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Tene~)S una química organic a comun y una herencia evo lutiva 

:~mun . Hay decena s de mile; de mil lones je tipo ; conoci dos de 

moleculas organica;. Sin embargo en las act ividade~ esenciales de 

la vida solo se utiliza ~na cincuentena . Las mismas estruct u~as 

;e utilizan una y otra vez de modo conse rvador e ingenios G, para 

lle var a cabo funciones diferentes. La cel0la iiviente es ~n 

regime n tan complej : y bello como el reino de las galaxias y de 

C:.;u- 1 :::aga.n 
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I NTF.'.ODUCC ION. 

Los sistemas bi:logicos pcseen Ticlec~las c~gani:as cla¡e que 

llevan a cabo .~ile~ de reacciones responsable~ ds mantener l¿ 

comp:ejidad que caracteriza a los sistemas ·;ivos. Las milss de 

reacciones bioquimicas que ocurren en las celulas son controladas 

mediante mecanismos regulatorios que operan a diferentes ni\sles. 

Estos mecanismos regulatorios permiten a los organismos mantener 

~n orden funci onal que tiend e a ser preservado a t raves de 

pvocesos evolu tivos , confi ri endo ve tajas a los organismos que 

~1 renacimiento de la i nvestig acion biolcgica que ocurrio en 

lo; ul·;:irn•:•; tr-eint.::1 .::iños se h.::. debido esenci -::ilm>:>nt¿ ·::.estudio; / 

concernientes a la regulacion genica en pr~cariotas 

La expresior genica esta controlada , en parte, a nivel de 

la transcripcion. El genoma de los pr~cariotas esta organizado en 

unidades tr-anscripcionales, que incluye n sefiales especi f~c as 

/ 
llamadas pr-omotores; si ti os en donde se inicia la transcripcion 

sefiales, llam6das terminadore s responsables de la terminacion de 

la cadena de RNA. Se ha 1 encontrado tambien, terminadores 

transcripcionales dentro de algunas unidades transcripcional es 

/ 

Ac tualmente, la terminacion tr~nscripcional esta emergiendo 

como ~n impor-tante ¡ poderoso mecanism0 de control de la 

expresion genica (4). La formacion de un RNA se inicia con la 

union de una molec~la de holoenzima de RNApolimerasa CF.'.NA-pol) Q 



DNA en la region del pr0motor, seguida de la elongacion je la 

cadena de RNA durante e: movimientc de la RNA-pol a le largo del 

DNA. 

La teoria del operan propuesta por Jacob y Monod 3b) 

conside ra a los operones como unidades transcripcionales que 

contienen ~no G mas genes estructurales. Es.os genes codifican 

para la sínt esis de proteinas (enzimas) 1·elacionadas 

funcionalme nte y que cata lizan varias etapas de una r_ta 

metabc:~:a. La expresio~ de estos genes puede esta· regulada~ 

nivel de iniciacion de la transcripciJn por una interaccion entre 

factores activadores de la transcripcion, moleculas represoras ¡ 

RNA-pol imerasa (proteina responsable je1 proce~c transcripciona ll 

en los lc~ i operador-promot or del opero~. La presencia de seRale s 

terminadoras de la transcripcion dentro de las unidades no f~e 

considerada en esta te oria. 

Puede con siderarse que la terminacion de la transcripcion se 

present~ como resultado de los siguientes even tos: 

(a) El cese dgl movimiento de la RNA -pol ¡ de la cadena 

creciente de RNA en el terminador, 

(bl La l iberacion de la c adena de RNA terminada, 

(e) La disociac ion de la RNA-pol del molde de DNA (1). 

Una de las caracteristicas sobresalientes que se presentan 

en l os term inadores de transcripcion ~s la e;tructura secundaria 

de tal.o-asa que puede adquirir el RNA en el extremo 3~-oH. Ver 

Figura A. Inicialmente los terminadores se clasificaron de 

acuerdo a su dependencia funci onal con respecto a un factor 



bacteriano llamadc Rh:. Esta proteina cataliza terminacicn 

transcripcional en terminadores espec~ficos y fue ~l primer 

funcion (5). ~)S 1ra~mentos de DNA en donde ocurre term inaci on 

transcipcional, cuand: son incubados con RNA-po! , 

ribunucleos~dos ~rifosfatos, contienen terminadores 

Rho-independientes, el punto de terminacion se loca'iza mas ¿lla 

de una secuencia G-C y dent ro de una r·egion rica en UYacilos (1). 

La comparcion de las secuencias de varios terminadores 

independien tes de Rho ha revelado tr es caracteristicas comunes: 

Cal Una reg ion con simetria diaxial . que consiste en una 

secuencia invertida y repetida que precede al sitio de 

(b) La presencia de residuos de Uridina lU: locali:ados al 

final del RNA, en lo; cuales se localiza el sitio de 

'.e) Secuencias ricas en Guanina-Citocina 1 G-C: de longit~d 

precediendo al sitio de t erminaci on :2i.Ejemplos de estos 

terminadores se har encontrado en DNA del operan para la sintesis 

de triptofano <trp) de E. coli o de Salmonella y DNA; de los 

. ~.·-. 
1 .;. ' oX 174 > lambdoides . 

El terminador tR1 del bacteriofago lambda es 

Rho-independient e y se han ai;lado WJtaciones 

que afectan su estructura, obteniendose consecuencias 



terminador (é). 82 han aislado pseudore ve rtantes de l ~in que 

llevan una segurda w1tacion, ene. 12 cual reduce la terminacior 

en tR l (6).El analisis de la secuencia de nucleotidos muestra 

que las w1t aciones cin y ene modif ican el apareamient0 en la 

e s tructura del tal lo del te rminador tR1. Las mutac iones cin 

incrementan el numero de bases apareadas en el tal lo del 

termin ador, mien tras ~ue la s mutacicnes ene lo reducen. Est os 

resu ltados sugieren que es importante la est ructura tallo-2sa en 

la terminacion (8). 

En los term inadores Rho dependie ntes se ha determinado que 

en algunos casos, ocurre terminacion en una secuencia rica en 

A-T, que esta prec ed ida por una region comun CCA>ATAAA '.?). En 

ausencia d~ l~ prot e ina Rho, la RNA-~ 01 sola~~nte hace una paus~ 

en los terminadores Rho-dep end ientes. Se han encontrado s3fiales 

de term1 nacion Rho-dependientes en el DNA bacteriano y en el DNA 

del elemento de insercion 182 entre otros. 

Mediante ensayos in vit ro se han encontrado dos c lase s de 

terminador3s Rho-dependientes: aquellos que son activos a bajas 

conce ntraciones de Rh0 por ejemplo. , las sefiales de terminacion 

situadas al final de l operan gal y dentro del eleme nto de 

i nsercion 182 y una segunda c lase que requi ere de niveles al tos 

de Rho para su actividad representadas por seHales de terminacicn 

dent ro de de operones tales como gal y lac (1~ . 

Par a que la proteina Rho de E. coli catalice la terminacion 

resuiere de ribonuc leos idos trifosf ato , los cuales, son 

hidrolizados en una reaccion depe ndiente de RNA, ribonucleosidos 



difosfato y fosfato :norgan: co C? ,1 0:. La proteina Rho tiene un 

peso ~clec~lar de 5~ Kilodaltones CKdl j se ha determin ado que 

tanto las for mas monomerica como la tetramer ica de la enzima 

tienen activi dad de NTPasa, mientras que ~a forma de tetramero o 

de olig omero son necesarias para la terminacion de la 

transcr i pcion l!l,12) . 

Con resp ecto al mecanismo de acc1on del factor Rho se 

propone que est e se une a la cadena naciente de RNA y se mueve a 

lo largo de esta cadena en direccion 5' ---)3' acercandose a l a 

RNA-pol. La hidroli sis de NTP proporciona la energia para el 

movim iento de la prote i na . Eve ntualmente , Rho hace contact o con 

la RNA-pol que ha hecho una pausa en un si tio terminad or 

Rho-de pendiente y reacciona con esta res ultando la liberacion de 

la cadena naciente de RNA (1). 

Por otr a par te, se ha identificado una clase importante de 

activ idad de pN, pro teina codificada por el bacteriofago lambd a 

que e; clave en el proceso de an tit erminacion (13, 4). Las 

mutaci ones nus se han locali zado en cinco l oci: nus A tm inuto 

(rnin. '.::4), t nus E Cmin. 72:; '..1 5 ). Tambien se han desc1-¡t: l:1c i 

nu; que intervienen en t e rminacion de la t ranscripcion. 

El gene ~us A codifica para el producto protei co Nus A que 

junto con Rh o constituyen los dos f actores de t erminacion 

~ransc ripcional mas estudiados. La proteina Nus A tiene d ist inta 



especificidad d~ siti: que Rh c (16,17). Dentrc del ope ran PR del 

fago lambda, l a proteina Nus A parece actuar en la sefia l tR2 

situada despues del sit io dependie nte d~ Rho denominado tRl . En 

algunos sitios, Nus A ) Rho actuan conjuntamente para efec t uar 

una terminacion eficien te ( 18 ) . 

Actualme nte , se cuen ta con evidenc ias que muestran una 

interaccicn entre Nus A y la RNA-polime ra~~. La s ubunid~d sigma 

de la RNA-pol (proteina necesaria para que oc urra inic1acion de 

la transcr ipcion espec 1f·caJ es cap az de despla zar a la proteína 

Nus A de un complejo 'core -Nus A (El 'core' es el complejo 

pro teico consti tui do por toda s las subunidades de la RNA-pol 

excepto la subunidad sigma) para regenerar la holoenzima capaz de 

inicia~ la transc ripcion. Por lo tant o, la protei n3 Nus A 

?Os i blemente ac tue en el cicl o de la transcripcion como Jna 

subuni dad ae term inacion tran sc ripcional de la RNA-polimerasa 

( 19 ). 

La mutacion nus E 71 es un alel o del gene rps J (si tuado en 

el minuto 72J, que codi fica para la prote ina r ibosomal 81 0 (20;. 

El ai s lam iento de una mut acion en una proteina ribosomal que 

afect a la activ idad de pN e~ consistent e con la interferencia de · 

l a traducci on en la terminacion de la transcripcion. 

