la suceptibilidad de los 

fagos a la interferencia, depende del grado de constitutividad de 

pRoR; si esta es fuerte la suceptibilidad es b¿¡-ja y viceversa 
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(Matsubara, 1974). La interferencia Tipo n (observada con los fagos 

heteroinmunes imm4J 4) que no es tan marcada como la anterior, 

involucra la región de] origen (desde ice hasta probablemente ori) 

aunque se desconoce(n) la(s) secuencia(s) responsable(s) así como 

el mecanismo de cómo ocurre esta (fig. 20); por otro lado se sabe 

que el efecto es más pronunciado cuando esta región es sujeta a 

transcripción (Matsubara, 1981). 

En el presente traba jo, para la interferencia de los plásmidos 

sobre el crecimiento de fagos imm4J4, se observó un gradiente, 

donde la intensidad en orden decreciente fue pOPCl>pOPSJ>pOPCO. Una 

posible explicación, para el aumento en la intensidad de la 

interferencia, cuando el plásmido lleva la mutación opcl (pOPCl), 

es que esta incrementa la fuerza de pR (una constitutividad mayor) 

y por lo tanto el nivel de transcripción en la región del origen. 

Por otra parte, cuando el plásmido lleva la mutación cinl (pOPCO), 

la interferencia disminuye con respecto a la secuencia silvestre 

( pOPSJ); presumiblemente por que la mutación cinl, que crea un 

promotor que funciona en sentido contrario a pR e incrementa la 

terminación de tRl (Wulff, 1976; Wulff et al, 1980), disminuye el 

nivel do transcripción que se origina en pR, pasa ~Rl y atraviesa 

la región del origen. De esta forma se tienen 2 mutaciones cuyo 

efecto e~ la interferencia es contrarie; hay que remarcar que el 

efecto de la mutación opc1 en el plásmido se observa a pesar de 

que esto (pOPCl) tambión lleva la mutación cinl. Para el 

crecimiento de fagos con inmunidad QI, se obtuvo una inhibición 

total con los J plásmidos. Probablemente no se encontraron 
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Fig.20. Comparación de las regiones core de los plilsmidos dv, imm434 y imm21. 
Los plasrr.idos son derivados de los fagos heteroinmunes. imm434 y imm21. La estructura 
genetica de la región core de los 3 plasmidos es idéntica. excepto en la región de inmunidad 
que se encuentra señalada con rectangulos en la parte media y baja. Estas regiones son 
importantes en el fenómeno de incompatibilidad e 111terferencia. La región A cubre pRoR y 

ero. La re·11ón B tiene a IR1. el/. ice, y oop. 
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diferencias por que el plásrnido pOPCO que tuvo el menor grado de 

interferencia con los fagos irnrn434, inhibió totalmente el plaqueo 

de fagos QI, por lo cuál, niveles mayores no podrían observarse 

(corno si el sis tema se hubiera saturado) ; El hecho de que se 

observaran diferencias con el fago imm434 y no con el fago QI es 

consistente con que la interferencia con este último sea más 

marcada. Cuando se eliminó la región pR-cro de los plásmidos pOPCO 

y pOPCl, la interferencia mediada por ero y la transcripción que se 

inicia en pR desaparecieron, por lo que la interferencia Tipo B 

disminuyó en intensidad y esta fué semejante para fagos irnrn434 y 

QI. Como al eliminar la región del autorepresor, el efecto de la 

mutación desaparece, esto confirma la posición de opcl en esta 

región. 

El fago con la mutacion QQQ.1 (QQQ-cin-) fué más resistente que 

su fago progenitor (opc+cin-) y aún que el fago silvestre 

(opc+cin+) a la interferencia (Tipo B) de los plásmidos pAPC. Como 

puede apreciarse, el orden de acuerdo a su resistencia es: 

opc-cin->opc+cin+>opc+Qin-, el cuál es paralelo al orden del nivel 

transcripcional propuesto anteriormente y que se relaciona con la 

fuerza del promotor pR (constitutividad); así mientras más fuerte 

sea el promotor ó mayor sea e: nivel de transcripción de cierta 

región, mayor será la resistencia a la interferencia. 

