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RESUMEN

Se desarrollaron procedimientos selec-
tivos para obtener mutantes en los cuales estu-
viera aumentada o disminuida la eficiencia con
que el tRNA supresor Sup F~ (t RNA Tyr) corri-
ge mutaciones de terminacidn ennfagos y bacte-

riase,

Un grupo de estos mutantes,; no afecta-
dos en el tRNA supresor, es capaz de modificar
la expresién fenotipica de sup F , algunos de
sus mutantes y la de otros t RNA supresores. Se
discute la posibilidad de que este tipo de mu-
tantes tenga mutaciones en la via de sintesis

de proteinas.

Entre los derivados afectados en el t
RNA supresor, un grupo de mutantes revierte con
alta frecuencia al fenotipo sup F~. Esta fre-
cuencia es superior en 40 a 3,000 veces a la de
aparicidn esponténea del fenotipo sup F~ . Uno
de estos derivados revierte a un fenotipo simi-
lar a sup F~ , pero distinto. La mitad de los
revertantes tienen ademis la capacidad no seleg’
cionada de resiringir algunas lineas del fago
Phi 80. Esta restriccidn no parece relacionada
con mecanismos de "modificacién y restriccidon”
ni con resistencia de membrana. Estos resulta-
dos no pueden ser explicados en base a los me-

. . ) ., .2
canismos conocidos de mutacidon y reversion.



ABSTRAGT

Selective procedures were developed
to obtain mutants with disminished or increased
suppression efficiency of suppressor tRNA sup F~
(t RNA Tyr 1) or his derivatives toward "nonsense"

mutations of bacteria and phage.

A group of the obtained mutants,y not
affected on suppressor itself, were able to modify
phenotypic expression of sup F~ , derivatives of
it and other suppressors tRNA's, The possibility
that these mutants have defects on protein synthe-

sis pathway is discussed.

Among derivatives afected on suppresor
t RNA, a group of mutants revert to sup F~
phenotype with high frecuencies (ranging from 40

to 3,000 times the spontaneous rate of aparition

of this phenotype). One of the above derivatives
revert to a similar phenotype, but distinct to
sup F~ . In a half of this revertants appear the
non selected ability to restrict some lines of
phage Phi 80. This restriction is apparently not
related with "host-controlled variation™ nor
membrane resistence, The above results cannot be
explained in the basis of know mechanisms of

mutation and reversion.
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CAPITULO |

INTRODUGCC I ON

"De 1! incertitude profonde des desseins nalt une

P .
étonnante liberté ds manoeuvre"

Jean Anouilh

"Becket, Acto I[IlI[."

le~ Aspectos generales del estudio de las vias metabdli-

C2Se—

El estudio de las vias metabdlicas puede realizarse
empleando dos metédicas alternativas: la bioqufmica
y la genética molecular. Ambas metddicas, al ser
fundamentalmente distintas en su enfoque, proporcio
nan, en general, aspectos complementarios de la rea
lidad natural. Por esta razdn, adn en el caso de
vias metabdlicas bien caracterizadas bioquimicamsn-
te, es siempre deseable una formulacidn de la vfa
en los términos fenomenoldgicos propios de la gené-

te~-

tica molecular. El propdsito principal de esta
sis fue caracterizar de este modo la via de sintesis
de protefnas. Los principales aspectos tedricos de
este problema serdn analizados en este primer capi-

tuloe

La caracterizacién genética de una

via metabdlica requiere, en primer término, aislar
mutantes afectados en los procesos que la integran.
Estos ‘deben ser seleccionados entre millones de orga
nismos normales respecto a estas funciones, por lo
cual esta tarea requiere el disefio de técnicas de
seleccidn especiales. En algunos casos es posible
dirigir la seleccién hacia la obtencidon de mutacip
nes en reacciones especificas de la via metabdlica,
En otros casos, la seleccidén puede ser dirigida a

la obtencidn de organismos afectados en todas las



reacciones de la via metabdlica.

Algunos ejemplos de la modalidad de
seleccién especifica en la sintesis de protefnas
son el aislamiento de mutantes resistentes a la ac
cién de antibidticos y productos quimicos que afec
tan funciones dnicas de esta vfa, como la transcrip
cién (afectada por rifampicina) y la funcidn ribosa
mal (afectada por estreptomicina, espectinomicina,
dcido fusidico, etc.) El principio selectivo gene-
ral estd representado en la sfntesis protefca, prin
cipalmente por la blsqueda de mutantes termosensi-

bles que no provoquen requerimientos nutricionales.

Las mutaciones termosensibles de es-
te tipo pueden ser causadas por defectos en funcio-
nes vitales como replicacién de DNA , sfntesis de
pared celular, sintesis de protefnas, etc. En conse
cuencia, las mutaciones en la via de nuestro inte-~
rés no son las @nicas obtenibles por este método.El
aspecto genético de la via de la sintesis de protef

nas ha sido revisado en la ref. 1.

El espfiritu general de esta tesis es
el disefio de procedimientos selectivos adecuados a
la bdsqueda de mutantes en los que estd afectada la
interaccién de los componentes de la via de sinte-
sis proteica con un sustrato comdn a todos ellos.
Los métodos selectivos as{ concebidos combinaron
las ventajas principales de los métodos selectivos
especificos (direccibén de la presidn selectiva ha-
cia las reacciones de la via de interés) y de lecs
métodos selectivos generales, (la presidn selectiva
se ejerce indistintamente en todas las reacciones

de la via,

En las secciones siguientes se dis

O
=

tird mds detalladamente el disefio de méiodos sel

m
Io

tivos de la naturaleza indicada,
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r'd . V4 .
2.—- La sintesis de proteinas considerada como una

Id .
via metab8lica.-

La transferencia de informacidn en
rd . . .
la sintesis proteica se esquematiza generalmente

como en la figura l.- (2)

Transcripcidn Traduccién
DNA e — 4 RNA > Proteina

Para nuestros propésitos, la traduc
cibn, o uso de la informacidén contenida en el m
RNA para sintetizar protefnas, serd analizada co
mo una via metabdlica cuyo eficiente funcionamien
to depende de la especificidad de la interaccidn
de sus elementos componentes con un &cido nuclei-

COe

El proceso de traduccidn puede des-
componerse en tres etapas principales:
a) iniciacidn de la cadena polipeptidica,
b) elongacibn, y
c) terminacién de ésta.
Para nuestro andlisis son relevantes las dos (1~
timas etapas. Estas pueden disponerse como se in-
dica en la figura 2.- Dt

LRNA =—

aa t RNA s [Di aa t RNA] ——> E! —T>Protefna

Figura N2 2.-

En la figura 2, D representa el conm
plejo binario Tu = GTP y D' el complejo binario
Tu GTP , E representa el complejo [Ribosoma: mRNA:
peptidil t RNA] El paso de E a E' simboliza la



elongacidén del peptidil tRNA en un aminodcido, pro
ceso que se repite cfclicamente, hasta que el com-
plejo de tipo "E" encuentra en el m RNA una sefal
de terminacién y de la traduccibn, ya sea ésta na-
tural o anormal. En este momento, actlan las fun-
ciones de terminacidn (simbolizadas con la letra F
en la figura 2) liberando el péptido del peptidii
t RNA .

En la figura 2 es posible considerar
la biosfntesis proteica como una secuencia de reac
ciones que utiliza aminoacil tRNA como principal
sustrato, y cuyos productos netos son protefna y
tRNA deacilado. La maquinaria biosintética no cum-
ple una labor esencialmente diferente de la de las
enzimas y cofactores de una vfa metabdlica corrien-
te.

Aunque el aminodcido es la Unica parte
del aminoacil t RNA que se incorpora en las protel
nas, la informacién que permite que éste se ubique
frente a su triplete caracterfstico reside en la
porcién t RNA de la molécula. La dnica reaccidn de
la biosfntesis de protefnas en que la naturaleza
de la cadena lateral aminoacfdica tiene importan-
cia es la de formacidn del aminocacil-t-RNA mismo.
Esta reaccidn, que asegura la especificidad del
proceso total; produce un sustrato, el aminoacil-
t RNA, en el cual la naturaleza de la cadena late-
ral del aminodcido no participa en la especifici-
dad de los pasos siguientes, como se desprende de
la eficiencia con que se incorporan en protefna
aminodcidos unidos a un t RNA no homélogo. (3,4,5,
647)

El problema de obtener mutantes afec-
tados en los elementos D y E de la via, o en even
tuales elementos regulatorios, se reduce a defi-

nir condiciones de crecimiento en que se necesite



mayor o menor cantidad del producto final de 1la
2 r'd . .
via, o sea, proteina. En estas condiciones se
I'd . .

podrian seleccionar variantes que hayan, respec-
tivamente, mejorado o disminufdo la eficiencia
con que algunos de los elementos de la via ine~
teractla con t RNA. La clave de la solucidn de
este problema la dan los "supresores'" de muta-

ciones de terminacidn.

3.- Supresores de mutaciones de terminacidn vy

concepto de "situacidn supresional!,.-

En genética se llama corrientemen-
te "supresora'" a una mutacidén que restaura to-
tal o parcialmente la actividad de un gen ya i-
nactivado por una mutacidén previa, y que apare-
ce en un sitio distinto de ésta. Los supresores
de mutaciones de terminacién, o mis simplemente
"supresores', son un caso particular de este ti-
po general de mutaciones. A continuacidn expli-
caré los rasgos generales de su mecanismo de ac-
cibn.

El cddigo genético contiene tres tri-
pletes llamados "sin sentido", los cuales no co-
difican aminodcidos alguno. Estos son UAG, UAA
y UGA, denominados corrientemente "&mbar", "ocre"
y "8palo" respectivamente., Cuando un triplete
codificador se transforma, por mutacibén, en uno
sin sentido, el mensajero del gen mutado se tra-
duce sélo hasta el triplete sin sentido, pues la
maquinaria biosintética encargada de la traduc-
cibén carece normalmente de t RNA complementario
a dichos tripletes, La consecuencia es la forma-
cién de un péptide mas corto que el normalmente
sintetizado por el gen, y por elloy generalmen-
te no funcional. Por esta causa, las mutaciones
a tripletes "sin sentido" se llaman también "mu-

taciones de terminacidn".



La reversidn Fenotfpica* de estas muta-
ciones puede deberse a una segunda mutacibén en el
gen originalmente mutado, o ben un gen distinto.
Las mutaciones de este Gltimo tipo se llaman "su-
presoras'" y tienen generalmente, como mecanismo
de accidbn, la transformacidén del anticoddén de un
t RNA en otro que es complementario al triplete
"sin sentido". La existencia de este t RNA modi~
ficado permite la sfntesis de un péptido de lon~-
gitud normal y la restauracidn total o parcial de

la actividad del producto génico.

El grado de la restauracidén de esta ac-
tividad, parece depender de los siguientes facto-

res:

a) E1 tipo de aminodcido que cargue el t RNA su-
presor. La actividad espec{fica de la protefna
corregida por el t RNA supresor debe depender de
la adecuacidn del aminodcido introducido a los
requérimientos estructurales y funcionales de la

proiefna.

b) Actividad y especificidad de Aminoacil-t RNA
ligasa. El anticodn cambiado del t RNA supresor
puede modificar la especificidad de la accién de
las ligasas sobre éste. (4, ver nota). Por otra
parte, las mutaciones que modifiquen la especifi-
cidad y actividad de la ligasa homdloga al tRNA
supresor pueden alterar la disponibilidad de la
forma aminoacilada de éste para la sfntesis pro-

teica.

% : Se llama "fenotipo" a toda propiedad del or-
ganismo en estudio que es observable en con-
diciones operacionales definidase El Concep-
to complementario de "genotipo" se refiere
a las caracterfsticas del locus génico res-
ponsable del fenotipo. En general, un mismo
fenotipo puede estar determinado por més de
un genotipo distinto.
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c) El nivel celular de t RNA supresor. La mayorfa
de los supresores conocidos son mutantes de espe-
cies de t RNA que se presentan normalmente en ba-
Jja cantidad (relativamente a la actividad total
aceptora del aminodcido correspondiente). Por e-
lloy el nivel de t RNA supresor parece ser en al
gunos casos un factor limitante en el nivel de

protefna corregida producida por el gen mutante

(6)/

d) Influencia del ribosoma en la actividad in-
tri{nseca del anticodén del t RNA supresor. Po-
siblemente existen mecanismos por medio de los
cuales la maquinaria biosintetizante de protei-
nas puede sdiscriminar entre tRNA cuya dnica di-
ferencia es una base del anticoddn. Por ejemplo,
el cambio del anticoddn de UAG (supresor de "&m-
bar") al anticoddén de UAA (supresor de "ocre")
disminuye drdsticamente la actividad de supre-
sién del t RNA (8,9) esta tésis). Por otra par-
te, el hallazgo de que el t RNA supresor de UGA
estd mutado en un sitio fuera de la regidn del
anticodén (10,11) es una buena evidencia de que
la determinacibn de parte de la especificidad
del apareo entre coddén y anticoddn depende de
factores ajenos a las reglas de Watson y Crick,

Estos factores son probablemente ribosomales (12).

e) Contexto del mensaje genético. Parece exis-
tir un efecto del "entorno" del triplete de
terminacidén en la eficiencia con que t RNAs

determinados corrigen estas mutaciones (13).

f) Factores celulares relacionados con la su-
presién. Se han descrito efectos en la eficien-

cia con que actlan algunos supresores, produci-



~dos por mutaciones en elementos del ribosoma
(14, 15, 16, 17) o en otros no especificados
(18, esta tésis). Los elementos celulares que
tienen potencialmente la capacidad de modifi-
car la actividad de los t RNA supresores incly
yen, ademds de los ribosomales, el factor Tu

y los factores de terminacibn. Posiblemente en
el mecanismo de supresidén por t RNA existe una
competencia, a nivel del triplete de termina-
cibn, entre el t RNA supresor y el mecanismo

normal de terminacidn.

Por las anteriores consideraciones,
el crecimiento de una célula en condiciones que
se requiera supresidn de una mutacidn de termi-
nacién dependerd, en cada caso particular con-
siderado, de la naturaleza de las dos mutacio-
nes en juego, la mutacidn supresible y la supre
sora. Asf, una mutacién de terminacidén que es
bien suprimida al estar en presencia de un su-
presor adecuado, puede ser mal suprimida (o no
suprimida del todo) al ser colocada frente,a un
supresor no adecuado (6, 19, esta tésis). Este
dl1timo a su vez, puede mostrarse como un supre-
sor eficiente frente a una nueva mutacidn de
terminacién., Por otra parte, la interaccidn des
crita puede ser modulada por factores celulares
que incidan en la supresibn. La interaccién
del trfo de factores "mutacién supresible-supre-
sor-factor-celular" determinan, en el organismo
considerado, una situacién Gnica para cada elec
cibén de éste. En lo sucesivo me referiré a esta
situacidén como "situacidn supresional". Opera-
cionalmente es posible distinguir tres situacio
nes supresionales. Una "buena situacidén supre-
sional" caracterizada por un buen crecimiento
del organismo en condiciones que requieran su-

. . . .
presibén; una "mala situacidn supresional', ca-



~racterizada por ausencia de crecimiento en es-:
tas condiciones, y finalmente una o varias si-
tuaciones intermedias. La discriminacidn entre
diferentes situaciones supresionales puede ser

ampliada, como se verd en la seccidn 5.

4.~ Utilizacidn del concepto de "situacidn supresio-

nal!" en la bésqueda de mutantes afectados en la

» . I d
sintesis de Proteinase.~

Como hemos visto en la secd én 2, el
problema de encontrar mutantes en la vi{a de sin-
tesis de protefnas queda-reducido a definir con-
diciones de crecimiento celular en que se necesi
te mds o menos cantidad de alguna protefna. Esto
se puede lograr escogiendo una protefna cuyo gen
esté afectado por una mutacién de terminacidn hy
regulando su supresidn escogiendo supresores ade
cuados. En otras palabras, manipulando adecuada-
mente los factores "t RNA supresor", y "mutacidn
supresible" que determinan la situacidn supresio
nal, debe ser posible determinar una mala (o bue-
na) situacidn supresional en el organismo consi-
derado. De ahf{ debe ser posible derivar situacip
nes supresionales mejoradas (o malas) a través
de nuevas mutaciones en los factores "t RNA su-
presor", "mutacidn supresible" u los "factores
celulares" (no considerados en la determinacidn
de la situacidn supresional original), Por su-
puesto, tedricamente es posible escoper cualquier
combinacidn posible del trfo en la manipulacidn
que conducird a la determinacidn de la situacidn
supresional que servird de partida al procedi-

miento selectivo.

Sin embargo, el enfoque anterior obli-
ga a incluir dentro de los blancos mutacionales

posibles del sistema de seleccién a los elementos



de la via de sintesis del t RNA supresor usando
para definir la situacién supresional as{, el
blanco total del procedimiento de seleccidn ex-
puesto es la via que va desde la transcripcién
del tRNA hasta su utilizacidn (Figa 3), incluyen
do el gen que produce el t RNA,

A B C D
Gen tRNA — tRNA —— tRNA —— aa t RNA

precursor
D!

D £ tRNA F
D: aa tRNA ﬁ

> ———p Proteina

Figo 30"‘

En la Fig. 5 Ay, B y C representan,
respectivamente los pasos de transcripcidn, madu
racién y aminoacilacién del t RNA. Los elementos

D, D'y "E" y F ya se definieron en la seccidn 2.