Se han descrito poi· lo menos tres mecani smos diferent es por 

medio de los cuales se regula la term inaci on de la transcripc ion: 

el primero destaca la influencia de la traduccion sob re la 

termin acion t ranscripcional, este mecanismo explica como la 

funciona!:d ad de algunos t erminadores se encuentra enmascarad 3 



por el proceso de traducc 1on. Este enmascaramiento ocurre por el 

bloqueo de la accion de Rho (proteina que para funcionar requiere 

de la interaccion con RNA> ejercido por los ribosomas cuando un 

ope ran se transcribe. Si los ribosomas se liberan del RNA al 

detenerse el alargamiento de la cadena polipeptidica, ¡ a ntes de 

una seRal de terminacion de la transcripcion , Rho es capa: de 

actuar sobre la RNA-pol permi tie ndo que ocurra la t erm1nac1on de 

l a transcripcion dependiente de Rho l2l. 

El segundo mecanismo se refiere al cont rol por atenuacion, 

este mecanismo se presenta en operones para la sintesis de 

aminoacido~. Por ejemplo; la transcripcion que se inicia en el 

pro~otor del operan para triptofano se regula (por atenuacionl en 

ur siti: je terminacion transcripcional que precede a los genes 

estructurales del operan (sit io atenuador ), esta regulacion es 

afectada por los niveles de tRNAtrp presentes en la celula \ 21:. 

El tercer mecanismo es el de regu1ac1 on por ant1terminacion. 

En este caso la proteina N del fago lambda l O de fago; 

l ambdoides en gral. ) actua como ant1termin~dor / penni t.;i - , -
t:1 J.t;j 

RNA- po l ~ r anscribir a traves de una variedad de seRales d2 

term inacion que pueden ser dependie ntes o independientes de Rho 

Asi mismo, se han descrito otros sistemas en los cua1es la 

regulacion a ni vel de la terminaci on transcripciona l tiene un 

pape importante. Evidencias rec i entes mue;t r an que una proteina 

se 62 aminoacidos, prod~:to de l gene r~p reg u la negativamente el 



n~mer0 de copias de pla;raidos de la familia Col E 1. Rop afecta 

terminacion transcripcional en el nucleotido 220 e incrementando 

'iniciador' por ?NAasa H (22). Por otro lado , se ha reportado que 

de control t~an scripcional y en particular s2 propc~e que el 

varios oper0nes que codifican para componentes de la env~ltura 

Tambie n se ha determinado que en E. coli el 3'5'-adenosina 

monofosfato cíclico CAMPcJ i su proteina receptora (CAP) estan 

involucrados en el control de la iniciac ion de ~a transcrip ci on 

de operones cataboli cos . Sin embargo, se ha encontrado que el 

:omPlej) AMPc-CAP tambien actua como modulad or de la polaridad en 

unidades transcripcionales palicistronica;, habie ndo una 

:elacion f•..:ncion al entr-e este complejo y Rh.: .. El complejc• 

AMPc-CAP redu:e la polaridad interfiriendo con terminacion 

transcripcional prematura (24) . Otro sist ema en dende ccurre 

antiterminacion en E. coli se encue ntra en la region control del 

opsron rrn Gen donde la antite rminac ion evita la polaridad l25). 

Dada la :omplejidad que muestra la terminacion 

transc~ipcional y tratando de averiguar a lga mas sob r e aste 

identif icacion de factores bacterianos distintos a Rho que esten 



sitie ti. El terminador ti es una seRal Rho independiente (27J, 

l~ cual termina el RNA transcrito que provien~ del promotor P! s~ 

~ bacteriofago lambda. El aislamiento f :aracterizacion je 

pos ible utilizando el sistema plasmidico descrit o en 13 figura 2, 

en e: cual la sefial de term1nac1on ti de l fago lambda regula la 

expresion jel gene gal K (27 l . 
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Eco Rl 

pKG 1800 

AmpH Gal K+ 

El plasmido vector pKG 1800 contiene el pr~mctcr para 

,.., -. 1 
:i--::t. ... 

RI ; Hind III del plasmido progenitor pK01. P 3al 

ti del fago lambda (fragmento de 243 pares de bas~;) 

te r~inacion transcripcicnal se determina por un ensayo 

de cuanti f i cacion de l a expresion de Ga lactocinas~ 



MATERIAL Y METODOS. 

CEF't-V:: En la tabla A se encuentran descrit as las cepas 

bact2rianas utili~adas. En la tabla 3 ln~ bacteriofagos 

utilizados asi como las mutaciones rele~antes en este 

trabajo. 

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES UTILIZADAS .- Los medios de 

cultivo utilizados fueron los si guie nte s: medio LB '.t rip t ona 10 g 

extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g aforado a un litro con agua 

dest~ladal. En e: caso de la preparacion de cajas se adicionaron 

15 g de agar; LB-amp : al medio LB se le ad iciono 25 ug/m l de 

a las concentraciones indicadas en los e:;pef"imentos pi--evi.a 

este~ililzacion por filtf"acion; medio to (bactotriptona 10 g, 

NaCl 2.5 g, 2 ml de NaOH al 2% , agar 10 g por litro); medio to 

por litro); medio TB-D ltri ptona 10 g, NaCl 5 g, NaOH al 2% 

2.5 ml por lit r o, despues de ser esteril izado se adiciono maltosa 

a una concentracion final de 0 . 2%); ~edio tet-C (triptona 10 g, 

NaC~ 5 g, agar 11 g, cloruro de 2, 3, 5, trifeni l tetrazolium al 

1% 2.5 ml , en un litro de agua, despues de ser estef"ilizado se 

afiadieron 50 ml de O-ga lactosa al 20% esterilizada por 

filtf"ac i onl; medio SM CNaCL 5.85 g, gelatina 0.5 g, agua 480.5 ml 

ajustando el pH a 5.4, despues de e;terili zar , 4.5 ml de Tris 1 M 

pH 7 y 2.5 ml de MgS04 1 M>. Sol ucion de citrato de s~dio 

(c:~ rato trisc~ico 0.02 M pH 8.5 er agua bidestilada). Medio M9 

(Fosfato acido de sodio 6 g, fosfato acido de ?otasio 3 g, NaCl 



CEPAS 

AB1157 

::;A 1'?43 r· ec A 

::;AJ. ·;143 nus A 

i) 1 

C600 

TAE:LA A 

CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS. 

CARACTERISTICAS GENETICAS 

o r-

F sup rps L str nis gal K ambar 

-
[~ 
1 thr pro his arg 

mtl str thi T6 l 

-
Hfr H s t r thi 

r· 

Hfr e tr-p thi 

cAeooo gal t:: 

602 CSH 67 gal K 

:::A194:::: ~-ec t\ 

:::A l 94:3 nus A 

sup E, supresor de mutacion~s ambar 

F thi-1 leu B6 thr-1 lac Yl ton A2 1 

sup E 4-4 l 

FUENTE 

ENCE: 

Este frabaj o 



NOMBRE 

le 1:::57 

lnin :~ 

lb i.ol 1 

l N 

lN nutL. 44 i4 

F' 1 e l ¡- 1 00 e 1 m 

BACTERIOFAGOS UTIL IZADOS 

FUENTE 

Represor te r mosens i ble de lambda Sus sman y Jacob, 
1 ·;1,,;.2. 

Oelecion de 5. 4% de ONA situad~ 

entre l os ge nes P y Q. 

SustitJcion de la region b2 de 

lambda por el operan ga l de E. 

Sust1tucion del operan bio que 

e l imin..:: l os genes int, :<i ·:: , red 

y gam de lambda. 

Mut acion en ~a proteina N, que 

permite que e l fa go se desarrolle 

en una cepa nus A . 

Mutacion en la region nutL que 

no p e rmit ~ la prolongacion del 

me nsaj e del promotor pl de lambda 

N - igual al fago anterior. 

1.:-:,7·-.1 

L .·· ,· .:.. • 

Manly et al.1 

1.Jac.:i, ::;. l 
Gu.·~n- n er-os"! G. 

~osa, L.y Vaca , S. 

Fago de transduccion gen eralizada , 

que confiere resistencia a 

cloramfenicol. Repr esor termosensible. 



0.5 g, cloruro de amonio 1 g, adicionar 10 ml de clor uro de 

ml de una fuente de carbon o al 20% ~azucar o g l ic2~ol) por cad a 

lt. La ; vitaminas Cti amina ) se agregan a una concen tracion final 

de 1 ug /m l y los aminoacidos a 80 19/wl en la form a D,L y a 40 

ug/ml en la forma Ll; caJas de agar min imo ( todas las cajas son 

m1nimo Difco 15 g, sale; de fosat o ac ido de potasio 10.5 g, 

sulfato de amonio 1 g, citrato de sodi o dih idratado 0.5 g, 

sulfato de magnesio heptahidra tado a una conce ntracion final ds 

0.02 g/1)0 ml,previamente esterili zado por f iltrac ion, 

81 Ctiamina) se agregan 0 .5 ml de ~na sol ucion stock al 

aminoacidos a un a concentracion final d~ 0.04 mg/m l , de 

ag regan 10 ml de una solucion s t ock a l 20% , antibiot ic os 

' •¡ 
J./17 

requeridos a concent racion nec esar ia . La solucion salina y el 

ag ar se prepararon por separado y se este ri l izaron a 15 l bs/in 

durante 15 minu tos. El Mg y la fuente de carbono se preparan y se 

es teri lizan se paradamen t e . Normalmente 40 ug/ml de 

0,L-aminoacidos (o 20 ug/ml de L-aminoacidosl son suficientes. 

las vitami nas ;e adicionan a las sale~ desp ues de aut c~lavear. s 1 

requer i mi ento es de pequefias cantidades Cl ug/ml); medio Mac 

Conkey-galactosa CMac Cl, se requieren 40 g de agar base 

Bacto-Mac Conkey y 950 ml de agua. De spues de esterilizar por 

autoclave se agregan 50 ml de una solucion de gal actosa a l 20%. 

