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RESUMEN

En el presente trabajo, se reporta el aislamiento de mutantes
opc que exhiben un fenotipo similar a mutantes sib en el ensayo de
placa roja y gque revierten el efecto de la mutacidn cinl en fagos
y pldsmidos en cepas IHF-. Por estudios de mapeo genético y de
restriccidn, asli como por estudios funcionales con fagos Yy
pldsmidos, las mutaciones se localizaron en la regidn pRoR y de
acuerdo a los resultados presentados, incrementan la
constitutividad de éste. Asimismo se presentan evidencias que
sugieren una obstruccién entre los promotores pR y pcin. Se

discuten posibles implicaciones de este hallazgo.



INTRODUCCION

El potencial del bacteriofago lambda, de seguir un estilo de
propagacidn litico ¢ uno lisdgenico, probablemente evclucioné como
una respuesta adaptativa a las fluctuaciones de los hadbitats 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 litica capacita al fago para replicarse, empacar
su DNA y producir progenie; esta respuesta es mds productiva cuando
el hospedero crece en abundancia de nutrientes. El modo lisdgenico
permite la perpetuacion del genoma del fago por asociacidn estable
con el cromosoma bacteriano, sobre todo en condiciones de
crecimiento pobre (fig. 1) (Grozicker et al, 1972; Kourilsky, 1973;
para una revision ver Herskowitz y Hagen, 1980).

Para que ocurra la Lisis ¢ la Lisogenia, en gran medida
influye la multiplicidad de infeccidén (mdi: numerc promedio de
fagos que infectan a una célula). A multiplicidades bajas (0.1) el
fago entra en el ciclo litico; mientras que a multiplicidades altas
(10) se favorece el ciclo lisdgenico (Kourilsky, 1973).

Telecnomicamente, un numero bajo de fagos con respecto al
numero de bacterias significa un gran suplemento de hospederos para
el desarrollo litico; mientras que un numero alto de fagos indica
una inminente pérdida de nuevos hospederos para propagarse
liticamente (equilibrio en un sistema depredador-presa;.

El genoma del fago larbda cedifica para 2 proteinaz represoras

N
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Fig. 1. Ciclo de vida del bacteriéfago lambda.- En la figura se ilustran las respuestas de la
infeccion de la bacteria Escherichia coli por el fago lambda. En la respuesta litica el DNA del
fago se replica y produce progenie que se libera al medio. En la lisogenia se reprimen las
funcines 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 numero indefinido de generaciones.
Eventuaimente, las funciones del profago se desreprimen, e! DNA viral se libera y entra en |1a
respuesta litica.
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que tienen funciones esenciales, pero gue son antagdnicas en el
tipo de regulacién que ejercen para el desarrollo del fago. El
producto del gene ¢l se requiere para la lisogenia: mientras que el
producto del gene gro se necesita durante el desarrollo litico. El
represor CI apaga la transcripcion de los genes tempranos gue
incluyen a cro y adicionalmente enciende la transcripcién de cI.
Para permitir el desarrollo 1litico, Cro realiza 2 funciones
negativas: Impide la transcripcion 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 sitios de union para los represores, los cuales
tienen diferente afinidad para cada uno de los sitios. La forma en
que se utilizan estos sitios por las proteinas Cro y CI, sirve como
interruptor entre las rutas litica y lisogenica (fig. 2; Ptashne et
al, 1980).

El establecimiento de la lisogenia requiere de la sintesis de
2 funciones del fago: El represcr (CI) gue inhibe la transcripcion
de las funciones liticas y la integrasa (Int) que cataliza la
recombinacion enre el DNA viresl y el DNA bacteriano.

La proteina CII (codificada en el genoma del fago) activa
coordinadamente la expresion de los genes del represcr (gl) y de la
integrasa (int), a partir de los promotores pE y pl respectivamentc
(fig.3) (Reichardt y Kaiser, 1971: Echols y Green 12%71; Katzir et
al, 1976; Jones et al, 1379; Hoess et al, 1930; Schmeilssner ¢t al,

1980; Abraham et al, 1980;. Un=z ver que la reprecion sc establcece,
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Fig. 2. Sitios de union de Cl y Cro.- (A) Una porcion del genoma del fago lambda. Las
flechas indican las direcciones y 10s puntos de inicio de la transcripcion de varios genes. pLol y
pRoOR son las regiones promotor-operador izquierdo (L) y derecho (R). (B). Diagrama expandido
del operador oR. 0R1, 0R2 y oR3 son los sitios de unién (de 17 pb de largo cada uno) de Cl y
Cro. Los sitios del inicio de la transcripcion de pR y pM. son sefialados. Las afinidades en orden
decreciente para los represores son: para Cl. 01:02-03 y para Cro,

03>02:01.
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la transcripcion del gene ¢l se inicia en el promotor pM, que
regula positivamente el represor CI (fig. 2:; Ptashne et al, 1980).
La proteina CII también ejerce una regulacidn negativa sobre las
funciones liticas (McMacken et al, 1970: Court et al, 1975).

La estabilidad de la proteina CII es controlada por los

productos génicos de hfla (bacteriano) y de ¢III (fdgico). La

proteina Hfl A facilita la degradacion de CII, mientras que CIII
protege a CII (Belfort y Wulff, 1973a y b y 1974; Hoyt et al,
1982). La sintesis de CII estda bajo control positivo (a nivel
postranscripcional) por los productos de los genes bacterianos hima
y himD gue conforman a la proteina IHF (Miller, 1981; Hoyt et al,
1982).

Asi CII puede ser la funcidn clave para la separacidn inicial
entre las 2 rutas de desarrollo. La actividad de CII, sdélo se
manifiesta a multiplicidades de infeccidn altas.

La integracion del LWA del fago en el cromosoma bacteriano
esencialmente ocurre por el mecanismo propuesto por Campbell
(1962). L1 DNA dc Lambda se circulariza después de la infeccion y
la recombinacion se realiza entre sitios especificos att de los
DNAs (PoP’, en el fago y BoB’, en la bacteria). La reaccion de
recombinacion es mediada por la proteina Int (Zissler, 1967;
Gingery y FEchols, 1967; Gottesman y VYarmolinsky, 1968). La
induccion del pretago resulta de la desrepresidn y escision del
DNA viral del cromosoma bacterianc. La reaccion de escision
requiere de las proteinas Int y Xis (GCingery y Echols, 1967;

Gottesman y Yarmclinsky, 1968; Kaiser y Masuda, 1970; Guarncero: y
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Echols, 1970). Adicionalmente ambas reacciones reguieren de los
productos bacterianos HimA y Hip (IHF) (Miller y Friedman, 1980;
Miller y Nash, 1981).

El gene int ademds de transcribirse a partir del promotor pI
(cuando este se activa por CII, ver mas arriba) también se
transcribe a partir del promotor pL, cuando este se activa por la
proteina 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 inhibicidén es postranscripcional y se
efectua en cis por sib (sitio inhibidor en b) gue se localiza
distal a int (fig. 4). A este tipo de inhibicidn se le ha
denominado retroregulacion (Schindler y Echeols, 1981; Guarneros et
al, 1982). Adicionalmente a la region sib, se requiere para este
tipo de regulacién de la RNAsa III, endonucleasa de E.coli que
probablemente procesa el RNAm en sib. Mutaciones en sib 6 en
RNAsaIII son deficientes en la inhibicidn.

EL sitio gib puede ser vital para la regulacion temporal de la
lisogenia, ya que evita integracidén temprana en ausencia de
represion gue podria ser letal para el hospedero. En el estado de
profago, sib queda separado de int por el evento de integracidn. La
induccidn se realiza en condiciones Sib-, asegurando la expresion
de Int y Xis para una escision rdpida del! profago (Guarneros Yy
Galindo, 1979; Schindler y Echols, 1981; Guarneros et al, 1982:
para una revision ver Echols y Guarneros, 1933).

El opcron pR, ademas de contener los genes cro, cIl y Q que

intervienen en el control de la Lisis/Lisocgenia, contiene los genes
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Fig. 4. Reguiacion de la expresion del gene int. Después de la infeccion. la transcripcion
(lineas onduladas) que se inicia en pL. termina en {L1 . La proteina N elimina la terminacion (+)
prolongando el transcrito hasta la region b. El sitio sib inhibe (-) 1a traduccion del mRNA de int.
Posteriormente, La proteina C/l. activa la transcripcion de p/ (+). Este transcrito incluye a int,
pero no a xis; sib no afecta la traduccion de int del transcrito de p/.
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y sitios necesarios para la replicacién del DNA viral. Una
aproximacion para entender la regulacion de este proceso se ha
llevado acabo con el pldasmido Adv (Matsubara, 1981).

El plédsmido Adv es un fragmento derivado del gencma del
bacteridfago \ que consiste de genes y sitios que toman parte en el
proceso de la replicacidén y su regulacion (regiodn ncore"); y se
encuentran arreglados en el siqguiente orden: pRoR-cro-tR1-cII-O-P
(fig. 5). A su vez el replicén puede dividirse en dos regiones
separadas por tR1l, la del autorepresor que contiene a pRoOR y cro,
y la del origen gue contiene a los genes iniciadores Oy P y a los
sitios de iniciacion (ori y ice) para la replicacidn (Matsubara,
1981). La replicacidén se inicia cuando la transcripcidén gue se
origina en pR %"activa" el origen y produce los iniciadores. E1l
mismo transcrito produce un autorepresor (Cro) gque inhibe 1la
transcripcion de pRoR, cuando su concentracién es alta. Cuando la
masa celular se incrementa, el nivel del autorepresor se reduce y
la transcripcion (y por consiguiente, la replicacidn® procede hasta
gque el nivel del autorepresor alcanza otra vez el umbral(fig. 6).
Asi este sistema permite gue la replicacién del plasmido éste
coordinada con el incrementc de la masa celular (para una revision,
ver Matsubara, 1981). Mutaciones gque aumentan la fuerzz de pROR
(operador constitutivo), incrementan el numero de copias del
plasmido, el nivel del autoreprescor Cro que este produce y la
incompatibilidad con otros Adv v fagos (Murotsu y Matsubarz, 1980).
2 plasmidos Adv son incompatikles si presentan la misma regidn de

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

10
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Fig. 5. Estructuras genéticas del bacteriéfago lambda y del plasmido dv. Enia pante
superior se muestra un esquem: del genoma del fago ., y en la parte media y baja se presentan
de forma amplificada el genoma .e dv y su "region core” respectivamente. Las flechas en la
parte baja representan el origen y direccién de la transcripcion.



estas regiones son diferentes, aungue los pldsmidos )dv e imm434dv,
gue se encuentran muy relacionados, se comportan de una forma
intermedia (Matsubara y Otsuji, 1978).

Entre los genes cro y cII, se localiza el terminador de la
transcripcioén tR1 (dependiente de Rho). En ausencia de la proteina
antiterminadcra N, solamente el 50 % de la transcripcidn termina en
este sitio (Court et al, 1980). Bajo estas condiciones, los niveles
de expresién de los genes a la derecha de tR1 se encuentran
reducidos con respecto a cro. De esta forma, el papel de tR1 podria
ser el ajustar los niveles relativos entre Cro y CII para favorecer
la Lisis 6 la lisogenia, ¢ entre Cro (autorepresor) y la regién del
origen para controlar los eventos de inicio de la replicacidén.

La mutacion cinl gue se encuentra en la region tR1 provoca un
doble efecto: incrementa la eficiencia de terminacidn en tR1 (al 90
%) y crea un nuevo promotor para cI independiente de CII denominado
pcin, gue funciona constitutivamente (Rosenberg et al,1978; Gussin
et al, 1980). Los fagos gque llevan la mutacion cinl, no pueden
propagarse en cepas himA- 6 hip- (IHF-). Se ha propuesto que esta
inhibicidn ocurre por una sobreproduccicon de CI a partir de pcin.
En una cepa silvestre, IHF reprime a pcin per union al sitio IHF
que se traslapa con la regicn -25% de este (Griffo et al, 1989). La
funciodén "normal" gue IHF lleva acabc sobre este sitic no ha podido
ser determinada con claridad.

La proteina IHF de EZ. coli, participa en diversos procesos,
tales como la recombinacidén sitio-especifica del fago lambda,

transposicion, inversicdn, empagquetamiento del DN2 de fagos,
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Fig. 6. Los circuitos regulatorios y la representaciéon esquematica del genoma de dv.
Como se puede observar el genoma de dv consiste de una region del autorepresor y una region
del arigen conectadas una con otra. Una flecha circular dibujada en el interior def genoma

representa la transcripcion que comienza en pRoR.



transferencia de pldasmidos, replicacion del DNA de plasmidos y
fagos, y en el control positivo y negativo de la expresion genética
(para una revision ver Friedman, 1988). IHF es un heterodimero,
cuyas subunidades alfa y beta son codificadas por los genes himA y
hip respectivamente. Aunque el mecanismo de accién de IHF no se
conoce totalmente, se sabe que flexiona 6 curva el DNA, cuando esta
se une a su secuencia de reconocimiento (consensc) sobre el canal
menor de la doble hélice (Mengeritsky et al, 1993); estos cambios
conformacionales pueden tener efectos positivos © 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 1la
transcripcidn de pL, aunque el sitio de unidn 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 unidn de
IHF se traslapa con la region ~35 de estos (Kur et al, 1990; Griffo

et al, 1989).
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OBJETIVOS

aAislamiento y caracterizacion de mutantes del bacteridfago

lambda con un fenotipo similar a las mutantes sib.

El propdsito inicial era obtener mutaciones en el sitio gib;
sin embargo las mutantes opc aisladas, ademds de mostrar un
fenotipo similar a las mutantes sib, revirtieron el efecto de 1la
mutacién cinl en cepas IHF- (formando placas turbias). Estos hechos
sugerian gue las ogpc eran un tipo de mutacidn(es) diferente(s) a
sib y puesto que sus efectos resultaron interesantes, se decidio
caracterizarlas. El estudic de las mutantes gpc, podria ayudar a
entender la regulacién de la integracidn y en un contexto mas

amplio el control de la lisogenia del fago lambda.



N ESTRATEGIA

La estrategia que se utilizo para la seleccion de las mutantes
fué el ensayo denominado "ensayo de placa roja" desarrollado por
Enquist y Weisberg (1976). Este ensayo se basa en la escisioén de un
profago criptico que se encuentra insertado en el gene galT: por lo
que la bacteria, que en principio tenia un fenotipo Gal- adguirird
un fenotipo Gal+ (ver fig. 7). Dado que la reaccion de escisidn
depende de las proteinas Int y Xis proporcionadas por un fago
infectante, se puede esperar que fagos que produzcan distintos
niveles de las proteinas, como es el caso de log fagos sib+ v sib-
muestren un fenotipo diferente. Asi las placas formadas por los
fagos gib- serian rojas en un tiempo de incubacion menor gue la de

los fagos gib+, debido a la mayor expresion de Int (fenotipo Sib-).

Existen evidencias que sugieren que gib no tiene efecto (6 este es
muy discreto) sobre la expresion de xis, el gene adyacente a int
(ver fig. 4) y cuyo producto también se reguiere para la reacciodn
de escision (Schindler y Echols, 1981; Ortega, 1983).