Hay 2 formas por las que la mutación opc podría provocar un 

incremento en la fuerzu é constitutividad de pRoR: Ya !'ea 

disminuyendo la afinidad del operador oR a la proteína Crc, ó 
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disminuyendo la afinidad de ero a oR. El hecho de que la ero 

producida por pOPCl parece funcionar igual que la producida por 

pOPCD y pOPS3 para interferir con fagos QI, sugiere en principio 

que la mutación se encuentra en oR. Al medir la actividad de los 

promotores pR de las regiones mutante y silvestre, por medio de la 

expresión de galactocinasa, se encontró que el nivel de actividad 

del promotor de la región mutante fué 3 veces menor que el del 

promotor silvestre; resultado que sugiere que la mutación afecta al 

promotor pR haciéndolo menos activo; hecho que parecería 

contradecir los resultados que indican una mayor actividad de este. 

La explicación para esta aparente paradoja puede ser que cuando 

ambos promotores se encuentran aislados del operón, sin la 

presencia de los represores CI y ero, el promotor silvestre es más 

fuerte que el mutante; sin embargo, cuando se encuentran en el 

contexto del operón ya sea en el fago ó en un plásmido, la 

situación se revierte, porque el promotor silvestre estaría sujeto 

a la represión por parte de ero y de CI, mientras que el promotor 

con la mutación opc estaría sujeto a una menor represión que el 

promotor silvestre y por lo tanto tendria una mayor actividad que 

este. Los fagos opc- no forma:i placas en bacterias lisogenas para 

el fago lambda, ni en bacterias portadoras de plasmidos del tipo 

pOPC. Estos resultados indica:i que lu. mutación Ql;l._;'. es dcJ tipo 

"virulencia restringida" ¡~r;, las cuáles incrementa~ l~ 

constitutividad de pR y se er.cuen-::ran en oRl ó en oR: (la::; mutantes 

super:irulentas tiene:-i mu-:::a::.:iones en ambos si ti os). corno mutaciones 

en un sitio ó en e: o~ro, ~ic~en ctcc~a3 rnu¡ [;imll~rcs, e~ mu~· 
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difícil distinguirlas sólo por estudios funcionales (Meyer et al, 

1980); por otro lado, la mutación cin- tiene la capacidad de 

suprimir el defecto de mutaciones pM- (Gussin et al, 1980). De los 

resultados obtenidos en el presente trabajo, no se puede precisar 

el sitio que afecta opc; por otra parte, aunque er y ero reconocen 

a los mismos sitios del operador, la afinidad y la unión dentro de 

estos es diferente (Meyer et al, 1980), por lo que se ha encontrado 

que el grado de constitutividad para CI puede no correlacionar con 

el grado de constitutividad para ero (Flashman, 1978). 

Los fagos con la mutación cinl tienen la característica de no 

formar placas en cepas ihf- (Williarns et al., 1977; Kikuchi et al., 

1985). Esta mutación tiene un doble efecto en el operón pR; crea un 

nuevo promotor para cI independiente de CII e incrementa la 

terminación de tRl (Rosenberg et al.,1978; Gussin et al., 1980). 

Griffo y col. (1989) sugieren que el bloqueo del crecimiento de 

fagos cin- en bacterias ihf- se debe a una sobrexpresión del 

represor er (por ausencia de IHF), a partir del promotor pcin. sus 

resultados indican que en cepas ihf+, la proteína IHF reprime a 

pcin por unión al sito IHF que se traslapa con la región -35 de 

este, evitando la unión de la RNA polimerasa ya sea por obstrucción 

estérica ó por flexión del DN,\ de esta zona; sin embargc esta 

represión no es absoluta, ya que el promotor es activo en jhf+ (5 

veces menos). Las m:.itaciones ene que revierten el efecto de cinl, 

inactivan a pcin y se localizan en la region -10 ó -J'i de este 

(Griffo et al., 19891. 