En es*a tesis se exploraron las dos al
ternativas posibles en el procedimiento de selec
cibén ya expuesto. La seleccibn por mejoramiento
de situacidn supresional, que serd discutida en
el Capftulo [}, se efectud buscando revertantes
protatrofos en una cepa con una mutacién auxo-
tréfica suprimible, y un mal supresor de dicha
mutacién. La seleccidn por decremento de situa-
cidn supresional, que se discutird en el Capfty
lo Ill, consistid en buscar variantes celulares
que restringieran el desarrollo de un fago con
mutaciones supresibles, a partir de una célula
con un buen supresor de las mutaciones de dicho

FagOo

;Qué tipos de mutaciones podemos espe



11s

~rar aislar usando estos procedimientos de selegc
cién? Principalmente mutantes en a) eleméntos reg
gulatorios y estructurales del gen de tRNA (eta-
pa A)s; B) en las funciones determinantes de la

especificidad de reconocimiento de tRNA de los e
lementos ByC,D4E y F. <c) en las funciones deter
minantes de las caracter{sticas cinéticas de in-

teraccidn con tRNA de los eleméntos B,C,D,E y F.

5.~ Generalidades del sistema experimental usado.-

A) TRNA Supresor.- Como tRNA supresor se usd el
alelo sup. F del gen sup F, llamado corrien-
temente Sut [11, Su* 3 o sup. 3. Este corres

ponde a la especie isoaceptora menor del tRNA
tyr, el tRNA tyr | con una mutacién en el an-
ticodén que lo hace complementario al triple-
te UAG (20). Las razones que justifican esta
eleccién residen en el amplio estudio genéti
co y bioquimico de que ha sido objeto esta
regibn genética cuyos principales resultados

describird a continuacidn.

La regidn sup F. contiene dos copias
funcionales y aparentemente idénticas del gen
que codifica la estructura madura del tRNA
tyr . (6,20). Este gen se transcribe en for-
ma de un RNA precursor (21) probablemente co-
min a los dos genes (22). E1 alelo de sup F-
usado a lo largo del trabajo (23), tiene la
mutacidén que d& el cardcter supresor en el
anticodén del primero de los genes repetidos
del tRNA tyr |, contando en el sentido de la
transcripcidn (22,24). La unidad transcripcio
nal definida por el precursos comdn a los dos
genes de t RNA posee probablemente por lo me-

nos tres puntos de iniciacidén de transcripcién

(25)



En el sistema sup F  se han aislado
numerosas mutaciones que afectan la ac-
tividad de este tRNA. Mencionaré especial
mente las mutaciones A 15 y A 31. (26,

fige 42 La nomenclatura para las mutacio-
nes de t RNA indica la base que estd cam-
biada en el mutante, y la posicibén donde

ha ocurrido el cambio, contando desde el
extremo 5! de la secuencia del t RNA maduy
ro). Estas afectan respectivamente, las g
tapas subsecuentes a la unidén con el ribg
soma, y la Kms por la Tirosil- tRNA 1liga-
sa. Ademds, se han estudiado sistemitica-
mente las mutaciones relacionadas con la
especificidad y el sitio de. reconocimiento
de las |aminoacil-tRNA ligasas (4,5,6,
7,26,27), todas ubicadas en el brazo acep-
tor del tRNA (Fig. 4). También se han ais-
lado mutantes en el anticodén del tRNA tyr,
que lo hacen supresor del codon UAA (28,
esta tésis). Las mutaciones anteriormente
descritas han sido aisladas aplicando con-
ceptos selectivos bdsicamente idénticos a
los planteados en las secciones anteriores,
Sin embargo, las técnicas analfticas usadas
estaban disefiadas en general, de modo de dg

tectar solamente los mutantes en el tRNA.

6.~ Técnicas.-
a) Espectro de supresidn:

Como ya se sefiald al final de la sec-
cién 3, en cada combinacidén de los tres ele-
mentos que determinan la situacidén supresio-
nal (supresor, mutacidn, supresible y facto-
res celulares) sblo es posible distinguir tres
grados de la situacidn supresional: buena, ma-

la e intermedia. El rango de discriminacidn
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puede ser ampliado inspeccionando el efecto
de cada pareja "factores celulares~-supresor"
en distintas mutaciones supresibles., El es-
pectro de situaciones supresionales resul-
tante caracterizard en forma (nica cada pa-
reja "factores celulares-supresor" si las my
taciones supresibles son adecuadas, y se prue
ba un ndmero grande de ellas. Una forma ficil
de hacer esto es examinar el crecimiento de
distintos mutantes de terminacién en fagos so
bre la cepa probada. Esta técnica, conocida
usualmente como "espectro de supresidén", per-
mite distinguir inequivocamente entre los dis
tintos tRNA supresores, muchos de los mutan-
tes de un mismo supresor y nuevos supresores
(64 19, 29 y 30 , esta tésis). Las tablas 1

y 2 presentan respectivamente los espectros
de supresién de mutantes UAG del fago lambda
por algunos de los supresores conocidos de
UAG y UAA, y las caracterfsticas principales
de éstos. La Tabla 1 nos muestra que el pa-
trén de crecimiento de fagos es dnico para
cada cepa supresora considerada. Este patrén
dnico puede ser correlacionado con la "efi-
ciencia de supresidn" del supresor. Este pa-
rdmetro se define operacionalmente como el
cuociente entre la produccidén (dependiente

de supresor) de cadenas polipéptidicas en

un gen con una mutacidn de terminacidn, vy

tal produccidn medida en el gen no mutante.

As{, los mutantes de lambda 203, 7 vy
8 permiten ordenar a los supresorss en dos
grupos, al crecer en los supresores de UAG

sup D, sup E, sup F y Sut 6 (de eficisncias

de supresidn entre 20 y 50%), y no crecer en

los supresores de UAA y UAG sup C, sup G vy
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sup B. (de eficiencias de supresién entre 1

y 5%). Los mutantes de lambda 207, 213 y

5 crecen en todos los supresores de las Ta-
blas 1 y 2, (excepto 5 en sup G) hecho que
permite considerar a estos mutantes como un
buen criterio operacional de la presencia de
supresores en una cepae. El crecimiento de los -
mutantes 3, 227, 57, 221, 43 y 216 puede ser
correlacionado con el aminodcido introducido
por el supresor. Asf{, los mutantes 57 y 227
parecen crecer casi Unicamente en supresores
que introducen tirosina. (La excepcidn es am
227, que puede ser corregido también por Su* 6,
que introduce leucina. El caso de sup V se
discutird més adelante). Los mutantes 43, 216,
221 y 3 parecen ser corregidos principalmente
por supresores que introducen glutamina, es

deciry sup E, sup V y sup B. (Las excepciones

son sup B, el cual no corrige a 43 probable-~
mente por la baja eficiencia de supresidn que
parece inherente a los supresores de VAA, vy

sup D, que corrige bien a 3).

El tipo de correlaciones indicado ha
demostrado ser de gran valor predictivo en el
establecimiento del aminodcido introducido por
los mutantes de sup F de "carga equivooadan(6,
24). Sin embargo, estas correlaciones deben es
tablecerse con cautela, debido al insuficiente
conocimiento de los factores que determinan
la situacidn supresional., Por ejemplo, es di-
ficil correlacionar la capacidad de sup V ds
corregir a 227 y 57 con la propiedad de éste
de cargar glutamina. Sin embargo, debo hacer
notar que sup V es un supresor fundamentalmen-
te distinto a los otros presentados en las ta-

blas 1 y 20

15,



En primer lugar, proviene de la mutacién en el an-
ticodén de una especie iscaceptora mayor de tRNA,
lo cual lo hace fisioldgicamente diferente a los
otros supresores de las tablas 1 y 2 (35), que se
guramente provienen de especies isoaceploras/ meno-

res de tRNA. En segundo lugar, el alelo no mutan-

te de sup Vies un tRNA que carga triptofano (4

ver "note added in proof"); y | la mutacién que la

da el carlcter supresor influye también en su es-
pecificidad de carga, haciéndolo cargar glutamina.
Asi, posiblemente su capacidad de corregir a los
mutantes 227 y 57 de lambda podria atribuirse a
la capacidad del tRNA suQ'V% de cargar, errbnea-

mente, también algo de tirosina.

b) Contraseleccién y seleccibdn de supresores.

La mayor parte de la evidencia bio-
quimica y genética existente acerca de la regidn
sup F proviene del estudio de derivados del fago
Phi 80 que llevan esta regidn genética en su cro
mosoma (20, 31)) . A lo largo de esta tesis se hi-
zo uso de uno de estos fagos transductores (31) el
cual posee, ademés de la regién sup F, todos los
genes necesarios para su crecimiento vegetativo y
establecimiento de lisogenia, por lo cual es par-
ticularmente adecuado para el trabajo genético. Es
te fago tiene el inconveniente de llevar la regfén’w
sup F entre dos zonas homblogas del cromosoma Té-
gico, hecho que puede dar lugar a fendmenos que
complican la interpretacibn de resultados. Por e-
jemplo, la seleccidén por mejoramiento de situacidn
supresional en lisbgenos para estos fagos puede
dar origen a derivados en que la regidn sup F se
duplica o triplica ("amplificacién"), por recom-
binacién entre las regiones homblogas que codean
la regidn bacteriana del fago. (6, y ver recombi-

nante A en figura 5).
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FIG. N95,.-
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lgualmente, la seleccidn por disminucidn de
. 22 . o
situacidon supresional puede dar origen a fagos
que han perdido la regidén sup F (debido al e-
vento reciproco de recombinacidn sefialado con
B en la figura 5 y la produccién de la estruc-
tura C en la figura 6). Este tipo de comporta-
miento es caracteristico de las duplicaciones,
y de hecho, parece afectar también en forma a-
b 3 s 2
naloga el comportamiento de la region sup F en
el cromosoma bacteriano, frente al tipo de se-
’
leccidn indicado. Como ya se ha visto, la re-
(4 . .
gion sup F normal tiene dos copias del gen es-
tructural del t RNATYF 1., (20,31). Los fenb-
Vi . [ s (e
menos reciprocos de excision y amplificacion
recombinacional son cerca de 100 veces mis fre-
cuentes en lisbdgenos para el fago transductor
que en la bacteria debido probablemente al ma-
yor tamafio de la regidén de homologdia existente
en el fago. Las propiedades anteriormente des~-
critas deberan ser tenidas en cuenta permanen-
temente en la construccidn, anilisis e interpre

tacidén de los sistemas selectivos.



FIGURA N2 6.- Adaptada de la Referencia 20.
Los nimeros en las flechas in-
dican la frecuencia del proce-
so indicado, en unidades de 10-
8. Los alelos denominados B,E vy
F son fenotipicamente supreso-
res. El signo (+) designa la for
ma silvestre del tRNA tyr [. El
signo (-), designa el alelo mu-
tante sup F,.
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CAPITULO L

RESULTADOS

SELECCION POR MEJORAMIENTO DE SITUACION SUPRESIONAL

. P . . .
l.- Construccidn de cepas en baja situacidn supre-

-sional .-

La estrategia adoptada en este proble
ma fue:
' . p .
a) escoger una combinacidén de mutaciones

que determinaran una buena situacidn supresional y

/ b) modificar el tRNA supresor de UAG usado
a través de su transformacidn en un supresor de UAA
de modo de obtener la mala situacidn supresional
que serviria de punto de partida al procedimiento
de seleccibén. Esta estrategia garantiza que el sis
tema usado tiene la posibilidad de mejorar su si-

tuacidn supresional.

Con este fin, se mutagenizd con N, N!
metil nitroso guanidina al fago Phi 80 p sup F:;UAG 2
(31) y sus derivados sup F - U8B0 , sup F- G 82 vy
sup F - A1, U81 (6)., Con los cultivos mutagenizados

se infectéd a SC 180 (la cual posee una mutacidn

lac UAA, es decir una mutacidn de terminacidn UAA
en la enzima B-galactosidasa), a multiplicidad de
infeccién menor que 0.1 fagos por bacteria (con el
fin de evitar las complicaciones que surgirian de
la formacidn de lisbgenos mlltiples). Se seleccio-
naron derivados lact entre las células infectadas,
y en estos, después de purificados, se indujo el fa
go lisogénico. Los lisados resultantes se usaron
para reinfectar a baja multiplicidad a SC 180, nue-
vamente seleccionando los lisbgenos 8act. En estos,
después de purificados, se determind el espectro de

supresién. En forma analoga se infectd a SC 175 (se=
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-leccionando por la correccidn de su mutacidn

tyr UAA )y a SC 200 (seleccionando por la su-
presién de su mutacién arg E 21 UAG). En SC 20

se ensayd la capacidad de los supresores lleva
dos en el fago para corregir su mutacibén len UAG.

En SC 180 se ensayd la correccidn de arg E21 UAG.

La Tabla 3 resﬁme los resultados obtenidose.

Los datos presentados en la Tabla 3,
muestran que la versidn supresora de UAA de sup F
es indistinguible de sup C, también un supresor
de UAA que carga tirosinaes El supresor de UAA de

rivado de sup F - G 82 (el que carga glutamina

"in vivo", 6) sbélo puede distinguirse de sup B
(que también carga glutamina) en base a la co-
rreccién de la mutacibén bacteriana len UAG. En
los cuatro casos estudiadosy el supresor de UAA
obtenido se caracteriza por ser incapaz de corre

gir las mutaciones 7 y 8 de lambda, hecho que ,

como se vibé en la seccién 6a del Capitulo |, esta
correlacionado con una baja eficiencia de supre-
sibén. Ademés, el patrdn de crecimiento de los o-
tros mutantes de fago estd también alterado de
forma consistente con la idea de que los supreso-
res de UAA derivados son menos eficientes que sus
equivalentes de UAG, La dristica disminucidn de

la eficiencia de supresibén al transformar el anti-
codén de UAG en el anticodén de UAA parese ser una

caracteristica general de este proceso (8,9).

Los supresores de UAA derivados de
sup F y sus mutantes seguramente surgen por cambio
de la base C 35 (que da el carédcter de supresor de
UAG al tRNATY' [) a U, Este cambio debe tedricamen

te dar un supresor de UAA y UAGX 5 y ha sido de-

% En esta seccidn, y en las siguientes, llamare-
2 .
mos "supresor de UAG" a agquél que suprime sola-
mente el codbén UAG, y '"supresor de UAA a agudl

due suprime los codones UAA v UAG.
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-mostrado directamente en un caso totalmente anilogo

al aquil presentado (28).

Por consiguiente, se atribuira a dicho
genotipo la actividad de supresor de UAA presentada
por los mutantes anteriormente discutidos. En los
tres mutantes que se estudiaron en ese sentido, la
actividad supresora de UAA puede ser atribuida a un
dnico evento mutacional, en consideracién a los cri
terios siguientes: a) La frecuencia de aparicidn
espontanea (sin mutagenizar) de fagos con supreso-
res fenotipicamentef idénticos a sup F - U35, sup F
-U 80, U35 y sup F - G 82, U 35 es cercana a 10-8
gupresores de UAA por fago supresor de UAG.

b) sup F - U35 v sup F-U80.,U35

pueden revertir con elevada frecuencia a supresores

de UAG indistinguibles del original, lo que puede
demostrarse usando procedimientos selectivos adecua

dos, como se verid en las secciones siguientes,

2.- Seleccidn por mejoramiento de situacidn supre-

~-sional en los fagos transductores de supresor
de UAA.-

Las tres primeras filas de la Tabla 4
muestran que los fagos transductores de supresores
de UAA se multiplican mal en células sin supresor.
Este hecho sugiere que la mutacidn UAG 2 del fago,
y el supresor de UAA determinan conjuntamente una

. .’ "
mala situacidon supresional.

El andlisis de la tabla 3 muestra que
las mutaciones leu UAG vy sup F, U80, U35 definen

también una mala situacibén supresional, si se uti-
liza la primera de éstas como punto de partida para
. . . « / .
seleccionar derivados con una situacion supresional
. . 1 . e
me jorada, una interesante situacidon en que la pre-

sibén selectiva se ejerce sblo sobre el gen de tRNA
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supresor. Tal procedimiento selectivo podria permi-
tir el aislamiento de mutantes del promotor del gen,
o supresores fuertes derivados del alelo no mutante
de sup F presente en la regidn bacteriana de estos
fagos. La presente seccibén muestra los esfuerzos rea
lizados para obtener este tipo de mutantes por me- |
dio de procedimientos selectivos que emplean como
base las propiedades supresionales de la mutacidn
UAG 2 del fago por los supresores de UAA, ya sea ex
clusivamente o combinadas con las propiedades de

len UAG.