- Los fagos gque se utilizaron en el ensayo de placa roja se
disenaron con las siguientes mutaciones ¢ marcadores genéticos:
HindIIIredl1l4cI857cinlecil6s (sib+ ¢ gib-).

La mutacion cII68 (CII defectiva) se utilizod para evitar la
expresion de int a partir de pl, para que la expresion de irs sdlo
estuviera dada a partir de pL, que es la condicion para el estudio
de sib (Guarneros y Galindc, 1979): pero debido a que CIZ

también regula positivamente la expresion de ¢! (gene del represor)



fué necesario utilizar la mutacidn cinl que crea un promotor para
cI independiente de la regulacion de CII (Wulff, 1976); de esta
forma se obtuvo represién en condiciones ¢II-. la mutacidn red1l4
redujo la posibilidad de que la escision del profago en el ensayo
se diera por un mecanismo distinto al sitio-especifico. La deleciodn
HindIII, que elimina el 8% del DNA del fago (esta region, deja un
espacio de 250 pb entre ésta y el sitio de insercién att, donde se
localiza sib) se utilizdé con el fin de que el mapeo genético de

posibles mutaciones en esa regién fuera mds fdcil.
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Fig. 7. El ensayo de placa roja.Una cepa de E. coli (de plac roja) con un profago criptico
enel gene T del operon gal le confiere un fenotipo Gal- (mutacion por insercion). Si a esta
bacteria se le infecta con fagos que puedan proporcionar las funciones Int y Xis (proteinas
indispensables para la escision sitio-especifica del fago) e! profago criptico se escinde del
genoma bacteriano, dejando un operon Gal+funcional. Si ademas el fago intectante reprime
sus func ones liticas para la obtencion de lisogenas, la reversion de galT puede ser
detectaca por formacion de placas rojas (en un medio indicador que reacciona al cambio de
pH. por utilizacion de galactosa.
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MATERIAL Y METODOS

Bacterias: las cepas bacterianas y su genotipo relevante se

enlistan en la tabla A.

Bacteridfagos: Las mutaciones fdgicas utilizadas en diferentes

combinaciones se dan en la tabla B.

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES UTILIZADAS:

Td (bacto triptona, 10 g; NaCl, 2.5 g; 2 ml de NaOH al 2%:; agar 10
g; se aford a 1000 ml de H20); T@ suave (idéntico a TJ, excepto gque
se agregd 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 aford a 1000ml de
H20. En caso de la preparacion de cajas se agregaron 15 g de agar);
Tet-C (triptona, 10 g; NaCl, 5 g; agar, 11 g; se esterilizé y
anadio 2.5 ml de cloruro de 2, 3, 5 trifeniltetrazolium (TTC) al
1%; 50 ml de D-galactosa al 20%; se aford a 1000 ml de H20); EMBO
(agar EMB, 27.5 g; se aford a 1000 ml de H20); TB (triptona, 10 g:
NaCl, 5 g; se aforo a 1000 ml de H20); TB-D (TB + 0.2% de maltosa);
SM (NaCl, 5.85 g: gelatina, 0.5 g; H20, 480.5 ml; se ajusto el pH
a 7.4 con 0.2 ml de HCl IN; se esterilizd y agregd 5 ml de Tris 1M
pH 7.4; MgSO4 1M 2.5 ml): M56 (fosfato di-acido dec potasio, 13.7 g;
sulfato de amonic, 2 g; sulfato de magnesio, 0.2 g:; sulfato
ferroso, 0.5 mg: glicerol, 2 g: se ajusto el pH a 7 y se afor) a
500 ml de H2C. Para la preparacion de cajas se agregaron 6 G de

agar, 50 ug/ml de ampicilinaz, galactosa a una concentracion final



de 0.2%, vitamina Bl a una concentracion final de 1% y L-histidina
a una concentracion final de 2% 6 también se utilizo la siguiente
formula para el medio minimo (sales 1X): (fosfato de fosfato
monobdsico 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 ajusté el
pH a 7.4 y aford a un litro de H20); medio minimo suplementado (1X
de sales M56; casaminoacidos, 2%; extracto de levadura, 0.006%;
fructosa, 2%; L-histidina, 0.005% y vitamina B1l, 0.0001%;
ampicilina, 50 ug/ml; concentraciones finales); solucién M1 (mix 1)
{NaF, 16 mM; DTT, 5mM:; concentaciones finales); solucidén M2 (mix 2)
(Mgcl2, 8 mM: ATP, 3.2 mM; Tris HCl, 200 mM pH 7.9: concentraciones
finales); solucién M3 (mix 3 6 solucién de lisis) (EDTA, 100 mM;
DTT, 100 mM; Tris HCl, 50 mM pH 8:; concentraciones finales):
solucion de galactosa 14C (50 ul de una solucién de galactosa 14C
{Amersham 4.5 X 10exp6 dpm/uM), 950 ul de una solucion de galactosa
20 mM); soluciodn amortiguadora TBE (Tris HCl, 0.089 M; dcido bdrico
y EDTA, 0.002; concentraciones finales): soluci6n I (glucosa, 50
mM; EDTA, 10 mM; Tris HCl, 25 mM pH 8 y 5 mg/ml de lisozima;
concentraciones finales); solucién II (NaOH, 0.2 M y SDs, 1%;
concentraciones finales); solucidén III (acetato de sodic, 3 M pH
4.8). En tecdos los medios preparados se utilizo H20 destilada y la
esterilizacion se etectud en autoclave por 20 min a 121 €, 15

pP.-S.1..

Condiciones de plaqueo. Alicuotas de una suspension de fagos (en

SM) se mezclaron con 0.1 ml de un cultivo bacterisno (crecido por



toda la noche a 32°C) y se dejoé adsorber de 10-20 min a
temperatura ambiente. Se anadieron de 2.0 a 2.5 ml de TO suave
fundido y el contenido se distribuyo en una placa de agar (6 el

medio gue se indique).

Propagacion de fagos por infeccidén: En un matraz Erlenmeyer de 125
ml se colocaron 5 ml de LB, 0.5 ml de la bacteria adecuada
(generalmente Q1) que habia sido crecida toda la noche en TB-D, 50
ul de CcaCl2 1M, y una placa litica del fago por propagar. Se incubd
a 39°C hasta obtener lisis (de 3 a 5 hrs., en agitacion); se agregod
aproximadamente 10 gotas de cloroformo y se agitd por 15 min. Se
centrifugd para eliminar los restos celulares a 10 Krpm por 10
minutos en el rotor Sorvall SS34. El sobrenadante se tituld en la
bacteria adecuada (utilizando diluciones en SM 10", 107). En
general se obtienen titulos de un rango de 10° a 10" fagos por ml

(dependiendo del genoctipo fdgico).

Método para la construccién de fagos recombinantes: Se creciod la
cepa adecuada hasta una A,,=1 en TB-D (4 » 10" cel/ml). En un tuboc
se colocaron 10" ufp de cada fago progenitor en la cruza (6 la mdi
deseada); se agregd 0.1 ml del cultiveo bacteriano. Se adiciono
MgS04 para dar una concentracion final de 0.01 M, y se llevd a un
volumen constante con TB (no mayor de 0.5 ml). Se permitié la
adsorcion durante 20 min a temperatura ambiente,después de la cual
se le agrego 5ml de TB y se incubd en agitacidén por 90 min a 37°C.

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

adecuada.

Complementacion por estria para lisogenia: Se prepararon
suspensiones de 1 % 10” fagos/ml. Alicuotas 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 estria de la suspensiodn de fago, una alicuota de 10
ul del fago a complementar se esparcid en dngulo recto a la estria

anterior. las cajas se incubaron a la temperatura adecuada.

Ensayo de placa roja: Se mezcld 0.1 ml de un cultivo bacteriano
crecido a 32°C toda la noche, de las cepas de placa roja (137 ©
K713, gue llevan insertado un profago criptico en galT) con una
suspension conteniendo de 100 a 1000 ufp de los fagos a examinar.
Se permitid la adscrcidn por 15 min, agregandose después 2.5 ml de
TO suave y se vacio a placas de gal~TTC (Tet-C). Después de que las
placas se secaron, se incubaron a 34°C 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 examinar con un palillo estéril (ver Enquist vy

Weinberg, 1976).
Mutagénesis. Se utilizé la cepa que contiene el zlelo mutador
mutD5 (Fowler et al, 1974) gue promueve mutaciones por crecimiento

del fago en esta cepa. La mutagenesis del fago
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HindIIredl114cI857cinlcII68 se realizo por una modificacion del

método de Enquist y Weisberg (1976). Se crecid la cepa mutD5 en LB
toda la noche. Al dia siguiente se tomd 0.1 ml de este cultivo y se
mezcld con una concentracion de suspension de fagos adecuada para
obtener placas aisladas. La mezcla se plaqued en T$ (ver
condiciones de plagqueo). 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
seleccion de placa roja. Posteriormente se tomaron las placas que
se comportaban como Sib- y se purificaron 2 veces por estria en la
cepa de placa roja con los controles respectivos. Al final se
eligieron 21 candidatos de placas diferentes. La mutagénesis con

mutD5 genera transiciones, transversiones y en menor frecuencia

adicioén de bases.

Cruzas liticas (PP’ x BB’): La recombinacidén sitio-espeécifica se
llevd acabo por la técnica descrita por Guarneros y Echols (1970):
La cepa S60l1recA-, gque se crecid a una A,,,=~ 1 (4 » 10® cel/ml). Se
tomaron 0.1 ml de este cultivo y se infecto con 4 x 10" de cada
fago progenitor en la cruza. Se adiciond MgS0O4 a una concentraciodn
final de 0.01 M en un volumen total de 0.5 ml (se ajustd con TB).
Después de 15 min de adsorcidn a temperatura ambiente, las célu .as
infectadas se diluyeron 1:100 en TB-D precalentado a 37°C y se
agitaron por 90 min a 37°C. Se termind la lisis por adicidén d2 5
gotas de clorofeormc. los fagos recombinantes se identificaroh vy

aislaron por plagueo en la cepa 198reci-gali- de las diluciones 1777,
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10™* y 10™® en cajas Tet-C (donde solo crecen el fago progenitor PP’
y el fago recombinante BP’, que forma placas rojas porgque es
transductor de gal) y en la cepa S165(P2)gal- (donde sdlo plaquean
el fago progenitor BB’ gue da placas rojas por gal y el fago

recombinante BP’ que da pluacas blancas).

Ensayo de superinfeccién: Este ensayo, disehado por Guarneros y
Galindo (1979) mide la actividad de la inteqrasa por escisién de un
profago con los sitios PP’ Yy BB'. La cepa
SA731(int2red114cI857¢cII4lgal8) se crecidé en TB-D toda la noche a
32°C. Una alicuota del cultivo nocturno se diluydé 1:50 en TB-D y se
crecio a 32°C hasta una A,,,=1 (4 x 10® cel/ml). En tubos eppendorff
(de 1.5 ml) se prepararon las mezclas de adsorcion, agregando el
fago auxiliar a una mdi de 10 y MgS0O4 hasta una concentracion final
de 0.01 M. Las mezclas de adsorcidn se llevaron a un volumen
constante con TB. Se les adiciond 0.1 ml del cultivo a A.,,= 1, y se
permitid la adsorcién por 3 min a temperatura ambiente y 17 min a
0°C (hielo-agua). Las células infectadas se diluyeron en 1 ml de TB
frio y se centrifugd por 4 min (el sobrenadante se puede guardar
para calcular el % de adsorcidn titulando en unz cepa Su3gal-
(imm434). La pastilla se resuspendico en 0.5 ml de TB-D frio y se
pasdé a un matraz Erlenmeyer de 125 ml conteniendo 4 ml de TB-D
frio. El tubo se lavo con 0.5 ml con 0.5 ml de TB y se paso al
matraz. Se tomd una alicucta de C€.1 ml para medir centros
infectivos. Estos se calcularon restando las placas resistentes a

cloroformo (@ libre, dilucicén 10°°) del total de las unidades
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formadoras de placas (pt, dilucidn 10™) en la cepa Su3gal-(imm434).
El matraz se incubd en agitacion a 39°C por 85 min. Se adicionaron
% gotas de CHCL3 para completar la lisis celular. Se titulod de las
diluciones 10“ a 10 en Tet-C en la cepa Su3gal~(immcI) donde las
placas rojas (fagoc transductor de gal) representan el fago
escindido por Int y las placas blancas son gal~. También se plagqueo
la dilucion 10 en la cepa Su3(imm434) para determinar la tasa de
eclosién del fago auxiliar (en T@). El numero de fagos gal+, gal-
y del auxiliar (todos en 5 ml) se dividié entre el numero de
centros infectivos (en 5 ml) para obtener el numero de cada tipo de
fago por célula infectada. El fago gal+ representa profagos
escindidos por recombinacidn integrativa, y refleja la actividad de
la integrasa (indice de integracion). Dado que los otros 2 valores
permanecen constantes, en las tablas s6lo se da el indice de

integracion.

Frecuencia de 1lisogenia: Las células (normalmente S165) se
crecieron a una A,,= 1 y 0.1 ml de este cultivo se infectd con una
mdi de 10 de log fagos a examinar con una concentracién final de
0.01 M de Mg304 v todos los tubos se llevaron a un volumen
constante. Se permiti¢ la adsecrcidén por 30 min a temperatura
ambiente y después se centrifugd por 4 min en la microfuga
Eppendorff. Se desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendio
en 5 ml de TB-D. Se tomé una alicuota para calcular centros
infectivos (ver superinfeccion) en S165. Se incubo a 32°C (para

fagos ¢I857) por 90 min (incluyendo un control sin infectar. Sc
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espatularon diluciones para obtener colonias bacterianas aisladas
(1072 y 10°) en cajas LB ¢ EMBO. Se probaron 100 colonias por estria
para inmunidad con fagos c¢I- e imm434cI- (para obtener el numerc de
lisdgenas y de resistentes). A las ceélulas cIl-resistentes, se les
resta el numero de células imm434-resistentes y este numero se
divide entre los centros infectivos para obtener la frecuencia de

lisogenia.

Tasa de eclosidn: Se crecidé la bacteria adecuada en TB-D a 32°C
hasta una concentracién de 4 » 10° cel/ml (A,,.= 1). Se adiciond a
0.1 ml del cultivo 4 X 10* fagos y MgS04 a una concentracion final
de 0.01 M. Se permitié la adsorcidn por 3 min a temperatura
ambiente y por 17 min en frio (hielo-agua), se llevd a un volumen
de 1 ml y se centrifugd por 4 min en la microfuga Eppendorff. La
pastilla fué resuspendida en 1 ml de TB-D y se diluyd en 5 ml de
TB-D. Se tomd una alicuota para calcular centros infectivos (ver

superinfeccidén) en S165. El reste del cultivo se incubd en
agitacidn a 39°C durante el tiempc indicado en cada experimento, al
final se agregd cloroformo para completar la lisis celular y se
tituld en S165 S Ql. Los valores se dan como tasa de eclosidn por

centro infectivo.