Uno de los efectos más intrigantes de las mutaciones QQ.<l es 

que sobrepasan la incapacidad de propagarse de fagos cin- en 

bacterias ihf-. Una interpretación para este efecto, de acuerdo a 

las evidencias mencionadas anteriormente, aunado a que opcl parece 

incrementar la fuerza de pR (una constitutividad mayor), es que al 

elevarse la transcripción hacia la derecha, esta obstruye la 

transcripción que se origina en pcin (oclusión de promotores); por 

lo que la expresión de CI se reduciría a niveles que ya no 

bloquearían el crecimiento del fago. El hecho de que las placas de 

opc-cin- sean turbias (en ihf- ó ihf+), indica que la inhibición de 

pcin por pR (opc-) no es absoluta, aún en cepas ihf+ donde pcin es 

menos activo. Asimismo, como se pudo apreciar en los experimentos 

de interferencia con plásmidos, pcin también tiene un efecto de 

oclusión sobre pR en bacterias ihf+, por lo que se esperaría que 

este efecto se aumentara en cepas ihf-. 

Estos resultados sugieren que pcin, no sólo actua 

indirectamente al sobreexpresar CI (efecto en trans), sino que 

también actua directamente al obstruir pR (efecto en cis), además 

cinl incrementa la terminación de :hRl y aunque esta no ha sido 

evaluada en condir.iones ihf-, podría tener un papel importante para 

reducir la transcripción en la reglón del origen (efecto en cís). 

La participacicin de los eventos en cis, en la inhibición del 

crecimíent•i del fago en ihf- no es clara; ya que el fago g_I857cinl, 

que no se desn:::-rollil en cepas ihf- il 32"C, si lo hace 42''C donde eJ 

represor no es funcional y fagos cin- con u:-. represor termoes-cabl e 

no crecen en a~bils temperaturas, lo que paraccria un efecto en 



trans; sin 

inhibir el 

embargo, la evidencia de que 

crecimiento del fago i;;II- a 

el fago cin 

32ºC en una 

no parece 

prueba de 

complementación sobre ihf- apoyaría un efecto en cis. Por otra 

parte, cuando se midió la tasa de eclosión de fagos cinl (sin ó con 

opcl), en ausencia de represor (i;;I857 a 39ºC); no se encontró una 

diferencia significativa cuando se realizó en ihf+ ó ihf-; tal vez 

debido a que las condiciones de estos ensayos no fueron las 

adecuadas ó estos experimentos resultaron burdos para apreciar el 

efecto en cis. Seria interesante realizar estos experimentos con la 

mutación Eam en los fagos en una cepa permisiva. Se sabe que bajo 

estas condiciones existe una limitación en la síntesis del DNA 

viral debido a una supresión incompleta de esta mutación (Kourilsky 

y Gros, 1976). 

Interesantemente, el mantenimiento de los plásmidos pOPC en 

las cepas ihf- semeja el plaqueo de los fagos en estas cepas. Con 

el plásmido pOPCO {opc+cin-) no se obt:uvieron transformantes en las 

cepas ihf-, mientras que con el plásmido pOPCl (opc-cin-) si, 

aunque el crecimiento de las colonias fué algo inestable; con el 

plásmidt) pOPSJ ( opc+cin+) se obtuvieron transformantes estables, y 

todos los plásmidos transformaron bien la cepa ihf+. Es:os 

resultados sugieren que lc:. inestabilidad er, ihf- es causada por 

cinl y como este efecto es parcialmente revertido por opcl, 

la explicació:-i de este resultado podria se~ que la act.ivi-lad 

incrementada de pcin provoca que el plásmido no se replique (efc~to 

en cis). Existe el consenso de que plás~idos que llevan promotc~es 

fuertes, se replican pobremente. La mutación Q.9.f:l al incrementa· la 



fuerza de pR obstruiría a pcin y de esta forma reduciría su efecto 

inhibitorio. No es claro porque los plasmidos pAPC que llevan pcin 

pero que carecen de la región pR-cro' son estables en ihf-; si 

alguna secuencia de esta región ó de la eliminada de pBR322 

(HindIII-tetR-Aval) se requiere ó simplemente si el tamaño afecta 

la conformación del DNA en puntos clave corno pcin ó una secuencia 

blanco es una cuestión abierta. 

Es evidente que la función "normal" de la proteína IHF, no es 

la de reprimir a pcin y de hecho aunque se sabe que IHF se requiere 

para la expresión de la proteína CII, aparentemente a nivel 

postranscripcional (ver Friedrnan, D.; 1988), no se conoce con 

claridad el papel que pueda desempeñar en la región Y del fago, 

sobre todo a nivel de DNA. Una hipótesis atractiva es que 

IHF regula positiva mente a pE; esta estirnulación no seria por 

interacción directa con el promotor, ya que el sitio al que se une 

IHF se encuentra fuera de pE (como en el caso de pL); de hecho, 

esta predicción podría extenderse al menos para paQ, otro de los 3 

promotores que activa CII y que también tiene cerca una caja IHF 

(dentro de pR'). Para probar esta hipótesis seria necesario suplir 

CII por una via que no requiriera de IHF. 

