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"Toda la vida epn la tierra =sta estrechaments relacionada,
Tenamos Un3 gquimica organica comun v una herencia sevolutiva
Somdn. Hay decenas de miles de millones de tipcs conocidos dz

moleculas organicas. Sin embargs =n las actividades z2senciales ds=

1
"

la wvida sol

3

e
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2 utiliza una cincuentena. Las mismas estructuras

32 utilizan una v otrva vezr de modo conssrvador £ ingsnicsc. par

llavar a cabo funciones diferentes., La celula viviente es un

regimen tan complejc v bellc como 21 veino de las galaxias y d=

las estrellaz®.

Carl Zagan
COsSMOS
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INTRODUCC ION,

Lzs sistemas bizslogicos poseen solaculas organicas clave gue
llavan a cabo miles de reacciones vesponsables de mantenzr la
complejidad que caracteriza 3 los sistemas vivos. Las miles de
reaccionzs bioguimicas gque oourren en las o=lulas son contraoladas
medianiz mecanismos rogulatorios que operan a diferentes niveles,
Estos mecanismos regulatorios permiten 2 los organismos mantsner
an orden funcional que tiende a ser pressrvado a traves de
procesos 2volutives, confiriends ventajaz a los organismos ques

los poseen.

El renacimiento de la investigacion biclogica que coudrric an
los ultimos treinta anos sz ha debido ssencialments 3 estudicos

concerniantes a la vregulacion genica sn procarictas v 2ucariotasz.

La axpresion genica ssta controlads , en parts. 2 nivel ds
la transcripcion., El genoma de los procariotas ssta organizado 2n

unidades transcripoionalss, gus incluysn sefales especificas

(1]

l1lamadas promotoras; sitios en donde se2 inicia la transoripocion v

LE]

sefnales, llamadas terminadorss responsables de 13 terminacion ds
la cadena de RENA. Se han sncontrado tambizn, terminadores
tranzcripeoionalss dentro de algunas unidads:s transeripoionales

€1, 20,

Agctualmente, la terminacion transeripeoiconal =2s5ta amergiends
coms un importants v poderosc mecanismo de control de la
guprasion genica (4). La formacion de un RMA se inicia con la

anion de upa molecula de holosnzima de RNApolimerasa (RNA-paol) 3

v



DNA 2n  la ragion del promotor, seguida de la slongacion de la
cadena de RNA durants el movimientc de la RNA-pol 2 1o largo del

DA

La teoria del operon propuesta por Jacob v Monod (322, 3b)
conzsidera 4 los opgronss ooms unidades transeripoionales qus
contisnen uno o mas genes estructurales. Estos genes codifican
para la sintesis de proteinas (gnzimas) rslacionadas
funcicnalmente y gque catalizan varias stapas de2 una ruta
metabolica, La expresion de 2¢tos genss pueds sstar regulada =
nivel d= iniciacion de la transcripcion por una interaccion esntra
faztores activadorss de 1z transcripeoion, molsculas represoras y
RN&A-polimerasa (proteina responsable d2l proceso transeripcicnal)
gn los loci opsrador-promctor del cperon. La presencia de osefales
terminadoras de la transoripoion dentro de las unidades no fus

considerada en esta teoria.

Fuede considerarss gue la terminacion de la transcripoion se

presenta como resultado de los siguientss eventos:

s2 del movimiznto de la RNé-sol 7 de la cadena

{a) El o

]

creciente de RNA =n 21 terminador,
(b} La liberacion de la cadena de RNA t2rminada,

{z) La disooiacion de 13 RN&-pol del molde de ONA (1).

ina d2 las caractzristicas sobresalientss gue se presantan
zn 1ot terminadores de transcripoion 23 1z estructurs secundaria
de tallo—asa gque puede adguirir 21 ENA 2n 21 extremo 37-0H. Yer
Figura &. Inicialments loz terminadores se clasificaron ds

acugrdo a su dependencia funcional con respectoc a un factor



bacteriano llamado Rho. Esta proteina cataliza teeminacion
transcripcional en tarminadores especificos vy fuz 2l primer
factoy proteico gque se describilo por sy participacion 2n =3ta
funzion (S5} Los fragmentos de DNA 2n donde oourve tarminacion
transcipcional, couands son incubados con RBNA-pol
vibunusleosides trifosfatos, contignen ferminadores
Rho~indepandientzs, =1 punto de terminacion se localiza mas alla
de una secusncia G-0 y deniro de una region ricz en wracilos (1),
[a comparcion de las secusnoias de varios terminadores
indepandientes de Rho ha revelads ires caractaristicas comunes:
tal thha regicn con simetria diaxizl, gus consiste &n una
sacuencia invertida y repetida gue precede al sitio de
terminacion.

(b! La presencia de rasiduog de Uridina (U localizadeos al
final del RNA, =n los oualss se locslizs el sitio de
tarminacion (1),

(o) Zecusneias ricas =n Guanina-Citocina (G-C) de longitud
variable (de tves 2 onog parss de bass:s) gus se snousntran

pracedisndo al sitio de terminacion (2).Ejemplaos de ests

il

5
terminadores se han sncontrado on DNA del opsron para la sintssis
de triptofano (trp) de E, coli o de Zalmonella y DNAs de los

colifagos 77, T3, oX 174 y lambdoides.

El terminador tR1 del bacteriofago lambda 23
Rho-independients y se han aislado mutacionss
gu2 afectan su e2structura, obteniendose consecusncias

fisiologicas., La mutscion cin incraments la sficienciz de esis



terminador (&). Z2 han aislado pseudoreveritantss de 1 cin gque
llavan una ssgunda mutacion, ong, 18 oual reducs la terminacion
an tR1 {(42,El analisis de la s2ousncia de nuclectidos muestra
guue las mutacionss cin vy ono modifican =1 aparsamisnto en la

astructura del tallo del terminador tR1. Las mputaciones -in

i
i)
=t
1]
-
Cia
i
=t
ot
o
{1 1
1
—

incrementan 2! numero de bases aparsada
terminador, mientras gue las mutacionas cone lo veducen. Estos
resultados sugieren gus es importantes la sstructura tallo-zsa =n

la terminacion (8).

En los t2rminadores Rho dependientss s2 ha determinado gua
2n algunaos sasos, oourre terminacion oo una s2ouencis rica en
A-T, gque esta precedida por una region comun (CAYATAAA (2). En
aus=ncia de la proteinz Rho, la RNA-pol solaments hace una pauss
2n los terminadores Rho-dependientes, Ze han encontrado zzfales

de terminacion Rho-dependizntes en 21 ONA bacteriano y en =1 ONa&

del 2lemento de insercion 152 entre otros.

Mediante 2nsayos in vitre s2 han sneontrade dos olasss ds
terminadorzs Rho—dependisntes: aquellos gue son activios a bajas
concentrasiongs de Rho por ejemplo., las ssiales de terminacion
situadas al final del operon gal y dentro del elemento de
insercion 152 y una s2gunds olase que reguisrs de nivelss altos
de Rho para su actividad representadas por sefiales de terminacion

1
sm

[y

dentro de de opsrongs tales coms gal y lac o

Fara qu2 la proteina Rho de E. coli catalice 1a terminacicn
reguisre de vibonucleosidos trifosfato, los cuales, son

hidrolizados en una reaccion dependiente de RNA, ribonucleosidos



difosfato ¥y fosfato inorganico (2,100, La protsina Rho tisne un
pess molecular de 52 KHilodaltones (Ed) v se ha determinado que
tanto las formas monomerics coms la tetramerica ds 1z enzims
tignen actividad de NTFPasa, mientras gque la forma de tetramero o
de oligomero son necssarids para la terminacion de la

transcripeoion (11,12).

Con respectos al mecanismo de accion del factor Rho se

a

]

propons que ests 52 ouns a4 la cadesna nacients de RNA v 28 musy
p

1o largo de 2sta cadena en direccion 37---32¢ acercandose a la

RhA-pal. La hidrolisis de NTP proporciona la energiz para 2l

movimignto de la protzina. Eventualmente, Rho hace contacto con

1z ENA-p2l que ha hecho una pausa 2n un sitio terminador

Fho-dependients y reacciona 2on 2sta resultands la libsracion de

1z cadsna nacientes ds RNA (10,

For otra parteg, se ha identificado una clase importante de
genss de E. ooli, los loci nus, cuyos productos participan =2n la
aztividad de pN, proteina codificada por 2l bacteriofago lambda
quz 23 clave 2n =21 process de antiterminacion (12,14). Las
mutacione2s nus se han localizado an cinoo loci: nus & (minuto &9
del mapa de E. oolil, nus B (ming 110, nus © (min. 288}, nus [

23 (15}, Tambien s2 han descrito lood

imin. 24), ¥ nus E {min.

nus gue interviensn 2n terminacion des la transcripoion.

El gane nus & codifica para 2l productic proteico Nus A gue
junto con Rho constituyen los dos factores de terminacion

transcripoional mas estudiados. La proteina Bus & tiene distinta



i
o

gspecificidad de sitico gque Rho (16,17), Dentro del operaon PR d

fago lambda, la proteina Mus A parece actuar on la sefial tRZ
situada despuss del sitic dependiente de Rho denominadeo tR1. En

slgunos sitics, Nus &4 y Rho actuan conjuntaments para efestuar

(ns

una terminacion =2ficients (123

Actualmente, se cusnta con evidencias gqus mugstran una
interaccion entrs Nus A y la RNA-paolimsrasa. La subunidzad siagms
de la RMA-pol (proteina nacesaria para gue ocurra iniciacion de
13 transoripoion especitical) 26 capaz de desplazar 2 la proteins
Nus A de upn complejo ‘core’-Nus A (El ‘core” 2z 21 complejo
proteico oonstituido por todas las subunidades de laz RNA-pol
2xcepto la subunidad sigma) para regensrar la holosnzima capaz de
inicizr la transcoripeion. For lo tanto, la proteina Nus A
posiblemente actue en 2l ciclo de la franseripeion como una
subunidad de terminscion transeripoional de la RNA-polimsrasa

(19},

La mutacion nus E 71 25 un alels del gens rps J (situado on
el minute 72), qus codifica para la proteina ribosomal 310 (200,
E!l zislamiento de una mutacion en una prot=ina ribosomal gus
afesta 1a actividad de pN ez consistents con lz interferesncia ds

la traduccion en la terminacion de la transoripocion.