Obtencion de 1lisados concentrados del bacteridfago lambda: Se
mezclaron 20 ml de un cultive bacteriano crecido toda la noche con
0.05 ml de una suspension de fagos con una concentracion aproximada

de 10" fagos por ml vy sec incubaron por % min a 32°C. Se anadicé 980



ml de medio Luria con 10 mM de MgS0O4 y se agito vigorosamente de 5
a 8 hrs a 39°C {no es recomendable dejar mds tiempo). Después de la
lisis, se ahadidé NaCl a una concentracion final de 0.5 M y 0.2 ml
de cloroformo después de que la sal se disolvid. Posteriormente se
clarifico el lisado por centrifugacidén a 4000 rpm por 15 min en el
rotor GSA. Al sobrenadante (lisado) se 1le adiciond PEG
(polietilenglicol) al 10% W:V y se agitd a temperatura ambiente
hasta que se disolvié; posteriormente se incubd a 4°C cerca de 1 hr
para precipitar las particulas fagicas. Se colecto la pastilla de
PEG por centrifugacion en el rotor GSA a 6000 rpm por 10 min a 4°C.
La pastilla se redisolvié en 5-10 ml de SM. El PEG se extrajo con
un volumen igual de CHC13, agitando por 1 min a temperatura
ambiente y se centrifugd a 4000 rpm por 10 min para recoger la fase

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

Extraccién del DNA del bacteriéfago lambda: Después de concentrar
los fagos en un gradiente de cloruro de cesic; se dializd con una
solucion de NaCl, 10 mM; Tris HC1l, 50mM pH 8 y MgClZ, 10 mM con un
volumen de 1000 veces el volumen del gradiente por 1 hr, después se
cambio la solucidn de didlisis y se dejd por 1 hr. Se transfirio la
suspension de fagos a un tubo, ocupando la 1/3 parte del volumen,
se adiciond EDTA a una concentracioén final de 20 mM, proteinas: X
a una concentracion final de 50 ug/ml, y SDS a una concentracion
final de 0.5%, invirtiendo el tubo varias veces después de analir
cada reactivo; se incubd a 65°C por 1 hr., Posteriormente se

procedid a extraer las proteinas con fenol equilibrado invirticado
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el tubo varias veces, y se separaron las fases por centrifugacidn
a 1600 g por 5 min a temperatura ambiente, entonces la fase acuosa
(superior) se transfirié a un tubo limpio y se extrajo con un
volumen de una mezcla de fenol/cloroformo (1l:1); se recuperd la
fase acuosa como en el paso anterior y se extrajo con un volumen de
cloroformo y se volvidé a recuperar la fase acuosa de la misma
forma. La solucidén, que lleva el DNA se colocd en una bolsa de
didlisis y se dializé con 1000 su volumen con TE a 4°C por 12 hr,
efectuando 3 cambios de TE. El DNA se precipito ahadiendo acetato
de sodio a una concentracion final de 0.3 M y 2 volumenes de etanol
y colocando el tubo en un bano de hielo seco/etanol por 5 min. Se
centrifugdé en una microfuga por 5 min y se elimino el sobrenadante
con mucho cuidado. La pastilla se lavd con etancl al 70% frio 2

veces y se secd en un speed-~vac. la pastilla de DNA se resuspendio

en TE.

Aislamiento de DNA plasmidico: Las bacterias portadoras del
plasmido se crecieron en 5 ml de medio LB-ampicilina durante toda
la noche a 37°C. Posteriormente se centrifugaron a 10 Krpm durante
10 minutos en el rotor S$S34 Sorvall, se desechd el sobrenadante y
las pastillas se resuspendieron en 200 ul de la solucidn I. Las
mezclas se incubaron en hielo durante 5 minutos, ahadiendoise
enseguida 400 ul de la solucion II, mezcldndose suavemente nor
inversicn. Después de mezclar los tubos se dejaron reposar pcr S
minutos en hielo y se adicionaron 300 ul de la solucién III,

mezclandose las preparaciones suavemente. Las mezclas se coloc:ron
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en un bano de hielo seco-etanol durante 5 minutos descongelandose
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, lavdandose la pastilla resultante dos veces con etanol
al 70%. Las pastillas se resuspendieron en 50 ul de agua
bidestilada estéril. Cuando fué necesario se precipitdé el DNA una
segunda vez, empleando 1/2 volumen de acetato de amonio 7.5 M y dos

volimenes de etanol absoluto.

Preparacion de células competentes: Cultivos bacterianos crecidos
durante toda la noche (a 32 & 37°C) se diluyeron cien veces en
medio LB, incubdndose nuevamente a la misma temperatura hasta gque
alcanzaron una densidad odptica de 0.4-0.6 a 600 nm. Las células se
centrifugaron en frio a 6 Krpm durante 10 minutos en el rotor

S$S34 Sorvall, resuspendiéndose en medio volumen de CaCl2 100 mM
{con respecto al volumen inicial), permaneciendo las nmuestras en

frio por un minimo de 12 hr antes de utilizarse.

Transformacion de Escherichia coli con DNA plasmidico: A cada 2CC
ul de ceélulas competentes se les adiciond de 50 a 100 ng de DNA.
Las muestras se colocaron 30 minutos en hielo y 2 minutos a 42°C
(cuando las cepas eran lisogenas este paso se efectud a 22°C), se
diluyo 1:10 en medio LB precalentado y se incubo por 1 hr a 37°C (o

a J2°C para las lisogenas); se espatularon 100 < 200 ul en cajas



de LB-ampicilina (50 ug/ul).

Corte de DNA plasmidico con enzimas de restriccidn: El DNA de los
plasmidos se corté con 1las enzimas indicadas, utilizando 1la
solucién reguladora y temperatura de reaccidn recomendadas por el

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

Cuantificacién 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 pldsmidos de intéres), se crecieron durante toda la noche en
medio M56. Al dia siguiente se diluyd el cultivo 20 veces en medio
M56 suplementado con fructosa 0.2%. Las muestras se incubaron con
agitacién a 37°C hasta una A,,= 0.4-0.6. Un mililitro del cultive
anterior se mezcld con 40 ul de la solucidn M3 (Mix 3), agregdndose
tres gotas de tolueno antes de agitar con el wvortex durante 30
segundos. Los lisados resultantes se incubaron con agitacion a 37°C
hasta gque se evapord el tolueno; las mezclas se colocaron en hielo;
para iniciar la reaccion, se adiciono 20 ul del lisado a una mezcla
de 20 ul de la solucion M1 (mix 1), 50 vl de la solucidn M2 y 10 ul
de la solucion de galactosa C~14. Las reacciones se agitaron
suavemente, incubandose por 20 minutos a 32°C (por duplicado) vy
para detener la reaccion se pipetearon 25 ul sobre un filtro DE-81.
Para la cuantificacién de las reacciones, los filtros se lavaron
cada uno 10 veces con agua destilada, utilizando vacio. Una vez que

se secaron los filtros 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 reaccion
(tomada 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

formula:

U gal K = cpm _problema - cpm blanco 5200

(cpm totales) (D.O.) (tiempo)

Extraccion 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 fusion (LMP) al 0.7%. Se
identificaron y cortaron los fragmentos de interés mediante la
visualizacion del DNA (tenido con bromurc de etidio)

en un transiluminador de luz U.V. (longitud de onda larga). Las
porciones de los geles gque contenian a los fragmentos de DNA se
calentaron a 65°C hasta fundirse la agarosa (10-20 minutos). Se
ajustaron las muestras a 0.3 M de cloruro de sodioc, agregandose un
volumen de fenol saturade (calentado a 65°C), las mezclas se
agitaron en vortes, congelandose posteriormente las preparaciones
se centrifugaron en fric durante 15 minutos a 12 Krpm en :na
microfuga Eppendorff. A las fases acuosas resultantes se les aplico
una extraccion fendlica, dos extracciones con fenol-cloroform. vy
una con clorofermo. El DNA se precipitd con dos volumenes de eta<ol

absoluto y medic volumen de acetato de amonio 2.5 M y dos lava ios



con etanol al 70%. La pastilla seca se resuspendié en agua
bidestilada estéril.

B) Para agarosa normal: El fragmento de gel con la banda de DNA de
interés, se macerd en un tubo Eppendorff, agregé 100 ul de fencl
equilibrado, agitd en vortex y se centrifugd en una microfuga por
2 minutos. Con mucho cuidado se tomo la fase superior que se
congeld a ~70°C per 5 minutos, se dejo descongelar y se centrifugo
por 15 minutos en frio. Se colectd el sobrenadante en frio y se
reextrajo con fenol y 100 ul de TE; se agitdé en vortex, congeld y
se centrifugd como la vez anterior: el sobrenadante se extrajo
primero con fenol/cloroformo y luego con cloroformo y se precipito
con acetato de sodic 0.3 M (concentracion final) y 2 volumenes de
etanol; la pastilla se lavd con etanol al 70%, se seco y se

resuspendid en agua bidestilada estéril.
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NOMBRE O CLAVE

CARACTERISTICAS

Ql

S601

LE289

M72(imm434)

M72(immcI)

M72(imm21)

GG235(SA731)

LE30

GG198

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

recA-, gal-; deficiente en recombinacidn
generalizada. Este laboratorio.

supF, supresor de mutaciones ambar,
lisdgena para el fago criptico
({int-F}{ }) en galT. Para el ensayo de
placa roja. Enguist y Weisberg, 1976.

supF, supresor de mutaciones ambar, gal- vy
lisogena para un profago con inmunidad
imm434. Guarneros y Galindo, 1979.

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

supF, supresor de mutaciones ambar, gal- y
lisdégena para un profago con inmunidad
imm21. Guarneros y Galindo, 1979.

Lisdgena para el profago:
int2redl114cI857cIl4lgals8, reca-.
Guarneros y Galindo, 1979.

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

supF, supresor de mutaciones ambar, gal-,
recA-, lac . Este laboratorio

Tabla A. Cepas bacterianas utilizadas. Para mds detalle, consultar

referencias.
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NOMBRE O CLAVE CARACTERISTICAS

N2668 ligts, impide el crecimiento de fagos red-.
Coleccién NIH.

5165 sup’. Coleccion NIH.

K5185 N99himA_82:Tnl0. Delecidn en el gene hima,

que inhibe la recombinacidén integrativa.
Miller, 1981.

K936 himA42, inhibe la recombinacién integrativa
Miller y Friedman, 1980.

K173 Derivada himA42, de LE289.
Para el ensayo de placa roja.
Miller et al, 1980.

hip- Inhibe la recombinacion integrativa y al
igual gue todas las cepas himaA-, impide
el crecimiento de fagos cin-.
Coleccion NIH.

Tabla A. (continuacion). Cepas bacterianas utilizadas.



MUTACION

CARACTERISTICAS

Cc1857

cIIes

Represor termosensible de cI.
Sussman y Jacob, 1962.

Mutacidén de sentido equivocado de
cII. Kaiser, 1957.

Mutacidén ambar de cII y que es
suprimible por supF.
Belfort, 1975.

Sustitucion del operodn bio, que
elimina los genes int, xis, red
Yy gam. Manly et al, 1969.

Sustitucion del operdn big, que
elimina los genes comprendidos
entre PP’ y cIII.

Signer et al, 1969.

Mutacidén en redB que altera la
funcion de recombinacidén
generalizada del fago.

Shulman et al, 1970.

Mutaciones en gib que eliminan la
retroinhibicién de int.
Montanez et al, 1986.

Mutacioén gue en conjunto con cin-
da fenotipo Sik- en placa roja y
crecen en cepas ihf-. Este trabajo.

Mutacion en tR1 gue incrementa su
funcion y crea un promotor para C-
independiente de CII.
McDermit et al, 1976.

Tabla B. Mutaciones del fago lambda utilizadas. Para mas detalles

consultar referencias.



MUTACION

CARACTERISTICAS

Qam29g

imm434

HindIII (E,F)

Mutacion gue revierte el efecto de ginl
Wulff, 1976.

Mutacion que incrementa la actividad de
Int, ain en himA-. Miller et al, 1980

Sustitucisen de la regidn b2 del fago
por el operon gal de E.coli.
Feiss et al, 1972.

Mutacién ambar en el gene de
replicacion Q. Campbell, 1961.

Hibrido gue contiene la region de
inmunidad del fago lambdoide imma434
(oL hasta cro) y el resto de lambda.
Kaiser y Jacob, 1957.

Hibrido que contiene la regidén de
inmunidad del fago imm2l (N hasta ¢II)
Yy el resto de lambda.

Liedke-Kulke y Kaiser, 1967.

Delecion de los fragmentos de DNA E y
F producidos por la enzima de
restriccion HindIII. Coleccidn NIH.

Deleciodn del 12% de DNA en la regiodn b
del fago. Kellenberg et al, 1961.

Tabla B. (continuacion). Mutaciones del fago lambda utilizadas.

36



CONSTRUCCION DE PLASMIDOS

Plasmidos pOPCO, pOPCl, pOPC4, pOPCl0 y pOPS3. El DNA de cada uno
de los fagos opc+cinl, opclcinl, opcdcinl, opclOcinl y opc+cint se
digirié simultaneamente con las enzimas de restriccion HindIII y
EcoRI. El1 fragmento de 1584 pb de cada uno de los casos anteriores,
y que cubre desde pRoOR hasta el origen de replicacidn (coordenadas
37584-39168) se purificé y se clond en el vector pBR322 cortado con
las enzimas HindIII y EcoRI. Los marcadores de los plasmidos
construidos son los siguientes pOPCO: opc+cinl: pOPCl: opclcinl:
pOPC4: opcdcinl; pOPCl0: opclOcinl; y pOPS3: opc+cin+. (ver figs.

8, 9, 10 Y 11).

Plasmidos pOPC recombinantes de la region del autorepresor. Los
plasmidos 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 recombino con
los otros fragmentos mayores como se describe en el texto. Los
pldsmidos recombinantes con la orientacion correcta se

seleccionaron pcr resistencia a tetraciclina.

Pldsmidos pAPCO y PpAPCl. Los plasmidos pOPCO y pOPCl fueron
restringidos con la enzima Aval. La banda de 3892 se purificod y se
religo para dar lugar a los pldsmidos pAPCO y pAPCl, que perdieron
la resistencia a tetraciclina, a pRoR y la maycr parte del gene cro

que estaban contenidos en el fragmentc de 2026 gue fué eliminado.
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pAPCO se derivo de pOPCO y pAPCl de pOPCl (ver fig. 12 y 13).

Plasmidos pPRO y pPRl. Los pldsmidos poOPCO y pOPCl fueron
restringidos simultaneamente con las enzimas HindIII y Aval: se
purificaron los fragmentos de 630 pb que contienen pRoOR y parte del
gene cro y se clonaron en el vector pK0l cortado con las nismas
enzimas. El pldsmido resultante con el fragmento derivado de pOPCO
se llama pPRO y el que tiene el fragmento derivado de pOPCl se

llama pPR1l (ver figs. 14 y 15).