Para agar top Mac Conke ¡, us ar 20 g de agar base por lt; medio 

M63 (para preparar 4 lt a lOX: fosfato monobasico de potasio 120 

3, fosfato dibasico je potas io 280 g, sulfato de amonio 80 g ¡ 



sulfato ferro so 20 ml de una solucior de 1 mg/ml de 

concentracion. No es necesario esterilizar; solucion I (glucosa 

50 mM, EDTA 10 mM a pH S, Tris-HCl 25 mM a pH 8, Tris-HCI 0.562 M 

Tt-i·s-·OH 0.43::: M); solui:ix1 11 <.NaOH O.~: N" ::D::: al 1i:.i: soluci•::in 

III (acetato de potasio 3 M a pH 4.8, este se prepara con 60 ml 

de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido ace tico glacial y 

28.5 ml de agua). 

MUTAGENESIS CON NITRO~~-GUA~IDINA. 

Un cultivo bacteriano de la cepa ~ mutagenizar se crecio 

d~rante toda la noche, se tomaron 2 ml y se inocularon en 20 ml 

je medio de cultivo. Se incubo el cultivo hasta alcanzar la fase 

logaritmica CDo. 600= 1). A 10 tubos de centrifuga se les a.Radio 

50 ul de una solucion de nitroso-guanidina a una concentracion de 

2.5 mg/m l, disuelta en etanol al 95%. Se inocularon 2 ml de las 

celulas en cada tubo y ;e incubaron 10 min a 37"C. El cultivo se 

centrifugo hasta la formacion de una pastilla y se lavo una ve: 

con M63. Po;t:riormente la pastilla se resuspend io en 5 ml de L2 

e incubo durante toda la noche . Se espatularo, las bacterias 

sobrevivientes en medio de cultivo selectivo (medie Mac Conkey 

MEEiDC1 DE "CURAC ION" DE F'LA::;M IDO::: CON NARMUA DE ACF\ ID IN;.),. 

De una dilucion de un cultivo bacteriano de 0.00005, crecido 

duran te teda la noche se tomaron 0.1 ml y se afiadier0n 5 ml de LB 

conteniendo la concentracion necesaria de naranja de acridina. 

Estos tubos se incubaron en la oscuridad a 37"C durante toda la 



noche. Al dia siguiente se espatularon diluciones del cultivo y 

se incubaron a ~ ¡ne. Al otro dia se hi:o ~na replica de las 

colonias crecidas, para probarles producc10n de 8-lactamasa. 

IDENTIFICACION DE B-LACTAMASA. 

En cajas petri conteniendo med i o LB con ampicilina 50 ug/ml 

se coloco un tapiz de bacteri as sensibles a este antibiotico. 

Sobre este tapiz se picaron las colonias a las cuales se i~~ 

queria determinar la presenc i a de l plasmido que confiere 

resistencia a la ampicilina CpKG 1800). Las misma~ colonias 

tambien se replicar on en caj as con LB unic amente. Al dia 

siguiente se observo el crecim ie nto je las colonias en las c¿jas 

de crecimiento de bacterias se nsib l es conservaban el plasmido , ya 

qus al poder degradar la ampici l ina, permiten el crecimiento de 

la cepa sensible. Las cepas que no tuvieron plasmido no crecieron 

el medio con antibiotico. 

METODO RAPIDO PARA AISLAMIENTO DE PLASMIDOS. 

Las bacteri as conteniendo e l plasmido por extraer, se 

crecieron en 5 ml de medio LB- ampiclina Ca una concentracion de 

50 ug/mll durante toda la noche. Se centrifugara~ 1.5 ml de: 

cultivo 2n una cen t rifuga ependorff Cl0-15 Krpm) durante ~ min. y 

el sobrenad ante se decante. A l a pastilla se le a Radierc~ 1.5 ml 

mas del cultivo, se centrifugo igual que en el paso anterior y se 

resuspendio la past i lla er 200 ul de solucion I mas 20 ul de una 

solucion de lizosima a una concentracion de 2 mg/ml. La 



susp2 nsion se c~ loco en hielo dura~te 30 min. y despues ;e 

agregaron 400 ul de sol uci on II, la preparacron se mezclo 

cu id adosame nte por inve rsion y se dej o e n hielo durante 5 min. 

despues de les cuales se agregar on 300 Gl de la soluci~n III 

mezclandose por inver sion e inc ~~~n~~ ~~r ante 60 mi n. 1 •• -
L ... ·":l::t 

muestras se centrifugaron duran te 15 m1n en una centrifuga 

eppe ndorf y se transfirio e l s ob renadante (aproximadamente 750 

~l) a un tubo nuevo. Se ag regar on 450 ~l de isopropanol y el tubo 

se dej o en hiel o durante 30-60 mi n. Despues se cen trifugo en una 

cen trifuga epp endor f durante 10 min y se dec anto el alcohol. La 

CT-El y se aRadio un volumen de fe nol sat urado con Tris e l cual 

mi gra hacia la parte in ferior de l tubo. Se centr ifugo en 

eppendorf durante 3 min, el sobrenadan t e se paso a tub c limpio y 

' a l a pastilla se le agreg o nue vament e T-E , con el objet o de 

r e scatar todo el DNA que quedo en la fase de fenol. Se aRadio un 

volumen de clorofor~J: alcohol isoamilico (24: 1) y ;e centrifugo 3 

min en la cen tr ifuga eppe ndorf, el ~loroformo quedo en la parte 

inferior y se saco cui dadosamente, ss repi ti o est e paso agregando 

un v~lumen de clorof ormo:etano l. El DNA se precipito agre gando 

2.5 volumenes de etanol y se dej o en hielo seco 30 min Co bien ~ 

-20 "C toda la noche). El DNA precipi tad o formo una pastilla ! 

esta se seco. La pas t illa se resuspend io en 100 ul de T- E 

incubando a 58qC durante 5 min. 



GELES DE AGAROSA. 

Se preparo una so1uc1~n al 1% de agarosa, usando como 

regu lador Tris 0.04 M EDTA 0.002 M. La agarosa se calento has ta 

su disolGcion y se vacio en la camara en donde se llevo a cabo la 

electroforesis. 

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES. 

Se tomaron 5 ml de un cul t ivo bacteriano de la cepa de 

interes crec i do duran t e toda l a noche para inocular 50 ml de 

medio de cultivo LB . Este se crecio hasta un3 densidad optica de 

0.4 CDo 600= 0.4), posterior mente se centrifugo el cultivo 

Krpm durante 10 min a 4uc, se desech o el sobrenadante y la 

pastilla se r esuspendio cuidadosamente en aproximadamente 20 u l 

je solucion MOPS I Cacido mor f olinopropanesulfonico 50 mM pH l 1 : 
:" 7 

RbCl 10 mM1. La preparacion se incubo en h i el e durante 30 min y 

despues se centrifugo a 5 Krpm durante 10 min a 4ªC. Se desecho 

el sobrenadante y la pastilla se resuspenciio e~ 2 ml de MOPS II 

<MOPS 100 mM pH 6.5, cloruro de calcio 70 mM y clor ur ~ de rubidio 

10 mM). 

TRANSFORMACION BACTERIANA (cloruro de ·ubidioJ. 

La transformacion se llevo a cabo agregando 10 ul de DNA ¡ 4 

ul de DMSO (d i metil sulfoxidol a 250 ul de las celulas 

compe te nt es en tubos de plastico. Las celulas con el ONA se 

incubaron durante 5 min a 58 uC y se colocaron en hielo por 30 

min. Posteriormente, las celulas se sometieron a un choque 

termico a 42uc durante 50 seg, se dejaron en hielo durante 30 min 



y se les a3regaron 3 ml d~ LB. Las muestras se ic ubaron de 30-45 

min a ?7"C con agi t acion y se espat ularon alicuotas de 200 ~l en 

cajas conteniendo medios de culti vo con el antibiotico adecuado 

Camp 50 ug/ml). 

TRANSFORMACION BACTERIANA (cloruro de cal cio l. 

Se i~ocularon 100 ml de medio de cultivo LB con 1 ml de un 

cultivo bacteriano de la cepa a trans fo rmar creci do durante tod a 

la noc he Cen un matraz de 500 ml ) . Se crecieron las ce l u las en 

agitacion vigor osa a 37"C hasta una can t idad apr oxi mada de 
7 

5 X 10 celulas/ml (generalmen te de 2-4 hrs ), Las celul as se . 
tras ladaron a hie l o por 10 min y se centrifugar on a 4 Krpm 

durante 5 min a 4"C. Se desecho el sobrenadante y se resuspendio 

la pas till a en 1~ mitad de l vo um2n original, en una soluc io~ 

ester il de clor uro de cal cio 50 mM , 1·r1s- HCl 10 mM pH 8 . La 

mue stra se coloco en h ielo por 15 min ¡ se centr ifugo a 4 Krp m 

durante 5 min a 4"C. Se desecho el sobrenadante y la pastilla se 

resuspe nd io en 1/15 del volumen original en solucion ester il de 

cloruro de calcio 50 mM y Tri s-HCl 10 mM pH 8. Se colocaron 

al icuotas de 0 .2 ml en tubos preenf riados y se almacenaron las 

celulas de 12-24 hrs a 4 "C . A las ce lulas obtenidas se agrego DNA 

y la mezc la se in cubo en hie lo durante 30 min, despue; de esto, 

se sometieron a un choque termico (2 mi n a 42"Cl y se les agrego 

1 ml de LB a cada uno de los tubo;, los cuales se incubaron a 

37"C, dur ante 30 min sin agitar. Despues de este tie mpo, las 

celulas se es patularon en medio; de cultivo Mac Con key galac tosa 

amp y se inc ubaron a 42"C . 



' 

+ 
CRECIMIENTO DE CEPAS rec A EN PRESENCIA DE NITROFURANTOINA. 

Se crecieron mediante replica e bi en mediante estria las 

colonias bacterianas a las cuales se les queria analizar el 

genotipo rec A . Este crecimiento se llevo a cabo en cajas ccn 

medi: LB conteniendo Nitrofurantoina a una concentracion de 5 

ug/m l (o a la concentracion indicada en cada experimento) y en 

medio LB solo. Las bacterias se incubaron a 37"C durante una 

nocne, las col onias que crecieron en el medio :on nitro~urantoina 
+ 

fueron identificadas cc~o rec A / las q:1e no lo hicieron rec A • 

TRANSDUCCION GENETICA GE NERALIZADA MEDIANTE EL JACTER IOFAGO Pl. 