Z2 han descrito por lo menos tres mecanismos difersntes por
medic de los cuales se regula la terminacion de la transcripcions
21 primero destacs la influsncia de lz traduccion sobre la
terminacion transcripoional, 2ste mecanismo 2xplica como la

funcionalidad de alaunos terminadores se encusnirs enmascarads



por 2l proceso de traduccion. Este enmascaramiento oourrs por 21
bloguss de lz agcion de Rho (protsinz que para funcionar veguisrs
de la interaccion con RNA)Y ajercido por los ribosomas cuando un

aperon se transcoribe. 51 loz ribosomas se liberan del RNA &l

(i)

detensrse 2] alargamisnto de la cadena polipeptidica, y antas d
una sehial de terminacion de 1la transecripeoion, Rho =235 capar de
actusr sobre la RNA-pol permitiendo gue courra la terminacion de

la transcripeoion dependients de Rho (2).

El segundo mecanismo s2 rafiere al control por atenuacion,
este mescanismos 32 pressanta on operonss para la sintesis ds
aminoacidos. For 2j2mplo; la transcripoion gue s inicia en el
promofor del operon para triptofanc s2 regula (por atenuacion) =n
un sitio de terminacicn transcripocicnal gue preceds a los genes
estructurales del opesron {sitic astenuadorl, esta regulacion ss

afectada por los niveles de tENAtvp presentas on la celula (210,

El tercer mecanismo =235 2] de vegulacion por antiterminacion.
En =ste caso la proteina N del fago lambda (o de fagos
lamhdoides 2n gral.) actuzs comos antiterminadeor y permitz a la
ANA-pol transoribiv a traves de una varizdad de sefiales de
tzrminacion gus pueden ser depsndientss o independientes de Rho

€1},

Asi mismo, sz han descrito otros sistemas 2n los cusles la
regulacion a nivel de la terminacion transcripcional fisned un
papal importantz. Evidencias recignigs musstran gue una protsina

s2 &2 aminoacidos, produsto del gene vrop regula negativaments =l



numers de copias de plasmidos d= la familiz ol E 1. Rop afecta

n dos formas: Estimulando la

- 4 e - - i . - 1 T ema Qs Ly
1z transcripeion del ‘iniciados

(L)

tzarminacion transcripcional en 2] nuelsctido 220 2 incramentands

la habilidad del RNA 1 de inhibir =1 procesamisntc del

de control franscripocional ¥ 2n particular ze propone ques 2l
producto de sfr B actues comd un antiterminador transceripoional de
varios opevonss gue codifican para componsntzs de la enveltura

selular (230,

Tambien =2 ha determinado que 2n E. coli =] 275 -adencsina
morofosfato ciclico (AMPo) vy su proteins recepiorz (CAF)Y sstan
involucrados 2n 21 control de la iniciacion de lz transceipoion
d2 opsronss catabolicos. Zin embargo, se ha encontrado gus =l
complelo AMFo-CAP tambisn actua como modulador de la polaridad en
unidades transeripoionales policistronizas, habisndo uns
r2lacion funcional entre este complejo vy Rhoo El complajc
AMPz-CAF reducs la polaridad interfiriendo con terminacion
transoripcional prematura (28). Otro sistema en donde oourrs
antitsrminacion 2n E. coli s2 sncuentra en la region control del

opsyon ren G oan donde la antiterminacion 2vita la polaridad (253,

Dada la complsjidad qus musstrs la t2rminacion
transeripcional ¥ tratando de averiguar algo mas sobre 2:te
process, 81 objetive de gste trabaja consistio en la
identificacion de factores bacterianos distintos a Rho gus esten

involucrados en 2l procesc de terminacion transcripoional e2n =2l
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lz zual termina =21 RNA transerito gue provisne del promoto
£l aislamiento y zaracterizacion d=
mutante=s bacterianas de E. ooli deficisntes en esta funcion, fus
posible utilizando el sistema plasmidico descrito en Is figura 2,
1 oual la sefal de terminacion t1 del fago lambda regula la

auprasion del gene gal E (27,
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RMNA =n 2l extremo 27-0H 2n las! sefales de terminacion

transoripeional.



rm

PKG 1600

Anmp

R

gal k'

bl AMFHEQ L -

i

Alu 1

I
Alu

ol L R E-=§-2



MATERIAL Y METODOS,
CEFAZ .- En la tablz A se encuentran descritas las capas
bacterianas utilizadas. En la tabla B los bacteriofagos

n oest

i
]

ytilizados asi como las mutacionss relsvantss

trabajo.

MEDINS DE CULTIVD Y SOLUCIONES UTILIZADAS .- Los medios de
oultivo utilizados fusron los siguientss: medio LE (triptona 10 g
2xiracto de levadura 5 g, Natl 10 g aforadeo a un litro con agua
destiladal, En 21 2aso de la preparacion de cajas s= adicionaron
S g deo agar; LEB-amp: =2l medio LE se le adiciono 25 ug/ml de
ampicilina o 10 ug/ml de tetraciclinag o 2] antibiotico adecuada,
a las concentrariones indicadas en los siperimentos previa
geterililzacion por Tiltraciony medio 10 {(bactetriptonz 1C g,
MNalll 2.5 g, 2 ml de NalH al 24, agar 10 g por litrol): medic tO
suave (triptona 10 g, NaCl 2.5 g, 2 ml de NaOH al 2% » agar £ g
por litrody medio TE-D (triptona 10 g, MaCll 5 g, MalOH al 2%
2.5 ml por litro, despuss de ser esterilizado s2 adiczicno maltosa
a una concentracion fimal de 0.2%); medic tet-C (triptona 10 g,
NaCl 5 g, agar 11 g, cloruro de 2, 3, 9, irifeniltetrazolium al
1% 2.5 ml, 2n un litro de agua, despues de2 ser esterilizado se
afadisron 50 ml de D-galactosa al 20% esisrilizada por

filtracion); medio SM (NaClL 5,85 g; gelatina 0.5 g, agua 480.5 ml

ajustands 21 pH a 5.4, despues de esterilizar, 4.5 ml de= Tris 1 M
pH 7 v 2.5 ml de MgS04 1 M), Solucion de zitrato de sodio
{citvato trisodico 0,02 M pH 2.5 2n agua bidestilada). Medic MY

(Fogfato acido de sodio & g, fosfato acido de potasio 2 g, MNaCl



TAELA A

CEFAS RACTERIANAS UTILTZADAS.

CEPAS CARACTERISTICAS GENETICAS FUENTE
— c‘ r’ —
ZA1942 F sup rps L str his gal ¥ ambar
ABL1SY £ thr_ pra_ his_ awg_ Law lac— %il
~ v _r s
mEl str thi T 1 ENCE
CABOOG Hfr H str‘ thi CINVESTAY
lr. —
13 CSH &7 Hfr T trp thi CINVESTAV
30 SALP42  SA1943 nus A CINVESTAY

B CAZQGO

E &03

SALP43 vec

SA1943 nus

ZAZRO0 gal E

402 CSH &7 gal ¥

I

SA1943 rec

241942 nus 4

sup E, supresor de mutacionszs ambar

£ thi-{ leu B& thr-1 lac Y1 ton AZ1

sup E 44 1

Este Trabajo

Este Trabajo

CINVESTAY

CINVESTAY

CINVESTAV

CINVESTAY



NCOMERE

TAELA E

EACTERIOFAGOS UTILIZADOS

CARACTERISTILCAS

FUENTE

Inin 5

gald

b

1hinid

1N

o

IN nutl 44 i4

F1 clridd clm

Represor termossnsible ds lambda

Delecion de 5.4% de DNA situada

entre los genszs P oy G

Sustitucion de la region b2 de
lambda por =1 operon gal d= E.

coli.

Zustitucion del opercn bic que

glimina los genes int, xis, red

y gam de lambda.

Mutacion 2n la proteina N, que

permite qus

2T Una C2pa nus A .

Mutacion en la region nutl gus

no permits la prolongacion del

mensajs del promotor pl de lambda

%
N ~igual al fago anterior.
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Fago de fransduccion generalizada,

gug confisrs vesistencia a

cloramfeniool. Represor termossnsible.
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0.9 g, cloruro de amonio 1 g, adicionar 10 wml de cloruro de
calede .01 M, ! ml de sulfato de magnesio heptahidratads 1 M, 10
ml de una fuente de rcarbono al 20% iaz;car o gliceral) pov cada
It, Las wvitaminas (tiaminal! se agregan a una concsntracion final
de 1 ug/ml y los amincacidos a 20 ug/ml 2n la forma D,L y 3 40
ug/ml en la forma L); cajas de agar minimo (todas las cajas son
araparadas para chbtensr una concentracion final por 1t, agar
minima Difoo 15 g, sales de fosatc acido de potasio 10.5 g,
sulfato de amonio 1 g, citrato de sodio dihidratado 0.5 g,
sulfato de magnesic heptahidratado 2 una concentracicn final ds
0,02 g/100 ml,previanente esterilizado por filtracion, vitamina
Bl (tiamina) se agrsgan 0.5 ml d= una solucion stook al 1%,
aminocacidos a2 una concentracion final de 0.04 mg/ml, de azucar se
agragan 10 ml de una solucion stock al 204, antibiclicns
regueridos a concentracion necesaria. La solucion salina y =1
agar s2 pr2pararon por szparado y ose ssisrilizaron a 13 ibﬁﬁina
durante 15 minutos. ELl Mg ¥ la fusnte de carbono s2 praparan y s2
geterilizan separadamente. Mormalmentz 40 ug/ml d=
O,L—aminoasidos (o 20 ug/ml de L-amincacidos) son suficisntes,
Las vitaminas se adicionan a las sales despuss de autoclavear. su
reguerimients 25 de psgqusfias cantidades (1 ug/mll}: medio Mac
Conkey—galactosa (Mac L), s requisren 40 g de agar bass
Bacto-Mac Conkey y 750 ml de agua. [espues de esterilizar por
agtonlave se agregan 20 ml de ouna salucion de galactosa al 200,
Fara agar top Mac Conkey, usar 20 g de agar base por 1t medio
MeZ (para preparar ¢ 1t 2 10¥: fosfato monobasioo de potasic 120

3, fosfato dibasico de potasio 230 g, sulfats de amonic 20 g v



sulfato fervosc 20 ml de una solucion de § mg/ml ds=
conceniracion,. Mo es necesario esterilizar: solucion I (glucosa
SO omM, EDTA 10 mM a pH 2, Tris-HC1 29 oM a pH &, Tris-HCl 0.542 W
Tris-0OH G.438 Mis solucion IT (NalOH 0.2 N v SDE al 1%): saclucion
ITT {acetato de potasic 2 M a3 pH 4.8, =ste se prapara con &0 ml
de acetato de potasio B M, 11.5 ml de acido acetico glacial vy

28,5 ml de agual.