Pldsmidos pO01, poO02, pPPl, pORl. El pldsmido pAPCO se restringio
parcialmente con las enzimas HindIl y BglII. Los fragmentos BglII-
HindII de 206 pb y 266 pb gue contienen a oop, se clonaron en el
vector pBR322 cortado con las enzimas EcoRV y BamHl para dar origen
a los pldsmidos pO0l y pO02 respectivamente. Los candidatos se
seleccionaron por resistencia a ampicilina y sensibilidad a 1la
tetraciclina. El fragmento HindII-HindII de 1074 pb que lleva a oop
y el ori y a parte de pBR322 se clono en el vector pBR322 cortado
con HindII para dar lugar al plasmido pORl1. El fragmento HindII-
HindII de 2816 pb que lleva parte del vector pBR322 vy el ori, se
ligo al fragmento HindII-Bgllil de 808 pb gue lleva parte del vector
pBR322, c¢cinl y ice; posteriormente se repard y se 1igd nuevamente
para obterer candidatos resistentes a ampicilina para generar al

plasmido pPP1 (figs. 16 y 17).
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EcpRI

clt-

ori
cinl

cro — Aval

Aval ~Tc

pRoR
Hindlil

Fig. 8. Plasmidos pOPC. Estos plasmidos lievan el fragmento Hindlll-EcoR!I de 1584 b que
abarca desde pRoR hasta parte del gene O (que incluye el origen de replicacion) del fago
lambda. Los plasmidos relacionados que tienen la misma estructura, llevan como marcajores
relevantes: pOPCO: opc+cinl; pOPC1: opcicini: pOPC4: opcdcini; pOPC10: opc10cini; y
pOPS3: gpe+cin+. En fa figura se muestran los principales genes y sitios de restriccion; el
tamano de todos los plasmidos es de 5918 pb.
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Fig. 9. Patron de restriccion del DNA de lo fagos opc cin. El DNA del vector y los fagos
mencionados abajo, se digirieron con las enzimas Hindlll y EcoRl, y sometidos a electroforesis
en un gel de agarosa al 0.7%. Los DNAs digeridos fueron: pBR322 (carril 1), opcicin?t (carril 2),
opc+cint (carril 3) y ope+cin+ (carril 4), 1a banda de 1584 pb (sefialada con |a flecha) de cada
DNA fagico se purifico para su clonacion. Observar que el patron de restriccion mostrado en los
carriles 2 y 3 le faltan 3 bandas si se compara con el patron del carril 4 (bandas de 2027, 1375 y
947 pb); esto se debe a que el DNA de dichos fagos lleva una delecion Hindll! en ia region b.
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Fig 10. Patron de restriccion de los plasmidos pOPCO y pOPC1. El DNA plasmidico de
pBR322 y de 4 candidatos de cada plasmido se digirieron con la enzima Hindlll (A) 6 se
sometieron a una doble digestion con las enzimas Hindill y EcoRI (B). Los carriles 2, 3,4y 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 carrit M a DNA del fago lambda cortado con Hindlll
como marcador de peso molecular. El patron de restriccion del DNA de los candidatos que
resultd conforme al esperado (carriles 2, 4, 5, 6, 7. 8 y 9). fué una banda de 5918pb con Hindlll,
y bandas de 4334pb y de 1584pb con HindllI/EcoRI.
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Fig. 11. P1tron de restriccion de los plasmidos pOPC4 y pOPC10. Los DNAs se digirieron
con la enzima de restriccion Aval. En (A) se muestran candidatos de pOPC4 (carriles2a 7) y
como control a pOPCO {(carmil 1); mientras que en (B) se muestran candidatos de pOPC10
(carrites 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 Avat
(excepto e los carriles 7 y 14, en que solo aparecen los DNAs restringidos). Las bandas
esperadas despues de la restriccion son de 3892 y 2026pb y como se puede apreciar los
candidatos de los carriles 2, 6, 9, 12 y 13 dan el mismo patron que el de los controles. EI DNA
del fago 0X174 digerido con Haelll se us6 como marcador de peso moiecular (M).



EcoRI

Ap

ch-

Ndel
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Ndel cinl

cro”
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Fig. 12. Plasmidos pAPC. El plasmido pAPCO se derivd del plasmido pOPCO; mientras que
pAPC1 de pOPC1. Ambos plasmidos carecen del fragmento Aval-Aval de los plasmidos
progenitares donde se encuentra la region del autorepresor (PROR y cro); y conservan la region
del origen, que incluye desde cin1 hasta parte de O. Si en la figura, se toman como punto de
referencia los sitios de restriccion Ndel, 1a pante inferior tiene 996 pb y la superior 2896 pb. El
tamano de los plasmidos es de 3892pb.
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Fig. 13 Patrdan de restriccion de los plasmidos pAPCO y pAPC1, £l DNA plasmidico se
digirié con la enzima Ndel. En los carrites nones se 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 tamafio original de 389. b, tanto para pAPCO (carrit 4) como para pAPC1
(carril 8). Como control se utilizé pBR322 (carriles 1, 2, 5 y 6 ) que tiene un sitio de corte para
Ndel y como marcador de peso molecular se usé el DNA del fago tambda digendo con Hindill
(M),
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EcoRlI
Hindlil

pRoR — Hindll
Ap
il =~
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gal K
ori

Fig. 14. Plasmidos pPR. E! fragmento Hindlli-Aval de 630 pb de los plasmidos pOPCO y
pOPC1 se clonaron en el vector pK01 para dar origen a los plasmidos pPRO y pPR1
respectivamente. El fragmento clonado tiene el promotor pRoOR y en esta construccion dirige la
expresion de gal K. Si se toman como referencia los sitios de restriccion Hindll, la parte superior
tiene 1152 pb y la inferior 3378 pb. El tamario de los plasmidos es de 4530 pb.
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Fig. 15, Patron de restriccion de los plasmidos pPRO y pPR1. Los plasmidos se restringieron
en un caso con la enzima Hindli y en otro se hizo una doble digestion con Hindlil y Aval. En (A)
se muestran 3 cancidatos de pPRO (carriles 4 a 12) y como control el ptasmido pK01 (carriles 1
a 3); mientras que en (B) se muestran 4 candidatos de pPR1 (carriles 1 a 12). A cada ptasmido
le corresponden 3 carriles, cuyo orden es 10.. DNA sin corar; 20., cortado con Hindll y 3o0.,
cortado cun Hindlit y Aval. Las bandas esperadas son de 3378 y 1152 pb con Hindil y de 3800 y
630pb con Hindlll/Aval para dar en ambos casos el tamaiio de 4530 ph. Otro controt utilizado
fué el DNA del fago lambda cortado con Hindili y Aval (carrit 13-A}. y cortado con Hindit (carril
1-B). como marcador de peso molecular se uso una mezcia del DNA det fago lambda cortado
con Hindit' y el DNA del fago 0X174 digerido con Haelll (carril 14).
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Fig. 16. Plasmidos derivados de la region del origen. A partir del plasmido pAPCO que
lieva la region del ongen se subcionaron varios fragmentos de restriccion para dar lugar a tos
plasmidos pOO1 y 2 (con el sitiv gop), pPOR1 (con los sittos oop y or) y pPP1 (que es stmitar
a pAPCO pero sin el sitto oop). Ver texto para mas detalle
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Fig. 17. Patron de restriccion del plasmido pO02. EI DNA plasmidico se digirid con la
enzima Tagl. Del carril 3 al 6 se muestra el patron de 4 candidatos del plasmido pOO2; en el
carril 1 el del vector pBR322 y en el 2. el de pAPCO. Los fragmentos esperados después del
corte son. para pBR22: 1444, 1307, 475, 368, 315. 312. y 141pb, para pAPCO: 1444, 1332,
762. 196 y 166pb: para pOO2: 1444. 1307 475, 368, 272. 189, 166, y 141 ph . El patron
esperado de pOO2 se puede ohservar con claridad en el candidato del carril 6. Como
marcador de peso molecular (M) se utilizo el DNA del fago 0X174 digerido con Haelll.
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RESULTADOS

I. AISLAMIENTO DE MUTANTES CON FENOTIPO Sib-.

Como se predijo inicialmente, al efectuar el ensayc de placa
roja con fagos sib+ y sib- se observaron diferencias apreciables
entre ellos (tabla 1). A las 20 hrs de incubacidn 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 encontré
para el fago b2~, datos no mostrados).

Es interesante remarcar que entre los fagos sib-, el caso sib3
se destacd por dar placas rojas con una intensidad de color mayor
(son las primeras en que se visualiza un matiz rojo). La
interpretacion de este hecho no es clara, ya que en otros ensayos
mds sensibles que miden la actividad de Int no existen diferencias
apreciables entre las mutaciones sib- (Montanez, 1986 ; Guarneros

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

Con el ensayo de placa roja como método de seleccidn se
aislaron 21 mutantes derivados de la mutagénesis por plaqueoc en la
cepa LE30 (MutD) del fago HindIIIredll4cI8S57cinlcll6® (para mas
detalle ver la seccion de Material v Métodos). Todos los mutantes,
denominados "opc" por "obstruir el promotor pcin" y por “gperador
constitutivo" (ver discusidn) se comportan como el fago

sib3 (tabla 1). Tanto en los casos sib- como en opc- se chserva un



FAGO FENOTIPO

sib+ BLANCO
sibl ROJO +
sib2 ROJO +
sib3 ROJO ++
ope~ ROJO ++

Tabla 1. SELECCION DE MUTANTES gpc— POR EL ENSAYO DE PLACA ROJA.-
Se infectd la cepa LE289 con los fagos indicados. Todos los fagos
lievan los marcadores HindITIIredl114cI857cinlcII68. La incubacion se
realizd por 20 hrs a 34 C. Se probaron 21 candidatos opc- aislados
independientemente. Las cruces denotan la intensidad de color de
las placas rojas.
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rango del 70-90% de placas rojas a las 24 hrs; a tiempos mds
prolongados de incubacion el porcentaje se incrementa, pero las

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

11. CARACTERIZACION DE FAGOS MUTANTES opc.

a) Fenotipo en IHF+ e IHF-.- Para determinar si los mutantes cpc-
habian sufrido algun cambio en los marcadores genéticos del
bacteriofago original, se examinaron por plagueo en diferentes
cepas bacterianas indicadoras. Los resultados mds relevantes se

muestran en la tabla 2.

Se observo que los mutantes gpc~ a diferencia del progenitor
opc+ (opc+cI857cinlcII6e8) plagued en cepas ihf~- (himA- 6 hip-). Una
caracteristica de fagos que portan la mutacion cini es la de no
formar placas en una cepa ihf- (Williams et al, 1977:; Kikuchi et
al, 1985) probablemente por sobreexpresicn del represor CI a partir
de pcin (ver Discusion y Griffo et al, 1989). Los resultados de la
tabla sugieren pérdida de esta mutacion (reversion) 6 adguisicion
de otra mutacion que sobrepase el efectc de cin- (pseudoreversion).
Los mutantes opg- exhibieron un fenotipc turbio en las cepas ihf+
(Ql) y aun en la cepas ihf- (himA- 6 hip-), resultado que indicaria
sintesis de represor. Esta observacidn podria apoyar una
pseudoreversion mds gue una reversidn; y gue ademds seria diferente
a cnel, la cual revierte los efectos de cinl. Otra pesibilidad gue

parece menos probable es una doble reversion: de cin- a cin+ y de
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FAGO o1 himA~ (6 hip-)

32 C 42 C 32 C 42 C

+ t t c (o]
CI857cII+ t c [o] c
cIB57cII68 c (o] c [o]
cI857cinlcII+ t c - c
cIB857cinlcII6s t c - c
sib3cI857cinlcIIé6s t c - c
cI857cinlcnclcII6s c c c c

cI857cinlopc-cII68

(a8
Q
o+
[¢]

cI857inth3 t c t o]

Tabla 2. Fenotipo de mutantes opc-.
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Tabla 2.~ FEROTIPO DE MUTANTES opc-: Las mutantes opc- Jjunto 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()
Ydonde no forman placas,los fagos con la inmunidad del profago, en
la cepa M72 (imm434); en la cepa Q1 donde los fagos son turbios a
32°C si son capaces de establecer represion y a 42°C donde los fagos
cIts (857) son claros. En las cepas mencionadas anteriormente se
obtuvieron los resultados esperados. También se probaron en las
cepas himA- (X5185 y K936) y hip- donde los fagos c¢in- no forman
placas. La letra {(t) significa formacién de placas turbias; 1la
letra {(c) significa formacién de placas claras y el signo (-)
implica que este fagoe no forma placas {aun a concentraciones de
107). En la tabla s6lo se muestran aquellos resultados que podrian

ser relevantes.

[}
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cII~ a gII+. Un fago cII+ daria un fenotipo similar a sib~ en el
ensayo de placa roja y creceria en una cepa himA-, aungue formaria
placas claras.

con el fin de examinar la posibilidad de gue los mutantes
fueran clI+, se realizaron pruebas de complementacion como las
descritas en la tabla 3. Los resultados indican que las mutantes

son c¢clI- (linea §) al igual gue el progenitor opc+ (linea 4).

b) Complementacién en ihf- de fagos cin- y opc—-.-— Para tratar de
aclarar los efectos de la mutacidén ¢inl en una bacteria himad- y su
relacion con la mutacidn opc—-, se realizaron las pruebas de

complementacidén presentadas en la columna de la derecha de la tabla
3. Se puede observar que el fago cinlcII68 no inhibe el crecimiento
del fago ¢I857¢II68 {a 32° y 42°C) indicando que el efecto de cinil
es en cis; por otra parte es incapaz de suplir en trans la funcidn
0 para el plagueo del fago imm210am29 que carece de ella,
sugiriendo que posiblemente no expresa las funciones de replicacion
(el crecimiento que se observa a 42°C posiblemente se deba al fago
¢cIB57¢cinlcII68, ya gque a esta temperatura no parece haber
inhibicion en hima-). El1 fago imm434cinicIi6é8 tampoco inhibe el
crecimiento del fago ¢I857¢li6s y tampoco complementa con el fago
imm210am29 & ninguna de las 2 temperaturas. El hecho de gue el
efectoc inhibidor en himA- se observa a las 2 temperaturas para
imm434cinl podria sugerir algun papel rara el represor ya que el
fago cI857¢cinl sdélo muestra el efecto a baja temperatura donde el

represor s! es funcional.



himaA+ himaA-

cI+cII6s8 cIB857cII6s imm21029
FAGO 32 42 32 42 32 42
CI857 t t
cl857¢clI6es8 c [«
cI857cinl t t
cl857¢cinlcIi6s t c + + - -
cI857cinlcli68opc~- t c + + + +
imm434cinicII6s + + - -

Tabla 3. Complementaciodn para represor de fagos opc-.



Tabla 3. Complementacién para represor de fagos opc-: Estas pruebas
de complementacicon se efectuaron por el método de estria como se
describe en la seccidn de material y métodos. La columna de la
izquierda representa la complementacién para represor en la cepa
himA+ (S165). El fago cI+cII68 que por ser clII- es claro (c), pero
cuando se coinfecta con un fage cI-cII+ ocurre complementacidn y
aparece una region turbia en la interseccidén (t). Los resultados
relevantes se dan a 42°C donde los fagos cI857cinl gque producen
represor a 32°C no lo producen a 42°C; también se muestran los
resultados a 32°C 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 complementacion en la cepa himA- (K5185 y
K936) para ver los efectos en cis ¢ trans de las diferentes
mutaciones fagicas; (+) denota formacidén 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 mds eficiente de la normal y que
ademds es activa en condiciones himA- (se aisld por formacidn 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
existia una correlacion de fenotipos entre inth y opc- se efectud
el ensayo de placa roja en una cepa himA~. Se encontrd que las
placas de los mutantes opc-, si bien son turbias son incapaces de
generar un fenotipo rojo como inth (tabla 4), lo gque demuestra gue

opc~ es un tipo de mutacion diferente.

d) Actividad de integrasa.- El fenotipo similar entre opc~ y sib-
(en placa roja) sugeria un nivel de expresion mayor de int de los
mutantes opc-. Con el propdsito de probar y cuantificar la
expresion de int de los mutantes opc- se realizdé el ensayo de
superinfeccion (Guarneros y Galindo, 1979).