Esta transduccion se llevo a cabo utilizando el bacteriofago 

Pi clr 100 clm (posee transposon que conf ie re ~esistencia a 

cloramfenicol~ y cua lquiera de los siguientes protocolos: 

Protocolo I: Se crecio la cepa donadora en medio LB-cloruro de 
8 

calcio 5mM, a una densidad de 10 celulas /ml. Se infecto este 

cultivo con el bacteriofago Pl a 1 na multiplicidad de infeccion 

de 0.01. Se agito a 37"C hasta observar lisi s (de 2-3 hrsl y se 

agregaron de 5-10 gotas de cl orofor mo. Se centrifugo el c0ltivo 

para obtener la pastilla de celulas y se ~itu lo el sobrenadante 

que contiene a los bacte riofagos transduct ores . 

Protocolo II. (a) Obte ncion de lisogenas de Pl a 30"C. Estas s~ 

ob t uvieron goteando el bacteriofago Pl sobre un tapiz de la cepa 

donadora. Utilizando LB-cloramfenicol (a una concentracion por 

caj a de 12.5 ug/ml), se crecieron las colonias bacterianas 

li;ogenas obtenidas a 30"C, se indujo la lisis de la bacteria por 

¿l bacteriofago, incubando a 30"C hast a alcanzar una 



concentracion de celulas de aproximadamente 2 X 10 

pos teriormente se cambi o la incubacion a 40NC durante 35 min con 

buena aereacion. Despues de este tiempo se incubo nuevamente l a 

bacteria, a 37nc en agitacion durant e 1 hr. En este momento ;e 

separandose e l sobr en adante que lleva el fa go . 

(b) Transd~:cion: Se crecio la c_pa recep t ora e~ l C 

~l de me dio LB con cloruro de calc io 5 mM y su lfa t~ de magnesio 

10 mM , has ta una concent racion celular de aproximadame nte 10 

:elu la;/ml. Se centrifugo el cultivo bact~~iano y se r esuspendio 

la pastilla en 10 ml de :loruro de calcio 5 mM y sulf at o de 

magnesio 10 mM . Se llevaron a cabo in fecciones por duplicado de 

la siguiente ma nera: 

Tubo----------- 1 -, 
,:., 

cepa receptora- 0.1 ml O. 1 rnl O. i rnl 0~1 rnl 

lisado--------- 0.1 ml 0 .1 rnl O. l. rn l O, 1 rnl 
de una dil ucion : 

o. 1 0.01 o. 001 - ·-----" 

Se i ncubo durante 20 min a 37"C s in agitacion, se agregaron 

a cada tubo 0 .2 ml de citra to de sodio l M, ;e vaci o con agar 

; uave inmediat amente a cajas con medio sele~tivo y se incubo a 

42ªC durante 24-48 hrs. 



RESULTADOS. 

Debido a nuestro intere s por identifi car y caracterizar 

f act or es bacte rianos que part icipen e n la terminacion de la 

transcripcion en e l sitio ltI , se decidi o ai slar mutan tes 

bacterianas def ici entes en promover esta funcion . Como pri mer 

pas o se rea l izo un a caracter izacion genera l de la s cep;; a 

ut ilizar. 

I.Determinacion del ge not ipo y fenot ipo de las cepas util izadas 

para el aisl amiento de mutantes deficientes en term i nac ion de la 

transcripcion . 

Previo al ais lamie nto de l as cepas bacterianas mu tant es, el 

pr ime r paso d_ este trabajo consistio en corroborar las 

caracteristicas geneticas de las cepas de Esche richi a co li a 

utilizar asi como el establecimient o de las condiciones que 

pe rmitie ran observar el proceso de ter minacion tran scripcional en 

el sitio tI. En l os result ados presen t ados en la tabl a 1 se 

observa que algunas de las cepas probadas son cap aces de uti lizar 

Galactosa (colonias rojas:R), mi en tras que otras son incapace s de 

metabo lizar este azucar (co lonias blancas:B>. Los resultados 

obtenidos estan de ac~2rdo con lo esperado; cuando el plasmido 

pKG1800 presenta la region t i del fago lambda, no se e xpresa el 

ge ne gal K de bi do a que ocurre terminacion transcr ipcional en el 

sitio ti (colonias blancas). En ause nc ia de l term inador tI, el 

gene gal K del pl asmido se expresa obten i endose colon ias roj as en 

el med i a Mac Conkey-galac tosa. Tambien puede observarse que en el 



caso de la cepa SA1943 1·ec A gal K que contiene el plasm id o 

pKG1800tI se obtien2íl colonias blancas a temperaturas altas, sin 

embargo, siempre aparece un fondo de colonias roJ as, que 

posiblemente se generan por una recom~inacion mediada por rec A 

~ntre el genoma bacteriano y el plasmido pKG1800tI. Por 

razon, se decidio utilizar en lo sucesi vo a la cepa SA1 943 gal K 

rec A como progenitora para la obtencion de mutante; bacterianas 

deficientes en terminacion (co lonias roJas en medio Mac 

Conkey-galactosa J . Asi mismo, se decidio trabajar a la 

te mperatura de 42uc, ya que es la condic ion adecuada p~1·a el 

efecto de terminacion de la transcripcion en el sitio tI. 

Por l o que respecta al analisis del fenotipo produci dc por 

la mutacion rec A, se utilizaron el bacteriofago lcI857 como 

control y el fago lga18 bio11 cuyo crecimient o ocurre en cepas 
+ 

rec A y no en cepa; r ec A . El fago lga18 bio11 t iene sustituida 

la region b2 por el operan bacteriano gal y los genes int, ~is, 

red y gam por los genes bacterianos del operan bio, estos ultimas 

son necesarios para que el fago c1-ezca en cepas rec A . Para el 
+/-

genotipo rec A tambien se obtuvieron los resultados ~sperados. 

Asi mismo en la cepa SA1943 gal ~ nus A pKG1800t I ne 

ocurrio terminacion de la transcripcion posiblemente debido a que 

la proteina Nus A esta mutada y se ha reportado que esta pue de 

actuar ~orno factor de te~minacion transcripc ional (1~, 31), por 

l o tanto, se obtienen colonias rojas a 42"C aunque a 37ªC se 

obtienen algunas coloni as blancas; esto pued e deberse a la 

termosensibilidad de la mutacion nus Al (15) observandose mejor 

el efecto de la mutacion a 40dC. 
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Tabla 1. CARACTER IZACION DE CEPAS DE E. coli UTILIZADAS 

- ausencia de crecimiento 

~ crecimiento durante 20 hrs 

R co1on1as roj as 

B colon ias blancas 

RB colon ias rojas y blancas. 



Con los experimentos hasta aqu1 descritos, se establecieron 

las condiciones para distinguir =on fac il idad !a terminacion de 

la transcripcion en el sistema utilizado en este trabajo. La 

temperatJra elegida fue de 42"C, y un peri odo de incubacion de 18 

a 2C hrs y en la cepa rec A . 

II Aislami ento de mut antes deficientes en terminacion Cdet). 

Con el objeto de aislar l as mutantes bacteriana; deficientes 

en teniünai::: ion, :;e mutageni zar-on J. ndepend ien tement e, i noculos de 

la cepa SA1943 rec A pKG1800tI contenidos en siete tubos. Se Jso 

un tubo control conteniendo inoculo de esta cepa sin mutagenizar. 

La mu tagenesis se llevo a cabo utilizando nit rc soguanidina de 

acuerdo al metodo descrito en materiales y metodos. 

Los candidatos mutante s se detectar-on como colonias rojas en 

el medio Mac Conkey-galactosa CMac C), esta color-acion se observa 

debido a que la cepa es capaz de metabolizar la galactosa 

present e en el medio. Esta capacidad , como se demuestra mas 

adelante, se debe a la ausencia de terminacion en el sitio tI , 

e f iciencia de obtencion de mutantes se presenta en la 

tabl¿ 2, en donde se ob serva que l a aparicion de mutantes se ve 

aumentada alr-ededor de 70 veces. La di f erencia entre las 

frecuencias de apar icion de coloni as roja~ nos permitio concl 11i~ 

que el proceso de mutagenesis funciono. cabe hacer notar- que las 

bacterias sobrevivien tes al tratamiento mutagenico fuero n 

crecidas durante una noche y posterior-mente fueron cuantificadas. 
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T~bla 2. EFICIENCIA DE OBTENCION DE MUTANTES CAPACES DE 

METABOLIZAR GALACTOSA. La cepa SA1943 rec A pKG1800tI 

fue m~tagenizada con nitrasoguanidina (2.5 mg/ml l . La 

seleccion de mutantes se llevo a cabo en medio de 

cultivo Mac Conkey-g alact osa a 42"C despues de permitir 

el crecimiento por 18 hrs. 



Debido a que utlizando el procedimiento ante r ior tambien es 

po·si 1le .::ii·:;l.:i.r- muta.ntes >:>n >: l pl.a·:;mid.:: :::¡ue p ·cuj:_n:c.'in un f>:notipo 
+ 

Gal . considaramo; ad>:cuado muta.g2niza~ a la cepa SA1943 rec A 

gal K (ut~lizan do nitrosoguanidinal , posteriormente transformar 

a esta cepa con el plasmido pKG1800tI. Debido a qu>: la cepa no 

llevaba el plasmida pKG1800tl al ser mutagenizada, se eliminaba 

l a posibilidad de que algun a mutacion en e l plasm'do produjera el 
+ 

fenotipc buscado (colonias rojas: Gal ' De;pues de transformar 

:on el plasmido PKGi800tI silvestre a las bacterias 

mutagenizadas, solo uno de los transformantes aislados produjo 

colonias rojas CR> en medio Mac Conkey-galactosa a 42uc despues 

de 18 hrs de incubacion. A est>: candid¿to mutante se le denomino 

2-1. 