Por su fur.ción y localización pcin en cierta fcr~a puede 

simular el papel de pE cuando es activado por CIT (si l:iG:-i el 

efecto de IHF sobre ambos podría ser contrario). c~ando la 

transcripción se inicia de pE trae como consecuencia la expresión 

del gene ~! (Reichardt y ~aiser, 1971; Echols y Green, 1g-: 1 y una 

inhibicion parcial tanto de la replicación (Kourisky y Gres, 1976) 

9P. 



como de la expresión de los genes tardíos (McMacken et al, 1970; 

court et al,1975). Los efectos inhibitorios son independientes del 

represor CI y son atenuados con mutaciones en pE ( gy); se ha 

propuesto que estos efectos resultan de la reducción de la 

actividad de pR por la transcripción convergente de un pE activo, 

limitando así los niveles de o y P para la replicación y de Q para 

la expresión de las funciones liticas; de hecho se ha encontrado 

una reducción de 2 veces en la transcripción que se inicia en pR 

cuando CII esta presente (Schmeissner et al, 1980). Adicionalmente 

la expresión del gene Q es inhibida por la transcripción del 

promotor paQ (que también es activado por CII) probablemente por 

bloqueo de la traducción de su RNAm por un RNA antisentido (Hoopes 

y McClure, 1985; Hoy Rosenberg, 1985). 

El promotor pcin promueve la transcripción en la misma 

dirección que pE, y como su actividad es constitutiva, se puede 

observar el efecto de la transcripción convergente de esta región 

en condiciones que no requieran de un actjvador (CII) cuya 

expresión y actividad esta sujeta a diversos factores. El promotor 

pcin al igual que pE e>:presa al gene QI y de acuerdo a las 

evidencias presentadas en este traba jo, también obstruye a pR. Esta 

obstrucción puede provocar una reducción en la transcripción que se 

requiere tanto para la activaciór. deJ origen (ori) en la 

replicación como para la expresión de los genes cro,QII, o, p y Q, 

y como consecuencia afecta:- las vias donde intervienen estas 

funciones. La mutación Ql?..Q:; al incrementar la fuerza de pRoR 

disminuye la obstrucción de pcin. Es posible que los fagos oac-cin-



expresan más Int que el fago cin- en el ensayo de placa roja debido 

a una mayor replicación y/o una mayor expresión del gene gII68 que 

tiene una mutación "leaky". 

La obstrucción entre los promotores pR y pcin es simétrica; 

esto es, se da en ambos sentidos, y además la mutación opcl al 

incrementar la fuerza de pR, reduce la obstrucción de pcin. Si se 

extrapola esta situación a lo que sucede entre pR y pE, se puede 

predecir que la fuerza de cada promotor dependerá de los niveles de 

las proteínas que regulan a estos (CI,Cro y CII); así, sí el nivel 

de transcripción de pE es alto y el de pR es bajo, se favorecerá la 

respuesta lisógenica, mientras que si es bajo el nivel de pE y alto 

el de pR se facilitará la respuesta lítica (ver fig. 21). 

La interferencia u obstrucción entre promotores se ha 

encontrado en otros casos. Inhibición por transcripción convergente 

se ha observado en el caso de pL y el promotor trp (Ward y Murray, 

1979), pero también se ha encontrado interferencia entre promotores 

adyacentes que transcriben en la misma dirección, como es el caso 

que se da entre los promotores trp (Hausler y Somerville, 1979), la 

obstrucción de los promotores gal por pL (Adhya y Gottesman, 1982) 

y de los promotores P2 y Pl del rRNh de .!;;. coli (Gafny e'.: al, 

1994). El mecanismo por el que se efectua la obstrucción entre los 

promotores podría ser similar en todos los ejemplos anteriores. 