Ae- Utilizacidn de la situacidn supresional de la

pareja UAG 2 - sup F UAA. Todos los fagos sup F

ocre capaces de formar placa en elnhuésped no supre
sor SC 180 (nueve formadores de placa provenientes
del mismo lisado) recuperan la capacidad de transdu-
cir un supresor fuerte. Este es indistinguible, por
espectro de supresidén, del sup F originalmente pre-
sente en el fago. Sin embargo, algunos de estos fa-
gos formadores de placa no pudieron ser separados de
los transductantes de un supresor de UAA, por los
procedimientos de purificacién detallados en "méto-
dos", Se estudid la posibilidad de que el nuevo su-
presor sup F se hubiera derivado en el gen no mutan-
te de t RNA tyr | presente en la regidn transducida
por el fago (6, 22). Para ello, se elimind el supre-
sor de UAA seleccionando derivados que hubieran per
dido.el cardcter Lac +, a partir de uno de estos
trannglantes obtenido en SC 180, escogiendo las co
lonias blancas (Lac-) que aparecen en placas de ENB
lactosa. Estas surgen con una frecuencia de 10-2,
que parece ser caracteristicas de este tipo de situa
cién selectiva, Lafrecuente pérdida del supresor en
los derivados de Phi 80 p sup F, UAG 2 se ha atribli

. . . . .’ %
do (6, 31) a la eliminacidn, por recombinacidon, de

la regibén bacteriana llevada por estos fagos, debida
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posiblemente, a la posicidén de esta regién entre
zonas de homologia del cromosoma flgico. Por ello,
si el supresor de UAA tanto como el sup F deriva-
do se encontrar&n en la misma regibén bacteriana
de un mismo fago, ambos debieran desaparecer con-
certadamente en los derivados Lac- obtenidos de
la forma descritas Este no fue el caso, pues 6/6
de las colonias Lac- probadas mantienen un supre-
sor, de acuerdo con el fenotipo Arg + que presen-
taron. La dificultad mencionada de separacibn de
los derivados formadores de placa y los supreso-

res de UAA no han sido explicadasa

Be—- Uso de la mala situacidn supresional de sup F- .
U8B0, U35 <con UAG 2 vy lewiUAG.

Debido a las observaciones anterio-
res, se modificd la técnica de seleccibén de modo
que la buera separacidn de los fagos formadores
de placa fuera innecesaria. Para ello se usd co-

mo punto de partida el mutante Phi 80 p sup F- U80,

U35 ; UAG 2. En este fago es tedricamente posible

distinguir, por espectro de supresidn, los diferen-
tes genotipos capaces de dar el carédcter formador
de placa, como se verd a continuacién. Para elimi-
nar del anilisis a los formadores de placa debidos

a la reversidn de UAG 2 (que deben mantener el

cardcter sup F - U 80, U 35) se aprovechd la pro-
piedad de lea UAG de no ser corregido por sup F -
U 80, U 35.

Se examinaron por induccibén en placa
(ver "métodos") 99 lisbdgenos de SC 180 para fagos
formadores de placa derivados de un mismo lisado
de Phi 80 p sup F - U8B0, U35. La aplicacidn de es-

. . . . . . »
te procedimiento permitid aislar 44 lisdgenos de la

cepa SC 175 (leu UAG) capaces de crecer en medio

minimo en ausencia de leucina., De estos, 16 son de



23--

rapido crecimiento en estas condiciones, y por es-
pectro de supresidén son indistinguibles del sup F-UB0,
original. Estos corresponden seguramente a rever-
tantes del anticodén UAA (28) al anticoddn UAG. Los

. 2’ .
28 lisogenos restantes crecen lentamente en medio
sin leucina, y tienen un espectro de supresidén si-

milar al de sup F-U80, U35, excepto por el creci-

miento del mutante UAG 7. Este fenotipo, denomina-
do W en la TABLA 4, no ha sido ulteriormente estu
diado y se tatribuye, tentativamente a la formacidn
de un lisbgeno mGltiple de Phi 80 p sup F U8B0, U35

o a duplicacibén de la regibén bacteriana del fago

lisogénizante. Este Gltimo fendmeno ocurre frecuen
temente (6) en este tipo de seleccidn. Los argumen

tos para esta suposicidén son los siguientes:

a) Los lisados obtenidos por induccidén de lisbgenos
del fenotipo W no suprimen la mutacidn leu UAG
de SC 175 al ser infectada esta cepa a multiplici-

dades bajas (menores que 10 fagos por bacteria),

b) El supresor transducido a bajas multiplicidades
de infeccidén a SC 180 y SC 176 es indistinguible

de sup F - U80, U35 por espectro de supresidn. El

caracter de formador de placa de los fagos induci=-
dos de los lisbgenos del fenotipo W/ (4ltima fila
de Tabla 4) se debe, probablemente, a la reversibn
de la mutacién UAG 2 . Ninguno de los 44 lisbégenos
Leu + obtenidos tiene el espectro de supresidn

(sup F + sup F U80, U35); ver Tabla 10) esperado

para la presencia de un fago lisogenizante de la
estructura Phi 80 p sup F. sup F-U80, U35: UAG 2

. . [l . 7
tebricamente derivable por mutacion del anticodon

de la especie silvestre de t RNA Tyr | presente en

los fagos originales (6, 22).

La mala situacidn supresional defini-
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-da por las parejas de mutaciones [ UAG 2 + sup F -
U 35 y derivados] en los fagos descritos tiene po-

ca utilidad técnica por las razones siguientes:

a) Las dificultades de purificacidn de los mutan-

tes derivados de estos fagos, ya sefialada,

b) Los artefactos derivados de la lisogenizacidn
mGltiple y/o duplicacién del gen supresor, ya

sefialados.

c) La inestabilidad de la regidn supresora de es-
tos fagos, en condiciones de crecimiento que
dan buena supresibén de UAG 2. Esta inestabilidad
impide la obtencidn de lisados vegetativos con un
buen titulo de transductanteses Sin embargo, los
fagos supresores de UAA mismos proporcionan, com-
binados con sus versiones supresoras de UAG, una
herramienta formidable en la clasificacibén siste-

rd . . . .
midtica de mutaciones de terminacidn.

2.- S€leccidn de mejor situacidn supresional en
la cepa SC 200 (Phi 80 p sup F - U80, U35;
UAG 2)

. . 2
Como se ha visto en la seccion ante-

rior, el supresor sup F -U80, U35 no es capaz de

suprimir la mutacién lew am de SC 175.

La seleccidén por mejoramiento de si-
tuacibn supresional de esta pareja de mutaciones
se realizbd sobre la cepa SC 200, lisogénica para
Phi 80 p sup F - U8B0, U35: UAG 2) eleccibn de es-
ta cepa, que posee la misma mutacién lew UAG que
SC 175, se debe al caracter Hfr H de SC 200, el

cual facilita la labor eventual de ubicar en el

mapa genético, por medio de cruces, los mutantes

obtenidos.



La seleccibn de derivados de SC 200
(Phi 80 p sup F - U8B0, U35: UAG 2) capaces de

. V4 . . .
crecer en medio minimo en ausencla de leucina

se aplicd tanto a cultivos mutagenizados como
no mutagenizados. Como control de la eficien-
cia de mutagenizacidn se examind el factor de
aumento de derivados resistentes a rifampici-
na (20 mg/ml) en el cultivo mutagenizado con

respecto a uno no mutagenizado. Este factor

corrientemente fue superior a 103,

‘Los revertantes Leu + que aparecen
dentro de 60 hrs. a 372 se purifican dos ve-
ces consecutivas hasta colonias aisladas, en
medio selectivo, y una vez en medio rico. En
esta etapa, se determina el espectro de supre
sién. Los derivados Leu + abtenidos pueden cla
sificarse en cinco clases bien definidas. (Ta-
bla N2 5).

Los derivados de la Clase | son inca
. . b4 .

paces de crecer en medio rico, ya sea solido

o liquido. Ya que los cultivos usados en la

. 2 . . .

seleccidn se realizan en medio rico, estos de
rivados deben generarse durante el procedimien
to selectivo. Esta clase no ha sido estudiada

ulteriormente.

Los derivados de las clases |1, 111,
y 1V se caracterizan por tener espectros de

supresién distintos al del sup F- U80,U35 ori-

ginal. La Tabla 6 muestra estos espectros, con
juntamente con los pertenecientes a supresores
conocidos. Estos se presentan para favorecer
la comparacibn, y se escogieron por ser los

Id . . 3 4 .
mis similares a los espectros caracteristicos

25."
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de las clases Ily Illy y IV entre los supre-

sores examinados a lo largo de esta tésis.

Finalmente, los derivados de la cla
se V se caracterizan por tener un espectro

de supresidén idéntico al del sup F-U80, U35

original. Por ello, se presume que el origen

de esta clase es la reversidén de la mutacidn
leu UAG.

. 4
3.~ Caracterizacion de las clases Il, IIll vy

|V de protétrofos para leucina.-

Se investigd si el fenotipo de las
clases Ily, Ill y IV es producto de una muta-

cibn adicional del sup F- U80, U35. Con este

fin examinaron por induccidn en placas (ver
métodos) 28 derivados obtenidos por etil eta-
no sulfanato, pertenecientes a estas clases.
Todos estos son capaces de transducir a SC
180 un supresor de la mutacidén lac UAA. El
espectro de supresidn de los lisdgenos asl
obtenidos es indistinguible del de sup F-
U80, U35. Ninguno de estos es capaz de trans-
ducir a SC 200 un supresor de la mutacidn
lew UAG. Por las razones anteriores, la mu-
tacién responsabled de la correccién de lew
UAG en las clases, Il, Ill, y IV reside
fuera de sup F - U80, U35.

Se investigd la posibilidad de que
el fenotipo lew + de estas clases se debie-
ra a la derivacién de un tRNA supresor en
algun punto del coomosoma. Para ello se exa-

mind la capacidad de lisados del fago P kc,

26 .~



crecidos en derivados de estas clases, de
transducir el carédcter leu + a la cepa
SC 238 (Phi 80 p sup F - U8B0, U35, UAG 23,

se estudiaron por este criterio ocho de-

rivados de la clase |l (tres grupos de in-

dependientes), y uno de las clases |l y IV
(todos obtenidos por etil etano sulfonato).
En ninguno de los casos el cardcter Lew+

es transducible a la cepa indicada (que tie
ne la mutacidn leu URG de SC 200) aunque en

los lisados de Pl kc usados se pudo demos-
trar la presencia de tranductantes para o-

tros marcadores. (Mas de 106 transductantes
Lac+ por ml de lisado) medidos en CSH 57 B).
En consecuencia, el cardcter Leu + de estos
derivados no puede ser explicado por la pre
sencia de una mutacidén dominante. Un supre-
sor corriente seria transducible con buena

eficiencia en estas condiciones. La aplica-
cién de técnicas de transduccidn que permi-
tan la segregacidn del caracter Leu+ no han
tenido éxito en mis manos, debido a la fre-
cuenclia relativamente alta (10_8) de rever-

tantes Leu+ esponténeos.

En blsqueda de la confirmacidn del
. . bd 3
resultado anterior, se examino por otro cri
terio, la presencia de un supresor adicio-
nal en tres derivados obtenidos por etil eta
no sulfonato, pertenecientes a las clases
I, 11l y IV. Para ello, se vid la frecuen-
’ . e .
cia de aparicion de derivados no supresores
de estas clases, entre los resistentes al fa
’ a

go lambda UAG 213, cl. La presencia simulta-

nea de mis de un supresor de UAG 213 seria

277"
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detectada por una baja frecuencia de apari-
cidén de bacterias no supresoras entre los
resistentes a un fago con dicha mutacidn.
Los resistentes no supresores se distinguen
de los resistentes por otros mecanismos por
conservar los primeros su sensibilidad a un
revertante (UAG 213)% del fago usado en la
seleccibn. Por el criterio anterior, el 50%
de los resistentes provenientes de las cla
ses Il y Ill son no supresores hecho confir
mado por su fenotipo A*g—.

En cambioy, 50 derivados lambda UAG 213, re-

sistentes obtenidos de la clase [V mostra-

ron ser también resistentes al derivado
(UAG _213)" de este fago. Estos resultados
muestran que en las cepas de las clases ||
y 11l analizadas, el Unico supresor de UAG

213 es sup F - U80, U3b; y que el repre-

sentante de la clase IV tiene mas de un su-
presor de UAG 213. EIl supresor adicional
de este representante demostrd ser no trans
ducible por fago P; kc. (Ver experimento
precedente). Este hecho sera discutido al

final del capitulo.

Los resi stentes no supresores de
las clases |l y Ill seguramente surgen por
‘ ., 3 W i .,
excisidon recombinativa de la region bacte-
riana del fago lisogénico, (ver Capitulo |
e bd . . .
seccion 6 b), pués siguen siendo inmunes a
Phi 80, y aparecen a alta frecuencia, como
se espera de tal mecanismo. El profago tie
ne, presumiblemente, la estructura Phi 80,

UAG 2.

Se examind la posibilidad de que



en las cepas derivadas de las clases |l y |||
existiera una mutacidn capaz de modificar la
expresion de sup F U 80, U 35. Con este propd

sito, se reintrodujo el supresor sup F- U8O

ocre en estos, infectando con el fago Phi 80
p sup F - U880, U35;:; UAG 2 y seleccionando
por el fenotipo Arg+. (La cepa SC 200 es arg

UAG). El supresor entra a la bacteria proba-

blemente por recombinacién del cromosoma del
fago infectante con el del profago residente.
El mecanismo de integracidn normal del fago
queda excluido como explicacidon de este pro-
ceso, pues esta reprimido en las células in-
munes a Phi 80. Los espectros de supresidn

resultantes se presentan en la Tabla 7.

La caracteristica mis sobresaliente
del derivado de la clase |l, es su capacidad
de suprimir algunas mutaciones UAG | del fa-
go lambda, en ausencia de tRNA supresores co
nocidos. La no supresién de ~ [N-UAG 213 exc
cluye a todos los supresores mostrados en
las tablas 1 y 2, y a todos los mutantes de
sup F examinados por este criterio (6, esta
tesis). El espectro caracteristico de la cla
se |l se restituye al volver a introducir
sup F U8B0, U35 en este derivado.

El derivado proveniente de la clase
l1ly se comporta como no supresor frente a
. . . 2 .

todas las mutaciones de terminacion estudia-

das, en ausencia del supresor sup F- Us0o.,uU35.

. . . 2

Sin embargo, la reintroduccion de este en el
. . - 2

derivado restituye el espectro de supresion

propio de la clase Il1.

29."
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La propiedad de modificar la expre-
sion de sup F - U 80, U 35, mostrada por las

bacterias pertenecientes a las clases Il y

I'l'l corresponden a las esperadas de los mutan
tes en la via de sintesis de protefnas, postu
lados en la introduccidn. La mutacidén respon-
sable de estos fenotipos se denomind sex (S
supressor E xpressidn), usidndose las letras A

y B para distinguir, respectivamente, las cla

ses Il y IIl.

4,- Caracterizacidn de sex Ay sex B.-

Con el fin de examinar si el efecto

de sex A y sex B se hace extensivo a otros

. / « /2
supresores, se intento la construccion de de-

rivados sup D, sup E, sup C, sup G y_sup B de

[
las cepas sex, usando transduccion por Pjkec
Il . .
como método. Ademds, se intenté la introduc-

cidén de sup F G 82, U 35 wusando el derivado

de Phi 80 adecuado. En todos los casos se

. v . /2 . 2
selecciond por la correccion de la mutacion

arg ame.

No fué posible obtener derivados

sup Dy sup C de sex A, ni derivados sup E

y sup B de sex B, aln cuando en cada uno de

trans-

estos casos se examinaron cerca de 50
w; 2
ductantes Arg+, , usando la recuperacion de

la sensibilidad a lambda (AG 213, cl como

criterio de entrada del supresor. En previ-

sién de que la modificacidén del supresor in-
troducido debida a sex A impidiera el cre-
cimiento de este fago, en cada caso se esta-

. . 2
blecid el espectro de supresion de por lo

30.-



menos cuatro transductantes escogidos al azar.
Todos presentaron siempre el espectro carac-
teristico del sex original (Tabla 7), corres
pondiendo a receptores del alelo arg + de la
cepa donante del fago transductor generaliza-
do. En cada caso el lisado de Pl kc utiliza-
do demostré tener una cantidad de fagos trans
ductores (sobre 10° transductantes de supre-
sor por ml.y, medidos en la cepa SC 200 por se
leccion Arg.+) Este dato sugiere que los deri
vados sup D, y sup C de sex Ay los derivados

sup E y sup B de sex B no son viables en las

condiciones experimentales usadas.

Las modificaciones de los espectros

de supresidn provocadas por sex Ay sex B36

en los supresores estudiados de ilustran en
las tablas 8 y 9. Las modificaciones introdu-
cidas en los supresores de UAG, sup E y sup F
por parte de sex A son minimas (Tabla 8). En
cambio, son especialmente motables las modifi
caciones de los espectros de los supresores

de UAA, sup Gy sup By sup F - U880, U35. La

’, . ’ . '
caracteristica mas sobresaliente en los cam-

. . » 2

bios sufridos en la expresion de estos supreg
. o P .

sores reside en la supresion total o parcial

de la mutacidn UAG 7 de lambda. Siendo este

mutante sensible a los cambios de eficiencia
de supresidn, y practicamente insensibles a
la naturaleza del aminodcido cargado por el
tRNA supresor, el resultado anteriormente sg
fialado sugiere que sex A aumenta la eficien-

cia de los supresores indicados.

Las modificaciones introducidas por

31.-
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sex B en los espectros de los supresores

sup E y sup G son imperceptibles. En cam-

bio son notables las modificaciones de los

espectros de sup F (aparece la capacidad
de suprimir UAG 3; UAG 216 y UAG 221 , sup

C (desaparece la capacidad de suprimir

UAG 277, aparece la de suprimir UAG 221) vy
sup F - G 82, U 35 (aumenta notablemente la
supresion de UAG 3, aparece la cgpacidad de

suprimir UAG _#), a /

1

5.- Discusibn.-

Cabe preguntarse si las caracteris
ticas expuestas por los mutantes sex Ay
sex B pueden tener como explicacién la deri
vacién de un nuevo tRNA supresor en estas
cepas, cuyo espectro superpuesto al de los
supresores introducidos en las cepa sex,

de cuenta del fenotipo observado.