I II Caracte rizac1on de los Candidatos :eficientes en Terminacion. 

a. Una vez aislados siete grupos de mutantes independientes 
+ 

(fenotipo Gal l, se procedio a caracterizarlos genet icamente con 

respecto a los marcado·-es: rec y nus. Para lograr : ste objetivo 

El bacteriofago lcl857 se utilizo como control de crecimiento de 

un bacteriofago silvestre, produce placas claras sobre un tapiz 

d12 b.:t·:tef 1-3.·s .-::; 4~'.2 "C y no 1:r-ei:e en cepas nu ·:; A (~!'°\ ¡::j El 
_.,. 

bac: 2r- i of .3.i;JO IN ' 
pr·e sen ta una mut .ac i.on en el gene que codific .a 

para la proteina N (proteina antiterminadora), de manera que no 

requiere a Nus A para la funcion de antiterminacion, crece en 
+ 

cepas tanto nus A como nus A (Sosa y Vaca., com. pers.). Por lo 



que respec ta al fago lb io 1gal8 como ya se mene ion~. 

no crece en cepas rec A (38 y 3? ) . El bac teriofago 

lnin5 crece en cepas nus A ya que este fago pre senta una 

delecion en tre los genes P y Q que el i mina te rminadores de la 

transcripcion, haciendose su desarr ollo independiente de las 

proteinas Nus A y N (37 ). 

En la tabl a 3 s e presentan los re ;ultados ob tenido s al 

anal izar el desarrollo de In~ fagos seRalados en los siete grupos 

de mutantes aisladas. Por los re sultados obten idos. las mu t an te s 

prob adas se pueden cl asif icar en tr e s grupos : 
+ 

1 A) Los candidatos 1, 3, 4, 5 y ¿ presentan ur genotipo: nus 
.J.. 

tBJ Candidatos 7 (7-1 y 7-5 ) ¡ 8 presen tan un geno ti po: 

nus . \. C) Los candid,;¡,tos de l gt-upci (7-2, 7-3, 7-4 y 7-6) 
+ 

pre sen tan un genoti po nus rec A • 

Cabe seRalar que en algunos gr upos se revirtio el genotipo 

,_ 
H • Los candidatos n~s 

rec A r esult aro n ser muy interesantes debido a su pot encia lidad 

para i dentificar nue vos factores que partic ip en en la fun:i on de 

ti. Ya que los candi datos previame nte mencionados f uerqn 

plasmido, fue ne cesario pcider discernir entre el hecho de que la 

mu~acion s¿ encontrara en el plasmido Coriginandose expr esion de 

gal K y por lo tan to la obt encion de colonias ro jas) o bien en el 

genoma de la bacteria (conduci endo tamb ien a la e xpresion del 

gene gal K y produciendo col onias ~ajas). Se procedio a 

seleccionar de ent re todos 10; grupos a t r e s candidatos que 

repre sentan los tres geno tipos obtenida; v d?mostrar que en cada 
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A 
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A 
+ 
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r. 
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Tabla 3. CARACTERIZACION DE LOS CA NDIDATOS MUTANTES CON RESPECTO 

A LOS FENOTIPOS Nus v Rec A. Los fagos lambdoides l i:I857, IN , 

lgal8bio11 y lnin5 fuer-on i:rei:idos por gota sob re l3s =epas 

SA1943 pKG1800tI previamente seleccionadas asi como sobre las 

cepas controles. La temperatura de incubai:ion fue de 42nc. 



+ 
una de ell¿s la alte racion responsable del fenotip ~ Gal se 

localizara en el genoma bacteriano. Los candidatos seleccionados 
+ + + 

fueron los siguientes: 3-1 nus rec A , 7-1 nus , 7-6 nus rec A. 

A los candidatos seleccionados se les elimino el plasmido 

descr~!o por Miller Cseccion de material y me:odos). Se llevo a 

cabo este tipo de experimentos como ya se menciono, con el objet~ 

de localizar la mutacion en el plasmido o en el genoma de la 

bacteria. En el caso de que la mutacion se encontrara en al 

plasm1do, se obtendrian colonias blancas en el medio Mac 

Conkey-galactosa ya que el terminador ti estaria funcionando. Si 

la mutac ion se encontrara en el genoma bacteriano, resultarían 

colonias rojas. En la tabla 4 se presenta la caracterizacion de 

los candidatos det curados del plasmido pKG1800tl. la prueba Para 

sintesis de B-lactamasa ;e llevo a cabo mediante la rep lica de 

las colonias problema en medio de cultivo cor ! sin ampicilina 

Se seleccionaron las colonias cur~das debido a que no crecen en 

el medi~ de cultivo con el antibiotico y se analizo su capacidad 

para sintetizar B-lactamasa asi como su fe notipo en medio Mac 

Conkey-galactosa. Los resultado3 obtenidos muestran que la 

c~loracion roja en el medio Mac Conkey-galactosa depende de la 

tipo de mutantes que se desean aislar-. Despues de e·::.ta 11 cm·acion" 

y de analizar el fenotipo de los candidato~ se transformaron 

estos con el plasmido pKG1800tI silvestre, o sea, no sometido 3 

la accion del mutageno y su caract~rizacion esta en la fig. 1. 



+ 
3-1 nu i::. rec A 

+ 
7-6 nus r·ec A 

Naranja de Acridin a ug/ml 

+ 
.-,i::-
¡:,..._ ! 

30 

::;o 

8-lactamasa Ccloracion 
en medio 
M.:ic Conki: y 
g.alact os.:i 

B. 

Tabla 4. CARACTERIZACION DE LOS CANDIDATOS det CURADOS DEL 

PLASMIDO pKG1800tI. ~ Conci:ntracion de Naranja de 

Acr1dina a la cua l fui: posible curar el plasmido 

pKG1800 t I. Para la prueba de l a B- lactamasa el signo -

significa que no se detecto el plasmido . La incubacion 

medio de cultivo Mac Conkey-galactosa para determinar el 

fenotipo Gal se llevo a cabo a 42"C durante 18 hrs. 

B ·-epr¿senta colonias blancas. 



Pravio a l~ transformacion de los candidat os det 3-1, 7-6 y 

7-1 curados , ;e aislo el plasm i do pKG1800tl y se someti o a 

e l ect r oforesis en gel de agarosa jun t o con otros plasmidos (ver 

fig .1). De la observacion de l a fi g. 1 se eligic el plasm ido 

pKG1300tI de l carril 5, ya que est_, presento una definicion de 

bandeo ade cuada. 

En la tabla 5 se mue stran lo s resul tados obtenidos despues 

de transformar a los candidatos 3-1 , 7-6 y 7- 1 con el plasmido 

pKG1800t I. Los resultados obtenidos permi ten concluir que la 

mutac ion responsable del feno tipo de u ti li:~cion de Galacto;a, es 

decir, ausencia ae t erminacion en tI con la consecuente expresicn 

d ~l gene gal K, se en cuent r a en el genona bacter iano. 

Por otra parte se analizaron nuevamen t e los fenotipos Nus y 

Rec A de los candidatos mutan tes, curados Y transformados con el 

objeto de comprobar que sigu ie r an conservando el fenotipc 

anteri ormente determinado de spues de la seri2 de manipulaciones 

que se llevaron a cabo. En este exeperimen t o, se analizo 

adicionalmente el desarrol lo del fago IN nut L el cual no crece 

exc l usivamente en una cepa rec A debi do a que no se expresan los 

genes red y gam de lambd a. Est e fago IN n~t L es importante ya 

q1Je permite diferenciar las cepas nus , con respecto al marcador 
+ 

genetico rec A o rec A 
n • Los re sult ados de este experimente se 

present an en la tab la 6 . Estos re sultados con firman lo s 

anter i ores. En la tabla 6 se incluye al candidato :-1. 

Por otra parte deb ido a que el p lasmido pKG1800tI no se curo 

faci lmente tanto de los candidatos mutan tes como de los cont role s 

se procedio a realizar la curacion de los pl asmidos incrementando 



Carril DNAs 

·:; i n p 1-·3. s m i d ·:· 

-·, 
·-~I 

4 ?KG120JtI 

5 pKG1800tI 

migracion del plasimdo pKG1800tI asi como del DNA cromosomal, del 

plasmido pKG1800 (carece de la regio~ tIJ, del plasmid0 
2 .-, 

"-

; es el terminador ti con una mutacion puntual en 

la bas e de la orquilla) y del plasmido pKG1800tI (tl ; e; tI cor 

un::; :Y1utacion puntual fu~~t·a de la e·:;tr-uctut·a "ta.l lo--asa"). 



::.:tnd id a t ·:'s 
SA1943 gal K pKG1800t I 

3-1 

7-t: 

7- l 

Coloracion de colonia3 
bacterianas en medi0 Mac Con~ey 

galactos:i.. 

C• 
1\ 

R 

Tabla 5 . TRANSFORM ACION DE LOS CANDIDATOS de t CON EL PLASMIDO 

pKG 1800tI. los candidatos 3 - 1, 7-6 y 7-1 fueron transformado s con 

e l plasmido PKG1800tI. R representa col onia; con co l oracion roja 

y B coloni as blancas. La inc ubacion se ll evo a cabo en medio de 

cultivo Mac Conkey-galactosa con ¿mpicilina durante 18 hrs a 42"C 



'.>rnd id.:¡. to 
::;A 1943 g.'11 K lN nut L lN FENOTIF'O 

---------····--··--·--··---------··--··-----------
+ + 

.:::·-1 7- + + + Nus F.'.:> .. ,; 
.J.. 

7-6 + + Nus Rec A 
+ + 

2-1 + + + + Nus Ri::c A 
+ 

"( 1ec A nu s ' + t-1 + 
+ 

( 2C A 1: u s A + + 

---------------·----·---··--··-·-·--·-------··---·-----·---·-··-.. -- .. ---··-·····-

Tabla 6 . FENOTIPO Nus Y Pee A DE LOS CANDIDATOS det CURADOS Y 

TRANSFOR MADOS. El si gno + s ignifica crecimiento del bacteriofago 

y el signo - significa ausenc ia de crecimiento de ~ste. 



la concentrac i on de nar a~ ja de acridina. a s i c~me ~! tiempo de 

incubac ion de esta ;~b~tancia. En qst e ~~perimen to se llevo a 

comparacion con la frecuencia ds curacion del plasnido pKG1800tI . 