MUTAGENESTS CON NITROSO-GUANIDINA.

tn cultive bacterians de la cepa a mutagenizar s2 orecia
durante toda la noche, se tomaron 2 ml ¥y s2 inocularon en 20 ml
d2 medio de culbiva, S92 incubo 2l eultive hasts alecanzar la fase
logaritmica (Do, &00= 1), A 10O tubos de centrifuga se l2s afiadio
50 ul de una solucion de nitroso-guaniding 2 una concentracion dz
2.5 mg/ml, disuslta en stanol al 25%4. Ze inccularon 2 ml de las
celulas eon cada tubo vy se incubaron [0 min a 37700 El cultivo sz
centrifugo hasta la formacion de una pastilla y s2 lavo una vez
oon Mes. Posteriorments la pastillas se resuspendic 2n 5 ml de LE
g incubo durantes toda la noche., Z2 espatularon las bacterias
sobrevivientes en medio de cultive sslectivo (medio Mao Conley

Galartosa amp).

METZDD DE "CURACION" DE FPLASMIDDS CON NARANJA DE ACRIDINA.
[ una dilucion de un cultive bacteriano de 0.00005, orecido
durante toda la noche se tomaron @.1 ml v s2 afadieron 5 ml de LE

contenisndo la conceniracion necesaria de naranja de acridina.

Estos tubos se incubaron en la oscuridad a 3770 durante toda la



noche, Al dia siguisnte se espatularon diluciones del cultivo y
g2 incubaron 2 279, Al otro dia se hizo una replica de las

solomnias eorenidas. para probarles produccion de E-lactamasa.

IDENTIFICACION DE B-LACTAMASA,

En rcajas petri contenisendo medio LE con ampicilina S0 ugiml
g2 oolooo un tapiz de bacterias sensibles a esste antibiotico.
Zobre este tapiz se picaron las colonias a las cuales se les
gusria determinar lz presencia del plasmido gqus confisrs
regsistencia a la ampicilina (pEGIS00). Las mismas colonias
tambisn s2 replicaron 2n cajas con LE unicamente. Al dia
siguisnts se ochserveo 21 orecimiento de las colonias en las cajas
con ¥ sin ampicilina. Agusllas colonias que presantaron un "halo®
de crecimignto de bacisrias sensibles consarvaban 21 plasmide, va
gus al poder degradar la ampicilina, permiten sl cracimisnto ds
la o=pa sensible. Las cepas gue no tuvieron plasmids no crscisron

gl medio con antibioticao.

METODD RAPIDO PARA AISLAMIENTD DE PLASMIDOE,

Las bacterias contenisndo 2l plasmido por sxirasy, ss
crecigron 2n 5 ml de medio LB-ampiclina (a una concentracion de
50 ug/ml) durante toda la noche. 5e centrifugaron 1.3 ml del
cyltivo 2n una centrifuga ependorff (lO-15 Krem) durante 2 min. ¥
2] sobrenadants se decanto. 4 la pastilla se le afadieron 1.5 ml
mas del cultiveo, se centrifugo igual gue en 21 pasc anterior y se

riesuspendio la pastilla 2n 200 ul de solucion I mas 20 ul ds unz

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



suspension s colooo en hislo durants 20 min. v d

i}
L
i
1
(1]
]

spii

agregaraon 400 ul de solucion II, la preparacion se mezela

Lt}
3

=

cuidadosaments por Inversion y se dejo 2n hielo durante 5 min.
despues de los cuales g9 agregaron 200 ul de la solucion IIX
mezclandoss por inversion e incubands duvante 40 min, La:
miuestras s centrifugaron durante 15 min 2n una centrifuga
gppendorf ¥y s transfirio =1 sobrenadants (aproximadamsnte 750
ult a un tubo nueve. Se agresgaron 450 ol de isopropancl y 21 tubo
g2 dejo 2n hislo durants 30-50 min., Despuss se centrifugo =n una
centrifuga eppendorf durante 10 min v se decanto el aleocohol. La
pastilla se resuspendio aprouimadaments en 500 ml de tris-ED0TA
(T-E} v ze afiadio un volumen de fenol saturado con Tris =1 cusl
migra hacia la parte inferior del tubo. Se centrifugo en
appendorf durante 2 min, 21 scobrenadante se paso a tubo limpic ¥
3 la pasztilla se 12 agrego nuev;mente T-E, con 21 objsto de
regratar todo 21 DNA que gusdo en la fase de fencl. Ze afadio un
volumen de oloraformoralochel izcamiliecos (24:1) y s2 centrifuge 3
min #n la centrifuga eppendorf, =21 cloroformo guado en la parts
inferior y se saco cuidadosamente, sz vepitio este pasc agregando
un volumen de cloroformoietancl. El DNA se precipitc agregando
2.5 volumenes de etanol y s2 dejo 2n hielo seoo 20 min (o bisn =
~2077 toda 1a noche). El DNA precipitado formo una pastilla v

gsta s seon. La pastilla se2 resuspendic en 100 ul de T-E

u
1]

incubando a S27C durante S min.



GELES DE ACARDZSA.

Z2 preparo una soclucion al 1% de agarosa, usanda como
reguladar Tris Q.04 M EDTA O,002 M. La agarcsa sz calento hasta
su disclucion y se vacic an la camara on donde se llevo 3 cabo la

alectroforesis,

FPREFARACION DE CELULAS COMPETENTES.

)

Se tomarcon D oml de un cultive bacteriano de la cepa de

intsres crecido durants toda la nochs para inocular S0 ml d=
madio de cultivo LB. Este ge crecio hasta unz densidad optica de
G,8 (Do 500= 0.4}, postericorments s econtrifugo el cultivo a 3
Erpm durante 10 min a 4%, sz desecho el sobrenadante y la
pastilla s2 resuspendio cuildadosaments 2n aproximadamentes 20 o
de solucion MOPS I (acido morfolinopropanesulfonico S0 mM pH 7 ¥
fBT1 10 mM). La preparacion se incubo eon hislo durants 20 min ¥
despuss se centrifugo a 5 Krpm durante 10 min a 470, Ze desscho
2l sobrenadants vy la pastilla ss resuspendio =n 2 ml de MOFS 11
(MOFS 100 mM pH 6.5, cloruro de caleoio 70 M vy olorurs de rubidie

10 mM).

TRANSFORMACION BACTERIANA (clorureo de rubidiod.

La transformacion se llevo a cabo agregande 10 ul d= DNA v 4
ul de DMZ0 (dimetil sulfoxidol a 250 ul de las celulas
compatentes =0 tubos de plasticc. Las cslulas con 2l DNA sz
incubaron durante S min a 527C y se colocaron 2n higlo por Z0
min. Fosteriormentes, las o2lulas s sometisron a un chogus

tarmico a 42YC durante 50 seg, s2 dejaron en hielo durante 30 min



y 52 123 agregaron 2 oml de LB, Las muesstras s= icubaron ds 20-45
min a 27YC con agitacion y seo espatularcn alicuctas de 200 ul an
najas contenisndo medios de cultive con el antibiotico adecuads

(amp S0 ug/ml).

TRANSFORMACION BACTERIANA (cloruro de caloiol.
S2 inocularon 100 ml de medio de cultive LB con § ml de un
cultivo bacteriano de lz ogpa a transformar crecido durante toda

la noche (an un matraz de 500 ml). Se crecisron las celulas en

it

agitacion vigorosz a Z77C hasta uns cantidad aproximada ds
7

!

S %10 celulas/ml {(generalmente de 2-4 hrsi. Las celylas 52
trasladaron a hielo por 10 min y s2 csntrifugaron a & Erpm
durante 5 min a 4"C. Se desecho 21 sobrenadante y s2 rvesuspendio
la pastilla en la mitad del volumen original, =n una solucion
gsteril de oloruro de calocio S0 @M, Tris-HCL 10 mM pH 2. La
migstra se ooloco en hislo por 15 min vy sz centrifugs a 4 Krpm
durante 5 min a 47C, Se desecho 2] sobrenadante y la pastilla se
resuspendic 2n 1/15 del volumen original en solucion essteril de

clovurc de calcio S0 mM ¥ Tris-HCL 10 mM pH 2. S colocaron

ur

aliountas de 0.2 ml en tubos preenfriadeos y se almacenaron la
c2lulas de 12-24 hrs a 4"C. A& las celulas obtenidas s= agrego DNA
y la mezela se incubo 2n hielo durante 20 min, despuss de ss5to,
52 sometiseron a un chogus termico (2 min a 427C) y s=e les agrego
1 ml de LE a2 cada uno de los tubos, los cuales se incubaron a
37", durante 30 min sin agitar. Despues de este tiampo, las

celulas se sspatularon en medios de cultivo Mac Conkey galactoss

amp vy s2 incubaron a 42°C.



+
CRECIMIENTD DE CEPAS rec A EN FRETENCIA DE NITROFURANTOINA,

o
it

crecieron mediants replica o bien mediante sstria las
colonias bacterianas 3 las cuales se les gueria analizar el

genotipo rec A_. Estg cracimiento se llevo a cabo en ecajas con
medic LE contznisndo Nitrofurantoina 2 una concentracion de §
ug/ml (o oa la concentracion indicada en cada zuperimento) v oan
medio LE solo. Las bacterias se incubaron a 377C durants una
noches, las colonias gue crecievon en 2l medio con nitrofurantoina

+ . P
fuueron identificadas coms rec A y las gue no lo hici=ron vec & .

TRANSDUCCION GENETICA GENERALIZADA MEDIANTE EL BACTERIGFAGOD Pi.
Esta transduccion ss llevo & cabo utilizando =] bactericfago

Fl olr 100 olm (poses transposon gue confiere resistiencia a

cloramfeniool) v cualquisra de los siguisntes protooolos:

Protocolo I: Se erecio 12 cepa donadora sn medioc LE-cloruro de

caloio SmM, 2 una densidad de 10- celulas /ml. Ze infeeoto ssts
culiive con el bacteriofago F1 a una multiplicidad de infeccion
de 0,01, Z2 agito a 3772 hasta aobssrvar lisis (de 2-32 hrs) y sz
agregaron de 5-10 gotas de cloroformo. Ze centrifugo 21 cultivo
para obtensr la pastilla de oelulas y s litulo 21 sobrenadants
qus contiensg a los bactericfagos transductorss,

Protocols ID: (a) Obtencion de lisocgenas de FPL oa 307C. Estas ss
obtuvierocn goteando 1 bacteriofago F1 sobre un tapiz de la cspa
donadora. Utilizando LE-cloramfenicol {3 una conosntracion por
zaja da 12.5 ug/ml), se crecieron las colonias bacterianas
lisogenas obtenidas 2 307C, se indujo la lisis de la basterias por

2] bacteriofago, incubando a 307C hasta slcanzar una



oy el

congentracion de oelulas de aproximadaments 2 X 10 ¥
posteriormente se cambio la incubacion a 4070 durante 35 min con

busna asreacion. Dsspuss de sste tiempo s inocubo nuevaments lz

3]

Dacteria, a 2770 en agitacion durante [ hr. En este momento s

agrsgon oloraforme (3-10 gotas!) y ose centrifugo el oultive

separandose 21 sobrenadante gue lleva 2l fago.