Tres lineas de evidencia sugieren

los mecanismos de las mutaciones sex Ay sex B

son fundamentalmente distintos del de los su-

. . . 2
presores de mutaciones de terminacion.

En primer lugar, sex Ay sex B no co

rrigen mutaciones que son bien suprimidad por
. . . 7

los supresores de mutaciones de terminacion,

| », .

como arg UAG o UAG 213 (Tabla 7). En termi-

nos cualitativos, la principal actividad de

sex A parece consistir en aumentar la eficien
cia de supresién de algunos supresores (Ta-

. . ’
blas 8y 9), y la de sex B en modificar ademas

. . . . 2
la especificidad de supresion.

32.-
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En segundo término, los espectros
de los derivados sex A- sup G, sex A- sup B
y sex A- sup F- G 82, U35 (especialmente a
nivel de la supresidén de UAG 7 y UAG 8) no

pueden ser explicados por la superposicidn

de los espectros de supresidén de los mutan-
tes individuales. Esta observacién es obvia-
mente aplicable al caso de sex B. En cambio,
dentro de los limites de resolucién de la téc
nica de espectro de supresidén, todos los de-
rivados doblemente supresores estudiados tie-
nen un espectro de supresidn explicable por la
superposicidén de los espectros de los supre-
sores individuales. Ademéds de los casos pre-
sentados en la Tabla 10,en los cuales la pro-
piedad aditiva es inmediatamente observable,
se determind el espectro de un derivado SC

180 sup D (Phi 80p sup F - U80, U35). En este,

como se espera de la propiedad aditiva, el es-

pectro de supresidn de sup D se mantiene inal-
terado, cubriendo el de sup F- U80, U35 (la

presencia de este Ultimo es detectable por el

cardcter Lac + de la cepa).

En tercer término, la recesividad del
carhdcter sex sugiere que estas mutaciones tienen
un mecanismo de accidn diferente que el de los
supresores de mutaciones de terminacidn corrien
tes, los cuales son siempre dominantes. La re-
cesividad del caricter sex se infiere de su
intransducibilidad en condiciones en que los

t RNA supresores son facilmente transducibles.

e

, .
A qué nivel de la via de sintesis de
SN
L

(Y
pro{efnas estin afectados los mutantes sex? Las
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caracteristicas pleiotrdpicas de las mutacio-
nes sex parecen excluir elementos cuya accién

se ejerce sobre tRNA especificos, como amino-

acil- t RNA ligasas y algunas enzimas modifi-
cantes o de maduracibén. La aparente recesivi-
dad del fenotipo sex eliminaria el considerar
elementos capaces de interactuar con diferen-

tes T RNA, como la enzima tRNA- nucleotidil

transferesa, y otras enzimas modificantes ines

pecificas. En cambio, las propiedades de los
sex son compatibles con las propiedadeé (co-
nocidas o esperadas) de mutantes en el ribo-
soma; en el factor de elongacién Tu (pasos D

y E, fig. 3) y en los factores de -terminacidn

Las mutaciones que comportan un cam-

bio en la especificidad del ribosoma son ca-
racteristicamente recesivas en condiciones en

que se requiere la nueva especificidad. (Por

ejemploy la resistencia a estreptomicina). Con

cebiblemente, el fenotipo sex, podria ser ex-

plicado por un mejoramiento de la afinidad y/o

caracteristicas cataliticas de alglin elemento

ribosomal para uno o varios aminoacil tRNA. De

acuerdo con esto, las propiedades de sex A de
. . . s 2
corregir mutaciones de terminacidon en la su-

sencia aparente de tRNA supresor recuerda pro

piedades andlogas de la mutacidn ribosomal ram
(15, 16, y 17). Por otra parte, el mejoramien-
to especifico de la afinidad del factor de elon

gacidén Tu por algunos tRNA particulares expli-

caria, por lo menos en parte, las propiedade

de los mutantes sexs Sin embargo la eficiencia

340~



supresional de un mecanismo como el descrito
deberia depender de la subtituciédn total del
factor Tu normal por la especie mutante. Por
ello, cabe esperar que una mutacibén de este

tipo tuviera las propiedades de recesividad

exibidas por los mutantes sex. Se pueden ha-
cer consideraciones anidlogas acerca de los

factores de terminacidn.

Por supuesto, las especulaciones an-
teriores solo tienen valor como "hipbtesis de
trabajo'"s La caracterizacidén segura de la na-
turaleza de las mutaciones sex debe esperar
los resultados del andlisis bioquimico, y una

. s /2 2 . Pd
caracterizacidon genética mas completa que la

aqul presentada.

En la seccidn 3 de este capitulo se
caracterizd parcialmente un mutante de clase
[V, el cual mostrd propiedades consistentes

s L . -
con la posesion de un supresor adicional a

sup F - U8B0, U35 4, el cual es no transducible.

Tales propiedades pueden ser convenientemente
explicadas atribuyendo a este derivado la pre
sencia de un supresor de caracteristicas seme
jantes a las de la mutacidn sex A (pero capaz
de corregir la mutacién UAG 213 de lambda).

Esta interesante posibilidad no ha sido estu-

diada experimentalmente,

Finalmente, creo necesario agregar
que las posibilidades del principio general
de seleccibén por '"mejoramiento de situacidn
supresional" no quedan agotadas en absoluto
con el método selectivo presentado., Las posi-

bilidades de obtener nuevas '"malas situacio-

35.—



-nes supresionales" como punto de partida a
nuevos criterios de seleccién estén en préc-
tica, limitadas sdlo por el ingenio del ex-
perimentador. Por ejemplo (33) es posible de
rivar mutantes de clase Il seleccionando mu-
tantes de répido crecimiento en medio minimo-
lactosa en la cepa SC 238 (ver lista de cepaé
Ademés, el sistema selectivo aqui examinado no
ha agotado sus posibilidades. Algunos resulta
dos preliminares muestran la existencia de
nuevos derivados Leut con espectro de supre-
sion alterado, que formarian en clases dis-

tintas a las mostradas en la Tabla 5,

36-"



CAPITULO 1l

RESULTADDOS.

SELECCION POR DECREMENTO DE S{TUACION SUPRESIONAL

l.- Teoria y Prlctica del sistema selectivo.-

Seglin se discutid anteriormente, (Ca-
pitulo I, seccibdn 4), la seleccién de derivados
de mala situacidn supresional a partir de una bue
na situacidén de esta clase, debiera permitir el
aislamiento de dos tipos principales de mutantes.

Estos tipos serfan:

a) mutaciones que afecten la estructura del tRNA
supresor., La aplicacibén de sistemas selectivos
andlogos al propuesto aqui, han permitido ais-

lar varios mutantes de sup F (26, 34).

b) Mutaciones que provogquen cambios de especifi-
cidad en los elementos de las vias de utiliza
cidén o sintesis de tRNA supresor, que incidan
en una baja actividad de estos elementos fren

te a dicho sustrato.

El sistema de seleccidn usado en esta
tésis se basa en buscar derivados termo resisten-
tes en un lisbgeno sup F para el fago lambda N,UAG
7, UAG 53: cl ts 857: O, UAG29, el cual para sim-

plicar, sera llamado en adelante NNO. El principio

de funcionamiento de este método se basa en que

todas las mutaciones UAG de este fago son bien
. . 3 [

corregidas por sup F, haciendo que su induccidn

> 2
sea fatal para la célula portadora. La mutacidn

370_
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ts 857 hace al represor del fago (el gen cl) i-
nactivo a 429 C, pero funcional a 322 C. Por e-
llo, un cultivo de lisdgenos de NNO puede ser
inducido cuantitativamente con sblo cultivarlo

a 429 C, Por otra parte, las mutaciones UAG 53

y UAG 29 son respectivamente idénticas a UAG 213
y UAG 8 (24, Ver Tabla 2). Por ello, los lisé-
genos pueden sobrevivir a la termoinducciédn dis
minuyendo su situacibén supresional por debajo

del valor necesario para corregir UAG 7 y UAG 29,

aunque ésta siga manteniéndose por sobre el va-
lor requerido para suprimir UAG 53 (o UAG 213)
Esta propiedad del sistema lo hace particularmen
te Gtil para la seleccibén de mutantes de los ti-
pos ya mencionados, pués permite la conservacidn
de derivados que conservan aln restos de activi-
dad de supresidn. Esta carlcteristica amplia, por
ende, el espectro de situaciones supresionales
potencialmente obtenibles por la aplicacidn del

. . [ *
procedimiento de seleccion descrito.

2.- Aislamiento v clasificacidn de derivados

termorresistentes.-

Las cepas escogidas como punto de par
tida para la seleccidn de mutantes de mala situa-
cibn supresional son SC 296 (cuyas caracteristicas
relevantes son las mutaciones sup F , rec A
trp~UAG, arg” UAG y str A”) y SC 233. (el cual es

el antecesor rec AT, str AT de SC 296).

Los derivados termo resistentes a 42¢
de SC 296 (NNO) aparecen con una frecuencia apro-
ximada de 106, Esta es cerca de cien veces menor

que la frecuencia de dichos derivados en la cepa
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andloga SC 233 (NNO) que es rec A+. Esto sugiere
que rec A~ efectivamente disminuye la desapari-
cion del alelo sup F~ por recombinacidn, en for-
ma consistente con el concepto de la participacidn
del mecanismo de recombinacién generalizada en la
produccién de derivados no supresores (discutidos
ya en la seccidén 6 b, Capitulo [). Con la inten-
cién de disminuir la frecuencia de aparicién de
este tipo de derivados, se efectud preferentemen-
te el procedimiento selectivo en células deficien

tes en recombinacidén (rec A™).

El procedimiento de termoinduccidn
del profago NNO se aplicd corrientemente sobre
1-2 x 107 células procedentes del cultivo de SC
296 (NNO) en su fase de crecimiento estacionario.
Después de 16 horas de incubacidn en placas de
Triptona, a 42925 se distingue entre las colonias
de termorresistentes un "Background" de células
no crecidas, el cual cubre cerca del 10% de la
superficie de las placas de derivacidn. Dicho
"background", al ser cultivado a 329; demuestra
ser indistinguible de la cepa parental SC 296
(NNO) en base a los criterios de:
a) requerimientos. b) presencia de un supresor
de V'N-QAG 213 y c¢) frecuencia y aspecto de los
termorresistentes a 422. El background" disminuye
o aumenta al recpectivamente disminuir o aumentar
la concentracidén de células por unidad de super-
ficie de las placas de derivacidn. Este "background"
disminuye pero persiste, al usar medios més enri-
quecidos que Triptona en el procedimiento de selec-
cién. El comportamiento de SC 233 (NNO) frente a
este procedimiento selectivo es similar en sus as-
pectos generales, aunque en este caso no se estu-

dibd la naturaleza del background.
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Las colonias termorresistentes des-

Pl . .
pues de ser purificadas a 322 o 4292 en Tripto-
na, se examinan rutinariamente por tres crite-

rios. Estos son:

a) Capacidad de crecer en medio minimo sin trip-

tofano, a 329, para ensayar la capacidad de
corregir la mutacidn irp UAG.

b) Capacidad de crecer en medio minimo sin argi-
nina, para ensayar la capacidad de corregir
arglas /a 322 .,

c) replicacidn sobre placas de Triptona separa-
das con 107 fagos lambda imm 434, UAG 213, cl

para ensayar a 329, la capacidad de corregir

UAG 213 . Las pruebas indicadas proporcionan
tres criterios independientes de la funciona-
lidad de sup F, el cual en las cepas parenta-
les SC 296 (NNO) y SC 233 (NNO) corrige bien

las mutaciones especificadas.

Los criterios sefialados permiten dis-
tinguir tres clases de termorresistentes (Tabla
11) La clase A esta formada de bacterias que
tienen un supresor funcional en base a todos los crite
criterios probados. Esta clase no ha sido estu-
diada, y seguramente se debe a un "escape' dsl
método selectivo, pués su proporcidn relativa
al total de termorresistentes disminuye al rea-
lizar la purificacibén a 422 C( Tabla 11). Sin
embargo, la clase A es termorresistente. Proba-
blemente, esta clase tambiém incluye mutantes
con deleciones de parte o el total del profago
NNO. La clase B carece de actividad de supresidn

detectable por alguno de los criterios descritos.

. e .
Finalmente, la clase C estd integrada
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por bacterias que poseen una actividad supre-
’ ° . .

sora débil, en base a la incapacidad de crecer

en ausencia de triptofano y/o arginina y la ca

pacidad de suprimir a UAG 213.

3e- Caracterizacidén de las clases B y C.-

Con el fin de emprender la caracteri
zacidn, se escogieron algunos derivados de las
clases B y C, los cuales se sometieron al pro-
ceso de "cura' o eliminacidn del profago NNO.

La Figura'7%muestra la genealogia de estas y

de otras cepas derivadas con el propdsito de u-

sarlas como controles durante la caracterizacidn.

Los marcadores genéticos de ellas se detallan en

la Tabla 12. La efectividad del proceso de cura

se controld por las satisfaccidén simultdnea de

los siguientes criterios:

a) Desaparicién de la inmunidad de lambda, en-
sayada a 322 C,.

b) Ausencia de inmunidad al fago 21, para exa-
minar la poco probable eventualidad de que

el fago lambda b2 imm 21 usado en el pro-

ceso de cura (ver "métodos") hubiera inte-
grado en el cromosoma bacteriano.

c) Ausencia de termosensibilidad a 422 en los
derivados sup F obtenibles de estas cepas.
(Ver secciones 4 y 5 de este capitulo.

d) Ausencia de genes especificos de lambda, en
base a cuya ausencia se infiere la inexisten
cia del resto del profago. Esta determinacidn
se realizd examinando el patrdén de crecimien-
to a 372 C de mutantes UAG del fago lambda
sobre las células "curadas'". La prueba es lo

suficientemente sensible como para detectar
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str A,rech

e e

E 21 SC 195 SC 256
sup Fytrp am str A
SC 233 _ o Clase B _y» . SC 273
rec A, str A strA, rech
SC 296 SC 270
= Clase B — —(SC 297
SC 298
Clase C SC 299
SC 232 —3> 5€232 ArgTrf’'| —4> —1> Clase B8
SC 266 (sup F=d !
SC 268
SC 300
SC 301
SC 302

FIGURA 7.- Genealogia de los mutantes sos y de alta

frecuencia de reversidn. Las caracteris-
ticas genotipicas se dan en la Tabla 12.
Las clases By C se definen en el Texto.
Los mutantes que provienen de un mismo
cultivo estan abarcados por una llave.
Los marcadores rec A~ y str A” provie-
nen de la cepa AB 3113. Los marcadores
sup F y trpUAG, de la cepa SC 54 F. La
doble flecha implica varias etapas.(Ver
texto).




TABLA N 12

ALOUNAC QCDAC B (A F{aUpA 7 v 945 CARACTERISTICAS GENOTIPICAS

y Y FENOTIPICAS

CEPA GENOTIPO  CONOCIDO FENOTIPOS DEMOSTRADOS
E 21 Hfr Pyxg 5 met B, arg UAG-E21; Met™ Arg
SC195 Hfr P,x 5 met B™, argUAG-E21,strA”  Met ,Arg ,Sm(x)resistente,
res A/ sensible a ala luz ultra-
violeta. .

SC 233 Hfr P,xc, 25; B, argUAG-E2L,trpUAG 4= 0 3

SC 296 F'; met B, arg UAG-E2l,recA,trpUAG, Met 3 Su+ 3; Sm(x) resis-

3
sup F, strA tente, sensible a la luz

ultravioleta.

sC 273 Como SC 233 Como SC 233, alta frecuen-
cia de reversidn (1).

SC 270 Como SC 296 Como SC 296, alta frecuen-
cia de reversidn (l), no
supresor.

SC 256 Como SC 233, pero strA Como SC 233, Sm(x%) resis-

tente, no supresor.

SC 297 Como SC 296 Como SC 296, alta frecuen-
cia de reversidén (!) "sos™"
no supresor.

SC 232 Como SC 296 ' Como SC 296, alta frecuen-
cia de reversidon (%) Ysos™"

Su+ SC 232 (#)

SC 268 Como SC 296 Como SC 296, alta frecuen-
cia de reversidn (1) "sos"

Sut+ SC 268 (#)

SC 266 Como SC 296 Como SC 296, alta frecuencia
de reversibdn (!) Su+ SC 266

(#) .