Tambie n se pr~:edio a curar nuevament~ ~ los candidatos 

trans formado : re~ el pla;midc silvestre (no mut agen izado) t 

+ 
candidatos nuevos correspondientes a grupo; d "ferentes . 7-~ nus 

rec A ; 7- 5, 8-1 y 8-3 nus r ec A . Los resultad ~s obten idos en 

este eYper~mento se muest r an en l a tabla 7. En esta tabla se 

pueden observar pequeRas diferencia; en la eficiencia de curac i o~ 

d::! las cepas que contiene1 di fer- ente; plasmidos, .asi rni.smo fue 

posible obtener- c0rados los can di dat o~ 7-5 y 8-1: nus rec A 

Estos candidatos se trans fo rma r-on con el p l asm i do pKG1800tl 

mutacion se encont r-aba en e l genoma bacter-iano o en e l p l asmido . 

Sin embar-go, el candidat o 7-5 f ue incapaz de crecer despues de 

haber sido transformado. El candidato 8-1 trans for-mado con el 

Pl~;~ ido pW31800tI 

Galactosa. Como ;e pue de observar en la tabla 8, este candidat o 

produce co l oni as rojas en medio Mac Conk e y-galacto;~, por lo 

tantc, la mutacion es t ud i ada se encuen t ra en el genoma de la 

bacteria como se determi no par a las wJtantes previament e 
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rec A 2 
pf:::G 1 :::oot I ''TI::' B ::: V 10 ! -1 ,, 

Tab l a 7 . CURACION DE PLASMIDOS CON NARANJA DE ACRIDINA. Para 

llevar a cabo la curacion de los plasmidos, se ut il izar on tiempos 

de incubac ion con naranJa ce acridina de 48 hrs para todas las 

cepas excepto candidato 8-1 en donde la incubacion se llevo a 

cabo durante 72 hr s. En la prueba de la B- lactamasa el signo -

implica que no se detecto resistencia a amp ic ilina confe r ida por 

el plasmido. La inc ubacion en medio de cultivo Mac Co nk ey-

galactosa para determinar e l fenotipo Gal, se llevo a cab o 42"C 

dur ante 18 hrs. La B rep resenta co on ias blancas. 



---------

C.;nd id-::i.to Coloracio~ an medio 
Mac Conkey-galactosa 

----·--·-·----·- arnp i i: i 1 i na ___________ , __ 

:::-1 !. t I .l 

Tabla 8. TRANSFORMACION DEL CANDIDATO 8-1 CON EL PLASMIDO 

p~G1800tI. Fenotipo del candidato 8-1 transformado con el 

plasrnido pKG1800tI. La incubacion se realizo durante 18 hrs a 

42 uc: R colonias rojas, B coloni as b l ancas. 



(A) Determ~nacion del fenotipo Rec A utilizando nitrofurantoina. 

los candidatos mutantes transformados con el plasmido 

pKG1800tl se sometieron a la accion del antibiotico 

nitrofurantoina con el fin de determinar el genc ~ipo rec A con 

aste antibiotico . La nitrofuranto ina permite el crecimiento de 
+ 

cepas rec A , mientras que inhibe el desarrollo de las cepas 

rec A (28 : . En la tabla 9 y 10 se presentan las resultados 

obtenidos para los candidatos transformados con el pl3smido tI 

silvestre. Se utilizaron tres concentraciones de n1trofurantoi na 

con el fin de determinar la mas adecuada. En la tabla 10 se 

presentan los resul tados obtenidos en el experi~ento en donde se 

sometiere~ a la accion de la nitrofurantoina los candidato~ 

mutantes aislados originalmente, los que fGaron curados ¡ 

transformados otra ve: ~on el pla~mido sil ve s tre, con el objeto 

de determinar su fenotipo Rec A utilizando nitrofurantoina. 

De los resultados mostrados en la tab la 10 se confirma que 

el f en otipo Rec A se conserva en los candidatos despues de los 

tratamien tos realizados. En este experi mento no fue pos ible 

determinar el fenotipo de la cepa 7-1C tra ), posteriormente ~ ~ 

presenta el resultado correspondiente a esta cepa. 

El fenotipo Rec A obtenido utilizando nitrofurant o ina fue 

conf1rmado por experimentos de desarrollo de bacteriofagos, 

asi mismo, se analizc el fenotipo Nus de la serie de bacterias 

obtenidas. En la tabl6 1· se p1-esentan los resu ltados del 

experimento. En este experimento se presentan los tres tipos de 

candidatos (origi nales, curados y transformados). ln~ fagos 

lambdoides utilizados son l os mismos que se describen en el texto 



C.and i d.::i to Concent r acion de Nitro furantoina (uglm l ) 
( P f.::c; i::::oo t r .l 150 16S 180 

:~~-1 + + 

2-1 + + .J.. 

7~-6 

e-1 
.J.. 

+ + + 

Tabl2 9 . DETERMINACION DEL FENOTIPO Rec A UTILIZANDO 

NITOFURANTOINA. Se usaron diferentes concentraciones 

de nitrofuran toina para a~a lizar el fenotipo Rec A. El 

experimento se realizo utilizando los candidatos tr~nsformado~ 

con el plasm ido pKG1800tI. El signo+ significa crecimiento, 21 

i1cubacion fue de 37nc en la obscuridad. 
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Tabla 10 . CARACTERIZACION DEL FENOTIPO Rec A UTILIZANDO 

NITROFURANTOINA. La concentracion je ni trof urantoina en este 

experi mento fue de 180 ug/ml. En e~te experimento se compare El 

comportamien t o de lo s mu tantes origi nales , curados y 

transformados con el plasmidotl silves ~rs. 



de la tabla 3 y de la tabla 6. Los ,·es~l~ados obtenidos en este 

experimento muestran que todas las bacterias analizadas :onservan 

sus fenotipos Rec A y Nus determ i nados ori ginalmente en las 

mutantes. 

(8) A~alisis del efecto de la rifampicina sobre el crecimi ento d¿ 

las w1tantes aisladas . 

Otro pase en la caracteri:acion de las mutantes aisladas fue 

l¿ determinacior de su resi ste ncia a rifampicina. Los candidatos 

mutan tes se sometieron a la accion de este antibiotico con la 

idea de saber si alguna de las bacterias aisladas presentaba un¿ 

RN~-polimerasa alterada. Las ~esultados obtenidos en este 

experimento se muestran en la tabla 12 en donde se utilizaro11 

tres concentraciones diferent?s de rifampicina t29:. El candidato 

8-1 es r esistente a las tres concentraciones de rifampicin¿, 

sugiriendo esto que presenta una alteracion en la RNA-polimera sa , 

mientras que en el caso de~ candidato 7-6 se inhi be su 

crecimiento solamente a 100 ug/ml del antibiotico. Los demas 

candidatos se comportan como la bacte ria progenitora, su 

cracimiento es sensible a este antibio~ico. Con el trabajo 

¿~Ferimental desarrollado hasta este punto, fue posible contar 

con un gr~po de mutantes posiblemente alteradas en terminacion de 

la transcripc:o~ asi como con una caracterizac ion parcial de 

ellas . Entre la informacion obtenida , se puede mencionar que se 

localizaron las mutaciones en el genoma bacteriano, se determino 

el fenotipo Nus y Rec A mediante el desarrollo de bacteriofagos 

x la utilizacion de nitro furantoina y se analizo la sensibilidad 

de las cepas mutantes a la rifampicina. Como siguiente paso, se 
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Tab la 11 • CRECIMIENTO DE BACTERIOFAGOS LAMBDOIDES EN LOS 

CANDIDATOS MUTANTES. La determinacion de crecimiento se realizo 

por goteo de los bacter io fagos sobre un tap iz de bacterias, -~ 

prueba se incubo a 44"C. + significa crecimiento de~ fago , 

- ausencia de crecimien to de este. ori: mutante original, cur: 



·--- -------·-

Ca.ndidatos Concentracion de rif ampicina 
30 ug/ml 50 ~g/ml 100 ug/ml 

3-1 

7-6 

2-1 

'.:;A1943 
pf'.Ci l '.::oot r 

''+ti 

+ 

+ 

11 +11 

lt+ ll ll+il 

+ 

+ 

"+" li +H 

Tab la 12 . SENSI BILIDAD DE LAS MUTANTES det A LA RI FAMPI CINA. 

Las bacterias fueron crecidas en 3 concentr3c i ones diferentes del 

antibioti co (30 ug/ml, 50 ug/ml / 100 ug/ml ) . 

+ = ~rec imient o bacteriano 

- ausencia de =recimiento. 



planteo la localizacion de alguna de las mutant e; er el 

genoma bacteriano. 

Como se menciono prev iament e, el siguiente ob jet ivo 

:onsistio er lc~alizar la posicion de las mutaciones obtenidas 

den tro del genoma bacteriano . Para l ograr este objet ivo se 

utilizo la transducci on de material genet1co de las cepas 7-1, 

3- 1, 8-1, 2-1 y 7-6 ut ili zando el bac terio fago P1. 

Se construyeron cep a s poliauxotrofas gal K que cont uv1erar 

el p la·:;m ido pf:::c;1r::oot I con e 1 ob · eto de l le ·-.,1 ar a cabo la 

loca li zacion de las mutantes det aisladas. 

La construccion de las cepas de interes se inicio con las 
F 

b.acter· ias ABl 1 r:::-¡ ,,_._I i F str Pl'" O his arg , ~ ' 
"- J::I~ l.ac gal. :< i mtl 

h' I ·. '5 ·5 <: 

th1 TiS 1 . CABOOO Hfr H str th i ·,¡ 60:3 Hh· ' ' e str thi . ~~Las dos 

ultimas cepas fueron construidas para utilizarlas en experimentos 

de conjugacion no real izados en este trabajo ). El primer paso 

consistio en la determi naci on de algun as de las caracterís ticas 

geneticas de estas cepas. Se ana li zo el crecimiento de las 

mutantes y de l a cepa AB1 157 en medio minimo con el fin de 

comprobar las au xotrofias de estas. Los resultados obtenido; 

permitieron concluir que tanto el grupo de la s cepas mutantes ~on 

el cual se ha t r abajado como la cepa AB1157 son auxo~vJfa; 

para lo; aminoacidos de la tabla 16. En la tabla 13 se observan 

les resultados obtenidos en relacion a la sensibilidad de las 

cepa~ ana 1 izadas al antibioli co estreptomicina. 



e·st reptornic i n.3. 
ug/ml 

.-,t:" 
..:. -

50 

75 

100 

AB1157 

+ 

+ 

+ 

+ 

Tabla 13. SENSI BILIDA 1 AL ANTIBIOTICO ESTREPTOMICIN~. La 

sensi bilidad de las cepas AB1157, CASOOO y 603 a es tr ept omicina 

se determino uti lizando var ias concentraciones de este 

antitio tico. + c recim ien to, - aus e nci a de crecimi ento. 