(b} Transduccion: 22 crecic la cspa veceptora =p 10
ml de medic LB con clorurs de calcio © mM v sulfato de magnesic
=

10 mM, hastz unz concentracion celular de aprodimadamsnte 10

celulas/ml, Se centrifugo 21 cultivo bacteriano y se resuspendic
la pastilla en 10 ml de cloruro de caloio 5 md oy sulfato de
magnesio 10 mM. Se llevaron 3 cabo infecciones por duplicado d=

la siguianie mansra:

b 1 2 3 4 b
cepa recaptora- O.lml G.iml Q.1 ml ——ee—— 0.1 ml
L aatharremern G.iml O.lml 0.0l 0.1 ml —-—e——
de una dilucion:
5 0.l .01 0,001 —swu—e

Se incubo durante 20 min a 3770 sin agitacion, s& agrsgaron
a cada tubo 0.2 ml de citrate de sodic 1 M, 32 vacio con agar
siyave inmediataments a cajas con medio selectivo v se inoubo &

4270 durants 24-48 hrs.



REZULTADODE,

Oebido a nusgstro interss por identificar y caracterizar
factores bacterianos gue participen en la terminacion de la
transoripoion en 2l sitio 141, se descidic aislar muetantss
bacterianas deficientes en promover esta funcicon. Como primsy
paso e r=allizo una caracterizacion general de las ceps: a

ytilizar.,

I.leterminacion del genotipo y fenotipo de las cepas utilizadas
para 2l aislamients de mutantes deficientes en terminacion ds la
transcripoion .

Fravio al alslamisnto de laz cepas bacterianas mutantes, =1
primer pasc de este trabajo consistio #n corroborar las
caracteristicas geneticas de las cepas de Escherithia coli a

v de las condicionsgs qus

(1]

utilizar asi oomo 2l sstablecimient
permitisran observar 21 proceso de terminacion transcripeoional 2n
2l gitio ¢I. En los resultados presentados en la tabla 1 ose
observa gque algunas de las cepas probadas son capaces de utilizar
Galactosa (colonias rojas:R), misntras gus otras son incapacss ds
metabolizar este azucar (colonias blancas:Bl. Los resultades
ohtenidos estan de acuerdo con lo esperads: cuandeo 21 plasmido

53 =21

m

pEGI20¢ prasenta la region I del fago lambda, no sz supr
gene gal K debido a gus ocurre terminacion trapscoripocional 20 21
zitio tI (oolonias blancas). En ausencia del terminador tI, =1

gzne gal K del plasmido s= eypress obteniendoss oolonias rojas an

2l medio Mac Conkey-galactosa., Tambien pusde obssrvarss gue en 21



+ -
caso de la cepa SA1%42 vrec A gal K gue contiene 21 plasmideo

pEGIZ00LT s obtiensn colonias blancas 2 tempsraturas altas, sin
ambargo, siempre aparefe un fondo de colonias rojas, gus
posiblemente se generan por una rscombinacion mediada por rec A
entrz 21 genoma bacterianc y 21 plasmido pKGLE0QLI, Por esta

razon, s2 decidio utilizar en 1o sucssivio a la oepa SA1P42 gal K
re2 A como progenitora para la cbiencion de mutantes bacterianas
deficientes 2n terminacion (solonias rogas en medio Mac
Conkey-galactosa ). Asi mismo, s2 decidio trabajar a la
temperatura de 4277, ya gus 25 la condicion adecuads para =1
gfecto de terminacion de la transeripcion en 2l sitio tl.

For lo gus respecta al analisis del fenoctipo producids por
la mutacion reo A, se wutilizaron el bactericfago 12IBS7 coma
control vy 21 fago lgalf bioll cuyo crecimizsnis ofurrs #n o02pas

- =
ree A ¥y no oen oepas rec A . El fago lgalf bioll tiens sustituida
la region b2 por =21 operon bacteriano gal vy los genes int, xis,
rad v ogam por los genes bactsrianos del apsron bio, sstos altimos
50N n2csEsarios para gue 21 fago ore2Ica en oBpas rec A-. Fara =1

o =
genotipo rec A tambien se obtuvieron los resultados szsperados.

Asi mismz =2n la cepa SA194% gal K onus A pEGLIZO0LT no
sodrrio terminacion de la transcripcion posiblemente debido a gus
la proteina Nus A osta mutada y se ha reportado gus s2sta pusds
actuar como factor de ferminacion transcripeoiconal (19, 31), por
1o tantz, s2 obtiensn colonias rojas a 42°C aungue & 23770 &=
obiignen algunas colonias blancas;y esto puede debersz 2 la

srmosensibilida e 1z mutacion nus ) observandoss mejor
t bilidad des 1 t Al (135 bsevvandoss

2]l afecto de 1la mutacion a 407C.



L2pa Cracimiento an b
= Mac £ + ampicilina

SA1947% gal K Flasmidn 247 I 424z YolEm7 igal@biotl

FEC A - -
+

red A + -
+

ren A pEGLE00 F R R & +
+

reo A phE1B00LT R RE RE + +

res A pHG1a00t] E E E + el

nus &1 pEG1200 R F R

nus &l pRGISOOLT R RE RE

Tabla 1. CARACTERIZACION DE CEPAS DE E. coli UTILIZADAS
+ oarecimisnic
- ausEncia dé cracimignto
# crecimients durants 20 hrs
R colonias rojas
E colonias Glancas

RE colonias rojas vy blancas.



Cian los 2xpsrimentos hasta agqui descritos, se establecieron
las condiciones para distinguiv con facilidad la terminacion de

la transeripoion 2n 2l sistema utilizado 2n este trabajo, La

o

temperatura 2legida fue de 427C, y un pericdo de incubacion de 1

a 20 hrs y 2n lz c2pa rec A .

II Alslamiento de mutantes deficientes en terminacion (dat).

Con o2l objeto de aislar las mutantes bacterianas deficisntes
en terminacion, se mutagenizaron independientemente, incculos de
la cepa SA1943 ran A“ pRG120O0L] contenidos en sisgte tubos. Ss uso
un tubo ocontrol contendends inooulo ds ossta cspa sin mutagenizar.
La mutagenesic z=2 llevo a cabo wtilizando nitrosoguanidina de
acterdo al metodo desorito en matevialss vy metodos.

Los candidatos mutantes se detectaron como colonias rojas en
el medic Mac Conkev-galactiosa (Mac C), e=sta coloracion 3= obssrva
debido a gue la cepa 25 capazr de metabolizar la galactosa

2n =21 medic. Esta capacidad. como ss demusstra mas

i

pPresent
adelante, se debe a la ausencia de terminacion =n 2] sitic tI,
con 1s cons2cusnte sxpresion del gens gal K,

La 2ficiencia de ocbtencion de mutantes sz presenta en la
tablz 2, eon donde s2 observa que la aparicion de mutantes se ove
aumantada alrededor de 70 veces. La diferencia entre las
frecusncias de aparicion de colonias rojas nos permitio conclulr
qu2 21 proceso de mutagenesis funcionoc. Cabe hacer notar gue las
bacterias sobrevivientess al tratamiento mutagenioo fusron

crecidas durantes una noche v posteriocrmente fueron cuantificadas.



SAL943 reo A pKGIE00LI

Forcentaje de
Tubo No.- { t

a
rajas (mitantss)

1 0.4
2 0.3
4 Coe
3 G4
& 1.9
7 0.7

control sin mutageno 0,401

Tabla 2.

EFICIENCIA DE OBTENCION DE MUTANTES CAPACES DE

METAEDLIZAR GALACTOZA. La cepa ZA1743 rec A_ pEG1E00LT
fue mutagenizada cop nitrosoguanidina (2.5 mg/mll. La
selecoion de mutantses sz llevo a cabo en medic de
oultivo Mac Conkey-galactoss a 4270 despues de permitir

2] crecimisnto por 18 hrs.



tebido 3 gue utlizando 21 procedimiento antericr tambien es
posible aiglar mutantss en el plasmide gue produzcan un fenotipo
+
Gal , consideramos adecuado mutagenizar a la cepa SAIPEAE rec A

gal ¥ {utilizando nitrosoguanidinad y posteriorments transformar

ezla oopa con 2! plasmido pKG1200t1, Debido 3 gqus la oepa no

th

llevaba =1 plasmido pHGIE00OtY 31 sor mutagenizada, z2 2liminaba

la posibilidad de que alguna mutacion en =1 plasmido produjera &l
: +

fenotipoc buscado (oolonias rojas: Gal ). Despuss de transformar

con gl plasmido pEGIZ200tT silvestre 3 las bacterias

mutagenizadas, solc uno de los transformantes aislados produjc

colenias rojas (R en medio Mac Conkey-galactosa a3 4290 despues

dz 12 hrs de incubarcion. & sste candidato mutante sz le denoming

]

)

=1

II] Caracterizacion de los Candidatos Deficientss en Terminacion.

4. lna vez aislados siete grupos de mutantes indepandizntas

+

(fenotipo Gal ), se procedio a caracterizarlos geneticamente con
raspecto 3 los marcadores: veo y nus. Fara lograr sste objetivo
se utilizaron los bacteriofagos I0IBS7, lNﬂ, lgalSbiall, IninS.
El bactericfage 121837 se utilizo como control de crecimiento de

un bacteriofago silvestre, produce placas claras sobre un tapiz

de bacterias 3 427C ¥y no orece en cepas nus A res A L El

-5k

barteriofago IN , presenta una mutacion an el gene que codifica
para la proteina N (proteina antiterminadorsl, de manera gue no

requiers 3 Nus A para la funcion de antiterminacion, crece an
+

cepas tanto nus A come nus A (Sosa y Vaca., ocom. pers.). For lo



que respecta 3l fago lhioclloal? como ys se menciono,

no crece 2n cepas vac A (32 y 59 ). El bactericfaga

IlninS créce 2n c2pas nus & , ya gue =ste fago presenta una
delecion entre los genes F oy B que e=limina terminadoras d= la
transeripoion, haciendoss su desarrollo independiente de las
proteinas Nus 4 vy B (27).