(Sigue de la pAgina anterior) uA®% |

CEPA GENOTIPO CONOCIDO FENOTIPOS DEMOSTRADOS
SC 301 Como SC 296 Como SC 296, no supresor
+M"sos'. _
SC 298 Como SC 296 Como SC 296 no supresor,
: Tgosh,

TABLA N2 12.-
(%) Sm = estreptomicina

(#) ver tabla N2 17 Reemplaza al fenotipo
SU"" 30

(!) seleccionando por Arg+, Trp+. Ver texto.




la recombinacién con el profago 434 y los
genes A, E4 P, Q@ y R del profago lambda
(fébla 13). La Tabla 13 (filas 1-5) mues-
tra como la lisogenizacidn de una célula
supresora con un fago lambdoide adecuado
estd correlacionada con la aparicién de

la capacidad de crecimiento de un bloque

de mutantes de lambda. Por analogia, el
proceso inverso, o sea la pérdida en blo-
gue de la capacidad de crecimiento de al-
gunos mutantes de lambda, correlacionada
con un proceso de cura eficiente (en base a
los criterios ay, by ¢ anteriormente cita-
dos), es indicativo de la persistencia de
actividad de supresidn, a la cual se atri-

buye el crecimiento de los mutantes restan

'teS. (Tabla 13, f‘ilas 6"12)-

En base a los criterios anteriores,
el patrdn de crecimiento (Tabla 13) de los mu-
tantes UAG de lambda en los derivados de la
clase C debe ser explicado por la persistencia
de actividad de supresidén en esta clase. Ade-
mis, los fagos que crecen en las "manchas" man
tienen su mutacién UAG, lo que indica que no
provienen de recombinacibén con un eventual pro-
fago lambacide en estado criptico. En los deri-
vados de clase B no crece ningin fago de los u-
sados en la determinacibén del espectro de suprg
sién (excepto lambda normal). En base a este
criterio, los derivados de. clase B analizados
carecen de profago y actividad de supresidn re-

sidual.,

42."'
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4,- Blisqueda de mutantes de fenotipo "sos" en

las clases By C,-

El comln denominador de las mutacio-
nes que disminuyan la eficiencia de la interac
cién de los elementos de la via de sintesis de
proteinas con el tRNA supresor, consiste en la
eliminacidn total o parcial de su fenotipo "su-
presor® por parte de una segunda mutacién en o-
tra funcién celular. Esta segunda mutacidn es
"supresora' de la primera, en base a la defini-
cibn general de "supresores" (dada en la seccidn
3, Capitulo |). Esta es la justificacibén de la

denominacién de "supresor de supresor" o sos

(Suppressor Of Suppressor) asignada a las mu-

taciones de este tipo.

Como primera aproximacidn a la blsque-
da de mutantes sos, se examind la capacidad de
los termoresistentes de clase B para recuperar

b 2 . . . .
su caracter prototrofico para arginina y trip-
tofano lisogenizando con fago Phi 80 p sup F,
UAG 2.

Los mutantes '"sos" capaces de dismi-
nuir la eficiencia de sup F por debajo del ni-
vel necesario para corregir dichas auxotrofias,
debieran ser detectados por no crecer en ausen-
cia de estos aminodcidos en las condiciones se-
fialadas. Con el propdsito de buscar los eventuz
les mutantes sos de esta clase, se replicaron
67 representantes de la clase B (cultivos 2, 3
y 4, Tabla 11), sobre placas de medio minimo
sembradas con 108 - 107 fagos 80 p sup F, UAG 2,

seleccionando la supresidn de trp UAG y arg UAG

simultaneamente, No se encontraron, entre los en-



-sayados, derivados que mantuvieran su caric

ter auxotrdfico después de 48 hrs. de incuba
cion. Este dato sugiere que no existen en es
ta clase mutantes sos capaces de disminuir

la eficiencia de sup F por debajo del nivel
necesario para la correccidn de arg UAG y/o
trp UAG. Como veremos en la seccidn subsi-
guiente, en esta clase parecen ser abundantes
los mutantes sos con una actividad mis res-

tringida de decremento de situacidn supresio-

nal.

Con el fin de examinar mas cuidadosa-
mente la presencia de derivados.sos en las
clases B y C, se examind la posibilidad de
que algunas de estas modificaran la expresién
de sup F en forma detectable por el espectro
de supresién. Para ello, se lisogenizé Phi 800
sup F, UAG 2 en las cepas (curadas del profago
NNO) SC 232, SC 256, SC 266, SC 268, SC 270,
SC 273, -.SC 297, SC 298 y SC 301-. SC 301 es un

-

derivado de clase B obtenido de un revertante
a sup F_ de SC 232, (ver figura 7 y tabla 12)
El espectro de supresidén de los lisdgenos ob-
tenidos es indistinguible del que presenta

sup F~ en las cepas SC 296 y SC 195 (Phi 80 o

Sup F., UAG 2) . El resultado anterior muestira

gque ninguna de las cepas analizadas tienen una
mutacidn SOS capaz de modificar el espectiro de
supresién de sup F. Por consiguiente el fenoil
po de supresor débil presentado por los miem-
bros de clase C analizados (SC 232, SC 266 y
SC 268) debe ser atribuido a una mutacidn de
sup F en esas cepas. La ausencia de actividad

supresora en los miembros de clase B analiza-

44 .-
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-dos no puede ser explicada por la presencia

de un gen sup F~ en buen estado, hecho crip-

tico por una mutacidén de tipo sos.

Se examind la capacidad de algunos mu-
tantes de clase B y C para modificar la expre

sidn de supresores mis débiles que sup F, para
investigar sos detectable operacionalmente sdlo

por su accidn en supresores de baja eficiencia.

Con este propbsito, se lisogenizd a los deriva

dos de clase B, SC 256, SC 270, SC 273, SC 297, SC 298
SC 298 y SC 301, y a los de clase C, SC 232 y '
SC 266 con el fago Phi 80 p sup F- Ay, UAG 2.

El mutante sup F- Al es un supresor débil ter-
mosensible a 422 C (11). La tabla 14 muestra

que el espectro de supresidn de este tRNA mu-

tante es perceptiblemente modificado por el
alelo str A~ presente en estas cepas (lineas
1y 2), como se aprecia en los lisbgenos para
la cepa parental E 21 y su derivado str A~
rec A= SC 195. El mismo efecto se aprecia en
los liségenos para el derivado rec AT str AT
de clase B SC 273, y sus descendientes rec A-
str A= SC 270 y str AT rec AT SC 256, Este
hecho, incidentalmente, demuestra que rec A
no influye en la modificacién del espectro de

e
supresione.

El espectro de supresién de sup F—Al

en las otras cepas str A~ de clase By C es-

-

4 perceptiblemente modificado con respecto
al
génica SC 195 (tabla 14, lineas 3y 4). En

que presenta este supresor en la cepa iso-

base a este criterio, los mutantes de clase
B, SC 297, SC 298 y SC 301, y los de clase
C, SC 232 y SC 266, poseen una mutacidn sos.
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El espectro de supresidn que presenta sup F- Al

en las cepas de clase B es distinto del que

presenta en la clase C, probablemente por es
tar superpuesto al espectro del supresor dé-
bil originalmente presente en esta Gltima cla
ses El espectro de sup F- Al en SC 298 y SC
301 es idéntico. Sin embargo, el fenotipo S0S
de estas dos cepas puede ser distinguidoeen
base a la determinacién del espectro de supre

sién de estas cepas para sup F- G 82.

Finalmente, las mutaciones responsa-
bles del fenotipo "sos™ dificilmente pueden
corresponder al defecto en las funciones bac-
terianas relacionadas con el crecimiento de
lambda andlogas a ron (36, 37) gro N (38,39)
o nus (40). Es dificilmente concebible que
mutaciones de este tipo afecten ademéds el conm

portamiento de las auxotrofias bacterianas

trp UAG y/o arg UAG.

5.~ Caracterizacidn de mutantes de sup F en

las clases B v C,~

El estudio detallado de los mutantes
de clase C preliminarmente caracterizados en
. . » . . .
la seccidén anterior, estéd justificado porgue
. . 1 . -
en ellos existe una mala situacidn supresio-

nal entre las mutaciones arg UAG y trp UAG

con el supresor residual presente en estas
cepas. Como ya se mostrd en el capitulo 1
podria intentarse la derivacidn de nuevos mu
tantes analogos a los de tipo sex ya anali-
zados. Con este propbsito se buscd revertan-

tes Trp+ y Argt de los mutantes de la clase



47,.-

C descritos, previa eliminacién del profago
NNO. Inesperadamente, estos mutantes revier
ten al fenotipo seleccionado con frecuen-
cias significativamente superiores a las ob
servadas en la cepa andloga sup F+ SC 195
(tabla 15). El hecho de que la regibn sup F
sea una duplicacibén debe dar lugar a que los
mutantes debidos a cambios de base que apa-
recen en esta regidn tengan la posibilidad
de recobrar con alta frecuencia el fenotipo
supresor por regeneracidon recombinativa del
alelo sup F~ (a través de un mecanismo como
el mostrado en la figura 6, ref 23). Sin em
bargo, en este caso la alta frecuencia de
reversida observada no puede ser explicada
por este mecanismo, debido a la presencia
del alelo sec A~ en estas cepas, y a su per-

sistencia en todos los revertantes,

Cabe preguntarse si en ias capas de.
clase B existen mutaciones de alta frecuen-
cia de reversién al fenotipo supresor (Arg+
Trp+). Con este fin, se determind esta fre-
cuencia en seis derivados de clase B, a sa-
ber: SC 297, SC 298, SC 299, SC 300, SC 301
y SC 302 (ver genealogia en figura 7)., Sdlo
uno de ello, SC 297, mostrd una frecuencia
de reversidn alta al fenotipo supresor, Es-
ta fue 10 a 100 veces mayor que las obser-
vadas en las cepas SC 298 hasta SC 302, Sin
embargo, esta frecuencia fue sbélo 3 a 4 ve-
ces mas alta que aquella con que la cepa
isogénica ) (trp~, sup F+) SC 195 revierte
al fenotipo Arg"., Las diferencias de uno a

dos 6rdenes de magnitud entre las frecuen-
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-cias de reversidn de esta cepa ( SC 195)
con las del grupo de SC 298 hasta SC 302,
posiblemente se deben a un artefacto rela
cionado con el diferente procedimiento de
seleccidén al que son sometidos estos mutan
tes (Arg® para el caso de SC 195, Argt
Trp" para los otros). Esta afirmacidn es
consi stente con la observacidén de que la
frecuencia de reversién de SC 298 y SC 301
a Arg®t o Trp* es cercana a la observada en
SC 195 (tabla 15).Todos los revertantes Trp™

ArgT de SC 297 conservan su carécter rec A-.

Debido a que en el procedimiento de
seleccién usado para determinar la frecuen-
cia de reversibén, puede surgir cualquier su
presor, se normalizd esta frecuencia midien
do la proporcidon de sup F entre los rever-
tantes obtenidos. La (ltima columna de la
tabla 15 muestra los cuocientes entre la fre
cuencia de aparicidén de sup F en algunos de-
rivados de clase By Cy la frecuencia de
aparicién de sup F en SC 195. (estimada co-
mo 1.10=2 sup F/célula, de acuerdo a los da

tos presentados en la tabla 16).

Estos datos muestran que dos de lIos
derivados de clase C SC 232 y SC 268 dan rever
tantes sup F con frecuencias respectivamente
1.000 y 3.000 veces superiores a la de SC 195
(el caso de SC 266 sera analizado en la sec-
cibn siguiente. El derivado de clase B, SC 297
presenta una frecuencia de reversidén a sup F_
40 veces superior a la de SC 195, lo cual in-

cidentalmente muestra que el fenotipo no supre



T ABL A NS 16

TIPOS DE SUPRESORES ENTRE LOS DERIVADOS Arg+ ESPONTANEQOS

DE SC 195
Cultivo Colonias Tipo sapresor | No supresores
Arg+ Probadas D E F C B X
1 5 1 1 - - 1 - 2
2 5 - 4 - - - -
3 3 - 3 - 1 - - 1
4 2 1 - - - 1 - .
5 > - 1 3 - 1 - -
6 3 3 2 - ~ - = 1
s 1 - - - - - 1 -
8 3 R e o e, o 1
9 1 - - - - - - 1
10 1 1 - - - - - -
11 5 1 2 - - - - 2
TOTALES 36 5 14 3 1 3 1 2
Grupos de
[ndependien- )
tes. 11 5 7 1 1 3 1 9
3/27 Sup F supresores totales
1/18 Sup F independientes/supresores

independientes totales

1/10 Cultivos con sup F/total de cultivos.
27/36 Revertantes

supresores/ total de revertantes Arg+

TABLA 16.- Los revertantes Arg* de SC 195 se probaron por
espectro de supresidn. sup X es un supresor cu-
yo espectro no corresponde a ninguno de los supre
sores presentados en la Tabla 1.
Corrige bien a UAG 5 y UAG 213. No corrige UAG3,
UAG 227, UAG 57, UAG 43, UAG 216, UAG 221 ni UAG 7.



-sor de SC 297 no se debe a la delecidn de
la regibén sup F. En las cepas anteriormente
nombradas, el 100% de los revertantes Trp+
Arg+ son sup F~. El (nico revertante de SC
298 y las cinco revertantes de SC 301 ana-
lizados no son sup F, lo que muestra que en
estos, la frecuencia de sup F entre los re-

vertantes fenotipicamente supresores es me-
nor que el 100%.

Con el fin de investigar la relacidn
de la alta frecuencia de reversién a sup F-
con la recombinacidn, se examind la frecuen
cia de reversién al fenotipo Arg® Trpt (de-
terminada a 322 C) de once derivados inde-
pendientes de SC 233 (NNO), pertenecientes
a la clase B, (Ver (ltima linea de tabla 11).
Uno de estos, SC 273, revierte al fenotipo
Arg™ Trp* con una frecuencia de 5.1078, sien
do el 100% de los revertantes sup F~ por es-
pectro de supresidén. Esta frecuencia es 50
veces superior a la observada en SC 195. Los
10 restantes derivados de clase B revierten
al fenotipo supresor (Arg+ Trp+) con una fre
cuencia menor que 2.10"2. Se introdujo el
gen rec A~ en SC 273 por cruce con AB 3113
(Seleccionando por resistencia a estrepto-
micina). La frecuencia de reversion de este
derivado denominado SC 270 a los fenotipos
Arg* Trpt y sup F~ son idénticas a las simi-
lares observadas en SC 273 (tabla 15). Este
resultado prueba que la propiedad de alta
frecuencia de reversion a sup F~ de SC 273 no
puede ser atribulda al mecanismo de regenera-

- P . .
cion recombinacional.
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Con el propésito de investigar si
existen en la clase B cepas de frecuencias
de reversidn comparables a la de 1a clase
C, se examinaron 104 lisdgenos para NNO de
clase B y C (provenientes de los cultivos
6 y 7 de la tabla 11) por su frecuencia de
reversién al fenotipo Trp* Arg™ & 320 ¢,
Para esto, se sembraron 2 a 3.107 lisbgenos
de cdda cepa en sectores de placa de medio
selectivo. Por este método debiera ser posi-
ble detectar cepas con frecuencias de rever-
sién significativamente mayores que 5.10-8,
El examen de los 104 derivados de clase B
y C no mostrd cepas de frecuencia de rever-
sién mayor a este valor, excepto los dos de
rivados de clase C (los cuales fueron " reen
contrados" por su alta frecuencia de rever-
sibn, en el disefio experimental adoptado, que

usd tal "reencuentro" como control).

Todas las cepas que mostraron mis de
tres revertantes a los dos dias de incubacidn
(menos del 5% del total), fueron reanalizados
mads cuidadosamente por frecuencia de reversidn.
mucho mayor que 5.1078 en la clase B, sugiere
que el fTenotipo de clase C y las frecuencias
de reversién mayor que 1077 estan casualmente
relacionados. La frecuencia de mutantes de al
ta frecuencia de reversidn a sup F~ entre la
totalidad de mutantes de clase B es dificil
de determinar debido a las dificultades que
presenta analizar este fenotipo numerosos mu-
tantes, Sin embargo, dado que se encontrd un

. (e L
miembro de alta frecuencia de reversidn entre

50,-
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seis representantes de clase B (provenientes
de SC 296) escogidos al azary; y otro miembro
de alta frecuencia de reversidén entre once

termoresistentes de clase B, provenientes de
SC 233, y también escogidos al azar, se pue-

de estimar la frecuencia total de aparicidn

del fenotipo indicado como cercana al 10%.

La alta frecuencia de reversidén a fengtipo
tipo sup F~ mostrada por los derivados de cla-
se Cy 2 de la clase B no es explicable en ba-
se a la presencia de '"genes mutadores" (41)
pués estos afectarian la frecuencia de muta-
cibn de otros genes de esta cepa. Este no es
el caso en las cepas analizadas (incluyendo a
SC 266, que seréd analizado a continuacidn)
pues sus frecuencias de mutacién al fenotipo
rifampicina resistente es idéntico al de las

cepas parentales no mutantes.

| Por Gltimo, los supresores que aparecen
en los derivados Arg+ y Trp+ son transducibles

a SC 180 (seleccionando Arg+) por fago Pl Kc.

La transducibilidad de estos supresores demues
tra que el evento responsable del aumento de e

ficiencia del supresor ocurre en el locus su-

presor mismo o en un sitio muy cercano.

6.- Anhdlisis de la propiedad de alta frecuen-

cia de reversidn de SC 266,-

5 Y
Como se mostrd anteriormente, SC 26
es un derivado de clase C de alta frecuencia

de reversibn al fenotipo supresor (Arg+ Trp+)
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Sin embargo, a diferencia de los otros deriva-
dos de clase C analizados anteriormente, sélo
el 13% de sus revertantes son sup F~, lo cual
de todas maneras lo hace significativamente di
ferente a SC 195 en frecuencia de reversiédn a
dicho fenotipo (ver tabla 15). El restante 87%
de los revertantes son, por espectro de supre-
sidn, distintos a sup F en la no correccidn

de la mutacidn UAG 7 de lambda (linea 4 tabla

17)y lo que los clasifica como supresores dé-
biles, Este nuevo fenotipo ha sido denominado

"NU".