De los resultados (tabla 5) se observa que aungue el indice de
integracion obtenido para los mutantes gpc- estad 3 drdenes de
magnitud abajo del obtenido para el fago sib-, es muy similar al
obtenido para el fago gib+cII~. Tal vez sea importante remarcar
gue el nivel de integracion de los casos ppc~ fué 1 orden de
magnitud arriba que el del caso opc+. Estes resultados indican que
si bien los niveles de expresioén de int de los fagos gpc—- ho
se encuentran tan elevados como el del fago sib-, si son mayores

que su progeniter (opc+cin-cII-); por 1o gue tal vez en el fenotipo



FAGO hima- K713

sib+ - -
sib3 - -
opc- t t
inth3 t R

Tabla 4. Ensayo de placa roja en una cepa himA- de fagos opc—.-

El ensayo de placa roja se efectud como se describe en la seccion
de material y métodos. Se utilizo la cepa K713, que es una cepa
para el ensayo de placa roja y que tiene la mutacion himA-; como
control de plaguec se muestra el fenotipo de los fagos en himA-
(columna ! zguierda). La incubacidén se efectud por 24 hrs a 34°C.

Las letras y signos denotan el fenotipc de las placas: (~) no se
obtienen placas; (t) placas turbias y blancas; (R) placas rojas.
Los fagos gib+, sib3 y opec- tarkien llevarn las mutaciones o

marcadores HindIIIred114cI8%7cinl. Las mutaciones opg- utilizadas
fueron op<ci, 4 y 10.
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sib- de los fagos opc, no solamente esté involucrado el nivel de
integrasa (ver discusién). Probablemente exista una relacién de
este fenotipo y el observado en las cepas ihf-, ademds estos
resultados descartan la posibilidad de que los fagos gpc- sean cII+

(que se comportan igual que gib-).

e) Frecuencia de 1lisogenia.- Los fagos con mutaciones opc-
compensan el efecto "letal" de la mutacidn cini en bacterias ihf-
y ademds exhiben un fenotipo turbio (en himA-, hip-, Q1, & S165).
Para determinar si la mutacién opc- afectaba la eficiencia

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

Los resultados muestran gue 1los mnutantes gpc~ Sson
aproximadamente un tercio ¢ un medio de eficientes en
lisogenizacidn comparadas con el caso opc+. Estos resultados
podrian indicar un nivel ligeramente menor de represor, Yy
consecuentemente podrian tener un nivel mayor de Int.

Dado gue una cepa himA- es deficiente en el establecimiento de
la lisogenia (lambda forma placas claras, &Lller y Friedman, 1980
y tabla 2) y en permitir el desarrollo de fagos gig—.(williams et
al, 1977 y tabla 2) sélo se determind el indice de viabilicad
celular (cuenta viable de células sobrevivientes @ la infeccidn de
fagos corregida por centros infectivos) permitidos por opc-cin- y
opct+gcin~. En la infeccion con fagos opc+gin- se obtuvo un indice de
viabilidad celular alto, debido probaklemente a que es improduct.va
la infeccion permitiendo el crecimiento bacteriano. Para 1la

infeccion con fagos ¢II68 se obzuve un indice de viabilidad 1010
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AUXILIAR INDICE DE INTEGRACION

x 10*
opc+ 0.1
opcl 5.7
opc2 12.0
opc3 6.2
opc4d 7.2
opcS 3.6
opcé 1.7
cII6s8 4.0
sib3cII6s8 1740.0
Tabla .5. Eficiencia de las mutantes opc- para promover
recombinacién integrativa.~ Se infectd la cepa SA73lrecA-

(int2red114imm434cII4ligals) a una mdi de 10 de cada fago. Todos los
fagos utilizados llevan la mutacion ¢I857. Ademds los fagos gpc+ Yy
opc- llevan los marcadores HindIIIredll4cinlcII6é&8. Los numeros en
la tabla representan el indice de integracion gue csignifica los
profagos escindidos por recombinacicén integrativa (fagos
transductores de gal) por centre infectivo.
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veces menor que el caso gin-, probablemente como resultado de un
alto grado de lisis celular. Por otra parte las infecciones con los
mutantes opc-cin- dieron como resultado una reduccion de 10 a 20
veces en el indice de viabilidad con respecto al caso opct+cin-~, tal
vez debido a que estos fagos sintetizan represor (forman placas

turbias en himaA-) {Datos no mostrados).

f) Tasa de eclosidn.- la mutacidén ginl se localiza en la regiodn ‘Y’
del operdn PR (Wulff, 1976) y ademds de crear un promotor,
incrementa la terminacién en tR1 (Rosenberg et al, 1978). Las
funciones de replicaciodn se transcriben a partir de pR, pero tR1 se
encuentra previo a estos genes. Con el fin de examinar si existian
diferencias en la produccion de progenie entre fagos gpc+cin- y
opc-cin- se realizd un ensayo de tasa de eclosion tanto en una cepa
himA+ como en una himA- donde el efecto de ¢in- resulta mas
aparente (tabla 7).

Cuando el ensayo se efectua en una cepa silvestre, no se
encuentran diferencias aparentes para ningin caso (columna 1).
Resultados similares se obtienen cuando se utiliza hima-.

La explicacion de gue en la cepa himA- se obtenga progenie
para fagos c¢in- puede estar en la temperatura de incubacién
utilizada. Cuando €l fago lleva la mutacion cI857 (ts) el efecto
letal de himA- sobre cin- solo se observa a 32°C pero no a 42°¢C
(tabla 2) donde e! fago si forma placas que son aparentemente
normales (claras). 1 ecnsayo de tasa de eclosion se realizo a 39°C

donde el represor no es funcional.
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Precuencia de

FAGO Lisogenia
cII+ 1.0
cllésg 7.3 »x 1077
cinlcIIé8 1.0
opcl 0.7
opcd 0.4
opc6 0.4

Tabla 6. Frecuencia de lisogenia de mutantes opc-.- Los valores
de la columnha representan la frecuencia de lisogenia normalizados
con centros infectivos. El ensayo se realizo en la cepa S165
(himA+) a una mdi de 10 de cada fago. El tiempo de incubacidn fue¢
de 90 min a 32°C. Todos los fagos llevan la mutacion cI857 y en
adicion los fagos gpc~, llevan la mutacion cinl como marcador
relevante.
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aunque en este experimento se elimind la participacion del
represor por ser termosensible, no parece observarse un efecto por
parte del promotor pcin, ni del terminador tR1; sin embargo hay que
hacer notar que se utilizé una mdi de 10 que podria estar

enmascarando algun efecto.

ITY. MAPEO INICIAL DE LAS MUTACIONES opc.-

a) Mapeo genético.- Para la localizacidn genética de las mutaciones
opec~-, en primer lugar se determind si estas se encontraban a la
izquierda 6 a la derecha del sitio att. Para llevar acabo esto se
realizaron las cruzas mostradas en la fig. 18.

S6lo los recombinantes gque llevan el brazo derecho de las
mutantes opc~ (B, en la fig. 18) exhiben tanto el fenotipo de placa
roja como el de plagueo en himA- de los progenitores opc-,
indicando gque las mutaciones se localizan a la derecha de att.

Se probaron 3 mutantes opc~ (1, 4 y 10) y estas se localizaron
a la derecha de int y xis (a la derecha de bigll, recombinantes A,
en la fig. 19) ya que cuando adquieren la sustitucion bioll
conservan el! fenotipo turbio en himA- (el fago biollppec+cin-~ no
plaquea).

Cuando se maped con respecto a la region de inmuni: ad
(mutantes opc 1, 4 y 10) se encontrd gue de las recombinantes
imm434 turkias generadas (recombinacion B, fig. 19) s6lo una p2 'te
de ellas plagueaba en himA- (fenotipo ligeramente turbic). Estc en

principio indicaria que las mutacicnes se localizan a la derecha de
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TASA DE ECLOSION

ot i s
cII68 1.4 -
cinlcIIés 4.6 5.5
opcl 1.8 2.3
opc4 1.4 2.6
opclC 3.0 4.0

Tabla 7. Tasa de Eclosion de mutantes opc—-.~ El ensayo se realizd
por infeccion de las cepas hima+ (S165) y himd- a una mdi de 10 de
cada fago. La temperatura de incubacion fué de 39°C por 30 min. Los
numerces en la tabla representan la tasa de eclosion dividida entre
centros infectivos gque se calcularon en la cepa Q1 (para mas
detalle ver la seccion de material y métodos). Todos los fagos
llevan la mutacidn cI857, y en adicidn, los fagos opc~, llevan la
mutacion ¢inl como marcader relevante.
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imm434 y cuantificacién de la frecuencia de esta recombinaciodn
podria dar la localizacion definida de las mutaciones; sin embargo
de la recombinacién con el fago opc+gcin- se obtuvieron resultados
similares.

Cuando en vez de utilizar para la recombinacién al fago
imm434029 (B, fig. 19) se utiliza el fago imm434cII68 (C, fig. 19)
(recombinacidén sélo de gpcl), al probar las recombinantes imm434
turbias que se generaron, éstas no plaguean en himA- (igual que
opc+cin~) indicando gue sdlo se rescata la mutacidén cinl pero no
opcl. Estos resultados sugieren gque la mutacidén se encuentra dentro
de la region de inmunidad cI.

Por otra parte, cuando se recombinan opct+cin- y opc-cin- (opc
1, 4 y 10) con el fago imm210am29 (D, fig. 19) para preguntar si la
mutacidén se encontraba a la derecha de la region de inmunidad de
imm21 e izguierda de Cam29, no se encontraron diferencias entre los
recombinantes imm210+ de opc+ Yy opc~ {(todos los recombinantes
crecen ligeramente turbios en himaA-). Probablemente la explicacién
de los fenotipos turbios en himA- de los recombinantes imma34
(recombinacior. B, fig. 19) se deba a que el efecto de himA-
(defecto en el establecimiento de la lisogenia) no se observa con

estos fagos (Miller, 1980).
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HindlIX red- cl cinl cli6s

B
- - et e n e e e e .- A
gal ‘ bio i4 cII4dl
A}
HindIII , bio iq clIqgl
gal ; red cl cinl cII6s8
B)
gal ) red cI cinl cII6s
HindIII bio [ S § 1

Fig. 18. Mapeo genético de opc~- con respecto a att. Para conocer de
que lado, con respecto a att, se encontraban las mutaciones opgc~ se
realizaron las cruzas esquematizadas en la figura, que se
efectuaron como se describe en material y métodos. Se rescatarcn en
forma indopendiente los brazos derecho e izguierdo de los 21
candidatos mutantes, gue dan origen a los recombinantes
gal8redl14¢cI857cinlcIIs8 (B) y HindIIIbiollimma34zII4l (A). Con
estos recombinantes se generaron fagos homdlogos a los originales;
los gque después de purificades y propagados se probaron en el
ensayo de placa roja y plaguec en himA-.



HindIII red cl cin cII68
A
gal bio iq cIIal
HindIII red cl cin cIIG8
B |
i
]
e e e o
14 029
HindIII red cl cinl cIles
Cc
i4 cllies
HindIIT red cl cinl cIIee
D f
t
!
i
i21 029
Fig. 19. Mapeo genético de opc-con respecto a bio y cI.
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Fig. 19. Mapeo genético de opc- con respecto a pio y ¢l. Para saber
si las mutaciones se encontraban a la derecha de los genes int y
xis se obtuvieron los recombinantes galBhbiollcI857cinlcII68 por
medio de la recombinacidén mostrada en A) de opc+. opc 1, 4 y 10.
los recombinantes se seleccionaron en la cepa S165(P2) donde sodlo
crecen los fagos big v se seleccionarcn los que llevaran inmunidad
cI. Para saber si1 las mutaciones se localizaban a la derecha de la
region de inmunidad imm434 inicialmente se efectuaron crruzas como
las descritas en B), donde se seleccionaron las recombinantes
immd434 turbias por crecimiento en la cepa M72 (A) & se tomaron
inicialmente de la cepa S165 y despues de probar inmunidad
(picando) se seleccionaron las placas imm434. Para el fago gpc+ se
obtuvo una frecuencia de recombinacidn de 7.8 x 107, para gpcl de
2 x 107°, para gpc2 de 3.7 x 1077, opc3 1 x 1077, opcd4 3.6 x 107°,
opc5 6.4 x 107 y popc6 de 9 x 107 de recombinantes turbias imm434.
Estas se probaron por plagqueo en himA-~. Cuando las cruzas se
realizaron como se muestra en C), los reccmbinantes imm434 turbios
se seleccionaron en la cepa S$S165 a 42°C (s6lo se efectud para
opcl). Después de probar sus marcadores, se examind sobre hima-.
Cuando se quizo preguntar en relacién a la regioén de inmunidad
imm21 se efectud la cruza mostrada en D), donde los recombinantes
se seleccionaron en la cepa S601())recA-, donde sélo crecen los
recombinantes imm210°, los cuales se probaron en himA-. Se obtuvo
un frecuencia de recombinacion de 2.4 x 10°* para opc+; de 2.71 x
10°* para gpcl; de 1.2 x 10™* para opcd4 y de 2 » 107 para gopc 10. En

general se probaron de 10 a 100 placas de cada recombinante.
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b) Mapeo por fasmidos (recombinacidn entre fagos y plasmidos).-
Los experimentos preeliminares de mapeo genético, sugerian que la
mutacién gpc se localizaba en la regidn de inmunidad cI. Uno de los
fenotipos de la mutacion gpcl es revertir el efecto de la mutacion
cini en cepas ihf-. Como la mutacidn cinl se encuentra en el operdn
PR, resultd atractivo realizar estudios funcionales y de mapeo mds
detallados en este operdn, por lo que se clond la region que abarca
del promotor pR hasta parte del gene O, de los fagos gpg+ (pOPCO),
opc- (pOPC1l) y A+ (pOPS3) en el vector pBR322. La estructura
resultante de estos plasmidos es muy similar a la de los pldsmidos
dv (Matsubara, 1981). Al infectar bacterias portadoras de los
pldasmidos pOPCO, pOPCl y pOPS3 con fagos de inmunidad ¢I, todas
ellas resultaron inmunes a la infeccién,por lo que no se observo
formacidn de placas liticas. Probablemente este resultado este
mediado por 1la proteina Cro (ver mds adelante). Por estos
resultados no fué posible rescatar la mutacion opcl de los
pldasmidos pOPC con fagos cI, por lo que se probd el rescate con
fagos imm434.