En la tabla 3 se presentan los resultados cbtenideos al
analizar =l desarrollo de los fagos sefalados =n los siste grupos
de mutantss aisladas. Pov los resultados obtenidos, las mutantes
priobadas sz pusden olasificar en tres grupos:

i

(A) Los candidatos 1, 2, 4, 5y £ pressntan un genotipor nus

+

rez A . (B) Candidatos 7 (7-1 v 7-5) ¥ 2 presentan un genotipo:

~y ot

nus . (2} Los candidatos del grupo (7-2, 7-3, 7-4 y 7=£)
+ —
presentan un genctipo nus o rao A

Cabe sefalar gus en algunos grupos se reviriio =21 genotipo

F2c A, ya gue se partio de una cepa rec A . Los candidatos nus
rec A resultaron ser muy interesantes debido a su potencialidad
para identificar nusvos factores qus participen 2n la funcion de
tI. Ya que los candidatos praviamentz mencicnados fueran
chtenidos por mutagenssis tanto del genoma bacteriano como del
plasmido, fug necesario poder discernir entre 2l hecho de gues la
mitacion s 2ncontrara 2n 21 plasmido {originandose exprasion d=2
gal K vy por lo tanto la obtencion de colonias rojas? o bien en el
genoma d2 12 bacteria {(conduciendo tambien = la euxpresion del
gene gal K y produciendo colonias rojas). Ze procedio a

seleccionar de entre todos los grupos a tres candidatos que

representan los tres genotipos obtenidos vy democstrar que en cada



e
Candidatos 1 TR57 1N lgal@biall Inin3 gennotipo
ZA1943 =

e |

- +
i-1 a8l =5 + 4 + # s rac A

4 -
2-1 al 3-4 4 + 4 + nus rec A

- B
4-1 al 4-19 - + + + nus  res A

+ +
a1 A1 5-4 + + # ¥ nis reac A

+ +
£-1 31 £-2 + + +# + nus  rec A
=1 » =3 e + = + nus

+ -—
7= 73 ¥ + = + nus  rec 4
7-4 y T-¢&
g~ a1 8-=3 = + " + nus

Controles

[ =Tal - -
phG1S00t]

-
rize A
pKGIE00t T + + + +
nL4s A* + + +
pEG1200¢] =

Tabla 2. CARACTERIZACION DE LOS CANDIDATOS MUTANTES CON RESFECTO
& LS FENOTIPOE Mus YV Rec Al Los fagos lambdoides 121257, 1IN,
lgal8binll v lninS fueron crecidos por gota sobre las cepas

SA1P4L phkGLa00t] previaments seleccionadas asi coms sobre las

eepas controles. La temperatura de incibacion fue de 4293,



+
una de 2llzas 1z alteracion responsable del fenotipo Gal s

11t

localizara en 2] genoma bacteriano. Los candidatos gel2ecionados
- 4 +

fueron los siguientes: 3-1 nus vec A , 7-1 nus , 7-4 nus rec A,
A los candidatos seleccionados s= lesz slimino 1 plasmido

pEGLIBOOLT mediants 2l protocolo de "curacion" de plasmidos
descrito por Miller {(seccion de material y metodos), Se llevo a
cabo este tipo de gxperimentos como ya s2 menciong, con 2l ohjets
de localizar la mutacion en 21 plasmido o 2n 21 g2noma de la

bacteria. En 2] caso de gque la mutacion s2 snoontrara on el

plasmido, s2 obtendrian colonias blancas en 21 medic Maec

(2]
pors

Conkey—galactosa ya gque al terminador tI estaria funcionando.
la mutacion se encontrara en =l genoma bacteriano, resultarian
cilonias rojas. En la tabla 4 se presenta la caractierizacion de
los candidatos det curados del plasmido pEGLEQOLI. La prusba para
sintesis de E-lactamasa e llevo a cabo mediante la replica ds
las colonias problsma 2n medic de cultive con v sin ampicilinag

%2 seleccionaron las colonias curadas debido a que no orecen en
2l medic de cultivo con 2l antibiotico vy se analizo su capacidad
para sintetizar B-lactamasa zsi como su fenotipo 2n medio Maso
Conkey-galactosa. Los resultados obtenidos musstran gue 1z
caloracion raoja 2n 21 medio Mac Conkey—-galactosa depende de la
presancia del plasmido pEGLE0OOtI, caracteristica esperada para =21
tipo de motantse gue se desean aislar. Despues de esta "ouwracion”
y d2 analizar =21 fenotipo de los candidatos se transformaron
gstogs con 2] plasmido pKGLS00LI silvestre, o sea, no somsbtido a

13 aceion del mutageno vy su caracterizacion =2sta 2n la fig. 1.



Candidates

Naranja de Acridina

&
uasml B~lactamasa Coloracion

2n medio
Mac Conkey
galactosa

£
=1 nus re2c A 25 E.
+
75 nus rec A 20 E
7=1 nus rec A o0 B

Tabla 4. CARACTERIZACION DE LOS CANDIDATOS det CURADOS DEL

FLASGMIDO pRG12CQOLT,

# Conpcentracion de Naranja de

Acridina a la cual fue posible curar 21 plasmido

pEGLa00tI. Para la prusba de la B-lactamasa =1 signo -
significa que no s2 detecto 21 plasmido. La incubacion
media de oultivo Mac Conkey-galactosa pars detsrminar 21
fenotipo Gal se llevo a cabo a 427C durante 18 hrs.

E reprzsenta oolonias blancas.

]



Fravio a 1a transformacion de los candidatos det 3-1, 7-4 v
7-1 curados, 32 aislo 21 plasmido pEGIROOtI v s2 sometio 3
elzctroforesis en gel de agarosa junto con otros plasmidos (ver
fig .1}, Do 12 observacion de la fig. 1 se =liginc el plasmideo
pRGIZO0tT del carril 35, va gque este, presenio una definicion de
bandao adecuada,

En la tabla 5 se muestran los resultados chtenidos despues
de transformar a los candidatos 2-1, 7-4 y 7-1 con 21 plasmido

pEGIZ00tI. Los resultados cbtenidos permiten concluir gque la

1L
Ty

mitacion responsable del fenotipo de utilizacion de Galaciosa,

dacir, ausencia de terminacion 2n tl con la consecuentez exprasion
del gane gal K, $2 encusntra en el genoma bacterianc.

For otra parte s analizaron nuevaments los fenotipos MNus ¥
Rec A de 1los candidatos mutantes, curados y transformados con sl
chjeto de comprobar gue siguieran conservando 21 fenotipo
anteriorment: determinade despuss de la seris de manipulacionss

gue s2 llevaron 2 cabo. En este sxeperiments, se analizo
t
adicionalmente 21 desarvraollo del fago IN nut L 21 cual no craee
puzliusivamente en una cepa rec A debido 2 ques no se expresan los
=
gengs red y gam de lambda, Este fago 1IN nut L =23 impovtante ya
gque permite diferenciar las cepas nus , con respecto al marcador
+ ——
genetico rec A o rec A . Los resultados de sste experimento o=

[
1l

antan en la tabla &. Estos resultados confirman los

[£1]

pra
anteriores, En la tabla 4 se incluys al candidato 2-1.

For otra parte debido a que 2l plasmido pHGLIEOOET no s2 curo
facilmente tanto de los candidatos mutantss como de los controles

s2 procedio a2 realizay la curacion de los plasmidos incrementando






Candidatos Coloracicon de colonias
SA1943 gal K pEGLS00L] bacterianas en medic Mac Sopkey
galactcsa,

3=1 =
7= R
e =

Captyrol B
reg A

Tabla 5 . TRANSFORMACION DE LOS CANDIDATOS det CON EL PLASMIDO
pEGLIB0GtI. Los candidatos 2-1, 7-4 ¥y 7-1 fueron transformados oon
21 plasmide FEGI200tI. R representa colonias con coloracion roja
y B colonias blancas. Lz incubacion s2 llevo i cabe en madio ds

cultiyvo Mac Conkey~galactosa con ampicilina durante 12 hrs a 3270



Candidato  _ #
TA174% gal K 11257  lgalZbinll IN nut L 1IN FENOTIFO

+ 4
e % + + +  Nus FRec A
+ -
7-& + = - + Nus Rez &
¥ +
2-1 i + + +  Nus Rec A
- +
res A& nus A - - = -
e A nus A = = - +

Tabla & . FENOTIPO Mus Y Rec A DE LUS CANDIDATOS det CURADDE Y
TRANSFORMADDS, El signo + significa orecimisnto del bacteriaofago

y 21 sidno — significa ausencia de crecimiento des =2ste,



13 concentracion de naranja de acridinag. asi como 21 tismpn de

nto se llevo a

1]

incubacion de esta substancia. En =2ste eupsrim
2abo la curacion d2l plasmide pBRIZZ para sstablecer una
comparasion con la frecuencia de curacion del elasmido pHGISO0LI,
Tambien s prosedic 3 curar nusvaments 2 los candidatos
transformados con 21 plasmido silvestrs (no mutagenizadeo) ¥
candidatos nusvos correspondisentss a grupos diferentes: 7-% nus

reo Ay 7-5, B-1 vy &B~Z nus  rec A . Los resultados obtenidos en

"
i

ste experimento se muestran 2n la tabla 7. En =2:sta tabla ss
pusden observar paguenas difersncias en la eficisncia de curacion
de las cepas gue contienegn diferentes plasmidos, asi mismo fue
posibls obtensr curados los candidatosz 7-5 ¢ 8-1: nus  rec A .
Estos candidatos se transformarcon con el plasmido pHGI200t]
silvestre para deterninar, como en los casos anteriorss, si la
mutacion se sncontraba en el genoma bacteriano o 2n 21 plasmido.
Zin e2mbargo, =21 candidato 7-5 fue incapar de crecer despuss de
fhaber sido transformado. El candidato 2-1 transformadeo con 21
plasmide pEGI200LT fus analizado para su capacidad de metabelizar
Galaciosa. Como se2 puede observar en la tabla 2, aste candidato
prioducs colonias rojas en medio Mac Conkesy~galactoss, por lo
tanto, la mutacion estudiada se e2ncuentra on el genoma de la

bacteriz como se determing para las mutantss previamsnte

caracterizadas.,



Candidatos Concentracion de E~lactamasa Fenotipo Frecuencia de

341942 _  naranja de acridina Gal  curacion
gal K ug/ml

-2
7-1 50 - E 4,4 % 10
-1 S0 = E .04 X 10
=4 a0 - E .04 % 10
73 75 = i 1 colonia
21 &0 T B 2.2 0¥ 10

-3
pBR322 50 = B 7.85 u 10
PKGLEOOLT 79 - B 2 colonias
rec A -2
pkizlE00tl 75 = E 2 X 10

Tablz 7. CURACION DE FPLASMIDOS CON NARANJS DE ACRITINA. Para
llevar a cabo la curacion de los plasmidos, se utilizaron tizmpos
de incubacion con naranja de acridina ds 42 hrs pars todas las
cepas @xcepto candidato 2-1 en donde 1a incubacion se llevo a
cabo durante 72 hrs. En la prusbs de la B-lactamass 21 signo -
implica gque no se detecto resistencia a ampicilina conferida por
gl plasmido. La incubacion en mediso de cultivo Mao Conkey-

T

galactosa para determinar 21 fenotipo Gal, sz llevo a3 cabo 4370

durants 18 hrs., La E repressenta oolonias blancas.