Inesperadamente, pués nunca esta cepa
ni sus antecesores han estado en contacto con
Phi 80, la mitad de los derivados "NU" de SC
266 (18/36 en 7 cultivos independientes) res-
tringen el crecimiento de distintas lineas del
fago Phi 80. La tabla 18 muestra las propieda-
des restrictivas de cinco derivados "NU" inde-
pendientes medidas a través de la eficiencia
de plaqueo (titulo del fago en el huésped res-
trictor dividido por su titulo en el no res-
trictor). Los fagos Phi 80, Phi 80 cl, Phi 80 h
Phi 80 p sup F, UAG-2 h” y Phi 80 p Su* [lI-

G 82, h (este Gltimo, un fago transductor de

5

sup F- G 82) de estructura diferente al trans-
ductor normalmente empleado a lo largo de esta
tesise ref, 20 ) crecen mal en los derivados

2 y 10-7)

y crecen bien en la cepa control 5C 195, en

"NUt (eficiencias de plaqueo entre 107

SC 266 y uno de sus revertantes sup F~ (eficien-
cias de plaqueos superiores a 0,1). La excepcidn
a esta regla es "NU" 21 en el cual Phi 80 cl vy

Phi 80 p sut 111 G-82, h tieneny respectivamente,
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eficiencias de plaqueo de 10-2 y le La peque-
fia deficiencia de los fagos h™ en SC 266 y su
derivado sup F~ no es seguramente significati
va .pues este tipo de mutantes de fago caracte
risticamente tiene menos eficiencia de‘plaqueo
en los huéspedes no resistentes a la varie-
dad h*. Ademds SC 195 no es peffectamente iso-
génico con SC 266, La Gnica 1inea de Phi 80
que no es restringida por las cepas de fenoti-
po "NU" indicadas en la tabla 18 es Phi 80 v

fago capaz de crecer en lisbdgenos para Phi 80.

Con el fin de averiguar en contra de
que genes de Phi 80 esti dirigida la restric-
cidn ejercida por las variantes "NU" de SC
266, se midid la eficiencia de plaqueo de re-

combinantes entre lambda y Phi 80 que tienen

alternativamente una u otra de las mitades del
cromosoma de Phi 80 reemplazados por los genes
de lambda. Todos estos fagos (Tabla 18) crecen
bien en los derivados Nu, excepto hy 4, el cual
es restringido por algunos de é&stos. Este he-
cho sugiere que el fago 80 es defectivo a ni-
vel de alguno de sus genes regulatorios (los
que estin desde att 80 hasta Ry, y que corres-
ponden al segmento de Phi 80 presente en hy 4).

Estos resultados excluyen dos de los mecanis-
mos comunes de resistencia a Phi 80, a saber,
el de resistencia de membrana (dirigido en con
tra de la funcidn J de 80, situada fuera de la

regién de homologia entre hy 4 y Phi 80, y el

de inmunidad por lisogenizacidn (dirigido en
contra de la funcibn cl, y excluido de antema-
no por el '"pedigree" conocido de los deriva-

dos M"NU"),



TABLA No 18

ia SC195 50266 SC266sup F Nu 11 Nu 21 Nu 31 Nu 41 Nu 51
1.0 1 1 7x10-6 §  7x107% x  7x106 §  7x10"6 x  7x10-6 x
10 1 1 1x10=5 &  1x10=2 + 1x10-2 &  1x10=2 x 1x10~9
1.0 0.10 0.5 5x10~7 x  2x10-7 x 2x1076 & 2x10=7 x  5x10-7 x

WV IN Y O 1 ¥ 1% 3x10-6 ¥ 1+ 4x10-6 ¥ 2x1076 ¥ 1x1076 %

\62, h™ 1.0 0.5 1 5x10™° 0.5 110" 5x10™7 1x10™
1.0 1 1 10-4 0.5 2x10-6 1x10=4 1x10-6
(1.0 1 1 | 1 1 1 1 1
1.0 1 1 1 1 1 1 1

13 4%x10~7 % 5x107° 1.0 1 1 1 1 1

1.0 1 1 1 1 1 1 1

inhibicién de crecimiento en la dilucién cuyo titulo se reporta.
placa muy chica,

placa muy chica, crece bien en cepas rec +,

@ X P X

De los escasos revertantes se obtuvieron lisados en la misma cepa donde se derivaran,
. . . s »

o en SC 195. En ambos casos, la eficiencia de plaqueo en los ocho huéspedes analiza-

dos en esta tabla fue mayor que 0.5,

Los Datos con dos cifras significativas estidn afectados con menos de 5% de error.
Los Datos con una cifra significativa, con 25% de Error.

?QQ



Existe la posibilidad de operacidn
de otro mecanismo de resistencia, el de "mo-
dificacidn y restriccién (42). El principio
general de este mecanismo consiste en la des
truccibén del cromosoma del fago infectante
por parte de ciertos huéspedes bacterianos.
Estos no destruyen su propio DNA por estar
éste quimicamente modificadc por un mecanis-
mo celular que puede operar sobre algunos
escasos fagos infectantes, Estos fagos al
ser modificados pueden multiplicarse en el
huésped restrictor, dando progenie también
modificada la cual ya no es restringidas Se
puede distinguir operacionalmente un fago
modificado de un fago mutante capaz de cre-
cer pues la modificacidn no es heréditaria.
Es decir, el crecimiento de un fago modifi-
cado en el huésped no restrictor darf nueva
mente progenie incapaz de crecer en el res-
trictor, en cambio el fago mutante conserva

réd esta capacidade,

Para examinar esta posibilidad, se
aisld (ver nota a tabla 17)4derivados de Phi
80 y Phi 80 cl, dos capaces de crecer en "NU"
11 y dos en "NU" 31, para cada uno de estos
fagos, y uno de Phi 80 h capaz de crecer en
"NUM 31, Se obtuvo "lisados en placa' de és-
tos en las cepas de derivacibén y ademés en
SC 195 (en el Gltimo caso se partidé de clo-
nes de fago purificado en esta cepa). Tanto
los lisados obtenidos en las cepas restric-

toras como en la no restrictora SC 195 lie-

54 ,~



titulo de los lisados probados fue siempre
superior a 5,107 fagos/ml. Este resultado

descarta la posibilidad de la participacién
de un mecanismo de "modificacibén y restric-

cidn" del tipo ya especificado en la resis-

dos "NU" de SC 266.

tencia a Phi 80 presentada por los deriva-

Hasta el momento no tenemos una bue
. [ .

na explicacion para el fenotipo supresor de
los derivados "NU" ni para la resistencia
que presentan a Phi 80 algunos de estoss
Sin embargo, el hecho de poder aislar fagos

g04 g
mutantes capaces de crecer en estos resisten
tes, abre un camino a la caracterizacidn de
la funcién bacteriana afectada en éstos, el
cual consiste en la caracterizacidn de la

mutacibdn del fago.

7.- DISCUSION

A.,- Fenotipo sose.

En la seccidn anterior se
han presentado datos que permiten catalogar

a algunos supervivientes de la termoinduccidn
de SC 296 (NNO) como poseedores de una muta-

. p | rs . . .
cibn sos, cuyas caracteristicas se definieron
en la seccidn 1. de este capitulo. En efecto,
la caracterizacidn presentada, aunque prelimi-
nar, sugiere fuertemente que los mutantes sos

han afectado la expresidn del tRNA supresor.

I o s S B b e Bl ol Figs Mo e Tove S arpire
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del profago NNO y el espectro de supresidn de
mutantes de lambda esté alterado por mutacio-
nes restrictivas del crecimiento de este fago,
se ha descartado en base a que éstos deriva-
dos afectan también la correccidn supresional
de mutaciones bacterianas (Tabla 18). La ca-
racterizacidn presentada aqui abre las puestas
a una caracterizacidn genética y fisiolbgica
mds profunda de los mutantes sos, al ofrecer
criterios técnicos (como el efecto en las au-

xotrofias irp am y arg am, cuya supresidn es

alterada por los sos) que permiten la manipu-

lacidn analitica de estas mutaciones,

Puede parecer extrafio la gran frecuen
cia aparente en los termorresistentes de las
clases By C, de derivados que han sufrido
dos eventos mutacionales, uno de tipo sos y
otro que conduce a la inactivacidn del supre-
sor. Sin embargo no lo es si se considera que
el sistema de seleccidn por termoinduccidn (co
mo se vio en la seccibn 1) es inexplicable-
mente bacteriostitico para las células capa-
ces de corregir bien las mutaciones del pro-
fago NNO (y no bactericida como se espera ted
ricamente). En base a esta caracteristica del
sistema, probablemente la mutacidn sos ocurre
primero, y su actividad de disminucion de la
eficiencia de supresidn de sup F aumenta la pgo
sibilidad de que este derivado sobreviva a la
termoinduccién del profago, tal vez, porque la
misma mutacidn sos hace parcialmente termosen-

sible alguna funcién vital de la bacteria,

" 0 S N SN SO e ORI . . -1 SRS | (0= SN (N N S S N ...
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divisiones sucesivas, seguramente por segre-
gacibn del supresor. Este hecho es consisten
te con la disminucibdn de la clase A (relati-
vamente al resto de los termorresistentes)
al realizar la purificacidén de los clones

termorresistentes (Tabla [I)e. Finalmente, la

atribucidn del fenotipo sos a mutaciones en

elementos de la via de sintesis de proteinas

es solamente tentativa. La caracterizacidn ul

terior de este fenotipo requiere un replan-

teamiento del sistema selectivo en el que in-

tervenga el establecimiento de método opera-
. P .

cionales para separar genéticamente las muta-

ciones sos de las mutacionesa "contaminantes"

en sup F.

Be~ Mutaciones de supresor.-

Se han descrito en este capitulo al-
gunos fendmenos relacionados con la alta fre-
cuencia de reversidn al fenotipo supresor de
dos miembros de la clase B y tres miembros de
la clase Co En las cepas de clase C pueden dis
ginguirse nitidamente tres tipos de actividad
supresora residual (ver tabla 17). Las cepas
de clase B no poseen actividad supresora re-
sidual detectable por espectro de supresién,
Algunos de los derivados de este tipo presen-
tan ademfs la caracteristica sos (tablas 12 y 14)
Esta caracteristica probablemente no esta re-
lacionada con el fenotipo de alta frecuencia
de reversidn, pués SC 270 no presenta activi-

dad sos detectable, presentidndola en cambio



SC 297. Sin embargo, ambas cepas nombradas
son indistinguibles en cuanto al fenotipo

de alta frecuencia de reversién (tabla 15).

Debido a dificultades técnicas no
se ha podido estudiar sistemidticamente la
relacion de estos aparentes mutantes de su-
presor con el locus génico sup F. Sin embar
goy, los resultados presentados sugieren que
el defecto respensable de la desaparicidn de
actividad supresora del sup F originalmente
presente es cis dominante, pues no altera
las caracteristicas de sup F~ cuando éste se
introduce a las cepas por medio de un fago
lisogénico transductor. Por esta razdn, su-
pondré en lo que sigue de la discusidn, que
el defecto responsable del fenotipo de estos

mutantes reside en la regién sup F.

Se ha descrito anteriormente el ais-
lamiento de derivados de actividad supresora
baja o nula desde cepas sup F~ siendo muchos
de estos de alta frecuencia de reversidn a est

te fenotipo.

Resumiré brevemente estos resultados.
Andlogamente el cassc aqui presentado, se en-
cuentran tres grupos de distintas frecuencias
de reversibn al fenotipo sup F (determinado en
este caso por el espectro de supresidn de mu-
tantes r_ 11 del fago T4). Debo hacer notar que
tanto en el trabajo citado como en esta tesis,
el concepto de "grupo de frecuencias de rever-

sidn" probablemente no tiene bases reales, y

-~ .o s Ll L L4
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Uno de los grupos revierte al feno-

tipo supresor con frecuencia cercana a 5 x 10'9,

siendo el 20% de los revertantes fenotipica-
mente sup F. Presumiblemente éstos son andlo-
gos a los derivados SC 298, SC 299, SC 300,
SC 301 y SC 302, presentados en la Tabla 152
Otro de los grupos revierte al fenotipo sup F
con frecuencia entre 10~6 y 10-7, y presumi-
blemente es seme jante al grupo formado por
SC232 ,SCzGG-a.sCZeQE (Tabla 15). Finalmente,
un Gltimo grupo (formado pér tres miembros)
de frecuencia de reversidn a sup F alrededor

de 5 x ;QTS, el cual seguramente es andlogo
a %c L1733 YSCZQ?%(TabIa 155.

Estos datos han sido interpretados
en base a la postulacibén de un modelo estrugc
tural de la regidn sup F (figura 6) cuyas pro
piedades recombinacionales explicarian el com
portamiento descrito. Tal modelo predecia im-
plicitamente que las propiedades mutacionales
y reversionales de la regidén sup F deblan ser
profundamente alteradas por la introduccibn
de deficiencias en el sistema de recombinacién
de estas cepas,. Sin embargo, no se realizb

esta prueba critica en el informe ya citado.

» .
Los datos presentados en esta tesis
muestran que la prediccidon mencionada no se
verifica experimentalmente para algunos mytan

tes de esta regidn.

El (nico efecto observado consisten-

te con la hipdtesis recombinacional postulada,



es la disminucidn en dos drdenes de mag-
nitud de la frecuencia de supervivencia

a la termoinduccidn en la cepa SC 296 (NNO)
respecto a su andloga rec A+, SC 233 (NNO).
Sin embargo todos los efectos estudiados

que anteriormente eran explicados en base

a la hipbdtesis recombinacional, pueden ser
demostrados en cepas deficientes en recom-
binacién. El alelo rec A usado durante este
trabajo ha demostrado en el sistema aqul pre
sentado (datos no mostrados) y en otros (6)
ser incapaz de hacer recombinar regiones ge-
néticas cuyas homologla es mayor que la in-
volucrada en la hipotesis recombinacional.
Por ende, los resultados obtenidos en esta
tésis no pueden ser explicados por una ac-
tividad recombinacional residual del alelo
rec A - usado. La persistencia del fenotlipo.
Rec- en los distintos revertantes obtenidos
descarta la posibilidad de que la explica4
cibn de mis resultados resida en la rever-
sién de rec A- a su alelo silvestre corres-

pondiente.

Mis resultados plantean dos dilemas.
En primer lugar, la hipdtesis recombinacional
aludida toma como punto de partida una estrug
tura de la regidn sup F cuyas predicciones
experimentales han sido independientemente
verificadas en forda bioquimica y genética
(20, 22). Por ello, la estructura propuesta
de la regidn sup F (Figura 7) debe ser escen-

cialmente correcta, y las razones del fracaso
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-acteristicas reversionales de algunos de
nuestros mutantes en sup F (y que confir-
man las propiedades ya reportadas de esta
misma regidon, 20) no pueden ser explicadas
en base a las caracteristicas conocidas de
los mecanismos mutacionales normalmente o-
perantes en Escherichia coli (transiciones,
transversiones, inversiones} inserciones,

deleciones, subtituciones).

La solucidén natural a estos dilemas,
es, entonces, postular nuevos mecanismos mu-
tacionales, o nuevas propiedades de los ya e-
xistentesy, de modo de dar cuenta de las pro-
piedades mutacionales de la regidén sup F. Con
este propbsito tomaré algunas propiedades de
los sistemas de control génico de mutaciones
que existen en maiz (43, 44) y otros organis-
mos superiores. Las propiedades de estos sis-
temas son admirablemente adecuadas para expli
car los resultados aqul presentados. La posi-
bilidad de que este tipo de sistemas exista
en Escherichia coli ya ha sido (45) analizada
en forma tedrica. De acuerdo a lo ya dicho,
postuld que en las lineas celulares SC 233 y
SC 296 existe una funcidn génica que en lo
sucesivo llamaré bug (Bacterial Unstable Gen),
. caracterizado por tener, andlogamente a los
sistemas de maiz ya aludidos, las siguientes
propiedades: 1) capacidad de transponerse fre
cuentemente entre diferentes localizaciones
del cromosoma bacteriano. 2) Capacidad de mo-
dificar la actividad del locus génico al que

~ctid unido. de varias maneras diferentes,
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De acuerdo a la hipdtesis anterior,
el fenotipo de alta frecuencia de reversidn
descrito, seria provocado por 'la transposi-
cién y (dirigida por la seleccién) de un bug
desde una regién cromosdémica "silente" a la

regién sup F. La hipbtesis predice que:

1) Las mutaciones relacionadas con bug deben
presentar una gran diversidad fenotipica.

2) Debe ser posible aislar nuevas variantes
fenotipicas a partir de la mutacidn origi

nalmente provocada por el bug.

3) Debe ser posible demostrar la transposi-
cidn de bug a nuevas regiones génicas,

4) Debe ser posible demostrar por algln cri-
terioy, la presencia de un elemento foréneo

en el gen mutado.

En forma consistente con la primera
prediccién, todas las mutaciones de sup F
sospechosas de estar relacionadas con un bug
facilmente transponibley en base a su alta
revertivilidad, ademés presentan independien-
temente una gran riqueza de aspectos fenotipi
cos (Tabla 17, lineas, 1y 2, 3 y 5). De acuer
do con la segunda prediccidn, la mutacidn de
SC 266, presuntivamente relacionada con bug,
da frecuentemente un nuevo fenotipo, Nu, (Ta-
bla 17, linea 4) al seleccionarse de el va-
riante Arg+ y Trp+. De acuerdo con la tercera
prediccibén, cerca del 50% de los derivados Nu
de SC 266 adquieren la capacidad de restrin-
gir a algunas lineas del fago Phi 80. La res-

triccibén es sdélo parcial en el caso de '"Nu"

71 o +a+al an las "Nu" restantes (tabla 18),
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lo que esti de acuerdo con el postulado de
que bug puede modificar en mlltiples formas
. ., .

a una misma funcidon. Sin embargo, en este
casoy la hipdtesis bug se muestra insuficien
te pues no se ha descrito a nuestro conoci-
miento una funcién celular capaz de dar mu-
tantes de resistencia a fagos de las carac-

teristicas descritas en la seccibn 6.