Los plasmidos que se utilizaron fueron: pOPCl, con los
marcadores opc-, cin-; pOPCO, con los marcadores gpc+, ¢in-; pOPS3,
con los marcadores gpc+, cin+t; pAPC+, derivado de pOPCO pero gue
carece de la regién pR-zro’ y pAPC-, derivado de pOPCl y - ue
también carece de la regidn pR-cro’. Los fagos que se usaron para
la recombinacion con los pldsmidos, fueron: imm434¢II6E; b2
imm4a34¢II41l cuyo DNA es mds pegueno por llevar la delecion b2, vy

tiene una mutacion diferente a los plasmidos en el gene cIT y 21
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PLASMIDO/FAGO % DE FAGOS TURBIOS FENOTIPO

RESCATADOS

himA+ himaA-
A)
pAPCO / i4cIIés 18.0 15 t 0
PAPC1 / i14cII68 37.5 19 t 0
pOPCO / b2 i4cII4l 1.8 3t 3 c
POPCl / b2 14cII4l 3.3 5t 5 c
pPOPS3 / b2 i4cII4l 0.8 2 t 2 c
B)
PAPCO / b2 i4tscII6s 1.0 21 t 0
pAPC1 / " 1.6 19 t 0
poOPCO / " 1.1 7t o]
pOPC1 / " 0.0 - -
poPS3  / " 0.0 - -
C)

cI’® . cin . eII - o’

Tabla 8. Pruecba de rescate de la nutacidn opc- por medio de

fasmidos.
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Tabla 8. Prueba de rescate de la mutacién opc- por medic de
fasmidos. Las recombinaciones entre los fagos con inmunidad imm434
y los plasmidos 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 plasmidos para permitir la recombinacién, se
seleccionaron lisdgenas resistentes a ampicilina (portadoras de
fasmidos); que posteriormente se indujeron para obtener lisados gque
se inactivaron con citrato de sodio por 60 min para eliminar los
fdsmidos y solamente recuperar los fagos. El1 fenotipo de la
progenie se analizd en las cepas himA+ y himA-. Los porcentajes de
fagos turbios rescatados se detectaron en una cepa himA+ (Q1). En
el inciso c), se sehala los principales puntos (.) en que se pudo
haber llevado la recombinacién (ver texto para mas detalle).
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fago b2 imm434cII6S.

como se puede apreciar de los resultados de la tabla 8, al
plaquear los fagos turbios que se obtuvieron, sobre la cepa himA-
se observan 2 fenotipos: Los gue no forman placas (recombinacioén
con los fagos imm434cTIG8 y b2 imm434cII68) y los gue forman placas
claras (recombinacion con los fagos b2 1imm434cIT41). Estos
resultados indican, gue en el primer caso solo se rescatd la
mutacién ¢in y en el segundo gue se generaron recombinantes cII+.
Probablemente, la mutacidén ©gpg se encuentre en la regidn
heteroinmune y por eso no fué posible rescatarla. Estos resultados

apoyan los obtenidos por mapeo genético.

c) Mapeo por intercambio de fragmentos de restriccion AvaI-Aval

entre los plasmidos pOPCO, pOPCl y pOPS3.-Tanto las bacterias con
los plasmidos pOPCO como con los pldsmidos pOPCl fueron inmunes a
la infeccidén de fagos cl; sin embargo cuando estas se infectaron
con el fago imm434cII68 se encontrd, gque las bacterias con el
pldsmido pOPCl (opc-) fueron mds resistentes a la propagacion de
los fagos gue las portadoras del pldsmido pOPCO (opc+)[ver tabla
9]}. Como la unica diferencia entre ambos pldsmidos es la nutacién
opcl, este resultado suglere que esta mutacion afecta los niveles
de interferencia del plasmido pOPCI para la propagacion de fagos
imm434cII68 y gue es posible observar el efecto fenotipico de la

mutacién er el plasmido.
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En base a este resultado y a la posible localizacidn de la
mutacidén opcl en la regién de inmunidad ¢I, se intercambiaron los
fragmentos de restriccicn Aval-Aval entre los pldsmidos para ver el
grado de interferencia contra los fagos imm434. El fragmento Aval-
aval de 630 pb, contiene el promotor pR y la mayor parte del gene
croc (coordenadas 38214). Ademds de utilizar los pldsmidos pOPCO y
pOPC1 se usé al plasmido pOPS3 (gpc+ cin+). Cada uno de los 3
juegos de pldsmidos contiene a su vez 3 pldsmidos, el original con
el fragmento AvalI-Aval propio y otros 2 plasmidos que conservan la
region ¢cin-cIT-0’ (B en la tabla 9) y que llevan el fragmento AvaI-
Aval (A en la tabla 9) de los otros 2 pldsmidos progenitores.

Todas las construcciones que contienen la regioén pR-cro (A en
la tabla 9) del plasmido pOPCl (gepc~) dan un fenotipo mutante, es
decir, la interferencia del plaqueo del fago imm434cII68 es mayor
en estos casos que la de los pldsmidos pOPCO y pOPS3 ( 3 veces).
Estos datos nos indican que la mutacion se localiza en la region
pR-cro. El1 plasmido reconrbinante pOPS3 con la region pR~cro del
pldsmido PpOPCl 1interfiere el doble gque el pldsmido pOPC1;
probablemente debido a que el pldsmido pOPS3 no lleva la mutac’dn
cinl (ver discusiodn). Tedas las construcciones mostraron un patién
igual de interferencia cuzando se plaquearon varios fagos ¢l y el
fago imm434cinl (inhibicidn total); con el plagueoc del fago imm 1,
s6lo se observd un grado de interferencia con los plasmidos cue
muestran un fenotipo mutante (ver discusion). El vector pBR322, no

mostro algun grado de interferencia.
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PLASMIDO RECOMBINANTE INDICE DE INTERFERENCIA

A B ,2,3,5 4 6
pR cro tR1 cII = = @ memeemmmm e e ——ee—m—ee—o—————

1) pOPCO poOPCO 0 0.5 1

pOPC1 " 0 0.16 0.5

pOPS3 " 0 0.5 1
2) pOPC1 pOPC1 0 0.16 0.5

pOPCO " 0 0.5 1

pOPS3 " 0 0.5 1
3) pOPS3 pOPS3 ’ 0 0.5 1

pOPCO " 0 0.5 1

pOPC1 " 0 0.08 0.5
4) pBR322 1 1 1

Tabla 9. Mapeo de la mutacién gpc mediante el intercambio de los
fragmentos de restriccidn Aval-Aval entre los pldsmidos pOPC, pOPCl
y PpOPS3. EI1 fragmento Aval-Aval que contiene a pR y gro se
intercambié entre los 3 pldsmidos y se midiéd el grado de
interferencia de estas construcciones recombinantes sobre el
plagqueo (e.o.p.) de diferentes fagos. En 1la tabla, & y B
representan las partes de qgue estan compuestas los diferentes
plasmidos progenitores y recombinantes (A, fragmento AvaI-Aval).
Se probaron 4 candidatos aislados independientemente da cada
construccioén. Los fagos utilizados para medir la interferencia
fueron: 1) ¢I857¢cIIGE; 2) ¢cI857¢cinlcII68; 3) cI8S570pclcinlcII6g;
imm434cTII68; 5) imm434dcinlcIIé8 y 6) imm2icII-.
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IV. EFECTO DE LAS MUTACIONES opc Y cin EN PLASMIDOS Y FAGOS SOBRE

LAS INTERFERENCIAS TIPOS A Y B.

a) Interferencia de pldsmidos pOPC y sus derivados.- Con la
finalidad de conocer mds acerca del efecto de la mutacidn gpcl en
la interferencia del plasmido pOPCl, se probo la eficiencia de
plagqueo de fagos con inmunidad ¢I e imm434 con diferentes
mutaciones en el operdn pR, Yy el fago con inmunidad imm2l1 sobre
cepas que llevaban por separado cada uno de los siguientes
pldsmidos: pOPCO, pOPCl, pOPS3 y pBR322.

La interferencia de los pldsmidos pOPCO, pOPCl y pOPS3 fué
igual para los fagos con inmunidad ¢I, independientemente de 1las
mutaciones gue llevaran (tabla 10). En todos estos casos se observd
una inhibicion total del plaqueo de los fagos (-1077).

Para la interferencia de los fagos con inmunidad imm434 se
observd que el efecto del pldsmido pOPCl fueé mayor gue el de pOPS3
y la interferencia de este fué mayor que la de pOPCO, de esta forma
la intensidad de la interferencia podria resumirse en el gradiente
pOPC1>pOPS2>pCPCO. El1 unico caso para el que no se encontro
diferencias entre los tres plasmidos fué con el fago imm434cini;
aqui al igual que con los fagos gI se obtuvo una inhibicién total
del plaqueo. Al parecer, de todas las mutaciones del operén pR gque
se probaron, s6lo g¢inl tuve un efecto scbre la eficiencia de
plaqueo (en este caso negativo)}. ya gque ni mutaciones en cII (9 su
contraparte c¢II+), en el promotor pE (cv), 6 en el represor

afectaron el proceso (tabla 10). Estos resultados descartan la



PLASMIDO

FAGO pBR322 poPCO poOPC1 poPS3
cI857cII68 1 o* o* 0
cI857cinlcIIi6s 1 0% o* 0
cI857cinlclIé8opcl 1 o* o* 0
1434cII68 1 0.47 0.03 0.26
i434cinlcII68 1 o* o* 0
i434cI- ) 1 0.53 0.05 0.}3
1434cy3048cII68 1 0.44 0.09 0.12
i434cy42 ' 1 0.42 0.08 0.12
i2leII~ 1 0.83 0.68 0.73

Tabla 10. Eficiencia de plaqueo de diferentes fagos en cepas que
llevan los pldsmidos con las regiones opc+ y opc-—.
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Tabla 10. Eficiencia de plaqueo de diferentes fagos en cepas que
llevan los pldsmidos con las regiones opc+ y opc-. Los numeros de
la tabla representan la eficiencia de plaqueo (e.o.p.) de 1los
diferentes fagos en las cepas portadoras de los pldsmidos. Esta
eficiencia refleja el nivel de interferencia de los pldsmidos sobre
el crecimiento de los fagos. La e.o.p. se calculd dividiendo el
numero de placas obtenidas del plaqueo sobre bacterias con x
pldsmido entre el numero de placas obtenido del plaqueo del mismo
virus a la misma concentracion en la cepa que lleva el vector
pBR322. el simbolo (*) significa gue se obtuvieron placas fantasmas
a una concentracién de 10°. En pOPCl, las placas son turbias e
irregulares, excepto para imm2l y las placas en pOPCO y pOPS3 son
irregulares pero claras.
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posibilidad de gque la interferencia se deba a la expresiodn del
represor del fago via activacion de su promotor pE por la proteina
CII68 del pldsmido. Por otro ladoc se observéd un efecto discreto y

no reproducible en la eficiencia de plagqueo del fago imm2l.

b) Interferencia de plasmidos sin la region del autorepresor.- Al
comparar los niveles de interferencia entre los pldsmidos pAPCO y
pAPCl (que carecen de la regidn pR-cro) se encontrd que estos
fueron iguales para todos los fagos examinados, asi las diferencias
observadas con los plasmidos progenitores pOPCO y pOPCl cuando se
usaron fagos 1imm434, desaparecen {tabla 11); este resultado
concuerda con el hecho de que la mutacidén se encuentre en la region
pR-cro. Por otro parte se aprecid gque 1la intensidad de 1la
interferencia disminuyd cuando se elimind la regién mencionada, de
tal forma que los fagos con inmunidad ¢I que no formaban placas en
bacterias con los pldsmidos pOPC, pudieron propagarse en bacterias
con pldsmidos pAPC (aungue todavia con cierta interferencia). Es
interesante hacer notar que el fago con la mutacidn gpgl {gpc-cin-)
resultd ser mds resistente a la interferencia de los pldsmidos pAPC
que su progenitor (opc+cin-) y aun que el fago cin+ (tabla 11). Asi
también se puede establecer un gradiente, aunque en este caso de
resistencia a la interferencia por parte de los fagos: opgc-cin-

>ppe+cin+>ope+cin-.
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INDICE DE INTERFERENCIA

FAGO INFECTANTE poPrPCo POPC1 pPAPCO pAPC1
pBR322

cI857cII6B 0 o} 0.5 0.5 1
cI857cinlciliés 0 o] 0.16 0.16 1
¢cIB857cinlcII6é8opcl 0 0 1 1 1
1434cI168 0.66 0.16 1 1 1
1434cinlcIi6s 0.08 0 0.16 0.16 1
1434N-nin5s 1 0.5 1 1 1
i21lcIral 1 1 1 1 1

Tabla 11. Interferencia de los pldasmidos pAPCO y pAPCl, gue carecen
de la region del autorepresor sobre el desarrocllo de fagos.

En la tabla se presenta la comparacion de los niveles de
interferencia de los pldsmidos pOPCO y pOPCl con los plasmidos
pAPCO y pAPC1 que se derivan de los anteriores pero gue se les
elimind la region del autorepresor. La cepa potadora de cada uno de
los pldsmidos es Q1.
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c) Efecto de las mutaciones opc4 y opcl0 en la interferencia y su
comparacién con opcl.- Con la finalidad de probar el efecto de las
mutaciones opc4 y opcl0 sobre la interferencia del desarrollo de
fagos en el sistema de plasmidos, se realizaron construcciones
plasmidicas similares a la del plasmido pOPCl con las regiones del
operdén pR de estos fagos (ver la seccion de Material y Métodos).
Los niveles de interferencia obtenidos tanto para el plasmido
con la mutacidn opg4 (pOPC4) como con la mutacidn opclO fueron
iguales a los obtenidos con la mutacidén opcl (pOPCl){tabla 12].
Estos resultados en conjunto con los obtenidos en otros ensayos,

sugieren que las 3 mutaciones afectan la misma region.

d) La participacién de las secuencias del origen en 1la
Interferencia tipo B.- Los pldsmidos de la serie pOPC fueron
capaces de interferir con gran intensidad a fagos con inmunidad cI
y con una intensidad menor a fagos con inmunidad imm434: sin
embargo cuando se elimind la regidn pR-cro de los plasmidos, la
intensidad de los dos tipos de interferencia disminuyé. En la
region que conservan los pléasmidos (regioén del origen) hay 3
secuencias que podrian intervenir en este fendmeno: ice, o0p y ori.
La régién que contiene a ogp genera un transcrito que podria actuar
en trans. Para probar si s6lo una regicn con la secuencia pop era
capaz de inhibir el desarrollo de los fagos, se clond esta region
ailslada de las otras dos secuencias (p002); ademds se realizaron 2
construcciones, una con las secuencias ice-ori (sin gop, denominada

pPPl) y otra con las secuencias pop-ori (sin ice, denominada pOR1).
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INTERFERENCIA

PLASMIDO 1, 2, 3 4 5 6

pOPCO 0 0.66 0.66 0.95
pOPC1 0 0.16 0.16 0.75
pOPC4 o] Q.16 0.16 0.75
pOPC10 0 0.16 0.16 0.75
poPsS3 Q 0.66 0.66 0.85
pBR322 1 1 1 1

Tabla 12. Efecto de las mutaciones oppc4 y opcl0 en 1la
intereferencia y su comparacién con gpcl. A partir de los fagos
mutantes opc4 y opclD se realizaron construcciones iguales a la
de pOPCl para probar y comparar el grado de interferencia. E1l
plasmido pOPC4 lleva la region de opcd y el plasmido pOPCl0 1lluwva
la region de gpcl0. Para esta prueba se utilizaron los siguien :es
fagos: 1) cI857cII68; 2) ¢Id57¢cinIcII6l; 3) ¢IB57cinlicli6Bopel: 4)
imm434cII68; 5) imma34cI- v 6) imm2icII-.
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Al analizar los niveles de interferencia de las construcciones, se
encontré que el pldasmido po0O2 (oop) y el pldasmido pORl (gop-ori) no
interfirieron con el plaqueo de los fagos y de hecho se comportaron
como el plasmido pBR322 (tabla 13). Estos resultados sugieren que
si oop juega algun papel importante en la interferencia, parece
requerir de la participacion del sitic ice. Interesantemente el
plasmido pPPl (ice-ori) que carece de oop, tuvo un grado de
interferencia similar al pldsmido pAPCO (tabla 15); resultado que
parece apoyar la importancia del sitio ice en este proceso:; aungue
no es claro el mecanismo por el cual podria actuar (sobre todo en
trans). Es evidente que se requiere efectuar mas experimentos para
poder elucidar el papel de la secuencias de la region del origen en

la interferencia tipo B.