Para determinar si la cepa AB11 57 presentaba e l genotipo gal 

K , condicion necesaria para detectar la no terminacion de l a 

t1·anscr ipcion en el plasmido pG31800tI --- en el caso de 

t ran sducir las mu taciones det a esta bact er i a-- - se procedi o a 

t ransf ormarla con el plasmido pKG1800 . Las celulas transf ormantes 

que resultaron presentaron una coloracion r oJa en medio med io Mac 

Conkey - ga l acto;a, esto indico que efecti vamente l a ~epa AB!1~7 

presentab a el geno tipo gal K y que la expre si on del gene gal 1; 

je l plasmido pKG1800 d io como resul t ado la utilizacion de l a 

galactosa, l os resultados de es t e experime~to se presentan en la 

t abla 14. 

Debido a que se obt uv ieron col onias r o j as con e l plasmido 

pKG1 80G, se puede concluir que la cepa AB1157 es ga l K Asi 

mismo, en estas ce pas tambien se determino que la terminacion de 

l a trancripcion f uera de fici ente para el plasmi do pKG1800tI. 

En relacion a las cepas Hf r, CA800C y 503, que ser an 

utilizadas posteriormente , fue necesari o transducirles el ge ne 

3al K . Esto se l ogro por medio de la transducion :on el 

b2~te~1ofag: Pl y se seleccionaron las cepas tran sductantes en 

medio de cultivo luria con el an t ibiotico tetraciclina, ya que 

este fago lleva un tr ans poson que confiere resis t enci a a est e 

antibiotico cerca del ge~e gal K.A 8s tas colonias se les probo su 

color acion en med io Mac Conkey-galactos~ despues de crecerlas a 

42"C durante 18 hrs ccn el ~bjeto de seleccionar aquella s 

transductan t es pa·· a ga l !'. (c olonias bl3ncas l. Los resultados de 

esta transduccion se presentan en la tabla 15. 



Cepas Plas mick• Fenot. ipo 1:?.:;. l. 

ABl 157 

AB1157 

ABl 157 B 

Tabla 14 . TRANSFORMACION DE LA CEPA AB1 57 CON LOS PLASMIDOS 

pKG1800 Y pKG1800tI. Determinacion del genotipo gal K en las 

cepas AB1157, AB1157 pKG1800 y AB1157 pKG 1800tI. La determinacion 

del fenotipo gal se realizo como en los experimentos anteriores; 

en medio Mac Con key-galactosa con o sin ampic i lina de acuerdo a 

la cepa que se probo. La temperatura de incubacion f~e d~ 42uC. 
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C.60 

;).75 

Tabla 15 . TRANSDUCCION DE LA MUTACION gal K A LAS CEPAS CA8000 Y 

603. El gene gal K trans duci do a las cepa; CA8000 y 602 provien¿ 

de .a cepa SA1943 gal V • Las celulas transductantes se 

sel eccionaron en medio de cultivo Luria con tetraci clina (12.5 

ug /m l l. Estas co!onias se crecieron en medio Mac Conkey-galactosa 

a 42uC durante 18 hrs y se determino ~a frecuencia de 

--· 
transducc ion, dividiendo el numero de coloni as bla ncas (gal V 1 

entre el numero de coloni as totales. 



Despues de haber cons tru ido las cepas 603 gal r y CASOOC 

gal K , se llevo a cabo su transfor maci cn con el plasm ido 

cKG1800tI. Estos resultados se presentan en la tabla 16. Com~ 

pue de verse en los resu lt ados de la t ~bla 16, en las cepas 

construidas func iona eficientemente el te··minador de la 

tr ansc ripci on ti, observandose colonias b lanca s en el medio 

Mac Conkey-galactosa. Sin embargo, se presenta un fo ndo de 
+ 

colonias i·~jas , esto puede deber se a 1ue estas cepas son rec A 

pre ;entandose el mismo f enomeno ·,·a dP~~ritn c~r~ la ~Ppa SA1943. --- ... - . ::i ..... -· -

El fenotipo de la cep~ ~03 gal r transformadc con el plasmido 

pKG1800tI fue sing ul ar ¡a que se obtu~ie~~n colonias blancas con 

con un centro pequefio de color rojo. Para peder efectuar los 

experiment os de map eo genetico utilizando estas cepas, es 

necesario elim inar la produccion de coloracion r oja que se 

ob tiene de fondo. 

CB) Transducc i on de las mutaciones det. 

La cepa poliaux otrofa AB1157 fue transd uci da con el DNA 

proveniente de las mutantes y se analizo l a reversion de 3l guno 

asi como el fenotipo de terminac~on de la trans cYipcion 

deficiente. El bacteriofago Pl lleva a cabo tr ansduc cion 

generalizada ~Jvilizando hasta dos minutos del genoma bacteriano 

aleda fios al rarcador genet ico seleccionable C29l. Esta estra tegia 

alrededor de dos minutos del marcador seleccionado. 

El ~r imer pas o fue obtener los lisados de los candidatos 
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Tab la 16 . TRANSFORMACION DE LAS CEPAS 603 gal V y CA8COO gal K 

CON EL PLASMIDO pKG1800tI. En esta tabla se muestran los 

porcen ta jes de colonias r oJ as y bl an cas respectivament ~. 

obtenidas despues de la transformacion con e l plasmido pKG 1800tI. 



la induccicn de las lisogenas previamente construidas con el 

metada descrito en 1a seccion de material y metodos. Cabe sefial ar 

WJtantes :anteniendo el plasmido pKG1800t I y (b; lisados de las 

mutantes curadas del plasmido pKG 1800tI. 

Los lisados que s~ utilizaron en los siguientes experimentos 

fueron los obtenidos a partir de los candidatos curados, es 

decir, los lisados del tipo (b) ya que los lisados obtenid~s ~ 

partir de l as cepas que cantenian el plasmido podian interferir 

en la seleccian de transductantes det debido al riesgo de que ;e 

1 ransdu jera el gene gal K en lugar de la mutacion de interes. Les 

titu las de los lisadas obtenidas utilizando Pl fueron los 

siguientes: de l candidato 2-1 7 
10 

\.. 1 ,~ 

t\ .i. ··-· 

l.O 
de l 

9 
·-· ~ 

1.-., 
~ •. · 

7 ;; 10 

fue transducir a la cepa poliauxotrofa AB1157 pKG1800tI las 

mutaciones det. La seleccion de las bacterias transductan tes 

se llevo a cabo en medio minimo ;uple me ntado con lo siguiente: 

casaminoac idos, el an(ibiotico ampicilina (50 u3/ml 1 t come 

fuente de carbono galactosa. 8e este modo , se seleccicnarian las 

bacterias capaces de metabolizar galactosa, es decir, aquellas 

que presentaran la mutacion de t que permitiera la expresion del 

gene gal K contenido en el plasmido. Las transductantes AB1157 

pKG 1800tI obtenidas se probaron en medio Mac Conkey-galactosa con 

ampici.ina a 42 uc y todas las colonias presentaron coloracion 

roja , resultado esperado por el metoda de seleccion que se 

empleo. En la tabla 17 se presentan los resultados que se 



obtuvieron al probar estas colonias transductantes AB1157 

pKG1800tI con resp ecto a las auxo t rofias de la cepa original, 

con el objeto de tra t ar de localizar las mutaciones obtenidas. 

De les resultados ds l a transduccion de las mutaciones det 

anteriormente mencionada y de la tabla 17 s e puede con c luir q~e 

solamente en uno de los casos se presento cotransd uccion entre l a 

mutacion det ¡ uno de los marcadores d2 auxotrofia de la cepa 

AB1157, la transduc c ion en donde se utiliz0 DNA del candidato 
+ 

mutant 2 7-6 . El marcador ge netico treonina th r cotransdujo con 
+ 

la mutacion det del candidato 7-6 nus rec H y permitio el 

crecimiento de ~a cepa AB 1157. 
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Tabla 17 . TRANSDUCCION DE LA CEPA AB1157 pKG180~tI CON LAS 

DISTI NTAS MUTACIONES det. La cepa A21157 pKG1800tI fue 

transducida con las mutaciones det de lo; candidatos 3-1, 2-1, 

7-1 . 7-6 y 8-1. Las bacterias transductantes se inocularon en 

medios de cu l~ivo selectivos con lo; reque rimientos nu tricionales 

de la cepa AB1157 excepto el indicado e~ :ada caso. El medio de 

cultivo 200 tiene todos los requerimiento; nutricionale; de la 

cepa AB1157. + indica crecimiento y - indica ausencia de 

crecimiento bacteriano. 



En este trabajo sa utilizo el terminador tra nsc ripcional ti, 

con el objeto de identificar factores bacterianos que participan 

en el genoma del bacteri ofago lambda en la region denominada sib 

y perm ite terminar el mensaje que proviene del prc~otor PI, 

expresandose asi el gene int del bacteriofago lambda (26). Este 

terminador es independiente de la proteina Rho (27). En el 

plasmido utilizado pKG1800tI, este term i nador esta precediendo ~l 

gene gal K, de tal manera que al haber ter minacion 

transcripcional no se expresa este gene , obteniendose co lonias 

blancas en el medio indicador. 

Ai slamiento de mutante s det y su caracterizacion. 

El sistema utilizad: para aislar mutantes deficientes en 

terminacion transcripcional, formado par el plasmido pVG1800tI, 

la cepa SA1943 al K y el medio de cu ltivo indicador Mac Conkey 

-galactosa, fue adecuado debido a que permite determinar de una 

manera sencilla, median te coloracion de colonias (rojas o 

blancas), la c~urrencia o ausencia de terminacion transcripcional 

2n un terminador o en un grupo de term inadores dado. Este sistema 

tambien permite cuan tificar el grado de terminacion, mediante la 

cuanti ficaci on de unidades de Gal K (30J . 

El primer paso en este trabajo fue el establecimiento de las 

condiciones adecuadas para la obtencion de terminacion en el 

indispensable para aislar las mutantes del ver t abla 1:. 