Cuando la RNA polimerasa transcribe una molécula de DNA, se genera 

un superenrollamiento positivo hacia adelante (DNA apretado) y un 

superenrollarniento negativo hacia atrás (DNA parcialmente 

desenrollado). En general el supcrenrollarniento positivo disminuye 
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Fig. 21. Transcripción convergente entre los promotores pR y pE del fago lambda. 
La transcripción del promotor pR control¡¡ la expresión de las funciones liticas. mienlras que 
la t1 anscripción del promotor pE controla la expresión del gene del represor el, que se 
requiere para la lisogenia. La proteinn C// activa a pE. 
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la fuerza de los promotores mientras que el negativo lo incrementa. 

De este modo, cuando la RNA polimerasa transcribe (hacia adelante) 

cerca de un promotor, distorsionará su estructura ó conformación y 

disminuirá su afinidad por la RNA polimerasa (inhibición del inicio 

de la transcripción). Un modelo menos atractivo es la colisión de 

polimerasas que se mueven en un mismo sentido ó en sentido opuesto 

pero en diferentes cadenas (inhibición de la elongación de la 

transcripción). Existen evidencias de que las proteínas de 

replicación, que generan la horquilla de replicación, pueden pasar 

sin colisionar y desplazar a una RNA polimerasa que se mueve en la 

misma cadena y en la misma dirección (Liu et al, 1993). Por otra 

parte, cuando los promotores se encuentran demasiado cerca podría 

darse una interferencia estérica ya que sí un promotor es ocupado 

con la RNA polimerasa puede impedir el acceso de otra transcriptasa 

al otro promotor; en cualquier modelo un factor importante es la 

fuerza de los promotores; en un momento dado, y dependiendo de las 

condiciones el más fuerte tendrá cierta ventaja sobre el débil. El 

fenómeno de obstrucción de promotores convergentes parece tener un 

papel importante en el con~rol temporal de la expresión genética y 

en especial para la decisión entr~ la lisis y lisogenia de varios 

fagos tem~erados, tales corno Mu, 186 y P2 (Krause y Higgins, 1986 

y Dodd et al, 1990); asi como en lu transposición de ISlO (Sirnons 

et al, 1981); los resultados del presente trabajo pueden contribuir 

a esclarecer este tipo de regulación en el bacteriófago lambda. 
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CONCLUSIONES 

1.- Se estableció una diferencia entre los fagos sib+ y sib- en 

el ensayo de placa roja. 

2.- Se aislaron 21 mutantes opc con fenotipo Sib- por medio del 

ensayo de placa roja. 

3.- Las mutaciones opc revierten el efecto de cinl en fagos y 

plásmidos en cepas ihf-. 

4.- La mutación opc disminuye la eficiencia de lisogenia de los 

fagos cjn-. 

5.- La mutación opc incrementa ligeramente la eficiencia de 

integración de los fagos cin-. 

6.- La mutación opc aumenta la interferencia de los plásmidos 

{pR-ori} sobre el desarrollo de los fagos imm434; mientras 

que la mutación cin la disminuye. 

7.- La mutación opc reduce la suceptibilidad de los fagos a la 

interferencia de los plásmidos {~Rl-ori); mientras que la 

mutación cin la incrementa. 

8.- Mediante el mapeo genético y de restricción, la mutación 

opcl se localizó en la re~ión pR-cro'. 

9.- La actividad del promotor pR con la mutación opcl resultó 

menor que la del promotor silvestre 
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PERSPEC'l'IVAS 

Para demostrar el incremento en la fuerza del promotor pRoR y 

la obstrucción simétrica entre los promotores pR y pcin, se podrian 

explorar con más detalle las siguientes cuestiones: 

1.- El cambio de bases que provocó la mutación QL?.Ql. De hecho de 

esta forma se podría conocer si las otras mutaciones opc son 

diferentes entre si. 

2.- Los niveles de transcripción que se generan a partir de pR 

(con y sin opc) y de pcin (por separado y entre ellos). La 

obstrucción de un promotor sobre otro provocaría una reducción en 

la transcripción. 

3.- La sintesis del DNA viral de mutantes opc-. La predicción es 

que la replicación de fagos cin-opc- es mayor que la de fagos 

cin-. 

4.- La tasa de eclosión de fagos cin- con y sin las mutaciones 

opc- y Pam (ambar) a bajas mul~iplicidades de infección. pcin 

podria aumentarla; mien~ras que opc disminuirla. 
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