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

Las evidencias indicaban gue la mutacion opc se localizaba en
el promotor pR, aungue no se podla descartar gque estuviera en el
gene cro. Con el propdsito de estudiar la actividad del promotor pR
separado del gene cro, tantoc del plasmido con la region del fago
mutante (pOPCl) como del plasmido con la regién silvestre (pOPCO),
se clonaron ambos promotores en el vector pK0 para medir su
actividad por medio de la expresion de la galactocinasa.

El promotor que proviene de la region mutante (pPR1) produjo
cerca de 3 veces menos unidades de galactocinasa que el promotor

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

(s3]
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INTERFERENCIA TIPO B

PLASMIDO 1 2 3 4 5 6
po02 1 1 1 1 1 1
poo1 1 1 1 1 1 1
POR1 1 1 1 1 1 1
pPP1 0.4 0.10 1 0.60 0.10 1
PAPCO 0.5 0.16 1 0.85 0.16 1
pBR322 1 1 1 1 1 1

Tabla 13. Participacion de los sitios oop, ice y ori en 1la
interferencia tipo B. A partir de plasmido pAPCO que contiene la
region del origen, se generaron los plasmidos pCO02 y pO0l (ambos
con el sitio oop), el pldsmido pOR1l (con los sitios gop y ori) y el
pléasmido pPP1 (con los sitios ice y ori). A estas construcciones se
les probdé su capacidad de interferencia y se les compardé con su
plasmido progenitor. Los numeros del 1 al 6 de la columna de la
interferencia tipo B representan los fagos utilizados en el
experimento, gue son los mismos gue 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 gque la
mutacién opc se encuentre en ¢ afecte la actividad de pR. Sin
embargo llama la atencidén gque la actividad del promotor pR
silvestre (pPRO) gue se supone un promotor de fuerza media fué 6

veces mds baja que la del promotor pgal (pKG1l800).
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UNIDADES DE EXPRESION

PLASMIDO GALACTOCINASA RELATIVA
pPRO:

6.3 255 12
0.4 235 11
0.5 235 11
pPR1:

1.7 100 5
1.19 87 4
1.20 75 4
pKO1 22 1
PKG1800 1445 66

Tabla 14. Actividad del promotor pR con la mutacion opcl.

El promotcr pR silvestre y con la mutacion opcl se clonaron en el
vector pKOl para medir su actividad por medic de la expresion de
galactocinasa. El pldsmido pPRO lleva el promotor silvestre y el
pldsmido pPR1, el promotor con la mutacidn gpcl. Se probaror 3
clonas diferentes de cada construccion. El ensayo se realizd en la
cepa SAl1943 comc se describe en material y métodos. Se tomd
arbitrariamente las unidades obtenidas con pKOl (sin promotor) como
1 y en base a este valor se da la expresion relativa de .os
promotores.



VI. EFECTO DE LAS MUTACIONES cinl Y opcl SOBRE EL MANTENIMIENTO

DE LOS PLASMIDOS EN CEPAS ihf-.-

El efecto de la mutacion opc se observd en varios ensayos con
fagos asi como en experimentos con pldsmidos. Con la finalidad de
probar si el efecto de gpc- sobre cin- encontrado en fagos al
infectar cepas ihf- (ver tabla 2), se observaba en pldsmidos con
estos marcadores, se transformdé cepas ihf-.

Interesantemente en la transformacion con el pldsmido pOPCO
(gpc+cin-) no se obtuvieron colonias resistentes a la ampicilina,
tanto en las cepas himA~ e hip-, mientras gue con el pldsmido pOPCl
(opc-cin-) si se consiguid seleccionar este tipo de colonias (tabla
15). Estos resultados semejan los descritos con los fagos, sin
embargo hay gue hacer notar que el tratar de propagarlas resultaba
dificultoso ya que su crecimiento era pobre e inestable. En la
transformacién con el pldasmido pOPS3 (opc+cin+) se obtuvieron
colonias estables con ambas cepas ihf-, también cuando se
transformé con el plasmido pAPCO ¢ con el plasmido pAPCl (ambos
cin- y sin la region pR-crg) se obtuvieron colonias estables en las
2 cepas ihf- al igual gue el vector control pBR222 (tabla 15).

Todos los plasmidos transformaron establemente la cepa ihf+.
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POPCO - - +
poPC1 + + +
pOPS3 + ND +
PAPCO + ND +
PAPC1 + ND +
pBR322 + + +

tabla 15. Efecto de 1las mutaciones cinl y opcl sobre el
mantenimiento de los plasmidos en cepas ihf-.

lLas cepas ihf+ ¢ ihf- (himia- ¢ hip) se transformaron con los
pldasmidos pOPCC (gpc+ cinl), pOPCL (opcl ¢inl), pOPS3 (opc+ cin+),
pPAPCO (cinl), pAPCl {(cinl) y pBR322. se utilizo concentraciones de
50 a 300 ng de DNA en todos los casos. NP, significa no
determinado.
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DISCUSION

En el presente trabajo se aislaron mutantes del bacteriéfago
lambda con un fenotipo similar a mutantes sib en el ensayo de placa
roja, y de acuerdo a las bases del método de seleccion empleado,
las mutaciones con este fenotipo, pueden ser alteraciones que
provoguen ya sea directa ¢ indirectamente un incremento en 1la
actividad de integrasa, tales como: mutaciones en el gene int que
aumenten la funcidén de recombinacidn, tipo inth; mutaciones en gib
que eleven la estabilidad de su RNA mensajero; mutaciones en el
promotor pI gue le den una actividad constitutiva; ¢ una reversion
de ¢cII- a ¢II+ que traeria como resultado una mayor cantidad del
transcrito del gene int; también podrian obtenerse mutaciones en
regiones de control gue regulen alguno de los factores implicados
en la expresion de int diferentes a los mencionados arriba como las
seleccionadas en este trabajo.

Las mutantes gpc aisladas, si bien exhiben un fenotipo Sib-,
mapean y tienen caracteristicas diferentes a las que tienen las
mutantes sib. Un punto importante aungue oscuro para este
resultado, probablemente esté en el modo de selecciodn, ya gue se
eligieron placas rojas iguales que las del fago sib3 que fueron mas
intensas gque las de sibl y sibZ, hecho que no tienc una explicacion
satisfactor-ia, va que en otros ensayos no se observaron diferencias
entre estas. Una posibilidad que no puede descartarse es gue el
fago sib3 tuviera otra mutacidn que favoreciera el fenotipo

observado.
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El fenotipo en placa roja de las mutantes aisladas, sugeria un
incremento en la expresidon ¢ en la actividad de integrasa. Sin
embargo la eficiencia para promover recombinacién integrativa de
estas fué igual que la del fago cII68, y cerca de 3 ordenes de

magnitud menos que la del fago sib3. Asi, estos resultados

indicaron que los niveles de integrasa de los fagos gpc—- no estan
afectados de manera considerable, aungue estos valores fueron
mayores que los de los fagos gpe+ (come 10 veces). Tal vez esta
diferencia sea un factor importante para explicar el fenotipo en el
ensayo de seleccion, donde las placas de fagos opc- fueron rojas en

un tiempo mds corto que la de los fagos gopc+.

Los experimentos de mapec por cruzas, sugerian que la mutacion
opc se encontraba en la regién de inmunidad c¢I, y también
descartaron la posibilidad de que la nmutacion estuviera en sib,
int, pPI vy ¢Il; resultados gue son consistentes con los ensayos en
gue se probaron estos marcadores.

Como la mutacion gnc revierte el efeéfo de la mutacicn c¢ini,
la explicacion de que no se encontraran adyacentes no resultaba
clara, por lo que se cloné la region gue cubre del! promotor pR
hasta parte del gene C, para mapear y hacer estudios funcionales
con los pldasmidos.

Al infectar las bacterias portadoras de los plasmidos, con
fagos hetercoinmunes immd 34, se encontro gue el pldasmido pOPCl (ouc-
) interferia mas que el plasmido pOPCO (gpg+) en la propagacion de

los virus; de esta forma, estos resultados demostraban gue la



mutacion opc estaba contenida en esta regidén y a su vez que era
posible observar el efecto de ésta en el plasmido. E1 hecho de que
la mutacion no pudiera rescatarse del plasmido pOPCl con fagos
imm434, apoya la evidencia de que la mutacién opc se encontrara en
la regioén de inmunidad ¢I, obtenida en las recombinaciones con
fagos. La localizacion fué mds precisa al intercambiar la regiodn
pR-cro’ (fragmento Aval-Aval) entre los pldsmidos, ya que las
construcciones gque contenian el fragmento AvaI-Aval del plasmido
pOPCl dieron el fenotipo mutante en la prueba de interferencia,
indicando que la mutacioén se encontraba en el promotor pR 6 en el
gene cro.

El plasmido dv y pldsmidos recombinantes que contienen la
regidén pR-ori interfieren con el crecimiento de los bacteriéfagos
con inmunidad cI 6 imm434 (Matsubara, 1972; 1981) por un mecanismo
gue implica la inhibicidn de su replicacidén (Matsubara, 1981).
Existen al menos 2 tipos de interferencia ¢ incompatibilidad: La
Tipo A (observada con los fagos homoinmunes ¢I), gue involucra la
region del autorepresor y gque es mediada por la accidén de 1la
proteina Cro (autorepresor) del plasmido sobre el promotor-operador
pPRoR del fago. La intensidad de la interferencia depende de los
niveles de Cro, los cudles correlacionan con la fuerza del promotor
pROR. Asi la interferencia se aumenta cuando se incrementa 1la
constitutividad de pRoR (Murotsu y Matsubara, 1980; Matsubara,
1981). Por otro lado se ha cobservado gue la suceptibilidad de los
fagos a la interferencia, depende del grado de constitutividad de

pPROR; s1 esta es fuerte la suceptibilidad es baja y viceversa
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(Matsubara, 1974). La interferencia Tipo B (observada con los fagos
heteroinmunes imm434) que no es tan marcada como la anterior,
involucra la region del origen (desde ice hasta probablemente ori)
aungque se desconoce(n) la(s) secuencia(s) responsable(s) asi como
el mecanismo de coémo ocurre esta (fig. 20); por otro lado se sabe
que el efecto es mds pronunciado cuando esta region es sujeta a
transcripcién (Matsubara, 1981).

En el presente trabajo, para la interferencia de los plasmidos
sobre el crecimiento de fagos imm434, se observé un gradiente,
donde la intensidad en orden decreciente fué pOPCl>pOPS3>pOPCC. Una
posible explicacion, para el aumento en la intensidad de la
interferencia, cuando el plasmido lleva la mutacidn gpcl (pOPCl),
es que esta incrementa la fuerza de pR (una constitutividad mayor)
y por lo tanto el nivel de transcripcion en la regidén del origen.
Por otra parte, cuando el plasmido lleva la mutacidén ginl (pOPCO),
la interferencia disminuye con respecto a la secuencia silvestre
(pOPS3); presumiblemente por que la mutacidén cinl, gue crea un
promotor que funciona en sentido contrario a pR e incrementa la
terminacion de tR1 (Wulff, 1976; Wulff et al, 1980), disminuye el
nivel de transcripcién que se origina en pR, pasa LRl y atraviesa
la region del origen. De esta fcrma se tienen 2 mutaciones cuyo
efecto en la interferencia es contraric; hay que remarcar que el
efecto de la mutacion opcl en el plasmido sc observa a pesar de
que este (pOPC1) tambien 1lleva 1la mutacion g¢inl. Para el
crecimiento de fagos con inmunidad ¢I, se obtuvo una inhibicidn

total con los= 3 plasmidos. Probablemente no se encontraron
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Fig.20. Comparacion de las regiones core de los plasmidos dv, imm434y imm21.
Los plasmidos son derivados de los fagos heteroinmunes. imm434 y imm21. La estructura
geneética de la region core de los 3 plasmidos es idéntica. excepto en la region de inmunidad
que se encuentra sefialada con rectangulos en la parte media y baja. Estas regiones son
importantes en el fenomeno de incompatibilidad e mterferencia. La region A cubre pRoR Y
cro. La revion B tiene a tR1, cll, ice, y oop.
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diferencias por que el plasmido pOPCO que tuvo el menor grado de
interferencia con los fagos imm434, inhibid totalmente el plaqueo
de fagos ¢I, por lo cudl, niveles mayores no podrian observarse
{como si el sistema se hubiera saturado); El hecho de que se
observaran diferencias con el fago imm434 y no con el fago cI es
consistente con gque la interferencia con este Udltimo sea mds
marcada. Cuando se elimind la region pR-cro de los pldasmidos pOPCO
y POPCl, la interferencia mediada por Cro y la transcripcién que se
inicia en pR desaparecieron, por lo gue la interferencia Tipo B
disminuyd en intensidad y esta fué semejante para fagos imm434 y
cI. Como al eliminar la regicon del autorepresor, el efecto de la

mutacion desaparece, esto confirma la posicidén de gpgl en esta

region.
El fago con la mutacion gpcl (gpc-cin~) fué mds resistente gue
su fago progenitor (opc+cin-) y auin que el fago silvestre

(opc+cin+) a la interferencia (Tipo B) de los pldsmidos pAPC. Como
puede apreciarse, el orden de acuerdo a su resistencia es:

opc~-cin->opc+cin+>opetcin~, el cudl es paralelo al orden del nivel
transcripcional propuesto anteriormente y que se relaciona con la
fuerza del promotor pR (constitutividad): asi mientras mas fuerte
sea el promotor ¢ mayor sea el nivel de transcripcidén de cierta

regioén, mayor serd la resistencia a la interferencia.
Hay 2 formas por las que la mutacion gpg podria provocar un
incremento en 1la fuerza ¢ constitutividad de pRoR: vYa cea

disminuvendo la afinidad del operador oR a la proteina Crc, o
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disminuyendo la afinidad de Cro a oR. El hecho de gue la Cro
producida por pOPCl parece funcionar igual que la producida por
poOPCO y pPOPS3 para interferir con fagos gI, sugiere en principio
que la mutacion se encuentra en oR. Al medir la actividad de los
promotores pR de las regliones mutante y silvestre, por medio de la
expresion de galactocinasa, se encontrd gue el nivel de actividad
del promotor de la region mutante fué 3 veces menor que el del
promotor silvestre; resultado que sugiere que la mutacion afecta al
promotor pR haciéndolo menos activo; hecho que pareceria
contradecir los resultados gue indican una mayor actividad de este.
La explicacién para esta aparente paradoja puede ser gque cuando
ambos promotores se encuentran aislados del operdn, sin la
presencia de los represores CI y Cro, el promotor silvestre es mds
fuerte que el mutante; sin embargo, cuando se encusntran en el
contexto del operdn ya sea en el fago 6 en un plasmido, 1la
situacidn se revierte, perque el promotor silvestre estaria sujeto
a la represion por parte de Cro vy de CI, mientras gue el promotor
con la mutacién opc estaria suijeto a una menor represidén que el
promotor silvestre y por lo tanto tendria una mayor actividad gue
este. Los fagos gpc~ no forman placas en bacterias lisogenas para
el fago lambda, ni en bacterias portadoras de plasmidos del tipo
pOPC. Bstos resultados indican gue la mutacion opz es del tipo
"virulencia restringida” (vr:, las cudles incrementan la

constitutividad de pR y se encuentran en oRl ¢ <n oRZ {las mutantes
super-irulentas tienen mutaciones en ambos sitios). Como mutaciones

en un sitio ¢ en el otro, =Tienen efectos muy simllares, es muy

< 516
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dificil distinguirlas sélo por estudios funcionales (Meyer et al,
1980); por otro lado, la mutacidén gin- 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 gpc: por otra parte, aungue CI y Cro reconocen
a los mismos sitios del operador, la afinidad y la union 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 Cro (Flashman, 1978).