Algunos resultados preliminares mues
tran que es posible demostrar la trnsposicidn
de bug por otros criterios, Por ejemplo, el g
xamen de 16 derivados resistentes a Phi 80 cl,
obtenidos de SC 266 permitid el aislamiento
de un auxdtrofo que revierte al fenotipo pro-

totréfico con una frecuencia aproximada de

16~86,

La cuarta prediccidn no ha sido aln
verificada. [ncidentalmente, es posible de-
mostrar por métodos fisicos que muchos mutan
tes de los llamados "puntuales" en distintos
genes de Escherichia coli,y corresponden real
mente a la insercidén de la misma secuencia de
DNA foréneo (46, 47, 48). Caracteristicamen-
te, este tipo de mutantes de insercidn es ca-
paz de revertir a gran variedad de frecuen-
ciass El fendmeno estd relacionado con la pér
dida de la insercidon, y puede verificarse en
células deficientes en recombinacibdn (49).
Por esto, creo que las secuencias de inser-
cibn aludidas o "insertosomas" son buenos

. . . . A
candidatos para corporeizar la funcion bug

nnetinilada en eata téasisa
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Finalmente, debe agregar que la
hipotesis bug tiene solamente el valor de
ser una de las posibles hipbtesis que pue
den ser generadas "ad hoc" para unificar
la discusidn de las propiedades de un gru-
po de mutantes de supresor. Se escogid es-
ta hipbtesis por ser la que requeria el me-
nor nimero de supuestos iniciales de todas
las hipbdtesis alternativas consideradas. En
tre alguna de estas hipbdtesis alternativas
mencionaré:

a) la posibilidad de que las caracteristicas
de los mutantes de supresor se deban a la
alternacidén de un mecanismo regulatorio
que involucre esta funcidn (por ejemplo

I'd
un operdn).

b) Estructuracién secundaria masiva del cro-
mosoma en la regidn sup F, que puede ser
alterada por mutantes puntuales y

c) Mutaciones de tipo sex, como se adelantd

vl
en la seccion 5.
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CAPITULO 1V

CONCLUSTIONES

A nuestro parecery la conclusidén mids importante
de esta tésis, es la demostracidén operacional
de que se pueden emplear las propiedades de los
tRNA supresores para obtener mutaciones en ele-
mentos celulares que interactlen con esta molé-
cula, Los métodos de seleccidén basados en el
principio anterior permitieron obtener candida-
tos a mutantes ribosomales. Este hallazgo da va
lidez a la orientacidn inicial propuesta en el

Capitulo [, e indica excelentes perspectivas,

El tipo de enfoque mostrado en esta
tesis es particularmente importante en este mo-
mento, contemporéneo al ataque sistemidtico de la
estructura ribosomal. El ribosoma, aln cuando
sea caracterizado totalmente por la estructura
de sus componentes, persistira como una "caja
negra" a menos que se defina la participacibn
de éstos en la "funcibén de transferencia" entre
los sustratos aminoacil tRNA, m RNA, peptidil
t RNA y tRNA deacilado. Las mutaciones ribosoma
les obtenibles por procedimientos semejantes a
los descritos en esta tésis, se espera que modi
fiqueny, sin anular necesariamente, esta fun-
cibn de transferencia. Asl se hara mas facil
la caracterizacidn de cuidl es la funcidn normal
correspondientey y por lo tanto, la de los ele-

mentos ribosomales participantes, En cambio, por
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las limitaciones inherentes a su principio
de aislamiento, los mutantes termosensibles
en dichas funciones en general deben anular

dicha funcidn de transferencia.

El segundo lagro importanté de
esta tesis, consiste en el establecimiento
(casual) de un método de aislamiento de mu-
tantes de supresor. Estos mutantes conducen
al dilema siguiente. Si sus propiedades son
explicadas de acuerdo a las propiedades co-
nocidas de los tRNA supresores, se hacé ne-
cesario postular nuevas formas de mutacidn
génica de caracteristicas distintas a las
que ya conocemos, Por otra parte, si laspro
piedades de estos mutantes se interpretan

en base a los mecanismos mutacionales corrien
temente aceptados, deben postularse propie-
dades del tRNA adicionales a las ya conoci-
dad, Esta tesis deja entrever varios caminos
para abordar este dilema, nos atrevemos a
predecir que cualquier solucidn a la interrg
gante planteada conducird a conocimientos ex
.tremadamen%e interesantes, En todo caso, es

otro problema que queda abierto.



CAPITULO

67.

i

CEPAS

A.- Cepas Bacterianas canbnicas.-

Los simbolos genotipicos usados se describen

en la referencia 50.

E 21

X 90

AB 3113

CS H57B

7003

corresponde a un derivado no
lisogénico de E 21 (lambda).

Esta cepa se obtuvo del Dr.

N Glansdorff, a através de
Alaim Ghysen.

Hfr Hy lac Z UAG-X- 90,0bteni-

da de Rall Goldshmidt (51).

Hfr AB 313, 1lv, thr, leu,rec A,
sup D, str A, obtenida del Dr.

R.Devoret, a través de Alain

Ghysen.

F- ara, leu, lac Y, pur E,gal,

trp, his, arg G, mal A,str A,

xyly, mtl, ilv met A. B.

thi, ton B, sup D, (80)

Obtenida del Dr. J. H. Hiller,
a través del Dr. Jorge E. Allen
de. (52)-

Hfr H, leu- 3, obtenida de Rall
Goldschmidt.



WU 36,10

LSS 446

1 4

C 600

68.

F- leu UAG, tyr UAA, isx, 80
resistente, lambda resistente.
Obtenida del Dr. S. Person at
través de Alain Ghysen (13).

Contiene el episoma F!'- 14

sup U™ . La cepa portadora es

rec °

Hfr H 1ys, glu A, thi. Obteni-
da del Dr. P. Starlinger por

Alain Ghysen.

F- thr, leu, lac y, sup D,ton B,
thi. Obtenida de Rall Goldshmidf.

CEPAS BACTERIANAS CONSTRUIDAS

La base de la denominacidn es el orden de ins-

cripcién en el catdlogo. La sigla "SC" significa San-

tiago de Chile.

SC 54

SC 54,.,X

F- trp UAG, lac UAG, obtenida

como un derivado F- lambda sen-
sible de CA244 (lambda), proce=-
dente del Dr. S. Brenner. Esta

cepa fué construida por Alain
Ghysen, asi como sus derivados

supresores.

SC 54 sup X. Los supresores sup
Dy sup Ey sup Fysup C,sup G,

sup By Sut 6 se introdujeron
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SC 175 F- leu UAG. Obtenida como un
derivado Tyr+, lambda sensi-
ble, 80 sensible, estreptomi-
cina sensible; de un cruce en
tre L4 y WU 36.10. Construida
por Alain g Ghysen.

SC 176 F-, tyr UAA
Obtenida de un cruce semejante
al indicado para SC 175. Cons-
truida por Alain Ghysen.

SC 178 - Hfr H, lac Z UAA-X-90 lam,str
A, X-. Obtenida a partir de X90

la mutacidn lam se derivd bus-

cando un derivado Mal-resisten
te a lambda. Este derivado X90
lam se mutagenizd con N, NI-
dimetil nitroso guanidina seleg
cionandose un derivado estrepto
micina resistente. En este paso
aparéecid la auxotrofia X- (no
seleccionada). Probablemente es

3 . . b "
un requerimiento de aminoacido.

SC 180 Hfr Hy, lac Z UAA-X-90, met B
Arg am E 21,4 str A. Obtenida
cruzando una fenocopia F- de
SC179 con E 21, seleccionando

recombinantes. Mal +, X+, estrep

tomicina resistentess,

SC 200 Hfr H 1eu UAG, met B, arg UAG-
E 21 str A. Obtenida transdu-

ciendo a prototrofia al lisb-
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-geno 7003 (80 p sup F-G 82,UAG 2)

(el cual tiene una mutacidén no su-
presible en leu). usando Pl kc cre
cido en SC 175. El derivado asfi
obtenido se cruzd con una fenoco-
pia de SC 180, (seleccionando por
Lac + y resistencia a estreptomi-

cina).

S 252 Hfr P4 x6, trp UAG, arg UAG-E21,
met By sup Fy, Construlda por la
contransduccidn de trp UAG y sup F

a E 21 (seleccibén Arg+), usando
Pl ke <crecido en SC 54 F,

SC 238 Hfr H leu UAG, lac Z UAG- x- 90,
str A. Obtenida de cruzar SC 178
con una Fenocopia de SC 200 (se~

leccibn Met +, Mal+, X+).

SC 296 F- trp UAG, arg UAG E 21, met B,
sup F, str A, rec R.
Obtenida de un cruce entre AB3113
y una fenocopia F- de SC 233, se-

leccionando recombinantes 1lv+,
Thr+, Leut+, estreptomicina resis-
tentes. De uno de los derivados
Rec™ as! obtenidos se buscd un
= espontaneo. Los criterios de
ausencia del factor F son a) no
transmisidn de los marcadores
Thr+ y Leut+ a un derivado rif de
600 (seleccibdn Thr+y Leut+, resis

tencia a rifamicinae.
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b) Resistencia al fago f2
(especifico para machos).
La construccidon de otras las

cepas se describe en el texto.

CEPAS DE BACTERIOFAGOS

Salvo en los casos indicados, todas las

» . .’
cepas aqul presentadas provienen de la coleccion de

la Universidad de Bruselas, y se obtuvieron a tra-

vés de

lambda

lambda

Alain Ghysen. Los simbolos genotipicos de

se describen en las referencias 53 y 54.

g i

lambda

lambda

UAG-P 207

lambda

c42, UAG-P 3

lambda s

UAG-A 227 cl

Obtenido de Ralill Goldschmidt

Revertante sust de lambda ~

N-UAG 213: ol.

ts 857

lambda

cll: UAG-R 5

lambda

UAG-Q 57

lambda

cls: UAG- E 43

lambda

clls UAG-_R 216

lambda

c 2002; UAG-R 221

lambda

cll, UAG-Q 203

lambda

UAG - N 213: cl

lambda

h: UAG- N 7: el 2035

lambda

cll 2038; UAG- O 8

lambda

UAG- N 7, 53: ¢l

ts 857 UAG-0 29
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lambda imm 434 b p derivado de lambda imm 434,
seleccionando por placas
grandes, por H. Murialdo.

Lambda UAG = N 213: imm 434, cl 3062

Lambda b2: imm 21

Lambda imm 21

hy 4 (A hasta J de lambdaj; att
hasta R de Phi 80,

hy 6 (A hes ta att de Phi 803 imm
hasta R de lambdaj. Es un
revertante UAG+ de hy 6
URG -~ P3.

hy 64 (hy 6; imm 434, cl 3062; am
N sus 213 ) derivado de un
cruce entre hy 6 am P sus 3
yslambda am N sus 213; imm
434, c| 3062.

lambda h 80

lambda h 80:49

(A hasta J de 80; att hasta
R de lambda).

Obtenido del Dr. J.H, Miller,
(52), a través del Dr. J.E.
Allende.

Derivado "host range" del an

terior. Obtenido de la misma
fuente que lambda h 80 9.

derivado virulente de Phi 80.
Capaz de plaquear en lisdge-
nos para 80. Es termoresis-

tente a 4292 C,

farencia de todas las lineas

lo cual lo di-



80

80

80

80

sup F, UAG 2.

sup F - Al; UAG 2

sup F - U80; UAG 2.

sup F- AIU 81 UAG
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de 80 que conozco. Obtenido
de la misma fuente que lambda

h 80,8 9.

Ver referencia 31. Obtenido

de Alain Ghysen.

Ver Referencia 6. Obtenido de

Alain Ghysen.

Ber Referencia 6. Obtenido

de Alain Ghysen.

Ver Ref. 6 Obtenido de Alain
Ghysen.



CAPITULO Vi

M ATERTIALES Y M ETODOS

A) Medios de cultivo.-

le- Procedencia de los reactivose.- Los medios

de cultivo deshidratados, el agar y los colorantes
provienen de la casa "Difco'". Los aminodcidos, ba-
ses, colorantes, vitaminas y antibidticos y el etil-
etano sulfonato provienen de la firma "S[IGMA". La N-
N metil nitroso guanidina proviene de Kock-Lighi
Laboratories y la rifampicina, de Lepetit.

Corrientemente se emplearon diferen-
tes marcas de sales y azlcares, siempre de grado a-
nalitico certificado. Los medio y reactivos de pre-

pararon en agua destilada con instrumental de vidrio.

2.- Férmulas.~ Los medios sdlidos contienen
1,4% de agar. Los medios suaves para plaqueo de fa-
gos (agar-tapiz o "top agar") contienen 0.7% de a-
gar.

Medio minimo M 9.~ Contiene por litro: 58 gr de Na,
HPO, 30 gr de K H,PO,, 5 gr. de Nacl, 10 gr de NH,C1,
1 mg de clorhidrato de thiamina y 5 gr de azlcar co-
rrespondiente. Las sales se preparan a 10 veces su
concentracién final y se ajustan a pH 7.5 con NaOH.
Los azlicares se preparan a la concentracidén de 10%
p/vy y la vitamina al mg/ml. Los ingredientes se au-
toclavan separadamente y se mezclan antes del uso

con la cantidad adecuada de agua estéril (medio 11-
quido) o mezcla estéril de agua y agar (14 gr de a-

gar en 850 ml de agua, para un litro final) en su



punto de ebullicién (medio sbélido). El medio mini-
mo sbélido puede prepararse sin azlicar, si se desea,
agregando ésta como un aditivo sobre las placas so-

lidificadas (ver "aditivos"),

Medio rico Triptona.—- Contiene por litro: 10 gr. de
triptona y 5 gr de Na Cl. |

Medio rico 869.- Contiene en 900 ml: 5 gr. de ex-
tracto de levadura, 10 gr. de triptona y 5 gr de

NaCl. Después de autoclavar se adicionan 100 ml de

solucién de glucosa estéril al 10% p/v.

Medio rico 853.~ es 869 adicionado de KH,PO, (0.3 gr
por litro final) y K2HP04 (0.7 gr/litro final). Las

sales de mantienen en una solucidn patrdén estéril

mil veces concentrada.

Medio rico EMB.- Contiene en 900 ml: 5 gr. de NaCl,
10 gr de triptona, 1 gr de extracto dd levadura,

14 gr. de agary 2 gr de K,HPO,, 0.40 gr de cosina

y 0,065 gr de azul de metileno. El fosfato y los co

lorantes se disuelven separadamente en 100 ml de a-
gua, calentando si es necesario., La mezcla se este-
riliza, y antes de usar se funde y se le agregan LOO
ml de solucién al 10% p/v del azlicar que se desea

probar.

Medio para stab.- Contiene por litro: 10 gramos de
caldo nutritivo (Nutrient Broth)N 5 gr. de NaCl y 6

gr de agar.

Aditivos.- Los aminoicidos se mantienen en solucio-
nes patrén estériles con 5 mg/ml del l-aminodcido,
y se usan a una concentracidén final de 40-50 ug/ml.
La estreptomicina se usa a esta misma concentracidn
final. La solucibn de esta droga no puede ser auto-
clavada. La rifampicina se usa desde una solucidn
patrén en metanol (10 mg/ml) y se usa a la concen-

tracién final de 150- 200 ug/ml. Los azlcares se



preparan en soluciones patrén estériles al
20% p/v y se usan a la concentracidn final
de 0.05% - 0.1% . Los aditivos se pipetean.

sobre las placas y se esparcen con un "ras-
trillo" estéril,

3.- Preparacidn de placase-

El medio de cultivoy previamen-
te fundido y llevado a ebullicidn, se deja
enfriar hasta 602 C y vierte manualmente en
placas de 9 cm de diadmetro. Las placas para
crecimiento de fagos se llenan con 30 ml de
medio. Las demas, corrientemente con 25 ml de
medio. Con un poco de préactica se pueden ver
ter placas con menos de un 5% de error en el
volimen especificado. Después de solidifica-
dos, las placas se almacenan a 42 C y, antes _
de usar, se secan por 1 hr. a 372 C en un hor

no de conveccidn forzada.