+ 
Debido a que cepas rec A que contenian el plasmido 

p~31800tl presentaban u~ fondo de :olonias ro~as probablemente 

generadas par r2combinacion entre el DNA del plasmido y el genoma 

bacteriano, se partio de un a cepa rec A y despues de la 

m~tagenesis se buscaron los candidatos con fenotipo deficient e en 

terminacion . Los ens~yos se realizaron a 42uc, debi d: a que a 

e sta tempera tura se observaba mejor definida la coloracion. 

Las mutantes aisladas despues de mutagenizar con 

nitrosoguanidina, que presentaron coloracion roja en medio Mac 

de bacteriofagos lambdoides que definen fenotipo; Nus y Rec A. El 

~~tan involucrados en la terminacicn de la transcripcion (15). 

Algunas mutant es se comportaron como nus ya que inhibieron el 

crecimi ento del bacteriofago cI857 y permitieron el crecimiento 

de fagos lN y lnin5 {ver la tabla 3). En la caracterizacion del 

marcador nus se uti lizo l a cepa control nus A sin embargo, otras 

m~taciones nus producen el mismo fenotipo que esta mutacion 

cuando son caracterizadas con los fagos lambdoides ya descritos. 

Por este mecanismo no es posible definir de que mutacion nus ;e 

trata, o bien, si este fenotipo lo produce una mutacion distinta 

a las nus 1a descritas. Partiendo de la caracterizacion hecha 

con los fagos lambdoides se encentro e l siguiente comportam iento 

para los candidatos det: mutantes originales, candidatos curados 

(sin plasm ido pKG1800 ti l y candidatos mutantes transformados con 

plasmido pKG 18~Jtl, con respect o al marcador genetico nus: 7-6 
+ + + + 



nus rec A (ve r tablas 3,6,9 y 11 ). 

n ... 1 ~ .:...· = .... :.:i. informacion aqui recabada resu lt an particularme nte 

int eresantes los candidatos 7-6 , 3-1 ~ 2-1 los cuales se 
+ 

comportan como nus , ya que en estos c,3sos l.as b.acterias 

present an alguna mutacion dist inta d~ los loci nus que determina 

el fe notipo de def ici encia en terminacion. Tamb ie n resultan 

interesantes los candidat os 8-1 y 7-1 los cuales s~ ~ompcrtan 

~orno nus . Un a caract erizac ion ulterior nos di~ia si se trata de 

mutaciones nus ya descritas C31 ), o bien disti ntas. 

Por otr0 lado, s e demost ro que la s mutaciones det se 

encontraban en el ge noma bact eri ano descar tando la posi bil idad de 

que sa loca izaran en el. plasmi do o que fuera un efecto que 

involucrara tanto al genoma bacte ri ano como al plasmido. ~Js 

~andidatos 3-1, 7-6, 8-1 y 7-1 obtenidos por pre via mu t age nesi s 

de la cepa SA1 943 Cp~D1800tll f ue ron tratad0s para eliminar el 

plas mido y posteriormente se 'ransformaron con el plas mido 

sil vestre Csin mutagen izar) , observandose que conservaban el 

fenotipo m~tante (ve r tabl as 5 y 6). 

Cabe seRalar que la curacion de l plasmi do pKG1800tl tan to er 

las ce pas mutantes como en las silvestres no fue se ncil la, 

en algunos casos pueden perderse hasta espontaneamente si no se 

somete n a pre s i on selectiva (por ejemplo, por no agregar e l 

antibiotico select ivo ) . Durante el desarrollo de este trabajo, no 

se intent o determ inar .~ .- .¡. -
'= =· '·-::.. 

curacion del plasmido en cuestion (ver tabla 7). 

De lo~ dos protocolos utilizados para la ob te ncion de 



mutartes, el mayor nJmer0 de candidatos mutantes se obtuvo cuando 

la e~?ª SA1943 rec A ~tilizada, l l evaba el plasmido pKG1800t I, 

esto SE pudo deber, a que el plasmido ejercio una pres1on 

selectiva para el aislamiento de este tipo de mutantes. 

En relacion al marcador rec A, se encontro que In~ 

+ 
cand idatos w1tantes 3-1 y 2- 1 presentan un genotipo rec A 

mientras que los candida tos 7-1 , 7-6 y 8-1 se comportaron como 

rec A . Este resultado se observa tanto al ut ilizar fagos 

lambdoides como al utilizar e l compuesto nitrofurantoina. Se 

sometieron a la accion de la ni t rofurantoina tanto las cepas 

pKG1800t l} como les candidatos transformados con el plasmido 

Con respecto a los candidatos 3-1 y 2-1 que se comportan 
+ 

como rec A seria posible t ransducirles la mutacion rec A de 

manera que se demuestre si el fenotipo Rec A se debe realme nte a 

Gna mod ificacion del gene rec A. Esto puede lograrse utili:ando 

cepas donadoras que lleven un transpo son que ~onfiera re;istencia 

3 algun anti bi oti co y que se encuen tre junto al gene rec A . 

S¿ ha descrito que el an tibioti co rif amp1cina se un~ - , -
·-:.. .1.·=t 

RNA polimerasa modificando su actividad (32). mutante; 

resi;tentes a la accion de este antibiotico muestran estar 

alteradas en la subunidad beta C33l o en el comp l ejo beta-a l fa 
2 

de la RNA polimera;a (34). Se ana l izo el comportamie nto de la~ 

mutan tes det en presencia de rifampicina con el objeto de obtener 

informacion acerc6 de la funcionalidao de la RNA polimeras~ . Sin 

embargo, el experi mento aqui descrito fue preliminar, ya ~ue 



seria adecuado rea lizar · ~, experimente mas fino que consistiri¿ 

an la determinacion de la :i,etica de inhiticion causada por el 

antibiotico. Sin embargo, se pudo ob;ervar que el cand idato 2-1 

~s resistente al antibicticc, sugiriendo que puede mostrar una 

alteracion en la RNA p0limerasa . La caracterizacion de una 

mutante de este tipo permitira saber el papel que Jueg a la RNA 

po l imetasa en la terminac1on de la t1·anscri;cion. 

En relacion a la local izacion genetica de las mutaciones 

det, una primera apro ximacion consis tio en cotransducir 

la s mutaciones de i~teres en algunos de los marc adore s geneticos 

que pudieran identificarse en la cepa poliauxotrofa AB1157 

pKG1800 tI. Los marcadores geneticos utilizados se encuentran 

distribuidos uniformemente a lo largo del genoma bacteriano, si~ 

embargo; la posible localizacion de la muta:ion det estaba 

supeditada a la proximidad de dos minutos con los marcadores 

geneticos. 

Los resultados mostraron que para e candidato ~-6 la 

mutacion det cotransducia con el marcador thr Cbiosin tesi~ de 

treon ina ), lo cual nos indica que la mutacion se localiza en los 

dos minu to s aleda Ros al gene thr . La cotransduccion de la 

mutacion se detecto por la selectividad de l medio de cultivo 

uti lizado y por la colo1·aci on en medio Mac Conkey-galacto;a iver 

tabla 17). La cepa AB1157 es thr , y no obstante que s ~ 

~enotipo puede estar dado por mutaciones que afecten a ln~ tRNA 

thr, lo mas probable es que la cep~ AB1157 este w~tada en e: 

operon de biosintesis r e treonina el cual se localiza en e1 

minuto cero del genoma de E. coli (35). Esta dificultad ~~e d~ ser 



bacteriofago Fl ? de los genes que se han desc rito que se 

encuentran cercanos al gene thr (min Ol resulta interesante e1 

gene sfr A f~ que se ha encontrado que codifica para un fac t or de 

regulaci on de la transcripcion, aunque no ha sido to talment2 

aclarado su mecanismo de accion '231. Los resultados de la taola 

~·-1 
~ 4' 

7-1 y 8-1 no se encontro la cotransduccion de las mutaciones det 

con los marcadores nutricionales de la cepa A81157 pKG1800 tI. 

Otra alternativa para la localizacion genetica de las 

mutaciones det, e s el uso de un banc o de genes de E. coli 

silvestre, cuyo vehiculo es el fago lambda, de esta manera se 

pueden uti l izar es t os fagos para analizar la reversion de 

mutaciones aledaRas a la mutac ion que se pretende mapea~ Y cuyas 

posiciones sean conocidas , detectando al mismo ~¡empo la 

reversion de la mut ac ion det. Por Jtra parte, tambien es uti: el 

banco de genes de E. col i silvestre porque se podria ob te ner el 

fragmento de DNA que codifica para el prcducto cuyo efecto se 

estudia y asi poder clonarlo en vehículos apropiados para 

expre sarlo. De esta forma, se podrian realizar diversos 

experimentos entre los que se incluye la cara~terizacion 

bioquimica y exper~mentos de transcripcion in vitro de los 

factores identificados. 

En ot ra linea de experimentos y continuando con la 

caracterizacion de estas mutan tes 5e pcdria analizar el 

efecto de las mutantes aisladas en permitir el funcionamiento je 



divesrsos te rminador es transcripcionales, es decir, tanto 

dependien tes como independien tes de Rho. Por ejemplo tl2, tL3, 

de cJpia unica como las fusiones de bacteri~fagos lambdoides que 

llevan los genes gal K o lac Z a las cuales preceden terminadores 

de la transcripcion. Se podria analizar la expresion de tales 

genes de ma nera sencilla y observar el efecto d~ las mutaciones 

det en estos sistemas . 

Otro punto interesante seria el analisis del desarrol~o del 

fago lambda N (la proteina N es nescesaria para la 

antiterminacion y por ende para el desarrollo del fago) 

determin anado su cinet ica de crecimiento sobre las mutantes con 

el fin de saber si las mutaciones estudiadas intervienen con la 

funcion de N. 

Dentro de la caracterizacion de las mutan te s det seria 

interesante sec uenciar l as mutaciones para conc~er l a alteracion 

provocada por ellas. 

En todos los experimentos mencionados se trataria de 

averiguar l~ especi f icidad de los genes identificados sobre 

di;t intos term i nadores y dete rm inar si se trata de un m~canismo 

general o particular de terminacion de t ranscripcion. Finalment~ 

se contaria con informacion sobre el papel que tienen estos 

f actores en la regulacion de l ~ expresion genica. 
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