Candidato Coloracion en mediac
Mac Conkey-galactosa
ampicilina

B=1.0t1) R

ZA1943 rac A G

Tabla 2. TRAMSFORMACION DEL CANDIDATO 2-1 CON EL PLASMIDO
PEG1200tT. Fenotipo del candidato 8-1 transformads con el
plasmido pEGI200tI. La incubacion se realizo durante 18 hrs a

4z%7: R ecolonias rojas, B oolonias blancas.



(&) Determinacion del fenotipo Reo A utilizando nitrofurantcina.
Lios candidatos mulantss transformados oon 21 plasmido

pRG1IZ00LT se sometieron La accion del antibiotico

i

nitrofurantoina con 2l fin des determinar &1 gesnociipo rec A con

2ste antibiotico. La nitrofurantoina permite 21 crecimisnto de
+

c2pas rec & , mizntras gue inhibe el desarrollo de las cepas

rez A (22), En la tabla 9 y 1O se prasentan los resultados

obtenidos pars los candidatos transformados con 21 plasmido tl

gilvestire, Ze utilizaron ires concentracionas de nitrofurantoina

CL
13

con o2l fim detsrminar la mas adscuada. En 12 tabla 10 s=
presentan los resultados obtenidos en 21 eupsrimento en donds se
somet igron 3 la ascion de la nitrofurantoina los candidatol
muitantes aislados criginalmente, los gque fusran curadeos y
transformados otra vez con el plasmido silvestrs, con 21 objsto
de determinar su fenotipo Rec A utilizando nitrofurantoina,

Oz los vesultados mostrados en la tabla 10 s2 confirma que
21 fenotipo Rec A& s2 conserva en los candidatos despuss de los
tratamientos realizados. En sste gxperimento no fus posibls
determinar 21 fenotipo de la cepa 7-1(tra), puatericrmenge 52
presanta el resultado correspondients a esta cepa.

El fenotipo Reo A obtenideo utilizando nitrofurantoina fus
confirmado por 2xperimentos de desarvollo de bactsriofagos,
asi mismo, se analizo 21 fenotipo ﬁus de la serie de bacterias
cbtenidas. En la tablzs 11 se presentan los resultados d=l
experimento. En este spperimento se presentan los tres tipos de
candidatos {(originales, curados y transformades). Los fagos

lambdoides utilizados son los mismos gque seo describen 2n 21 teuto



Candidato Concentracion de Nitrofurantoina (ug/ml)

(pRG12001I) 150 &5 180
3"'1 + T +=
L PO | + R +
74 - - -
a=1 = -

i
ZAL943 rac A o+ + +
SAL942 rec A - - -

Tabla ? . DETERMINACION DEL FENOTIFO Rec A UTILIZANDO

NITOFURANTOINA, Se dusaron diferentses concentracionegs

Il

de nitrofurantoina para znalizar 21 fenotipo Rec AL EL
2uperimento sz realizo utilizando los candidatos transformadeos
con 2 plasmido pEGLSOOtIL El signo + significa crecimiento, 21

zigno — significa aussnecia de crecimiento. La temperatura ds

incubacion fue de Z77C 2n la obscuridad.



iZandidatao ariginal curada transformado
Eori) {our) (v

a=1 + + =
7=4 - = %
21 - - -
y 201 x ~ no determinade
2-1 + (A& esste candidato no fus necgsario
+ curarlod
SA1PEZ rec A +
SA1P4E rec A s

Tabla 10 . CARACTERIZACION DEL FENOTIPO Rec A UTILIZANDO

NITROFURAMTOINA. La concentracion de nitrofurantoina en

stz

41

superimento fus de 180 ug/ml. En e2sie 2ypsrimento sg compars =21
comportamiznto de los mutantes originales, curados y

transformados con 2] plasmidotl silvestrs,



de la tabla Z y de la tabla 4. los r=sultados obtenidos on este
experimentc muestran gqus todas las bacterias analizadas conssrvan
sus fenotipos Rec A y Nus determinados originalmente en las

mitantes,

(E) Analisis del 2fecto de la rifampicina saobra 21 orecimiento de
las mutantes aisladas,

Otro paso en la caracterizacion de las mutantes aisladas fus
1z determinacion ds su resistenciaz a rifampicina. Los candidatos
mutantes se sometieron 2 la accion de este antiblotico con la
idea de saber si alguna de las bactsrias aisladss pressntaba uns
ENA-polimerasa alterada. Los resultados obtenidos en este
experimento s2 musstran 2n la tabla 12 =n donde sz utilizaron

tres coneentraciones difsrentes de vifampicina [(29). El candidato

L}

=1 25 resisiente a4 las tres concentracionss de rifampicins,

[

sugivisndo 2sto que presenta una alteracion 2n la RNA-polimerasa,
mizntras que en 2] caso del candidato 7-4 z= inhibe su
cracimiento soiamente a 100 ug/ml del antibiotica. Los demas
candidatzs sz comportan como la bacteriz progenitora; su
oracimiento es sansible a este antibioiico. Con 2] trabajo
supzrimental desarrollado hasta sste punto, fus posible contar
con un grupo de mutantes posiblemente altsradas 2n terminacion de
la transeripoicn asi coms oon upa caracterizacion parcial ds
2llas, Entrg la informacion obtsnida, se pusde mencicnar gque g2
localizaron las mutaciones e2n el genoma bacteriang, se delerming
gl fenotipo Mus y Rec A mediantes =21 desarrolle de bacteriofagos

y la utilizacion d2 nitrofurantoinag vy se analizo la zensibilidad

de las cepas mutantes a la rifampicina. Como siguisnte paso, 52



% ®
IN IN nut L lg

Candidato 121857 alPbinll Genotipa
2=1 ori - : & +
- +
3=1 our * ¥ + + nus  rec A
3=1 tra + F ¥ 3
= o + + 7 -
+

T=é =y - - - - nus  Fac A
74 tra + o+ - -
H-1 i - + - -
g-1 eur E + = - nus rec A
g2-1 ira - kS - <
7=1 ori - + = _
I=1. o ™ + = = nus reac A
7=1 tra - + - =
Sl FE - + + +

20 nus A - e + =
e + + + +
SA1942 vz A
pEG1E00Y] + - = =

Tabla 11 . CRECIMIENTD DE BACTERICFAGUES LAMEBUIBES EN LOS
CANDIDATOS MUTANTES, La determinacion de cracimisnto sz realizo
por goteo de los bactericfagos sobre un tapiz de bacterias, la
prusbz s2 incubo a 447C. + significa cre:imientﬁ dezl fago,

-~ ausencia ge crecimiento de este. ori: mutante original, our:

mutante curads y tra: mutantie transformado.



Landidatos Concentracion de rifampicina

0 ug/ml S0 ug/ml 100 ug/ml

-1 g g g

7-1 i - -

7-E + + -

21 + + i~

21 B = -
SA1943 gt o R
PEKG1E00LT

Tabla 12 . SENSIEILIDAD DE LAS MUTANTES d=t A LA RIFAMPICINA.
Las bacterias fusron crecidas en 2 concentracionss diferentes
antibiotico (30 ug/ml, 50 ug/ml y 100 ug/ml).

+ = crecimiento bacteriano

"+* = jphibicion del cracimiento

- = aysencia de orecimientao.

del



plantso la localizacion de alguna de las mutantes en =1

genoma bacteriano.

IV, Localizacion genetice de las mutacionss det.

Comna s2 mencions previaments, 21 siguiente objetivo
consistio 2n localizar la posicion de las mutacionzs obtenidas
dentro del genoma bacteriano. FPara lograr gste chjetivo se

utilizo la transduccion de material genetico ds= las cepas 7-1,

=1, 8-1, 2-1 y 7-#& utilizando 2] bacterinofago Fl.

(&) Construceion de ospas poliadxotrofas gal K (PEGLR0OLTI).
Ze construyeron ofpas poliauxctrofas gal K gque contuvisran
21 plasmido pEGIS0tI con 21 objeto de llevar a cabo la

Immalizacion de las mutantes det aisladas.

La construccion de las cepas de interes ze inicio con las
F
bacterias ABIIS7 F str pro hiszs arg leu lac gal xil mtl
. R = 5 _ z _
thi T& 1 , CABOOO Hfr H sty thi y &03 Hfr C str thi .(Las dos

L]

ltimas oepas fueron construidas para utilizarlas en experimentos
de conjugacion no realizados e2n este trabajol. El primer paso
consistio 2n la determinacicon de algunas de las caractsristicas
gensticas de estas cepas. T2 analizo 21 crecimiento d= las
mutantes ¥y de 1z cepa ARLLIS7 2n medio minimo con =1 fin de
comprobar las auwotrofias de estas. Los resultados obtenidos
permitieron concluir que tanto 2] grupo de las cepas mutantes con
2l cual s2 ha trabajado como la cespa ABL1S7 son ausotrofas

para los aminoacidos de la tabla 14. En la tabla 13 se chservan
los resultados obtenidos 2n relacion a la sensibilidad de las

cepa: analizadas al antibioctico sstreptomicina,



Cepas

2atreptomicina AB1157 CASOOG 4603
ug/ml
29 + - -
S0 + - -
75 + =~ -
100 - - _

Tabla 13. SENSIBILIDAD AL ANTIBIOTICO ESTREPTOMICINA. La
gensibilidad de las cepas ABL137, CAZ000 y AQZ a sstreptomicina

ge determinc utilizando varias concentracionss de =sts

antibiotion, + orecimienta, — ausencia de crecimisnto.