B.~- Métodos de cultivo.-

a) Suspensién de bacterias.- Se centrifuga

un cultivo de bacteria, y resuspende en Mg SO4 1
10 m M estéril. Esta suspensidn se puede alma-

‘cenar por meses a 42 C. Las diluciones de esta

. . (4 [
suspensidon se realizan en la solucion descrita.

b) Lisados de fagos lambdoides.- Se designa

como fagos lamboides a aquellos capaces de even
tualmente recombinar con lambda. Este grupo in
cluye a 80, 434, 21 y los derivados hilbridos

lambda imm 21, lambda imm 434, hy 4, hy 6, hy
64 lambda h 80, etc.-




le~ Induccidn por luz ultravioleta.-

Se centrifuga 5 ml de un cultivo ex-
ponencial de lisdgenos, y se resuspende en 2 ml
de mg SO4 10 mM. Se ponen en una placa y se i-
rradian hasta 70- 80% de supervivencia con
una l&mpara germicida (por ejemplo, "Sylvania"
Germicidal Lamp, 15 W). Se diluye 1: 5 en Trip-
tona adicionada de Mg 50, hasta una concentra-
cidn final de 10 mM. Se incuba 180 minutos con
agitacibn, a 372, se agrega 1-2 gotas de HC Clq
y se incuba con agitacibén por 15- 20 minutos
adicionales. El lisado se centrifuga y almace-
na sobre cloroformo, a 0-4% C en tubos herméti-
cos., De esta manera el lisado pierde solo 5- 10%

de su titulo por afio de almacenamiento.

2.~ Termoinduccidn.-

Aplicable a derivados cl ts 857 de
lambda, Se incuban 20 minutos a 43- 442.C,5 ml
de un cultivo exponencial de lisbgenoy obtenido
a 322 C. Luego se prosigue la incubacidn a 372C
por 180 minutos, y el lisado obtenido se proce-
sa como se describid en "Induccibén por luz ul-

travioletal,

3,- Lisados Vegetativos. en Medio Liquido.

Se toma una placa aislada de fago,
cortando el "agar Tapiz" en sus alrededores, y
se disgrega en 0.2 ml de suspensidn de bacterias
permisivas. Se permite la absorcidn del fago por
15 minutos a 372 y se incuba en medio rico adi-

cional de Mg S0, hasta la concentracidn de 10 mi.



Luego se procede como se describid en "|nduccidn

por luz ultravioleta'.

4.,- Lisados Vegetativos en Medio Sé1lido.

("Lisados de Placa').-

Se coge mondadientes estéril con pin-
zas estériles, y se pica una placa aislada de fa-
go. Se deja extraer el mondadientes en 0.5 ml de
suspensidén de bacterias permisivas durante 15 mi-
nutos, a 372 C. Se agregan 2-3 ml de medio liqui-
doy, con 10 mM de Mg SO, y 3 ml. de agar tapiz fun
dido. La mezcla se vierte sobre una placa fresca
(con menos de 36 hrs, de vertida, y no desecada
previamente) de medio s6lido. Durante las opera-
ciones anteriores no es necesario extraer el mon
dadientes, quedando adherido por capilaridad a
las paredes del tubo. La placa asi preparada se
deja incubar por 8-16 hrs. a 372, con la super-
ficie hacia arriba, Para preparar el lisado-se a-
gregan 2 ml. adicionales de medio liquido, con
10 m M de Mg SO,; a la placa y se deja reposar 1
hre a 372 C, y luego se traspasa la capa de agar
blando y liquido acompafiante a un tubo de centri-
fugay en condiciones de esterilidady ayudandose
de una espitula de forma apropiada, esterilizada
por flameo con alcohol. La mezcla se centrifuga
y el sobrenadante se almacena como se indico en

la seccidn l.-

5.~ Lisados de faco Plkc para Transduccidn.-

Se toman 5 ml de un cultivo exponen-

cial de la bacterias donantes (5 x 107 células
ml) crecido en 869. Se centrifuga y resuspende
an 1 ml de Mg S0, 10 m M, Ca Cl, 5 mM esteéril.



Se infecta con una multiplicidad de 3 - 5 con
fago Pl kc y se permite la absorcidn por 15
minutos. Luego se centrifuga y résuspende en

5 ml de 869 contenido 10 m M de Mg SO4 y. 5 mM
de CaCl, . Se incuba hasta que se produzca la
lisis (No por mis de 180 minutos) manteniendo
agitacion a 372 C. El lisado se procesa como se

indicé en "Induccidn por luz ultravioleta'.

Ce- Titulacidén de fagos.-

l.~ Titulo aproximado.- Se preparan tubos de

dilucidn con 5 ml del medio utilizado para cre-
cer el fago, y una placa de medio rico, con un
tapiz de bacterias permisivas prepérado con 3-

4 ml de " agar- tapiz " y 0.5 ml de suspensidn
de bacterias., El agar-tapiz" se lleva previamen
te a ebullicidn y luego se deja enfriar hasta
5-5592 C, Se hacen diluciones seriadas del lisa-
do (10-2, 10_4, 10-6), tomando en cada caso 0.100
ml en un sector del tapiz. En el tapiz deben que
dar finalmente gotas del lisado y de las tres
diluciones sefialadas, en sectores separados.
Después de 16 horas de incubacién, se estable-
ce el titulo en base a las placas que crecen en
los sectores. El titulo asl obtenido tiene error
por un factor de 2-3, e exactitud suficiente pa-
ra la mayorfa de los propdsitos practicos). Esta
forma de titular es réapida y requiere poco mate-

l’ial.

2.- Titulo exacto.- Se hacen diluciones ade-

cuadas del lisado, en base al titulo aproximado,

y se mezcla una alicuota conteniendo de 50 a 200



fagos con 0.5 ml de suspensidén de bacterias,
En el caso de P, , la suspensidon debe conte-
ner ademas 5 m M Ca Cly, se debe permitir la
absorcidon por 15 minutos. La mezcla descrita
en cada caso se mezcla con el "agar—tapiz”
fundido y se vierte en una placa de medio ri-
co., Después de que esta solidifique se incuba

a 372 por 16 horas.

D.~ Aislamiento de clones puros. o '""clonaije".

l.- Bacterias.- Un clon bacteriano obtenido

de un procedimiento de seleccidn cualquiera o-
peracionalmente se considera como genéticamen-
te puro cuando ha pasado, por lo menos por un
ciclo de purificaci 6n hasta colonias aisladas
en condiciones selectivas, y por otro ciclo se
me jante en condiciones no selectivas. La puri-
ficacidn se realiza restregando una pequefa
cantidad de la bacteria sobre placas del medio
adecuadoy con una alambre esterilizado a la
llama. El tipo de alambre mas adecuado es el
de platino iridiado de 0.02- 0.03 mm de grosor,
aunque puede usarse alambre de Nicrom, Cromel,
etc. Pueden hacerse de 15 a 20 purificaciones

por placa "standard" (9 cm de diémeiro).

2.- Fagos.- Se purifican plaqueando diluciones
adecuadas en el tapiz de la bacteria adecuada
o bien restregando suavemente una porcidn del
lisado con un alambre de platino de 0.1 mm de
grosor (o menor). Asi pueden purificar hasta 10

colonias por placa "standard".



E) Examen por replicacidn de placas.-

Este método es inapreciable para el
examen rapido de marcadores. Se realiza sembran
do parches de 4 mm en una placa de medio rico,
con un alambre estéril embebido en bacterias
crecidas en medio sdlido, cuidando de dejar una
pelicula mds o menos uniforme de bacterias, La
placa asi preparada (con no mis de 100 "parches"
por placa standard) se incuba hasta que el cre-
cimiento de los parches sea nitido (6 a 16 hrs.),
pudiendo entonces ser usada como matriz de re-
plicacién. Para esto se imprime en terciopelo es-
téril extendido en un bloque cilfndrico de tamafio
adecuado. Desde el terciopelo pueden sacarse de
5 a 8 réplicas en las placas reveladoras adecua-
das. Los trozos de terciopelo (el dptimo es la
felpa de lana con pelos de 2 - 3 mm) se cortan
en cuadrados de 15 a 18 cm. se lavan con aguaiqg
rriente y agua destilada (nunca con detergente)

y se autoclavan una vez secos, antes de ser usa-
dos.

F) Cruces bacterianos.-

1.~ Andlisis de rutina del carlcter H fr.-
En una placa de 853 se siembran parches del H fr
a probar, se incuban 4 o 5 horas a 372 C y se re-
plican sobre una placa de medio selectivo adecua-
do, sembrada con suspensidn de la cepa F~ adecua-
da (108 bacterias pot placa). La seleccidn de re-
combinantes debe realizarse para un marcador in-
troducido temprano por el Hfr. La constraselec-
cibn del macho debe preferentemente realizarse

por estreptomicina o rifampicina para impedir el



crecimiento por sintrofismo.

2.~ Cruces Hfr x Hfr. El Hfr receptor se culti-
va en 853 (5 ml) con aireacién, por 24 hrs obte-
niéndose asi una "fenocopia" F~ de este, El Hfr
donante se cultiva en 853 hasta alcanzar la fa-
se exponencial de crecimiento. Con pipetas pre-
calentadas se juntan en un matraz precalentado

los cultivos donantes y receptor, en la proporcidn

de 1 volumen de donantes por diez de receptor. Se
incuban sin agitar por el tiempo requerido para

la entrada del marcador deseadoy, y se termina el
cruce plaqueando la dilucibn apropiada en medio
selectivo, Para permitir la segregacidn de mar-
cadores de expresidén fenotipica lenta (como str A™)
se diluye la mezcla conjugante en Triptona (1:50 o

1: 100 ) y se incuba hasta saturacidn.

3. OCruces Hfr x F « Se procede como en caso
anterior pero usando como receptor un cultivo ex-

ponencial de la cepa F~.

4, Cruces por transduccidn con Pl ke, Se infec-
ta la cepa receptora (en forma de suspensidén en 10
m M Mg SO4 y 2 WM CaCl,, proveniente de un cultivo
en 869 con un lisado de PlKc obtenido en la cepa
donante (109 - Lpl0 fagos por ml). Se usa una mul-
tiplicidad de infeccién de 0.1 a 0.01., En la prac-
tica es conveniente lograr la multiplicidad correc
ta de infeccidn realizando las diluciones de fago

directamente en la suspensidn de receptores. Se

deja adsorber por 15 minutos a 372 C y se siembre

en placas selectivas.



Go- Lisogenizacién de fagos lamboides.

En un "tapiz" de bacteria se deja una
gota de dilucién de fagos (10° fagos por ml) A las
16 hrs. de incubacidén se pican bacterias de la zo-
na de lisisy y se restriegan hasta lograr colonias

aisladas, en una placa de medio rico.

En las colonias aisladas se prueban
los marcadores relevantes del fago (inmunidad) su-
presor) ya sea por replicacién de placas o por cru
zar una estria del lisdgeno purificado sobre una
estria perpendicular del fago adecuado. La liso-
genizacidon de los derivados ocre de 80 p sup F am
sus 2 se hace seleccionando por la entrada del su

presor en el lisbgeno.

He- "Cura' de lisdgenos para lambda.

En un tapiz de lisbgeno se deja caer
una gota de dilucibén de lambda b 2, imm 21 (lﬁs'g
fagos por ml). Se aislan y purifican las bacterias
supervivientes de la zona de lisisy y se prdeba su
inmunidad haciendo estrias de éstas, cruzando sobre
una estria de lambda cl. Las bacterias que resul-
tan no inmunes por esta prueba, se examinan por in
munidad a lambda in mm 21 poniendo gotas de dilu-
cidn de este fago sobre un tapiz de la bacteria
"curada' de lambda., (lambda b 2, imm 21 puede li-
sogenizar, aunque a baja eficiencia). La eficien-
cia general del proceso de '"cura es mejor que el

50% de los supervivientes analizados.

o~ Induccidn en placas de fagos transductores

de supresor (11),

. . . .
Adecuado para examinar por replicacion

4 . I
de placas a fagos transductores, Los lisdogenos se



83,

siembran en "parches" en una placa de medio rico,
se incuban 3 hrs. e inducen por luz ultravioleta,
irradiando con una désis que permita un 70-80%
de supervivencias dela cepa silvestre., Se incu-
ba 3 hrs. adicionales y se matan las células su
pervivientes colocando sobre la tapa invertida
de la placa una "plancheta" (de las de contador
de centelleo con flujo de gas) con 1 ml de HC Cl3.
Sobre ésta se coloca la placa madre y se incuban
el conjunto a 372 C por una hora. Luego los fagos
se replican a placas selectivas sembradas con b

108 células reveladoras.

Jo Espectro de supresidn.-

Las cepas a examlnar se inoculan en
0.5 ml de triptona e incuban por la noche. Luego
se incuban con agitacidn por 4 o 5 hrs. mas, hasta
la saturacidn del cultivo. Se agregan tres ml de
"agar tapiz" fundido, preparado en Triptona. So-

bre los tapices se agregan gotas de 0,003 a 0005

ml de diluciones de fago (1 x 100 fagos por ml).

Después de que las gotas se han absorbido, se in-
cuban las placas por 16 hrs. a 372 C. Se pueden
distinguir cuatro grados de lisis en las zonas

infectadas.,

a) Lisis total, sefialada con (+) en
las Tablas.

b) Lisis parcial, en la cual se obser
van placas aisladas ‘de fago, sefialada con el sig-
o ().

c) Lisis pobre, caracterizada por 1li-
sis en el limite de la capacidad de deteccidn vi-
sual. Frecuentemente el test aparece como negati-

v~ an 1na dunlicados. Se sefiala con el signo (P)



Ausencia de lisis, sefialada con el signo (-).
El comportamiento del espectro de supresién,
sefialado en las Tablas 1 y 2, es bastante es-
table al cambiar la cepa portadora del supre-
sor. El comportamiento de algunos fagos (espe
cialmente sus 221, sus 3, sus 203 y sus 43)
puede cambiar manteniéndose el patrén general
de crecimiento de los otros fagos, si en la cge

pa existen mutaciones en Str A y mal A.

Ke= Prueba del fenotipo Rec.

l.- Por replicacién de placas. Se irradia una
replica en medio rico con una dosis de luz ul-
travioleta que de 70 a 80% de supervivencia en
la cepa silvestre y se incuba 16 horas. Las cg

pas rec A no crecen en esta prueba,

2.- Por estrias.- Se irradia en las condicio-
nes anteriores, una placa donde se han hecho es
trias de la cepa a probar, despubs de cubrir la
mitad de la placa con una lamina de cartdon, pa-
pel, metal etc., de modo que su borde recto que
de perpendicular a las estrias, Después de 16
horas de incubacidén, en las estrias de cepas
rec A" no crece (o crecen unas pocas colonias
resistentes a la irradiacidn) la parte ‘irradia-
da. Esta prueba permite distinguir la presencia
o ausencia de rec A" aln cuando la cepa portado-
ra sea lisogénica para fagos lamboides induci-

bles por luz ultravioleta.

L.- Mutagénesis de bacteria.-

l.- Mutagénesis por N.N' metil nitroso guanidi-

na (adaptado de referencia) 5.5.).

Ca +ama ivn il diva de la ha(:{eria a
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-tacionaria, crecido en 869, Se centrifuga,
resuspende y lava en medio volumen de tampén

T M6 (0.6% tris, 0.06% 4cido maleico, 1,1% de
(N H4)2 504, 0.01% Mg 804, 0.05% de ciifato

de Na, ajustado a pH 6.0 con Na OH) estéril,
por dos veces consecutivas., A dos ml de dicha
suspensidn se agregan 0.2 ml de solucién re-
cién preparada de N-N' metil nitroso guanidi-
na (3 mg por ml). Se deja 15 minutos a 302 C (o
(o por 20 minutos a temperatura ambiente).

Se centrifuga y se lava dos veces en TM6, y
luego se diluye 1:10 en Triptona, incubindo-

se a 372 C con aireacidn para permitir la exp
presion fenotipica de las mutaciones produci-

dase

2.- Mutagénesis por etil etano sulfonato.-

Se crece un cultivo hasta 2 x 103
células por ml en medio minimo glucosa. Luego
se centrifuga, se lava y resuspende en la mi-
tad del vollmen original de medio minimo sin
fuente de carbonoy hecho 0.2 M con Tris-sulfa-

to a pH 7.5. Se agregan 0.030 ml de étil etano

sulfonato a 2 ml de suspensidn y se agita y mez

cla vigorosamentes Se cultiva con agitacién
por dos horas a 372 C. Se diluye diez veces
en medio rico y se deja crecer por toda una

noche,

M¢- Mutagénesis de fagos por N-N! metil nitro-

soguanidina.-

Se crecen hasta la parte temprana

de la fase de crecimiento estacionario un cul-
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-tivo de 5 ml de bacterias permisivas, en
869. Se concentra a 2 ml en MNg 804 10 m M
y se infecta con bacteriéfagos a una multi

plicidad de tres fagos por bacteria, dejin

dolos adsorberse por 15 minutos a 372 C.

Se centrifuga y lava dos veces con TM6, y

se resuspende en este mismo tampén. Con es
ta suspensidn se procede como se describid
en "Mutagénesis de bacteria por N-N' metil
nitroso guanidina™ resuspendiendo al final
en cinco volimenes de Triptona 10 m M en

Mg 804. Se incuba hasta que se observe li-
sis. (pero no mis de cuatro a cincod horas).
Luego se procesa el lisado como se descri-

bié en "Induccidn por luz ultravioleta".

No- Determinacidn de frecuencia de reversidn.

Se moja y escurre un alambre de
platino en un cultivo de bacterias en medio

liquido, y se inocula 2 ml de medio rico

fresco puesto en tubos de centrifuga. (El
inoculoy, hecho de la manera indicada tiene

menos de cien células). Se cultiva con agi-
tacidn por la noche, y se centrifuga, lava

y resuspende en el mismo vollmen original,

o la décima parte de éste, seglin la frecuen-
. .’ L]

cia de reversidn de la cepa, previamente me-

dida en un egperimento piloto. La suspensidn

asi obtenida se plaquea en medio selectivo

tituldndose, paralelamente, una allcuota

de ésta en medio rico.
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