Los fagos con la mutacion ginl tienen la caracteristica de no
formar placas en cepas ihf- (Williams et al., 1977; Kikuchi et al.,
1985). Esta mutacion tiene un doble efecto en el operdn pR: crea un
nuevo promotor para cI independiente de CII e incrementa la
terminacion de tR1 (Rosenberg et al.,1978; Gussin et al., 1980).
Griffo y col. (1939) sugieren que el bloqueo del crecimiento de
fagos cin- en bacterias ihf- se debe a una sobrexpresioén del
represor CI (por ausencia de IHF), a partir del promotor pcin. Sus
resultados indican gue en cepas ihf+, la proteina IHF reprime a
pcin por union al sito IHF que se traslapa con la regioén -35 de
este, evitando la union de la RNA polimerasa ya sea por obstruccicn
estérica 6 por flexion del DNA de esta zona: sin embargc esta
represidén no es absoluta, ya gue el promotor es activo en ihf+ (&
veces menos). Las nmutaciones cnc que revierten el efecto de cini,
inactivan a pcin v se localizan en la region ~10 & -25 de este

(Griffo et al., 1989).



Uno de los efectos mds intrigantes de las mutaciones opc es
que sobrepasan la incapacidad de propagarse de fagos cin- en
bacterias ihf-. Una interpretacion para este efecto, de acuerdo a
las evidencias mencionadas anteriormente, aunado a que gpcl parece
incrementar la fuerza de pR (una constitutividad mayor), es que al
elevarse la transcripcion hacia la derecha, esta obstruye la
transcripcion gue se origina en pcin (oclusion de promotores); por
lo que la expresidén de CI se reduciria a niveles gque ya no
bloquearian el crecimiento del fago. E1 hecho de que las placas de
opc-cin~ sean turbias (en ihf~ ¢ ihf+), indica que la inhibicion de
pcin por pR (opc-) no es absoluta, aun en cepas ihf+ donde pcin es
menos activo. Asimismo, como se pudo apreciar en los experimentos
de interferencia con plasmidos, pcin también tiene un efecto de
oclusion sobre pR en bacterias ihf+, por lo que se esperaria que
este efecto se aumentara en cepas ihf-.

Estos resultados sugieren que pcin, no so6lo actua
indirectamente al sobreexpresar CI (efecto en trans), sino que
también actua directamente al obstruir pR (efecto en cis), ademas
cinl incrementa la terminacion de tR1 y aungque esta ho ha sido
evaluada en cordiciones ihf-, podria tener un papel importante para
reducir la transcripcion en la region del origen (efecto en cis).
lLa participacicn de los eventos en cis, en la inhibicion del
crecimientn del fago en ihf- no es clara: ya que el fago cI857¢inl,
que no se desarrolla en cepas ihf- a 32°C, si lo hace 42“C donde el
represor no es funcional y fagos gin- con un represor termoestable

no crecen en anbas temperaturas, 1o que pareceria un efecto en



trans; sin embargo, la evidencia de que el fago cin no parece

inhibir el crecimiento del fago c¢II- a 32°C en una prueba de
complementacion sobre ihf-~ apoyaria un efecto en cis. Por otra
parte, cuando se midié la tasa de eclosion de fagos cinl (sin 6 con
opcl), en ausencia de represor (gI857 a 39°C); no se encontrd una
diferencia significativa cuando se realizdé en ihf+ o ihf-; tal vez
debido a gque las condiciones de estos ensayos no fueron las
adecuadas O estos experimentos resultaron burdos para apreciar el
efecto en cis. Seria interesante realizar estos experimentos con la
mutacién Pam en los fagos en una cepa permisiva. Se sabe que bajo
estas condiciones existe una limitacion en la sintesis del DNA
viral debido a una supresion incompleta de esta mutacién (Kourilsky
y Gros, 1976).

Interesantemente, el mantenimiento de los pldsmidos pOPC en
las cepas ihf- semeja el plaqueo de los fagos en estas cepas. Con
el pldasmido pOPCO (opc+cin-) no se obtuvieron transformantes en las
cepas ihf-, mientras que con el pldsmido pOPC1l (gpc-cin-) si,
aungue el crecimientc de las colonias fué algo inestable; con el
pldsmido pOPS3 (opc+cin+) se obtuvieron transformantes estableg, y

todos los pldsmidos transformaron bien la cepa ihf+. Esto

]

resultados sugieren que la inestabilidad en ihf- es causada por
cinl y como este efectc es parcialmente revertido por opcl,
la explicacion de ecte resultado podria ser gque la activi-ad
incrementada de pcin provoca que el plasmido no se replique (efccto

en cis). Existe el consenso de gque plasmidos que llevan promotcres

fuertes, se rerlican pobremente. La mutacion gpncl al incrementa: la



fuerza de pR obstruiria a pcin y de esta forma reduciria su efecto
inhibitorio. No es claro porque los plasmidos pAPC que llevan pcin
pero gue carecen de la regién pR-crg’ son estables en ihf-; si
alguna secuencia de esta region 6 de la eliminada de pBR322
(HindIlI-tetR-Aval) se reguiere ¢ simplemente si el tamaio afecta
la conformacidon del DNA en puntos clave como pcin ¢ una secuencia
blanco es una cuestion abierta.

Es evidente que la funcion "normal" de la proteina IHF, no es
la de reprimir a pcin y de hecho aunque se sabe que IHF se requiere
para la expresion de la proteina CII, aparentemente a nivel
postranscripcional (ver Friedman, D.; 1988), no se conoce con
claridad el papel gue pueda desempehar en la regidén Y del fago,
sobre todo a nivel de DNA. Una hipdtesis atractiva es que
IHF regula positivamente a pE; esta estimulacién no seria por
interaccién directa con el promotor, ya gue el sitio al gque se une
IHF se encuentra fuera de pE (como en el caso de pL); de hecho,
esta prediccion podria extenderse al mencs para paQ, otro de los 3
promotores que activa CII y gque también tiene cerca una caja IHF
(dentro de pR’). Para probar esta hipdtesis seria necesaric suplir
CII por una via que no regquiriera de IHF.

Por su funcidén y localizacidn pcin en cierta ferma puede
simular el papel! de pE cuando es activado por CIT (si tien el
efecto de IHY sobre ambos podria ser contrarioj}. cCuando 1la
transcripcion se inicia de pE trae como consecuencia la expresion
del gene ¢l (Reichardt y Raiser, 1971; Echols y Green, 1971} v una

inhibicion parcial tante de la replicacicn (Kourisky v Gres, 1976)
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como de la expresion de los genes tardios (McMacken et al, 1970;
Court et al,1975). Los efectos inhibitorios son independientes del
represor CI y son atenuados con mutaciones en pE (cy); se ha
propuesto que estos efectos resultan de la reduccion de la
actividad de pR por la transcripcioén convergente de un pE activo,
limitando asi los niveles de O y P para la replicacion y de Q para
la expresiodn de las funciones liticas; de hecho se ha encontrado
una reduccion de 2 veces en la transcripcidén que se inicia en pR
cuando CII esta presente (Schmeissner et al, 1980). Adicionalmente
la expresion del gene Q es inhibida por 1la transcripcidn del
promotor paQ (gue también es activado por CII) probablemente por
blogueo de la traduccidén de su RNAm por un RNA antisentido (Hoopes
y McClure, 1985; Ho y Rosenberg, 19853).

El promotor pcin promueve la transcripcidén en la misma
direccidén que pE, y como su actividad es constitutiva, se puede
observar el efecto de la transcripcion convergente de esta regidn
en condiciones gue no requieran de un activador (CII) cuya
expresion y actividad esta sujeta a diversos factores. E1 promotor
pcin al igual gue pE expresa al gene cI y de acuerdo a las
evidencias presentadas en este trabajo, también obstruye a pR. Esta
obstruccion puede provocar una reduccion en la transcripcion que se
requiere tanto para la activacion del origen (ori) en la
replicacion como para la expresidn de los genes cro,cIl, O, Py Q,
y como consecuencia afectar las vias donde intervienen estas
funciones. La mutacion opcl al incrementar la fuerza de pRoR

disminuye la obstruccion de pcin. Es posible que los fagos gpe-cin-



expresan mds Int que el fago gin- en el ensayo de placa roja debido
a una mayor replicacidén y/o una mayor expresion del gene cII68 gue
tiene una mutacion "leaky".

La obstruccién entre los promotores pR y pcin es simeétrica;
esto es, se da en ambos sentidos, y ademds la mutaciodn gpcl al
incrementar la fuerza de pR, reduce la obstruccion de pcin. Si se
extrapola esta situacidn a lo que sucede entre pR y pE, se puede
predecir gue la fuerza de cada promotor dependera de los niveles de
las proteinas gue regulan a estos (CI,Cro y CII): asi, si el nivel
de transcripcidn de pE es alto y el de pR es bajo, se favorecerd la
respuesta lisdgenica, mientras que si es bajo el nivel de pE y alto
el de pR se facilitarad la respuesta litica (ver fig. 21).

La interferencia u obstruccidn entre promotores se ha
encontrado en otros casos. Inhibicion por transcripcién 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 direccion, como es el caso
que se da entre los promotores trp (Hausler y Somerville, 1979), la
obstruccion de los promotores gal por pL (Adhya y Gottesman, 1982)
y de los promotores P2 y Pl del rRNA de E. coli (Gafny et al,
1994). El mecanismo por el gue se efectua la obstruccidn entre los
promotores podria 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
superenrollamiento negativo hacia atras (DNA  parcialmente

desenrollado). En general el superenrollamiento positivo disminuye
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cl Pr cro y pE OP *a
G o e —— —— — —1-—-_{
P————— e e o —
Expresion Expresion
lisogenica litica

Fig. 21. Transcripcion convergente entre los promotores pR y pE del fago lambda.

La transcripcion del promotor pR controla la expresion de las funciones liticas. mientras que
la transcripcion del promotor pE controla la expresion del gene del represor ¢/, que se
requiere para la lisogenia. L.a proteina C/l activa a pE.
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la fuerza de los promotores mientras gue el negativo lo incrementa.
De este modo, cuando la RNA polimerasa transcribe (hacia adelante)
cerca de un promotor, distorsionara su estructura 6 conformaciodn y
disminuira su afinidad por la RNA polimerasa (inhibicidn del inicio
de la transcripcion). Un modelo menos atractivo es la colisién de
polimerasas que se mueven en un mismo sentido 6 en sentido opuesto
pero en diferentes cadenas {inhibicidén de la elongacion de la
transcripcion). Existen evidencias de gque 1las proteinas de
replicacion, gue generan la horquilla de replicacidn, pueden pasar
sin colisionar y desplazar a una RNA polimerasa gue se mueve en la

misma cadena y en la misma direcciodn (Liu ef al, 1993). Por otra

parte, cuando los promotores se encuentran demasiado cerca podria
darse una interferencia estérica ya que si un promotor es ocupado
con la RNA polimerasa puede impedir el acceso de otra transcriptasa
al otro promotor; en cualgquier modelo un factor importante es 1la
fuerza de los promotores; en un momento dado, y dependiendo de las
condiciones el mds fuerte tendrd cierta ventaja sobre el débil. El
fendmeno de obstruccion de promotores convergentes parece tener un
papel importante en el control temporal de la expresidn genética y
en especial para la decisidn entrc la lisis y lisogenia de varios
fagos temyperados, tales como Mu, 186 v P2 (Krause y Higgins, 1986
y Dodd et al, 1990); asi como en la transposicidén de IS10 (Simons
et al, 1987); los resultados del presente trabajo pueden contribuir

a esclarecer este tipo de regulaciodn en el bacteridfago lambda.
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CONCLUSIONES

Se establecié una diferencia entre los fagos sib+ y sib~ en
el ensayo de placa roja.

Se aislaron 21 mutantes opc con fenotipo Sib- por medio del
ensayo de placa roja.

L.as mutaciones opc revierten el efecto de cinl en fagos y
pldsmidos en cepas ihf-.

La mutacidon opc disminuye la eficiencia de lisogenia de los
fagos cin-.

La mutacion gpc incrementa ligeramente la eficiencia de
integracidén de los fagos cin-.

La mutacidon opc aumenta la interferencia de los plasmidos
{pR-ori) sobre el desarrollo de los fagos imm434; mientras
gue la mutacion cin la disminuye.

La mutacion opc reduce la suceptibilidad de los fagos a la
interferencia de los pldsmidos (tRl-ori}; mientras que la
mutacion c¢in la incrementa.

Mediante el mapeo genético y de restriccién, la mutacidn
opcl se localizd en la region pR-cro’.

La actividad del promotor pR con la mutacion gpcl resultd

menor gue la del promotor silvestre
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PERSPECTIVAS

Para demostrar el incremento en la fuerza del promotor pRoR y
la obstruccion simétrica entre los promotores pR y pcin, se podrian

explorar con mas detalle las siguientes cuestiones:

1.~ El1 cambio de bases que provocd la mutacion opcl. De hecho de
esta forma se podria conocer si las otras mutaciones opc son

diferentes entre si.

2.~ Los niveles de transcripcidn que se generan a partir de pR
(con y sin popc) y de pcin (por separado y entre ellos). la
obstruccidén de un promotor sobre otro provocaria una reduccidn en

la transcripcion.

3.~ La sintesis del DNA viral de mutantes opc-. La prediccién es

gue la replicacion de fagos cgin-opc- es mayor que la de fagos

4.- La tasa de eclosion de fagos cin- con y sin las mutaciones
ocpc— y Pam (ambar) a bajas multiplicidades de infeccidn. pcin

podria aumentarla; mientras que opc disminuirla.
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