Fara determinar si la cepa AEL1157 presentaba 2] genotipo gal
¥, condizion nesesaria para detactar la no terminacicon de la
transcripoion 2n 21 plasmido pEGIROOY] ~-—-2n 2]l zaso de
transducir las mutacicnes det a esta bacteria-—- z2 procedio a
transformarla con 2l plasmido pEGL200, Las celulas transformantes
que resdltaron presantaron una eolovacion roja en medis medio Mac
Eonéey*galaat&sa, esto indico que efectivaments la ospa ARLISY

ne aal B

i

presentaba 2l genotipo gal K oy ques 13 z2xpresion del g

]

del plasmido pKGLE200 dic como resultado la utilizacion de la
galactoss, los resultados de este experimento s2 presentan =n la
tabla 14.

Debido a que se obtuvieran colonias rojas con 21 plasmida

pEGIE0D, se puede concluir gque lz cepa AB11S7 =5 gal K . Asi

mismo, =n @s3tas cepas tambisn se detsrmino qus la terminacion de

1z trancripeoion fusra deficientes para 21 plasmido pKGIBQOLI.

-

3, gue seran

v

En relacion a las cepas Hfr. CAR00C ¢

ntilizadas posteriormente, fue necesario transducirles =21 gene

gal ¥ . Esto s2 logro por medio de 1a transducion con el

ke

Bactsriofage Fl oy 52 ssleccionaron las ecepas transductantes en
medio de caltiveo Luria con =21 antibiotico tetraciclina, ya gque
aste fago lleva un transposon gus confiegrs resistencia 3 ssts
antibiotics ce2rca del gene gal K.A estas eolonias se les probo su
caloracion en medio Mac Conkey-galactosa despuss de orsosrlas a2
4270 durante 12 hre con 2l objeto de selecciocnar aguellas

transductantes para gal K (oolonias blantas). Los resultados de

2gta transduccion s2 prosentan en la tabla 15,



Cepas Flasmidn Fenotipo Gal
ARBL1ST - g
AB1157 pKG1200 R

5

AB1137  pEG1EQOLI

Tabla 14 . TRANSFORMACION DE LA CEFA ABE1157 CON LGS PLASMIDOS
pEGL1S00 Y pKGI200tI. Determinacion del genotipo gal K oen las
cepas ABL1IS7, AB1157 pEG1200 y ABL11S7 pKG1200tI. La determinacion
de21 fenotipo gal s2 r=alizo como 2n los experimentos anteriorses;
an medio Mac Conkey—galactosa con o sin ampicilina de acuerdo a

la cspa que s2 probo. La temperatura de incubacion fus ds 4270,



Cepas Frocusncia ds
Transduccion

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

=

(50

3. Fl gen2 gal E transducido a las cepas CAZ000 vy 203 provisns

&
dz lz cepa ZA194% gal K . Las celulas transdustantss se
s2leccionaron 2n medio de cultiveo Luria con tetraciclina (12.5
ug/ml). Estas colonias g2 orecigron 2n medio Mae Conkey-galactosa
4 4270 durante 13 hrs v se determino la frecuencia de

transduccion, dividiendo el numero de2 colonias blancas (gal K |

antre 21 numero de colonias totales,



Despuss de haber construids las oespas 403 gal Ky CAROOD
gal H", s2 llevo a cazbho su transformacion con 21 plasmido
pEGLIZ00tI, Estos rasuliados se presentan en la tabla 14, Como
pusde vers2 en losg resultados de la tabla 14, 2n las cspas
construidas funciona =ficisntements 21 tevrminador de la
transcripeion tI, observandose colonias blancas en 21 medin
Maz Conkey-galactosa. Sin embargs, s= pressnta un fondo ds

colonias rojas, esto pusde deberse a gus estas cepas son rac A

pr2sentandoss 21 mismo fenomenc va deecritg para la ospa SALP4Z,

El fenotipo de la nepa 403 gal ¥ transformads ocon el plasmidao

pEGIE00LT fus singular ya gque se2 obtuyisron oolonias blancas con
con un centro pequeno de color rojs. Fara poder efectuar los
axparimentos de mapeo genetico utilizando estas ocepas, eos
nezesaric 2liminar 12 produccion de coloracion roja que 52

obtizne da fondo,

(B} Transduocion de las mutaciones det.

La ecepa polisunotrofa ABLLS7 fue transducida con 21 DNA
proveniente de las mutantses y se analizo la rewversion de alguno
de los marcadores para requearimizsntos nutricionales de 23ta ocepa
Asi oomo 2] fenotipo de terminacion de la transcripcion
deficienta, El bactericfago F1 Ileva a3 cabo transduccion
generalizada movilizands hasta dos minutos del genoma bacterianc
aledafos al marcador genstico selscrionable (29). Esta estratesgia
nos permitivia saber s alauna de las mutacionss det se localiza
alvadedor de dos minutos del marcador zeleccionado.

El primey paso fue obtener los lisados de los candidatos



Cepas Coloracion en medic MacConkey-galactosa

Elanco Rojo
403 gal K I6% 8y,
CABOOC gal Ko 95% =%

Tabls 14 . TRANSFORMACION DE LAS CEFAS 602 gal ¥y CASOQ0 gal ko
CON EL PLASMIDNY pKGIS00tI. En =sta tabla se musstran los
povoentajiss de colonias rojas y blancas respectivamentes,

obtenidas despues de la transformacion con 21 plasmido pHEGISOOLT.



mitantes utilizando 21 bacteriofago F1, Este lisado s chiuvo por
la induccicn de las lisogenas previamente construidas con 2l
metods desorito 2n la seccion de material v metodos. Cabs ssfislar
qus s2 aobtuvieron dos tipos de lisados: (a) lisados de las
mutantes conteniende 21 plasmido pEGI200LI v (B) lisados de las
mutantes curadas del plasmido pEGIE0QLI.

Los lisados gue s2 utilizaron =n los siguisntss sxpsrimentos
fueron los obienidos 3 partir de los candidatos curados, es
decir, los lisados del tipo (b) ya ques los lisados obienidos 2

partir de las cepas gue contenian 21 plasmido podian interferir

L1
(1]

e2n la ssleccion de transductantes det debideo a3l rissgo de gus

1

transdujera =1 gene gal K 2n lugar de la mutacion de interes. Lo

titulos de los lisados obtenidos utilizando Pl fusron los
1G

1
siguientes: del candidato 2-1 7 » 10 . del 3=1 7 » 10, del
10 o e
4 w 10 , del 7-4 2 2w 10 y del 7-1 1 » 100 . El siguiznis paso

iy
)
-

fue transducir a la cepa poliauxotrofa ABLIST pEGLECOLT las
mutaciones det. La ssleccion de las bacterias transductantss

sg llevo a cabo en medio minimo suplementado con lo siguiente:
casaminoacidos, =1 antibiotico ampicilina (50 ug/ml} y oomo
fuente de carbono galactosa. De este modo, se seleccionarian las
bacterias capaces de metabolizar galactosa, es decir, agusllas
gusz presentaran la mutacion det gus permitiera 13 sipresion del
gene gal K contenido 2n 21 plasmido. Las transductantss ARL1S7
pEGLIEOGLT obtenidas se probaron 2n medio Mac Conksy-galactosa con
ampicilina a3 42°C ¥ itodas las oolonias presentaron coloracion

rojda, resultado esperado por 21 metodo de seleccion gque se

11

smplen. En la tabls 17 se2 presentan los rasultados que s



cbtuvizron al probar sstas oolonias transductantss ABLIST
phiG1200t] con respecto a las auxotrofias de la cepa original,
con el objeto de tratar de localizar las mutacionss obtenidas.

Dz los resultados de 1a transduccion de las mutacionss det
anteriormante mencionada y de la tabla 17 se puede concluiv gus
golaments en uno d8 los casos s2 presento cotransduccion entre la
mutacion det y unoc de los marcadores de auvotrofia de la cs=p
AB1157, 12 transduccion eon donde se utilizo ONA del candidato

+
mitants 7-4, El marcador genstico trsonina thr  cotransduisc con

+
1a mutacion det del candidato 7-4 nus rec A vy permitio &1

recimiento de la cepa ABL1ISY.



Medic Selective Origsn de los Lisados:

=1 2=1 T3 -6 E-1
200 - + + 5 i
201 sin thr ~ = - + -
202 sin pro = - - - =
202 sin his - - ~ = =
204 sin arg - - = = -
203 sin le2u = = - = =
206 sin thi - - = - =

Tabla 17 . TRANSDUCCION DE LA CEFA ABLIS7 pKGISOOtI CON LAS
DISTINTAS MUTACIONES det. L3 cepa AEL1ST7 pEGLIS00ET fus
transducida con las mutacicones det de los candidatos 2-1, 2-1,
7-1, 7-é y 8-1, Las bacterias transductantes s= inocularon 2n
medics de cultivo selectivos con los regusrimientos nutricionales
de 1la cspa AEL1E7 excepto el indicads en cads casco. El medio de
oultivo 200 tiens todos los reguerimientos nutricionales de la

capa ARBL11S7. + indica orvecimientn y ~ indica aussncoias dez

pix

crecimignto bacteriano.



DISCUSTON.

En emste trabajo s utilizo 2] terminador transcripeocional I,
con 21 objetoe de identificar factores bacteriannos gue participan
2n la terminacicn transcripoicnal. El terminador I se localiza
en @l genoma del bacteriofago lambda 2n la region denominada sib
y permite terminar =1 mensajes gus proviens del promotor FIL
2xpresandose asi 2l gene int del bacteriofage lambda (24). Este
terminador g¢ ind2psndiente de la proteina Rho (27). En el
plasmido utilizado pEGIECOLI, oste terminador esta precediendo al
gem: gal K, de tal manera gues al haber terminacion
transcriecional no s2 2ypresa este gene, obteniendose colonias

‘
bBlancas 2n el medio indicador.
Aislamiznto deo mutantes det ¥ su caracterizacion.

El sistema utilizads para aislar mutaniss deficientes an
terminacion transcripcional, formado por 2l plasmido pEGISORLEI,
la capa SA1943 gal o y el medio de ecultiveo indicador Mao Conkey
~galactosa, fus adecuado debido 2 gque permites determinar de una
manera sencilla, mediante coloracion de colonias (rojas o
blancas), la oourvencia o ausspoia de terminacion franscripoional
2 oun terminador o 2n un grupo de terminadores dado, Este sistema
tambisn permite cuantificar 21 grado de terminacion, mediante la
cuantificacion de unidades de Gal K (30},

El primer paso e2n este trabajo fus 21 establecimiento de las
condiciones adecuadas para la oblencion de terminacion 2n 21
sitio t1 (formacion de colonias blancas), punto de partida

indispensable para aislar las mutantes del (wer tabla 1),



+
Debido 3 gque oepas rec A gque contsnian 2] plasmido

pEGR1200tT presentaban un fondo de colonias rojas probablements
generadas por recombinacion entre el DNA del plasmido v el genoma

bacteriano, s2 partio de una o2pa rec A vy despus

i

de 1

b

muitagenesis s2 buscaron los candidatos con fenotipo deficiente en
terminacion. Los 2nsayos se realizaron a 427C. desbidoc a que a
a2zta temperatura se obsezrvaba mejor definida la coloracion.

despuss de mutagenizar con

1

Las mutantss aislada
nitrosoguanidina, gque prasentarcn coloracion roja 2n medio Mac
Cankey=galactoss s2 caracterizaron por el criterio de orecimisnto
de bactericfagos lambdoides que definen fenotipos Nus vy Rec A. El
marcador nus se analizo y3 que se ha descorito gue estos looid
astan involucrados 2n la terminacion de la transcripoion (15).
Algunas mutantes s= comportaron como nus_ ¥3 que inhibieron g1
cracimiento del bacteriofago oI237 v permitiereon 2l crecimisnto

=
de fagos IN y lninS {(ver la tabla 2). En la caracterizacion del
marcador nus se utilize la cepa control nus A— sin 2mbargo, otras
mutacicnes nus producen 21 mismo fenotipo gque 2sta mutacion
cuando son caracterizadas con los fagos lambdoides ya desoritos.
For sste mecanismo no 25 posible definiv de gque mutacion nus se
trata, o bien, si sste fepotipo lo produss una mutacion distinta
a las nus ya descritas. Fartiendo de la caracterizacion hecha
con los fagos lambdoides se encontro el siguisnte comportamisnto
para ios candidatos debt: mutantes originales, candidatos curados
{sin plasmido pEGIZ00tI) y candidatos mutantes transformados oon

plasmido pEGI200tI, con respecto al marcador genstico nus: 7-4
+ i + + ¥

nus rec A , S-i'nus rFec A, 3~1 nus rec A, 2-1 nus vac A ¥y 7-1



s raz A (ver tablas 2,4,% y 110,
[z la informacicon agui recabada resultan particularments
interesantes los candidatos 7-4, 3-1 y 2-1 los cualss s=

+
comportan como nus ; ¥a que en =2stos casos las bactarias
pr=sentan alguna mutacion distinta dz los looi nus que determinz
2] fenotipc de deficiencia en terminacicon. Tambiegn resultan
interssantes los candidatos 2-1 y 7-1 los ocuales se comporian

como nus . Una caracterizacion ulterior nos diria 51 s2 trata de

u

mutaciones nus ya descritas (21), o biszn distintas,

For otro lado, se demostro gue las mutacionss det s=2
ancontraban en 21 genoma bacteriano descartande la posibilidad d=
qug z2 localizaran en 21 plasmido o gus fuera un efecto gue
involucrara tanto al genoma bacterians como al plasmido. Los
candidatog 3-1, 7-&, 3-1 y 7-1 obtenidos por previa mutagenesis
de la cepa SAL194Z (phHGI200t1) fueron tratados para eliminar =1
plasmido vy posteriormente s2 transformaron con 2l plasmido
silvestre (sin mutagenizar), observandoss que conservaban el
fenotipo mutante (ver tablas T y &).

Cabe sefialar gue la curacion del plasmido pEGIR0O0LL tanto sn
las cepas mutantes como an las silvestres no fue sencilia,
contrariaments a 1o que suzle gecurrir oon otros plasmidos los que
en algunos casos pusden pardarse hasta espontansamente si no se
someten 3 presion ssglectiva (pov ejemplo; por no agregar =1
antibictico selectivol. Durante el desarrollo de este trabajo, no
s intento determinar la causas de esta "rasistencia' a la
curacion del plasmido en cuestion {ver tabla 7).

O los dos protocolos utilizados para la obtencion ds



mutantes, €1 mayor numsro de candidatos mutantes s2 obtuvo cuando
la gepa SALP43 rec A stilizada, llevaba el plasmido pKGLIZOOLI,
esto sz pudo deber, 2 que 21 plasmido sjercio una prasion
selectiva para el aislamiento de e2ste tipo de mutantess.

£n relacion al marcador vec A, s2 2pcontro gus los
+
.

candidatos mutantes 3=1 y 2-1 presentan un genotipo reo A
mientras gus los candidatos 7-1, 7-4 y 2-1 s2 comportaron como
Fag A_. Este resultado sz observo tanto al utilizar fagos

lambdoides como al utilizar 21 compussto nitrofurantoina. Se
zomstisron a la accion de la nitrofurantoina tanto las cepas
mitantss originales, los candidatos curados (sin plasmido
pG12004TY como los candidatos transformados con 21 plasmido
silvesire (tabla 100,

Con vespecto a los candidatos 2-1 y 2-1 gues sz2 comportan
como rec A s2via posible transducirles la mutacion rac A# de
mansra gus se demusstre si o2l fenotipo Rec & se debe realments a
una modificacion del gene rec A. Esto puede lograrse utilizands
cepas donadoras gue 1leven un transposon que copnfiera resistencia
4 algun antibiotico ¥y gque s2 encuentre junto al gene rec A .

Zz ha deseorito gque 2l antibiotico rifampicina se uns 3 la
BNA polimerasa modificando su actividad (32), mutantes
resistentes a2 la accion de 2ste antibiotico muestran =star

slteradas 2n la subunidad beta (33 o0 2n 21 complejo beta-alfa

=

de la RNA polimerasa (3242, 22 analizo =l comportamisnto de las
mutantes det en presencia de rifampicina con el objeto de obtzner
informasion aseyea de la funcionalidad de la RN& polimerasa .o 5in

ambargo, 21 superimento agui descrito fue preliminar, ya gque



2ria adecuads rezalizar un experimento mas fino gqus consistiris

ur

2n 14 dsterminacion de la cinetica de inhibicion causada por =]

i

antibictico. Sin embargo, s= pudo observar que =1 candidata &-1

23 rasistents al antibictico, sugiriendo gus puesde mostrar una

Lt
L f]

alteracion en la ENA polimerasa. La caracterizacion de una

mitante de este tipo permitira saber 21 papel que Juzga la RNA

i

polimerasa 2n la terminacion de la transcripoion.

En relacion a la localizacion genetica de las mutaciones
det, una primera aprogimacion consistic en cotransducir
laz mutaciones de interes en algunos de los marcadores geneticos
qus pudieran identificarse en la ocepa poliauxetrofa ARBLLEY
pEGIEO0LI. Los marcadores geneticos utilicados s¢ encuentran
distribuidos uniformements a2 lo largo del genoma bacteriano, sin
embargn, la posible localizacion de la mutacion det sstaba
supaditada a la proximidad de dos mindtos con los marcadorss
gensticos,

Los resultados mostraron gue para 2l candidato 7-4 la
mitacion det cotransducia con sl marecador thr (biosintesis ds
treoninal, lo cual nos indica que la mutacion se localiza =20 los
dos minutos aledafios al gene thr. La ecotransduccion de lz
mutacion se detscto por la selectividad del medio de cultive
utilizado y por la ooloracion en medic Mac Conkzy-galaciosa tver
tabla 17). La cepa ARBLLIS7 == thr-, y no obstants qus su
fanotipo puede estar dado por mutaciones gque afactsn a los tRNA

.
n el

i

thr, 1o mas probable =25 que 13 c=pa ABLLIS7 =3tes mutads

operon de biosintesis de treonina 2] rcual g8 localiza en ol

minuto cero del genoma de E. ooli (25). Esta dificultad pusd



superada por madio de lransduccicongs can el bactericfagn PL. &0 Y

¢

gus hay o=reca de thr (nin 02 gue pusda ser cotransducido por

10
»

bacteriofago F1 7 de los genss que s han descorits gue se
enzuentran cercanos al gens thr (min Q) results interssante =1
ganeg sfr A va gus s2 ha encontrado gque codifica para un factor de
regulacion de lz transcripoion, aungue no ha sido totalments
aclarado su mecanismo de ascion (23). Loz resultados de la tabla
17 tambien mostraron gus para los candidatos mutantss 3-1, 2-1,

7-1 y -1 no g2 encontro la cotransduccion de las mutacionss det
oon los marcadores nutricionales de 1z cepa ABLLSY pHGLIEZ00 11,

Otra alternativa para la localizacion genetica de las
mutaciones det, es 21 uso de un banco ds genss de E. coli
silvestrae, cuyo vehiculo es sl fago lambda, de =2sta mansra g2
pusden utilizar estos fagos para analizar la reversion de
mutacicones aledafias a la mutacion gue s2 pratende mapear vy cuyas
posicionzs s2an conosidas, detectando al mismo tiempo la
reversion de la mutacion det, For otra parte, tambien ez util =21
banoo d= genes de E. ooli silvestre porgus sz opodria obtener a2l
fragmento de DN& gue codifica para 21 producto cuyo afzoto se
estudia y asi poder clonarlo 2n vehiculos apropiados para
gupresarlo, [ esta forma, se podrian resalizar diversos
guparimentos entre los gue s2 incluys la caracterizacion
bioquimica vy expsrimentos de transcripeion in vitro de los
factores identificados.

En otra line=a de eyperimentos y continuando con la
caracterizacion de e2stas mutantes s2 podria analizar =1

efacto de las mutantes aisladas an permitivr 21 funcicpamisnio ds



divesrsos terminadorss transcripoionales, =25 decir, tanic

dependientes como independisntes de Rho. For sjemplo tLZ, tLE,

2to., ya s2a 2n 21 sistema multicopia de pHGLE0D, o an sistsmas
da copia unica como las fusiones de bactericfagos lambdoides que
1levan los genss gal K o lac Z 3 las cuales pressden terminadors
de laltranscripeion. Se podria analizar la expresion de tales
genes de2 mamera sencilla y observar 21 efectio de las mutacionss
det an estos sistemas.

Dtro punto interesants seria el analisis del desarrollo del
fago lambda N_ {la proteina N 23 nesceszaria para la
antiterminacion y por end= para el desarrolls del fago!
determinanado su cinetica de crecimisnto sobre las mutantss con
el fin de saber si las mutaciones gstudiadas intsrvienen con la
funcion de N.

Dentro de la caracterizacion de las mutantss det s=aria
interesants secusnciar las mutacionss para conocey 13 alteracion
provocada por 2llas.

En todos los sxperimentos mencionados s2 trataria de
averiguar la espacificidad de los gesnes identificados sobrs
distintos terminadores y determinar si se trata de um m2canismo
genseral o particular de terminacion de transcripoion. Finalments
32 oontaria con informacion sobre el papel gue tignen estos

factores 2n la regulacion de 13 sxpresion genisca.
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